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RESUMO

Um dos maiores responsaveis pela depreciacdo da qualidade da carne é a
oxidacdo, sendo responsavel pela perda das caracteristicas organolépticas e
reducdo do tempo de prateleira da carne, em especial da carne de frango. Como
uma forma de se evitar tal oxidacdo tem-se pesquisado o uso de antioxidantes
naturais, como os compostos fendlicos, encontrados em vegetais e frutos. Por isso,
este trabalho buscou avaliar o potencial antioxidante e antimicrobiano dos extratos
de murici (Byrsonima sp.), pau-terra (Qualea grandiflora), mama cadela (Brosimum
gaudichaudii) e pimenta de macaco (Xylopia aromatica) em almdndegas de carne
do peito de frango armazenadas sob refrigeracdo e congelamento. A carne de peito
de frango foi moida, adicionada de 0,5% de sal, homogeneizada e dividida em seis
tratamentos apos a adicdo de 0,5% dos antioxidantes naturais, sendo: controle
negativo (CONT): sem extrato, controle positivo (BHT): adicdo de 150 ppm de BHT,
murici (MU), pau-terra (PT), mama cadela (MC) e pimenta de macaco (PM). Foram
confeccionas alméndegas (25-30g), embaladas a vacuo e pré-cozidas em banho
maria (100 °C) por 8 min, sendo reembaladas depois de resfriadas e armazenadas
durante 8 dias (sob refrigeracdo) e 4 meses (sob congelamento). A progressao da
oxidagéo lipidica foi feita através do método de TBARS antes e apds o cozimento
e nas amostras cozidas nos dias 0, 2, 4, 6, e 8 e nos meses 0, 1, 2, 3 e 4 de
armazenamento. E pelo método de tidis para a oxidacao proteica nos dias 0 e 8 e
dos meses 0 e 4 de armazenamento. A andlise estatistica foi realizada utilizando o
teste Tukey ao nivel de 5% de significancia usando TBARS e tibis como variaveis
resposta. Para a atividade antimicrobiana foi realizado o teste de difusdo em disco
frente a Salmonela, P. mirabilis e E. coli. O extrato de murici apresentou atenuacgao
frente aos trés micro-organismos testados, sendo maior atenuagéo do crescimento
bacteriano frente a Salmonela. Quanto a oxidacédo lipidica, a adicdo dos
antioxidantes naturais ou BHT foi eficaz na protecdo dos lipidios durante o
cozimento, uma vez que os valores médios de TBARS foram estatisticamente
menores (P<0,05) em relacdo ao CONT. Ao final dos 8 dias de refrigeracéao, todos
os tratamentos contendo adicdo de extratos de plantas foram eficientes (P<0,05)

em relacdo ao CONT, mas os extratos de murici e pau-terra apresentaram 0s



melhores resultados. No ensaio de armazenamento congelado, todos os extratos
de plantas apresentaram atividade antioxidante na protecdo dos lipidios,
comparados ao CONT e ao BHT (P<0,05). Os extratos de murici e pau-terra
apresentaram uma maior protecdo (P<0,05) das proteinas em relacdo ao BHT,
enquanto os extratos de mama cadela e pimenta de macaco apresentaram
resultado semelhante ao do BHT, no ensaio de armazenamento refrigerado. Em
conclusdo, todos o0s extratos de plantas testados apresentaram protecéo
antioxidante dos lipidios e das proteinas, com destaque para os extratos de murici

e pau-terra.

Palavras-chave: Antioxidante natural, murici, pau-terra, mama cadela, pimenta de

macaco, TBARS, tiéis, carne de frango
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ABSTRACT

One of the main factors responsible for the depreciation of meat quality is oxidation,
being responsible for the loss of organoleptic characteristics and reduction of the
shelf life of meat, especially chicken meat. One way to avoid such oxidation, the use
of natural antioxidants, such as phenolic compounds, found in vegetables and fruits
has been researched. Therefore, this work sought to evaluate the antioxidant and
antimicrobial potential of the extracts of murici (Byrsonima sp.), Pau-terra (Qualea
grandiflora), mama cadela (Brosimum gaudichaudii) and pimento de macaco
(Xylopia aromatica) in breast meatballs of chicken stored under refrigeration and
freezing. The chicken breast meat was ground and added 0.5% salt, homogenized
and divided into six treatments, being: negative control (CONT) with no extract,
positive control ( BHT) with addition of 150 ppm of BHT, murici (MU), pau-terra (PT),
mama cadela (MC) and pimento de macaco (PM), with 0.5% of which one of the
natural extracts. Meatballs (25-30g) were made, vacuum-packed and pre-cooked in
a water bath (100 °C) for 8 minutes, repacked after being chilled and stored for 8
days (under refrigeration) and 4 months (under freezing). The progression of lipid
oxidation was made using the TBARS method before and after cooking and in the
samples cooked on days 0, 2, 4, 6, and 8 and on months 0, 1, 2, 3 and 4 of storage.
The thiols method was used for protein oxidation on days 0 and 8 and months 0 and
4 of storage. Statistical analysis was performed using the Tukey test at the level of
5% significance, using TBARS and thiols as response variables. For the
antimicrobial activity, the disk diffusion test was performed against Salmonella, P.
mirabilis and E. coli. The murici extract showed attenuation against the three
microorganisms tested, with greater attenuation of bacterial growth against
Salmonella. As for lipid oxidation, the addition of natural antioxidants or BHT was
effective in protecting lipids during cooking, since the mean TBARS values were
statistically lower (P <0.05) compared to CONT. At the end of the 8 days of
refrigeration, all treatments containing plant extracts were efficient (P <0.05)
compared to CONT, but murici and pau-terra extracts showed the best results. In
the frozen storage test, all plant extracts showed antioxidant activity in protecting
lipids, compared to CONT and BHT (P <0.05). The extracts of murici and pau-terra
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showed a greater protection (P <0.05) of the proteins compared to BHT, while the
extracts of mama cadela and pimento de macaco presented a similar result to that
of BHT, in the refrigerated storage test. In conclusion, all plant extracts tested
showed antioxidant protection from lipids and proteins, especially murici and pau-

terra extracts.

Keywords: Natural antioxidant, murici, pau-terra, mama cadela, pimenta de

macaco, TBARS, thiols, chicken meat



CAPITULO 1

POTENCIAL ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANO DE PLANTAS DO
CERRADO



1. INTRODUCAO

A carne de frango é uma das mais importantes fontes de proteina animal
na dieta da populacdo em geral, tendo em 2017 um consumo de 42,07 Kg por
habitante no Brasil (Associa¢céo Brasileira de Proteina Animal — ABPA, 2018). Isso
se deve ao fato da carne de frango apresentar um menor custo ao consumidor em
relacdo as demais carnes, além de ter uma producdo extremamente tecnificada. A
producao brasileira de carne de frango em 2017 foi de 13,05 milhdes de toneladas
(Associacao Brasileira de Proteina Animal - ABPA, 2018). E cerca de 33,1% da
produgéo foi exportada (ABPA, 2018), sendo o Brasil o maior exportador de carne
de frango do mundo.

Porém, um dos problemas relacionados a perda da qualidade da carne
€ a oxidacao lipidica (Gray, Gomaa & Buckley, 1995). Ela é responséavel pela
alteracdo das caracteristicas organolépticas e reducédo do tempo de prateleira da
carne, além da geracdo de produtos prejudiciais a saude humana (Falowo, Fayemi
& Muchenje, 2014). Embora possa ocorrer em lipidios saturados, a maior parte da
oxidacdo lipidica esta relacionada a lipidios insaturados, presentes em grande
guantidade na carne de frangos e perus. O grau dessa deterioracdo esta
relacionado a fatores como, presenca de oxigénio, grau de insaturacdo dos acidos
graxos, presenca de metais, especialmente ferro e cobre, pigmentos heme e
processos mecanicos, como a desossa e moagem, e adicdo de sal (Devatkal,
Narsaiah & Borah, 2010).

Assim como a oxidacdo lipidica, a oxidacdo proteica também é
responsavel por perdas na qualidade da carne. Porém, foi ignorada por décadas,
sendo pouco estudada em comparacdo com a oxidacao lipidica, que foi estudada
mais profundamente (Lund et al., 2010). Além disso, os mecanismos de interacao
entre as proteinas musculares e os compostos fendlicos foram mais recentemente
estudados em detalhes (Estévez & Heinonen, 2010).

Para reduzir os efeitos da oxidacéo sao usadas diversas técnicas, como
embalagens a vacuo, com atmosfera controlada, uso de radiacdo, de baixas
temperaturas e, o que é comumente aplicado pelas industrias, substancias

antioxidantes (Milani et al., 2010). Existem no mercado antioxidantes sintéticos,



sendo os mais comuns: o hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisol butilado
(BHA), o butilhidroquinona terciario (TBHQ) e o propil galato (PG) (Bozkurt, 2006).
Porém, estudos relatam que os antioxidantes sintéticos possam ser prejudiciais a
saude (Mohamed et al., 2011), assim sendo, cada vez mais 0s consumidores tém
optado por produtos mais naturais, estimulando a busca por alternativas aos
antioxidantes normalmente usados pela industria (Karre, Lopez & Getty, 2013).

Como alternativa as substancias sintéticas estdo 0s compostos
fendlicos, encontrados em vegetais e frutos. S&o substancias naturais com
propriedades antioxidantes, com baixa toxicidade e alta atividade (Rockenbach et
al., 2007).

As plantas comumente apresentam compostos fendlicos, relacionados
principalmente com a protecdo, e que se constituem nos antioxidantes mais
abundantes (Everette et al., 2010). Plantas tipicas do cerrado, embora sejam
tradicionalmente utilizadas pela populacdo local e bem adaptadas a regido, sao
pouco exploradas comercialmente, porém com grande potencial tanto na area

alimenticia quanto na area medicinal (Caramori et al., 2004).

1.1 Problematica e Relevancia

O bioma Cerrado é considerado uma dentre as mais ricas savanas do
mundo, com grande gama de recursos nhaturais renovaveis (Morzelle et al., 2015),
mas pouco explorados. Tendo em vista a demanda por parte dos consumidores por
produtos mais naturais e a necessidade de uma maior conservagao do produto
atraves do uso de aditivos antioxidantes, com o intuito de reduzir a oxidac¢éao natural
dos produtos carneos, mantendo suas caracteristicas organolépticas e
aumentando seu tempo de prateleira.

Este trabalho buscou avaliar o poder antioxidante de quatro plantas
nativas do cerrado brasileiro, murici, pau-terra, mama-cadela e pimenta-de-macaco
adicionadas a almdndegas de carne do peito de frango pré-cozidas e armazenadas
em duas condicbes de armazenamento diferentes, sob refrigeracdo e

congelamento, no decorrer do tempo. Além disso, avaliou também a acéo


http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=MORZELLE,+MARESSA+CALDEIRA

antimicrobiana desses extratos naturais in vitro, visando uma melhor conservacao

desse produto carneo.

1.2 Objetivos

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizac&o de extratos
de plantas do Cerrado como aditivos antioxidantes e antimicrobianos com a

finalidade de preservar a carne do peito de frango.

1.3 Objetivos especificos

Caracterizar a atividade antimicrobiana e antioxidante dos extratos
etandlicos de quatro plantas do Cerrado; analisar o progresso da oxidacgao lipidica
das almondegas de carne de peito de frango adicionadas de antioxidantes naturais
durante o processamento térmico (cozimento em banho maria) e durante o
armazenamento refrigerado e congelado; e avaliar o potencial de protecdo dos
extratos naturais sobre a oxidacdo das proteinas da carne durante o

armazenamento refrigerado e congelado.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Oxidacéao lipidica

Os lipideos sdo substancias de origem biolégica, compostos na sua
maioria por &cidos graxos, com pronunciada hidrofobia, sendo sollveis em
solventes organicos nao polares (Belitz & Grosch, 1999). Apresentam maior teor
caldrico comparado aos demais nutrientes, uma vez que os atomos de carbono séo
mais reduzidos do que 0s mesmos atomos encontrados na molécula de acucar,
resultando em uma oxidacdo que libera duas vezes mais energia que O0sS
carboidratos (Nelson & Cox, 2008).

Os acidos graxos séo acidos carboxilicos com cadeias hidrocarbonadas,
variando de 4 a 36 carbonos de comprimento. Podendo esta cadeia ser saturada
(sem duplas liga¢cBes) ou insaturada (contendo uma ou mais duplas ligacdes). O
comprimento e a insaturacado da cadeia sdo as principais caracteristicas que afetam
as propriedades fisicas dos acidos graxos (Nelson & Cox, 2008).

Em boa parte dos &cidos graxos insaturados, as duplas ligacbes
aparecem na conformacdao cis. Nesses compostos insaturados, a presenca de uma
dupla ligacéo cis resulta em uma curvatura na cadeia, uma vez que ela forma uma
dobra rigida de 30° na cadeia de hidrocarbonetos. Essa dobra faz com que os
acidos graxos com uma ou mais dessas curvaturas ndo se agrupem de forma
compacta como os acidos graxos totalmente saturados como demonstrado na
Figura 1. Isso torna as intera¢des mais fracas, demandando um menor gasto de
energia térmica para se quebrar essas ligacdes (Nelson & Cox, 2008). O que, de
acordo com Gordon (2001), torna os acidos graxos com insaturacbes em sua
cadeia importantes substratos para deterioracdo oxidativa, sendo que, quanto

maior o numero de insaturacdes, mais susceptivel € a oxidacao.



Grupo o, L0
carboxila X
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Cadeia ¢ [
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Figura 1: Justaposicao de acidos graxos em agregacdes estaveis. (a) Duas representacdes do
acido esteéarico completamente saturado, cada linha em ziguezague representa uma ligacéo simples
entre carbonos adjacentes. (b) Dupla ligagéo cis (sombreada em vermelho) no &cido oleico ndo
permite rotacdo e introduz uma curvatura rigida na cadeia hidrocarbonica. (c) Acidos graxos
totalmente saturados, na forma estendida, ajustam-se em arranjos quase cristalinos estabilizados
por muitas intera¢bes hidrofobicas. (d) A presenca de uma ou mais ligagbes cis interfere no

empacotamento rigido e como resultado, os agregados sdo menos estaveis (Nelson & Cox, 2008).

A carne de frango apresenta elevado teor de &cidos graxos insaturados,
sendo um alimento com alta susceptibilidade a oxidac&o lipidica (Mariutti &
Bragagnolo, 2009). A oxidacao lipidica ocorre pela acdo em cadeia de uma série
de reacOes, que causam a reducéo no tempo de prateleira de diversos alimentos e
afetam a qualidade dos mesmos, em especial da carne. Dentre essas alteracdes
estdo: perda das caracteristicas organolépticas do alimento, como cor e sabor, e
perda também do valor nutricional, bem como a formagdo de compostos
prejudiciais a saude (Mariutti & Bragagnolo, 2009).

Essas séries de reacdes se iniciam por meio dos radicais livres e sua
interacdo com o oxigénio. Os radicais livres sdo espécies resultantes do
metabolismo celular que possuem um ou mais elétrons desemparelhados, o que o0s
torna extremamente instaveis e altamente reativos (Roberfroid & Calderon, 1995).

Os radicais livres apresentam um importante papel no metabolismo
celular, uma vez que o organismo animal apresenta-se em constante ataque pelos
radicais livres em razéo das atividades metabdlicas fisiol6gicas e dos processos de
defesa do sistema imune (Surai, 2002). Em condigbes normais, ha um equilibrio
entre a formagao fisiologica desses radicais livres e os mecanismos antioxidantes
gue ocorrem in vivo. Porém, ap6s o abate, esses mecanismos antioxidantes
diminuem durante as altera¢cdes naturais na transformacdo do musculo em carne
(Min & Ahn, 2005).



A oxidacao lipidica se da quando radicais livres, altamente reativos, se
unem com O oOxigénio ou acidos graxos formando mais radicais livres e
hidroperoxidos, iniciando assim a reacdo em cadeia (Araujo et al., 2008). Esse
processo ocorre em trés etapas, iniciagdo, propagacédo e terminacdo (Gordon,

2001; Araujo et al., 2008), como descrito na Figura 2.

INICIACAO RH — R* + H*
PROPAGACAD R* + 02— ROO*

ROO* + RH ROOH +R*

TERMINAC EMO ROO* + R* —» ROOR
ROO* + ROO*—» ROOR + 0? Produtos estaveis
R*+R* — RR

Sendo: RH (acido graxo insaturado); R* (radical livre); ROO* (radical perdxido); ROOH
(hidroperéxido).

Figura 2: Mecanismo da oxidagao lipidica (Ramalho & Jorge, 2006)

Na iniciacdo ocorre a formacédo dos radicais livres do acido graxo. Isso
acontece quando qualquer elemento, com reatividade suficiente, rouba um atomo
de hidrogénio de um grupo metil da molécula lipidica. Essa retirada de um atomo
da molécula de hidrogénio deixa um elétron desemparelhado no carbono central da
cadeia (Min & Ahn, 2005).

A formacdo de radicais livres pode ser influenciada também por
condicdes de luz, calor, umidade e presenca de oxigénio, tendo este ultimo um
papel mais importante na fase de propagacgéo (Adams, 1999). Sendo esta formagéao
uma reacao normalmente catalisada por ions metalicos (Gordon, 2001; Min & Ahn,
2005). Na fase de iniciagdo ainda ndo ha mudancgas significativas no sabor e na
gualidade da gordura (Adams, 1999).

Na propagacdo, esse radical carbono é estabilizado por rearranjo

molecular, reagindo com moléculas de oxigénio, em um ambiente aerobico, e



formando um radical perdxido, produto primario da oxidacdo (peroxidos e
hidroperoxidos) (Min & Ahn, 2005). Segundo Frank et al. (1989), em ambientes
anaerdbicos ou com baixos niveis de oxigénio, os dienos conjugados interagem
entre si dentro da membrana ou com as proteinas e colesterol de membrana.

O radical peroxido entdo retira um atomo de hidrogénio de outra
molécula lipidica ou acido graxo préximo para formar um hidroperoéxido lipidico, o
que acarreta na formagao de um novo radical livre, propagando assim a reagao em
cadeia (Surai, 2002). De acordo com Estévez (2015), os mecanismos de
propagacédo podem ocorrer até 100 vezes antes de dois radicais se combinarem e
finalizarem o processo.

Na terminacdo, os peroxidos formados reagem entre si, originando
moléculas estaveis, os produtos secundérios da oxidacdo (Silva et al., 1999;
Ramalho & Jorge, 2006). Estes compostos secundarios formam compostos volateis
e ndo volateis, como aldeidos, cetonas, alcoois, hidrocarbonetos e acidos
organicos, que causam o sabor e odor de rango na carne e as alteragbes de cor
(Lynch & Faustman, 2000), sendo os aldeidos os maiores responsaveis pelas
alteracdes sensoriais (Gordon, 2001).

Tais compostos, além de responsaveis pelas alteracdes sensoriais do
alimento, também acarretam a destruicdo dos constituintes essenciais, o que reduz
o valor nutricional do alimento e gera compostos toxicos durante o processamento
e armazenamento (Melo & Guerra, 2002).

A carne de frango apresenta um alto teor de acidos graxos insaturados
(Mariutti & Bragagnolo, 2009), sendo que o teor de lipidios totais em cortes de peito
de frango cru e sem pele é de 3%, aproximadamente, dos quais 1,1% sao
constituidos por acidos graxos saturados, 1,3% acidos graxos monoinsaturados e
tracos de acidos graxos poli-insaturados (Nucleo de Estudos e Pesquisas em
Alimentacdo, 2011). No entanto, a composicdo de 4cidos graxos na carne de frango
assada ou cozida é menor quando comparados ao frango cru, uma vez que a
aplicacao de coccdo na carne altera o teor de lipidios totais cerca de duas a trés
vezes devido a perda de agua (Cantor et al., 2008). Além do elevado teor de acidos
graxos insaturados, a carne de frango também apresenta baixos niveis de
antioxidantes naturais, como tocoferéis (Racanicci et al., 2004), o que contribui
ainda mais para sua alta susceptibilidade a oxidagéo lipidica.



Apesar da quantidade de acidos graxos insaturados estar relacionada a
susceptibilidade a oxidacéo lipidica, ha outros fatores envolvidos. Dentre eles estéao
fatores pré-abate como estresse térmico; e fatores pds-abate como a presenca ou
nao de enzimas antioxidantes e metais pesados, condicdes de processamento
(desossa, moagem, cozimento, uso de aditivos como sal) e armazenamento
(exposicéo a luz e ao calor), segundo Min & Ahn (2005).

O oxigénio € um importante fator relacionado a oxidacao lipidica. Apesar
do oxigénio atmosférico ser pouco reativo, ele pode ser convertido as espécies
reativas de oxigénio (ROS), que podem participar direta ou indiretamente no
processo de oxidacdo. Dentre as ROS, temos como exemplos: o peroxido de
hidrogénio (H203), radical peroxido lipidico (LOO*), radical alcoxi (LO*) e complexo
ferro-oxigénio (radical ferri e periferri) (Ahn et al., 1993).

De acordo com Adams (1999), quanto mais alta a temperatura, maior
sera a oxidacdo, sendo entdo necessario armazenar as carnes cruas ou pré-
cozidas em baixas temperaturas para se reduzir a ocorréncia da oxidagao lipidica.
Pois, segundo Limbo et al. (2010), a refrigeracdo diminui a atividade molecular,
reduzindo as interacfes entre moléculas pro-oxidantes e os lipidios presentes na
carne. Porém, embora ocorra com maior frequéncia em altas temperaturas, este
nao € um fator determinante, ocorrendo também em temperaturas de refrigeracao
e em carnes congeladas (Gomes et al., 2003).

Além da reducédo da temperatura de armazenamento, a oxidacao lipidica
pode ser inibida por outros métodos, como a restricdo do acesso de oxigénio,
através do uso de embalagens a vacuo e adicdo de antioxidantes (Pokorny, 2001).

A metodologia mais utilizada para caracterizar a oxidacao lipidica em
carnes e derivados carneos € através da determinacao das substancias reativas ao
acido 2-tiobarbitarico (TBARS). Essa metodologia se baseia na quantificacdo de
malonaldeido (MDA) a partir da reagdo com o 4cido 2-tiobarbitarico (TBA), o que
produz um composto de cor vermelha que € medido espectrofotometricamente a
532 nm de comprimento de onda (Figura 3). O malonaldeido € um dos principais
produtos da decomposicdo dos hidroperoxidos (Lima Junior et al., 2013), sendo

entdo esta uma avaliacdo indireta da oxidagao.



10

N2 N

HS. _N.__OH S. Gt
i 0O, 0 | AN HO.
| [\ P Z H
Nao A + c-o,—C¢ T "
NI “ - -
I H H Ny ~~H-c=cn—_ N
OH Malonaldeido T
IBA

=  2H0

OH
Cromogénio OH

Figura 3: Reacdo entre o acido 2-tiobarbitirico e o malonaldeido formando um composto

colorido (Osawa et al., 2005).

2.2 Oxidagao proteica

Logo apds o abate ocorre uma série de alteragcbes bioquimicas
responsaveis pela conversdo do musculo em carne. Consequentemente, 0sS
mecanismos naturais responsaveis por inibir a oxidacao perdem forca (Harris et al.,
2001). A presenga de pigmentos heme, metais de transigdo, bem como grandes
concentracbes de &cidos graxos insaturados agem como precursores para a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). O tecido muscular apresenta
uma alta concentracdo de proteinas que, quando reagem com essas espécies,
formam carbonilas e levam a diminui¢&o de grupos sulfidrilas (ou tidis) (Xiong, 2000;
Soyer et al., 2010).

A oxidacao proteica resulta em fragmentacao, agregacao e reducéo da
solubilidade de proteinas (Terevinto et al., 2010). A reacdo entre ROS e as
proteinas musculares acarreta perda de grupos sulfidrila e geracdo de compostos
carbonilicos (Fuentes et al.,, 2010; Soyer et al., 2010). Esse processo provoca
alteracdes da maciez e da cor da carne (Lund et al., 2007), da capacidade de
retencdo de agua (Bertram et al., 2007), da estrutura da miosina (Xiong et al., 2009)
e da atividade enzimatica (Rowe et al., 2004). O que esta associado a uma baixa
digestibilidade e, portanto, um menor valor nutricional das proteinas oxidadas
(Morzel et al., 2006).

O desenvolvimento do processo de oxidagdo da proteina € similar ao
dos lipidios, sendo um fendmeno complexo que tem inicio na rea¢cdo em cadeia dos
radicais livres (Davies & Dean, 2003).

Como exemplificado na Figura 4, a retirada de um atomo de hidrogénio

da molécula proteica por um ROS gera um radical carbono-central proteico (Pe),
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que na presenca de oxigénio é convertido em radical peroxila (POQe), e perdxido
de alquila (POOH) mediante a extragdo de um atomo de hidrogénio de uma
proteina adjacente. Por sua vez, este radical proteico formado reage com um
aldeido (produto secundario da oxidacéo lipidica gerando compostos carbonilicos),
ou com outro radical gerando um agregado proteico Reacdes adicionais com HOze
geram um radical alcoxila (POe) e o derivado hidroxila (POH) (Lund et al., 2010).
Segundo Davies & Dean (2003), cisteina, tirosina, fenilalanina, triptofano, histidina,
prolina, arginina, lisina e metionina sdo os aminoacidos que mais apresentam
sensibilidade aos ROS.

PH + HO —P" + H,0 (1)
P" 4 0,—POO (2)
POO" + PH—POOH + P’ (3)
POOH + HO,—PO" + O, + H,0 (4)
POOH + M""—PO" + HO™ +M" """ (5)
PO’ + HO,—POH + 0O, (6)
PO + H" + M"" —POH + M"" "™, (7)

Figura 4: Mecanismo da oxidacgao proteica (Estévez, 2011)

Pela técnica de espectrofotometria, a oxidacdo proteica pode ser
avaliada de duas formas: pela quantificagdo dos grupos carbonilas, em que se
quantifica o produto gerado da reacéo entre 2,4-dinitrofenilidrazina (DNPH) e os
grupos carbonilas de proteinas (Oliver et al., 1987); e pela quantificacdo de grupos
tiois (sulfidrilas) (Ellman, 1959).
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2.3 Antioxidantes

Para evitar a formacao de lesdes e perda da integridade celular causada
pela oxidagédo, sao utilizados compostos denominados antioxidantes, que agem
interceptando os radicais livres e interrompendo a cadeia oxidativa (Salazar et al.,
2006). Segundo a Food and Drug Administration (FDA), os antioxidantes sao
substéancias utilizadas para se preservar e aumentar o tempo de prateleira de
alimentos que possuem em sua composicao lipidios oxidaveis, através do retardo
da descoloracao, rancidez e deterioracdo decorrentes da oxidacao.

Os antioxidantes sdo entdo, substancias quimicas capazes de prevenir
a ocorréncia do estresse oxidativo (Surai, 2002). Eles sdo compostos aromaticos,
com pelo menos uma hidroxila, podendo ser derivados de fontes comerciais
sintéticas ou compostos isolados naturalmente de alimentos, ou plantas (Ramalho
& Jorge, 2006). Antioxidantes como a vitamina E agem aumentando a resisténcia
da membrana contra quebras de neutréfilos ativados (Traber & Atkinson, 2007).

Os antioxidantes sdo formados por vitaminas, minerais, enzimas,
pigmentos naturais e outros compostos vegetais. Eles sdo capazes de agir
suprimindo a formacao dos radicais livres, o que diminui a taxa de oxidac&o. Ao se
ligarem aos radicais livres eles formam um radical pouco reativo que ndo reage com
os lipideos, interrompem assim a propagacao da oxidacao (Yanishlieva-Maslarova,
2001).

Os antioxidantes biolégicos agem prevenindo os efeitos dos radicais
livres e seus metabdlitos. Cada um atua de forma especifica, localizados em partes
diferentes da célula. Uma vez que esses antioxidantes biolégicos trabalham em
conjunto, a deficiéncia de um componente impacta negativamente na eficacia dos
demais. Um exemplo disso é o sinergismo entre as vitaminas E e C (Gitto et al.,
2001).

Em condi¢des de estresse in vivo, existe um aumento significativo na
producdo de radicais livres, que ndo pode ser suprimido pelo proprio organismo
sem o uso de antioxidantes exdégenos (Surai et al., 2007).

O uso de antioxidantes visa proteger os sistemas biol6gicos contra os
efeitos danosos das ROS. Visto que nem todos os antioxidantes podem ser usados

em alimentos, seu uso deve seguir as caracteristicas de: ndo deve conferir odor ou
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sabor estranhos ao produto, ser estavel ao armazenamento e processamento, ser
de facil incorporacdo ao alimento, ndo podendo, 0 composto ou seus produtos,
serem toxicos, ser eficaz em baixas concentragfes (Melo & Guerra, 2002).

Os antioxidantes séo classificados de acordo com seu mecanismo de
acao, que sdo: a doacao de hidrogénio; doacéo de elétrons; adicdo do lipidio ao
anel aromatico; formacdo de um complexo entre lipidio e o anel aromatico
(Carvalho, 2005). Sendo entdo classificados em primarios, sinergistas,
removedores de oxigénio, bioldgicos e agentes quelantes e antioxidantes mistos
(Bailey et al., 1996), podendo ser ainda classificados em sintéticos ou naturais
(Pokorny, 2001), e enziméaticos e ndo enzimaticos (Colpo, 2012).

Os antioxidantes primarios sdo compostos fendlicos que agem
removendo ou inativando radicais livres formados nas fases de iniciacdo ou
propagacédo. Eles agem doando atomos de hidrogénio e cessando a reacdo em
cadeia. Dentre os antioxidantes primarios sdo eles: polifendis (Hidroxianisol
butilado, o BHA, hidroxitolueno butilado, o BHT, butilhidroquinona terciério, o TBHQ
e propil galato, o PG, que sdo compostos sintéticos) e os tocoferéis, compostos
naturais que se encaixam também na categoria de antioxidantes bioldgicos
(Fukumoto & Mazza, 2000). Os sinergistas sao substancias com pouca atividade
antioxidante, ou até mesmo atividade antioxidante inexistente. Porém, combinados
corretamente com antioxidantes primarios potencializam sua atividade. Alguns
antioxidantes primarios utilizados em conjunto atuam de forma a aumentar sua
atividade, agindo de forma sinérgica (Yeum et al., 2009). Os removedores de
oxigénio capturam o oxigénio do meio, tornando-o indisponivel como propagador
da reacdo em cadeia. Como exemplos dessa classe temos os acidos ascorbicos e
derivados (Choe & Min, 2009). Os antioxidantes biolégicos sdo enzimas que
removem O OXxigénio ou outros compostos reativos. Como exemplo temos as
catalases, glucose oxidase e superéxido desmutase (Igbal et al., 2002). Os agentes
guelantes complexam ions metalicos que catalisam a oxidacgéo lipidica. Dentre eles
temos: o acido citrico e seus sais, fosfatos e sais de acido etileno diamino tetra
acético (EDTA) (Yanishlieva-Maslarova, 2001). E os antioxidantes mistos séo
compostos derivados de plantas ou animais. Entre eles estdo: proteinas

hidrolisadas e derivados do acido cinamico (Bailey, 1996).
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Existem trés formas possiveis de se adicionar antioxidantes em produtos
carneos. Eles podem ser adicionados na dieta dos animais (Govaris et al., 2005),
direto na carne (Racanicci et al., 2008), ou por meio de filmes de cobertura (Zhou
et al., 2010). Dentre essas trés formas apresentadas, o ideal seria a adicdo dos
antioxidantes na dieta dos animais, pois além da protecdo das moléculas alvo do
estresse oxidativo teriam um importante papel contra doencas cronicas (Park el tal.,
2003). Porém, a eficacia de tais compostos como antioxidantes post mortem varia
de acordo com a sua metabolizacao e deposicdo no tecido (Fernandez-Panchon et

al., 2008), ndo sendo possivel uma quantificacdo exata.

2.3.1 Antioxidantes sintéticos

Os antioxidantes sintéticos sao bastante utilizados pelas industrias com
0 intuito de se reduzir a oxidacao lipidica em produtos alimenticios (Martinez-Tome
et al., 2001). Os antioxidantes sintéticos mais utilizados sdo: BHA, BHT, TBHQ e
PG. Tais compostos inibem a oxidacéo lipidica sequestrando radicais livres, isso
ocorre devido a sua estrutura fendlica que permite doacdo de um proton a um
radical livre, regenerando a molécula do acilglicerol e interrompendo 0 mecanismo
de oxidagao (Ramalho & Jorge, 2006).

Os antioxidantes sintéticos utilizados em alimentos destinados ao
consumo humano no Brasil sdo regulamentados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da RDC n. 45 de 03 de novembro de 2010,
pelo Regulamento Técnico sobre aditivos alimentares segundo as Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF). Assim, sdo autorizados pela ANVISA para uso em produtos
carneos: o acido ascorbico, ascorbato de sédio, ascorbato de célcio, ascorbato de
potassio, acido eritérbico, acido isoascorbico, eritorbato de sédio, isoascorbato de
sodio, BHA, BHT e PG.

O BHA e BHT apresentam acao semelhante, sendo bastante efetivos na
supressdo da oxidacdo de &cidos graxos de cadeia curta, e mais efetivos em
gorduras animais do que em 0Oleos vegetais, tendo pouca estabilidade em altas
temperaturas. O BHT apresenta formula CisH240 (Figura 5), sendo uma substancia

sélida, cristalina e insolivel em agua, tendo relatos de toxicidade hepatica e



15

cancerigena relacionada a sua exposicao continua (Kahl & Kappus, 1993; EU,
2012). O BHA é formado por 90% de isdmeros 2 e 3 do terciario-butil-4-metoxifenol
(Figura 5), sendo também uma substancia sélida e cristalina, de colora¢éo branco-
amarelada, podendo ser utilizado em combinagc&o com o BHT (Baruffaldi & Oliveira,
1998).

Outros fatores importantes relacionados a eficacia além do mecanismo
de acdo, estdo: concentracdo utilizada, temperatura, exposi¢do a luz e tipo de
substratos (Yanishlieva & Marinova, 2001).

OH OH
| \4<
=
OCH,4 CH,
BHA BHT

Figura 5: Estrutura dos antioxidantes sintéticos BHA e BHT (adaptado Gil¢in, 2011)

O Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), através
da Instrugdo Normativa 51, de 29 de dezembro de 2006, regulamentou os limites
de aditivos em produtos carneos, estabelecendo o limite maximo de 0,01% para a
adicao dos antioxidantes sintéticos BHT, BHA e PG.

Segundo estudos recentes, ha a possibilidade de tais antioxidantes
sintéticos apresentarem efeito toxico (Mohamed et al., 2011), dentre eles, efeitos
negativos na regulacdo da atividade da proteina quinase (Kosarski et al., 2014),
dentre outros efeitos deletérios que vem sendo estudados a algum tempo
(Takahashi & Hiraga, 1978; Witschi & Lock, 1978).

2.3.2 Antioxidantes naturais

Em decorréncia dos estudos acerca da possivel toxicidade dos

antioxidantes sintéticos (Mohamed et al.,, 2011), as autoridades de saude
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incentivam o uso de aditivos naturais (Soares et al., 2012), e devido a procura por
parte dos préprios consumidores por produtos mais naturais e com menor
quantidade de substancias sintéticas, o uso de antioxidantes naturais se tornou
uma alternativa muito atrativa para a substituicdo das substancias sintéticas na
preservacao da oxidacéo lipidica (Selani, 2010).

Grande parte dos antioxidantes naturais sdo compostos fenélicos, que
podem ser divididos em: tocoferais, flavonoides e acidos fendlicos (Pokorny, 1999),
sendo que essas substancias sdo capazes de interceptar e neutralizar radicais
livres (Traesel et al., 2011). Os compostos fendlicos séo originados do metabolismo
das plantas, se formando em condi¢des de estresse, térmico ou hidrico, infeccoes,
ferimentos e radiacdes ultravioletas, sendo de grande importancia para sua
reproducdo e crescimento (Naczk et al.,, 2004). Os fendlicos apresentam anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, possuindo estrutura variavel
(Lee et al., 2005).

De acordo com Podsedek et al. (2007) e Kyngmi et al. (2008), os
compostos fendlicos podem atuar como antioxidantes das seguintes formas:
interrupcdo da reacao de propagacao dos radicais livres, modificacdo do potencial
de oxirreducdo do meio, combate aos radicais livres (através da doacdo de um
atomo de hidrogénio), atuando como quelantes de metais de transicdo, reparando
lesdo das moléculas atacadas por radicais livres.

As frutas citricas apresentam grandes quantidades de compostos
fendlicos, que podem ser encontrados em maior quantidade na polpa em
comparacao com o suco (Pimentel et al., 2005). Com relac&o aos produtos carneos,
0s principais antioxidantes naturais utilizados séo: o orégano, sendo as principais
substancias encontradas em seu extrato os glucosideos, &cidos fendlicos e
derivados terpenos (Benzaquen, 2009) e o alecrim, cujas substancias normalmente
encontradas séo o acido rosmarinico, carnosol e o acido carnésico (Araujo, 2008).

Os flavonoides séo formados por fendlicos de plantas e apresentam uma
estrutura com dois anéis aromaticos ligados por uma cadeia alifatica com trés
carbonos (na forma de purina ou de anel furano). Estes compostos também
apresentam atividade antimicrobiana, citotéxica, antitumoral e anti-inflamatoria.
Neste grupo encontram-se os favondis, as flavonas, isoflavonas, flavononas e

chalconas (Saxena et al., 2012). Sua atividade antioxidante se deve a mais de um
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mecanismo de acdo, sendo eles: sequestro de radicais livres, sequestro do
oxigénio, quelagem de metais ou através da inibicdo de enzimas lipoxigenases
(Andersen et al., 2003).

Os tocoferodis sdo os mais utilizados, sendo encontrados em quase todos
os alimentos. Sua acdo antioxidante se deve ao fato de doarem um atomo de
hidrogénio para o radical peroxi lipidico, que se estabiliza, dando origem a um nao
radical (Frankel, 1996). Os tocoferbis podem ser classificados em tocoferois e
tocotriendis, sendo compostos por 4 isbmeros cada, num total de 8 isdbmeros de
tocoferol (Frankel, 1996). O nivel do poder antioxidante € dose-dependente,
podendo ser usados como antioxidantes in vivo, além de serem estaveis ao calor
(Sies & Stahl, 1995).

Apesar de apresentarem boa quantidade de compostos fendlicos, o
poder antioxidantes de frutas e vegetais pode ser limitado por condicdes climéaticas,
solo, variedade, cultivares, o que interfere na quantidade de compostos presentes
(Melo et al., 2008), além dos diferentes processos de extracdo (Velasco, 2005).
Outro fator a ser levado em consideracdo é que a utilizacdo desses extratos
naturais em grandes quantidades pode causar alteracées organolépticas na carne
(Ahn et al., 2007).

2.4 Microbiologia de alimentos

Os alimentos, em geral, possuem nutrientes que favorecem o
crescimento microbiano. Este crescimento é também afetado por outros fatores,
como atividade de &gua, disponibilidade dos nutrientes, pH, potencial de
oxirreducdo, presenca de substancias que inibam o crescimento microbiano,
temperatura, umidade, composicéo atmosférica e embalagem (Forsythe, 2002).

A carne é um alimento que possuiu atividade de agua 0,95 a 1,0 e pH
5,4 a 7, podendo ser facilmente contaminado (Milani, 2012). Por ser um alimento
de facil contaminacdo, vérias técnicas sdo implementadas visando a seguranca
alimentar, como a aplicagdo do sistema APPCC (Analise de Perigos e Pontos

Criticos de Controle). Buscando um melhor controle de temperatura, um melhor
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sistema de higienizacdo (tanto de equipamentos, pessoas e ambiente), e
monitoramento adequado de todos os processos (Forsythe, 2002).

Bactérias capazes de crescer em temperaturas de cerca de 37°C, como
a Salmonella spp. e a Escherichia coli, s&o os principais responséaveis pela
contaminacgéo dos alimentos (Forsythe, 2002). Com relacdo a carne de frango, os
principais microrganismos encontrados sédo: Staphylococcus aureus, Salmonella
spp., Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, Escherichia coli, Proteus spp.
e Aeromonas spp. (Forsythe, 2002). A Instrucdo Nomativa 70, de 6 de outubro de
2003, do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), estabelece o
controle de Salmonella spp. nas carnes de aves, sendo considerado aceitavel a sua
presenca em no maximo 12 carcagas para cada 51 carcacas analisadas.

Um importante indicador da qualidade sanitaria dos alimentos é a
contagem de bactérias mesofilicas. Outro indicador é a pesquisa de coliformes
termotolerantes, sendo um indicativo confiavel de contaminacéo fecal (Carvalho,
2010). Segundo a resolucdo RDC n°12, de 12 de janeiro de 2001, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o ndmero maximo de coliformes
termotolerantes para carnes resfriadas ou congeladas “in natura” de aves deve ser
de 10* NMP/g.

A grande procura por parte dos consumidores por produtos mais
naturais, e o conhecimento empirico das propriedades antimicrobianas de diversas
plantas ocasionaram no crescimento das pesquisas nesta area. Hoje, sabe-se da
acdo dos principais compostos extraidos de plantas: os terpendides e 0leos
essenciais, os alcaloides, as substancias fendlicas, as flavonas e os flavonoides, e
os taninos (Tajkarimi et al., 2010). Porém o espectro de acao de tais compostos
oriundos de plantas é variado, sendo as bactérias gram-negativas mais resistentes

em funcdo de sua membrana lipopolissacaridea (Tajkarimi et al., 2010)

2.5 Cerrado brasileiro

O Cerrado € o segundo maior bioma brasileiro, ocupando cerca de 22%

do territério nacional (cerca de 2 milhdes de km?), abrangendo os estados de Goias,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Maranh&o, Tocantins, Piaui, Rondbnia, Bahia,
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Minas Gerais, S&o0 Paulo, Distrito Federal e Parana (Ribeiro et al., 2008). E um
bioma de clima tropical, com duas estacdes bem definidas, o verdo (com grande
incidéncia de chuvas), que vai de outubro a abril, e o inverno (seca), que vai de
maio a setembro (Embrapa, 2018).

Sua vegetacado abrange campos abertos, florestas e savanas (Silva et
al., 2015), e possui uma grande biodiversidade, tanto de animais, quanto de
plantas, com cerca de 100 espécies de &rvores, 3.000 espécies de arbustos e cerca
de 500 trepadeiras (Mendonca et al., 1988). Isso inclui diversas espécies frutiferas,
das quais a maioria ainda sdo pouco exploradas comercialmente e pela

comunidade cientifica (Lima et al., 2015).

2.5.1 Murici (Byrsonima sp.)

A Byrsonima sp. pertence a familia Malpihiaceae, género Byrsinima,
conhecida popularmente como murici. Essa arvore possui galhos pouco resistentes
e troncos tortuosos, sendo considerada uma arvore de pequeno porte, chegando a
aproximadamente 5 metros de altura (Monteiro et al., 2015). Seu fruto € usado
como agente anti-inflamatdrio e cicatrizante (Gusmao et al., 2006), sendo relatado
em diversos estudos como tendo atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-
inflamatéria (Guilhon-Simplicio & Pereira, 2011).

Suas folhas sé@o usadas para tratar casos de febres e Ulceras, além de
doencas dérmicas e gastrointestinais (Lopez et al., 2001). Pesquisas sobre sua
composicdo quimica encontraram esteroides, triterpenos, flavonoides, dentre

outros compostos (Bejar et al., 1995).
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Figura 6: Murici (Byrsonimasp.)

Fonte: https://www.arvores.brasil.nom.br/new/murici/index.htm

2.5.2 Pau-Terra (Qualea grandiflora)

A Qualea grandiflora, conhecida popularmente como pau-terra, € uma
arvore encontrada em mata de galeria, no cerrado e cerraddo dos estados da
Amazobnia, Sao Paulo, Minas Gerais, Goids, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul
(Lorenzi, 1992a). E uma espécie lenhosa, com ampla distribuicdo, tendo grande
aptidao para uso em reflorestamentos (Lorenzi, 1992a).

E considerada uma planta medicinal, cujas cascas e folhas s&o utilizadas
no tratamento de diarreia, célicas intestinais e contra amebiase (Ayres et al., 2008).
Sua casca possui ainda grande quantidade de tanino, de onde vem sua propriedade
antisséptica (Pott & Pott, 1994). E segundo Ayres et al. (2008), extratos oriundos
dessa espécie também apresentam atividade antimicrobiana, uma vez que

constataram a presenca de compostos secundarios com estas propriedades.


https://www.arvores.brasil.nom.br/new/murici/index.htm
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Figura 7: Pau-terra (Qualea grandiflora)

Fonte: https://www.arvores.brasil.nom.br/cerrd/pterra.htm

2.5.3 Mama cadela (Brosimum gaudichaudii)

A Brosimum gaudichaudii, popularmente conhecida como mama cadela
ou inharé, pertence a familia Moraceae (Cronquist, 1988), sendo encontrada nas
regides tropicais (Ferreira, 1973). A Brosimum gaudichaudii pode ser encontrada
em diversas regifes do territério nacional, sendo mais comum no cerrado, sendo
encontrada nos estados do Amazonas, Para, Maranhao, Ceara, Bahia, Goias, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parané e Distrito Federal.

Apresenta-se na forma de arbusto, podendo chegar até 4 metros de
altura. Suas flores s&o unissexuadas, florescendo nos meses de setembro a
novembro e seus frutos sdo comestiveis ao natural (Silva et al.,1994). Sua casca e
raizes apresentam propriedades medicinais, sendo usadas com frequéncia na
medicina popular (Almeida, 1998).


https://www.arvores.brasil.nom.br/cerrd/pterra.htm
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Figura 8: Mama cadela (Brosimum gaudichaudii)

Fonte: https://sites.unicentro.br/wp/manejoflorestal/brosimum-gaudichaudii-trec-

mamacadela/

2.5.4 Pimenta de macaco (Xylopia aromatica)

A Xylopia aromatica, popularmente chamada pimenta de macaco,
pertence a familia Annonaceae. Dentre os diferentes géneros dentro desta familia,
29 sao registrados no Brasil, com certa de 260 espécies, das quais as mais comuns
séo os géneros Annona, Xylopia e Guatteria (Gottsberger, 2014).

A pimenta de macaco é considerada uma arvore ornamental, possuindo
uma madeira leve e mole (Lorenzi, 1992b). Seus frutos podem ser usados como
substitutos da pimenta do reino na culindria em fungédo do seu sabor e aroma
suaves. Também é popularmente usada para fins medicinais, como vermifugo,

diurético, no combate a febre e gases intestinais (Almeida et al.,1998).


https://sites.unicentro.br/wp/manejoflorestal/brosimum-gaudichaudii-trec-mamacadela/
https://sites.unicentro.br/wp/manejoflorestal/brosimum-gaudichaudii-trec-mamacadela/

Figura 9: Pimenta de macaco (Xylopia aromatica)

Fonte: https://www.cpap.embrapa.br/plantas/ficha.php?especie=Xylopia%20aromatica
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https://www.cpap.embrapa.br/plantas/ficha.php?especie=Xylopia%20aromatica%20(Lam.%20)%20Mart
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RESUMO

Um dos maiores responsaveis pela depreciacdo da qualidade da carne é a
oxidacdo, sendo responsavel pela perda das caracteristicas organolépticas e
reducdo do tempo de prateleira da carne, em especial da carne de frango. Como
uma forma de se evitar tal oxidacdo tem-se pesquisado 0 uso de antioxidantes
naturais, como os compostos fendlicos, encontrados em vegetais e frutos. Por isso,
este trabalho buscou avaliar o potencial antioxidante e antimicrobiano dos extratos
de murici (Byrsonima sp.), pau-terra (Qualea grandiflora), mama cadela (Brosimum
gaudichaudii) e pimenta de macaco (Xylopia aromatica) em almdndegas de carne
do peito de frango armazenadas sob refrigeracdo e congelamento. A carne de peito
de frango foi moida, adicionada de 0,5% de sal, homogeneizada e dividida em seis
tratamentos apos a adicdo de 0,5% dos antioxidantes naturais, sendo: controle
negativo (CONT): sem extrato, controle positivo (BHT): adicdo de 150 ppm de BHT,
murici (MU), pau-terra (PT), mama cadela (MC) e pimenta de macaco (PM). Foram
confeccionas alméndegas (25-30g), embaladas a vacuo e pré-cozidas em banho
maria (100 °C) por 8 min, sendo reembaladas depois de resfriadas e armazenadas
durante 8 dias (sob refrigeracdo) e 4 meses (sob congelamento). A progresséo da
oxidac&o lipidica foi feita através do método de TBARS antes e apds o cozimento
e nas amostras cozidas nos dias 0, 2, 4, 6, e 8 e nos meses 0, 1, 2, 3 e 4 de
armazenamento. E pelo método de tidis para a oxidacdo proteica nos dias0 e 8 e
dos meses 0 e 4 de armazenamento. A analise estatistica foi realizada utilizando o
teste Tukey ao nivel de 5% de significAncia usando TBARS e ti6is como variaveis
resposta. Para a atividade antimicrobiana foi realizado o teste de difusdo em disco
frente a Salmonela, P. mirabilis e E. coli. O extrato de murici apresentou atenua¢ao
frente aos trés micro-organismos testados, sendo maior atenuagéo do crescimento
bacteriano frente a Salmonela. Quanto a oxidacao lipidica, a adicdo dos
antioxidantes naturais ou BHT foi eficaz na protecdo dos lipidios durante o
cozimento, uma vez que os valores médios de TBARS foram estatisticamente
menores (P<0,05) em relagédo ao CONT. Ao final dos 8 dias de refrigeracéao, todos
os tratamentos contendo adicdo de extratos de plantas foram eficientes (P<0,05)

em relacdo ao CONT, mas os extratos de murici e pau-terra apresentaram 0s
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melhores resultados. No ensaio de armazenamento congelado, todos os extratos
de plantas apresentaram atividade antioxidante na protecdo dos lipidios,
comparados ao CONT e ao BHT (P<0,05). Os extratos de murici e pau-terra
apresentaram uma maior protecdo (P<0,05) das proteinas em relacdo ao BHT,
enquanto os extratos de mama cadela e pimenta de macaco apresentaram
resultado semelhante ao do BHT, no ensaio de armazenamento refrigerado. Em
conclusdo, todos os extratos de plantas testados apresentaram protecao
antioxidante dos lipidios e das proteinas, com destaque para os extratos de murici
e pau-terra.

Palavras-chave: Antioxidante natural, murici, pau-terra, mama cadela, pimenta de
macaco, TBARS, tidis, carne de frango
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ABSTRACT

One of the main factors responsible for the depreciation of meat quality is oxidation,
being responsible for the loss of organoleptic characteristics and reduction of the
shelf life of meat, especially chicken meat. One way to avoid such oxidation, the use
of natural antioxidants, such as phenolic compounds, found in vegetables and fruits
has been researched. Therefore, this work sought to evaluate the antioxidant and
antimicrobial potential of the extracts of murici (Byrsonima sp.), Pau-terra (Qualea
grandiflora), mama cadela (Brosimum gaudichaudii) and pimento de macaco
(Xylopia aromatica) in breast meatballs of chicken stored under refrigeration and
freezing. The chicken breast meat was ground and added 0.5% salt, homogenized
and divided into six treatments, being: negative control (CONT) with no extract,
positive control ( BHT) with addition of 150 ppm of BHT, murici (MU), pau-terra (PT),
mama cadela (MC) and pimento de macaco (PM), with 0.5% of which one of the
natural extracts. Meatballs (25-30g) were made, vacuum-packed and pre-cooked in
a water bath (100 °C) for 8 minutes, repacked after being chilled and stored for 8
days (under refrigeration) and 4 months (under freezing). The progression of lipid
oxidation was made using the TBARS method before and after cooking and in the
samples cooked on days 0, 2, 4, 6, and 8 and on months 0, 1, 2, 3 and 4 of storage.
The thiols method was used for protein oxidation on days 0 and 8 and months 0 and
4 of storage. Statistical analysis was performed using the Tukey test at the level of
5% significance, using TBARS and thiols as response variables. For the
antimicrobial activity, the disk diffusion test was performed against Salmonella, P.
mirabilis and E. coli. The murici extract showed attenuation against the three
microorganisms tested, with greater attenuation of bacterial growth against
Salmonella. As for lipid oxidation, the addition of natural antioxidants or BHT was
effective in protecting lipids during cooking, since the mean TBARS values were
statistically lower (P <0.05) compared to CONT. At the end of the 8 days of
refrigeration, all treatments containing plant extracts were efficient (P <0.05)
compared to CONT, but murici and pau-terra extracts showed the best results. In
the frozen storage test, all plant extracts showed antioxidant activity in protecting
lipids, compared to CONT and BHT (P <0.05). The extracts of murici and pau-terra
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showed a greater protection (P <0.05) of the proteins compared to BHT, while the
extracts of mama cadela and pimento de macaco presented a similar result to that
of BHT, in the refrigerated storage test. In conclusion, all plant extracts tested
showed antioxidant protection from lipids and proteins, especially murici and pau-

terra extracts.

Keywords: Natural antioxidant, murici, pau-terra, mama cadela, pimenta de

macaco, TBARS, thiols, chicken meat
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1. INTRODUCAO

Um dos aspectos mais preocupantes na industria da carne, além da
contaminagcdo microbiana, é a oxidacao lipidica. Ela é responsavel pela perda da
qualidade da carne (Gray, Gomaa & Buckley, 1995), pela perda das caracteristicas
organolépticas, como alteracdo da cor e do odor, causando rejeigdo por parte do
consumidor, e reducao do tempo de prateleira da carne, além de ser responsavel
pela geracdo de produtos prejudiciais a saude humana (Falowo, Fayemi &
Muchenje, 2014).

Embora também possa ocorrer em lipidios saturados, a oxidacao ocorre
em sua maioridade em lipidios insaturados, que estdo presentes em grande
guantidade na carne de frangos e perus. O grau de deterioracdo depende de fatores
como a presenca de oxigénio, o grau de insaturacdo dos acidos graxos, presenca
de metais, pigmentos heme, processos mecanicos e adicdo de sal (Devatkal,
Narsaiah & Borah, 2010).

Ja a oxidacéo proteica, embora também seja responséavel por perdas na
qualidade da carne, tem um menor destaque e poucos sédo os estudos comparados
a oxidacédo dos lipidios (Lund et al., 2010). Os mecanismos de interacdo entre as
proteinas musculares e os compostos fendlicos estdo sendo recentemente
estudados em detalhes (Estévez & Heinonen, 2010), carecendo de mais estudos
do efeito de antioxidantes na protecao das proteinas.

Visando reduzir os efeitos da oxidacao diversas técnicas, como o uso de
embalagens a vacuo, com atmosfera controlada, uso de radiacdo, de baixas
temperaturas e substancias antioxidantes, tém sido empregadas (Milani et al.,
2010). No caso das substancias antioxidantes, elas podem ser adicionadas na dieta
dos animais (Govaris et al., 2005), adicionadas direto na carne (Racanicci et al.,
2008), ou por meio de filmes de cobertura (Zhou et al., 2010).

Existem no mercado antioxidantes sintéticos, sendo 0s mais comuns: 0
hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisol butilado (BHA), o butilhidroquinona
terciario (TBHQ) e o propil galato (PG) (Bozkurt, 2006). Porém, sabe-se que 0s
antioxidantes sintéticos podem ser prejudiciais a saude (Mohamed et al., 2011),

assim sendo, cada vez mais os consumidores tém optado por produtos mais
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naturais, estimulando a busca por alternativas naturais aos antioxidantes usados
pela industria (Karre, Lopez & Getty, 2013).

Uma das principais alternativas as substancias sintéticas sdo os
compostos fendlicos, que podem ser encontrados em vegetais e frutos. S&o
substancias naturais com propriedades antioxidantes, com baixa toxicidade e alta
atividade (Rockenbach et al., 2007).

Esses compostos fendlicos sdo encontrados em diversas plantas tipicas
do Cerrado brasileiro, que, devido a sua regionalizacdo, sdo pouco exploradas
comercialmente, mas tem grande potencial na area alimenticia (Caramori et al.,
2004).

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antioxidante de extratos
de folhas de diferentes espécies de plantas do Cerrado brasileiro quando
adicionadas a alméndegas de carne de peito de frango pré-cozidas e armazenadas
sob refrigeracdo e congelamento. Além disso, avaliar também o potencial

antimicrobiano in vitro dos mesmos extratos naturais.
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2. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Nutricdo Animal (LNA), na
Fazenda Agua Limpa (FAL) da Universidade de Brasilia (UnB), localizada no ntcleo

rural Vargem Bonita, quadra 17 do Setor de Mansdes Park Way, Brasilia-DF.

2.1. Escolhadas plantas e producéo dos extratos

A escolha das plantas se baseou primeiramente nos resultados de
pesquisas anteriores, uma vez que o0 murici (Byrsonima sp.) apresenta em sua
composicao quimica esteroides, triterpenos, flavonoides, dentre outros compostos
(Bejar et al., 1995). O pau-terra (Qualea grandiflora) segundo Ayres et al. (2008),
apresenta atividade antimicrobiana, devido a presenca de compostos secundarios
com tais propriedades. A mama cadela (Brosimum gaudichaudii) apresenta
propriedades medicinais, sendo usada na medicina popular (Almeida, 1998). E a
pimenta de macaco (Xylopia aromatica) também é utilizada com fins medicinais,
como vermifugo, diurético dentre outros (Almeida et al.,1998). Além disso, e devido
a facilidade de acesso, essas foram as plantas escolhidas para o estudo.

A obtencdo dos extratos alcodlicos foi realizada no Laboratorio de
guimica e bioquimica da Unido Pioneira de Integracdo Social (Upis) campus II,
localizada na Fazenda Lagoa Bonita BR 020 Km 12, Planaltina-DF. As folhas de
murici (Byrsonima sp.), pau-terra (Qualea grandiiflora), mama cadela (Brosimum
gaudichaudii) e pimenta de macaco (Xylopia aromatica) foram colhidas dos galhos
de forma aleatéria das plantas selecionadas nos arredores da faculdade, em
outubro de 2018 (na primavera). Em seguida, foram secas em estufa ventilada a
temperatura de 40°C por trés dias. Apds, as amostras foram moidas
separadamente em moinho tipo faca, pesadas e adicionadas de etanol P.A., sendo
entdo colocadas em agitador magnético por uma semana (maceracao). Em
seguida, os extratos foram filtrados e submetidos a evaporagdo durante 2 horas a
+ 40° C.
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2.2. Analise de fendlicos totais

A determinacdo da composicao fendlica total foi realizada em triplicata
nas amostras de extratos de cada uma das plantas utilizando o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, descrito por Singleton et al. (1999). As
amostras dos extratos foram diluidas em agua destilada na proporcdo de 1:10,
depois foram misturadas em 1 ml de Folin-Reagente de Ciocalteu (Merck 9001,
Darmstadt, Alemanha), 2 ml de solug&o carbonato de sédio a 20% e 2 ml de 4gua
destilada. A absorbancia das amostras foi medida em comprimento de onda de 700

nm usando espectrofotbmetro Quimis ®.

2.3. Atividade antioxidante

A determinagéo da atividade sequestrante de radicais livres foi avaliada
em triplicata nas amostras de extratos de murici, pau-terra, mama-cadela e
pimenta-de-macaco com o uso do 2,2’-Azino-bis 3-etilbenzotiazolin-6-acido
sulfénico (ABTS), segundo o método de Rufino et al. (2007). Foram pipetados 30
pl de amostra com 3 ml de radical ABTS e apos 6 minutos foi feita a leitura em

espectrofotometro (marca Quimis®) em 734 nm.

2.4. Atividade antimicrobiana dos extratos

A avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos foi realizada
através do teste de difusdo em disco, segundo o National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS). Os discos receberam 10 ul dos diferentes extratos
(murici, pau-terra, mama cadela e pimenta de macaco) na diluicdo de 1:10,
incluindo um controle negativo (solucdo salina).

Foram utilizadas cepas de Salmonella, Escherichia coli e Proteus
mirabilis previamente isoladas e identificadas. Com o auxilio de swab estéril, as
bactérias foram semeadas uniformemente por toda a superficie da placa de agar

Mueller-Hinton, sendo entdo adicionados 5 discos dos diferentes tratamentos em
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cada placa, em triplicata. As placas entao foram invertidas e incubadas a 36 °C por
24 horas. Os diametros do halo de inibicdo foram mesurados em milimetros, e
considerou-se como halo de inibicdo a area sem crescimento bacteriano visivel a
olho nu. O resultado final de cada extrato foi obtido pela média das 5 repeti¢cdes,

considerando-se sensivel halos com diametro igual ou superior a 10 mm (NCCLYS).

2.5. Amostras de carne de peito de frango e tratamentos

experimentais

A carne de peito de frango da linhagem Cobb (cerca de 3,2 kg) foi obtida
através de doacdo da Universidade Federal do Goias (UFG), desossada,
armazenada a vacuo e congelada até o inicio do ensaio de armazenamento
refrigerado no Laboratério de Nutricho Animal da UnB. Para o ensaio de
armazenamento congelado, cerca de 2,6 kg de carne de peito de frango desossada
foi adquirida em supermercado local (Brasilia/DF) e utilizada sem congelamento
prévio.

Para a preparacdo das almbndegas, a carne do peito foi moida em
processador de alimentos doméstico e acrescentada de 0,5% de cloreto de sédio
(sal de cozinha), em seguida homogeneizada manualmente. Na sequéncia, a carne
foi entdo dividida em seis porcdes iguais para a aplicacdo dos tratamentos
experimentais, sendo as sobras embaladas a vacuo e armazenadas sob
congelamento para posterior analise da composicao centesimal. Como os extratos
foram aplicados na forma liquida, o tratamento CONT (controle negativo) recebeu

0 mesmo peso em agua miliQ. Os tratamentos foram compostos de:

e CONT: controle negativo, sem adicdo de antioxidantes (somente agua
miliQ);

e BHT: controle positivo, carne de peito de frango com adi¢cao de 0,015% do
antioxidante sintético BHT;

e MU: carne de peito de frango adicionada de 0,5% de extrato alcoodlico de
murici;

e PT: carne de peito de frango adicionada de 0,5% de extrato alcodlico de pau-
terra;
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e MC: carne de peito de frango adicionada de 0,5% de extrato alcodlico de
mama-cadela;

e PM: carne de peito de frango adicionada de 0,5% de extrato alcoodlico de
pimenta-de-macaco.

2.6. Preparacdao das almbondegas de carne e ensaios de
armazenamento

Apos a homogeneizacao da carne de frango moida com os respectivos
tratamentos, foram feitas almdndegas de aproximadamente 25 g (+0,5g) para o
ensaio refrigerado, e 20g (+0,5g) para o ensaio congelado, sendo em seguida
embaladas a vacuo e pré-cozidas em banho-maria a 100° C por 8 minutos, e logo
depois resfriadas em banho de gelo.

Cerca de 20 almdndegas de cada tratamento foram embaladas duas a
duas, em sacos permeavel ao oxigénio previamente identificados, e armazenadas
sob resfriamento em camara fria a 4 £ 1° C durante 8 dias. Para o0 ensaio congelado,
foram cerca de 18 almdéndegas por tratamento também embaladas duas a duas,
em sacos permeavel ao oxigénio previamente identificados, e armazenados sob

congelamento a uma temperatura média de -12° C por 120 dias (4 meses).

2.7. Caracterizacdo quimica da carne

Para a determinacdo da composicéo centesimal da carne do peito crua
foram analisadas umidade (UM, %), cinzas (CZ, %) e teor de proteina bruta (PB,
%), em triplicata nas amostras de carne.

Cinzas foram determinadas por combustéo total da matéria organica em
forno tipo mufla a 600°C por 4 horas, conforme descrito por AOAC (1990). As
determinacdes de PB foram efetuadas pela determinacdo do nitrogénio total
segundo o método de Kjedahl (AOAC, 1990). Os resultados foram expressos em
porcentagem (%) na matéria natural.

A umidade foi calculada a partir da matéria seca (MS), obtida em estufa
a 105°C, conforme descrito por AOAC (1990), segundo o calculo:
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UM = 100% - % MS.

2.8. Determinacédo da oxidacdao lipidica

O desenvolvimento da oxidac¢ao lipidica durante o tratamento térmico foi
analisado, em duplicata, na carne crua adicionada dos tratamentos e logo apés o
cozimento em banho maria através da quantificacdo dos compostos secundarios
de oxidacao lipidica (malonaldeidos) pelo método de Thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS), segundo Madsen et al. (1998).

Além disso, duas almbéndegas pré-cozidas por tratamento foram
coletadas aleatoriamente durante o ensaio de armazenamento refrigerado nos dias
0,2,4,6e8,eaos mesesO0, 1, 2,3 e 4 do ensaio de armazenamento congelado
para a analise de TBARS, em duplicata.

Para cada almb6ndega foram pesadas 5 g (+0,05g) em duplicata em tubo
tipo falcon de 50 ml e adicionados 15 ml de solucéo de tricloroacético 7,5% + propil
galato 0,1% + EDTA 0,1%. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas em
misturador tipo Ultra Turax (marca IKA) e filtradas em papel filtro comum.

Apos a filtragem, foi pipetada uma aliquota de 5 ml do filtrado em tubo
tipo falcon de 15 ml com tampa e adicionados 5 ml de solucdo TBA (0,002M) diluida
em agua miliQ. Em seguida, as amostras foram levadas a banho-maria a 100°C por
40 minutos para a formacdo do composto croméforo. Apds, as amostras foram
resfriadas em banho de gelo por cerca de 20 minutos. Em seguida, foi realizada a
leitura da absorbéancia usando um espectrofotdmetro da marca GEHAKA (modelo
UV-340G) nos comprimentos de onda de 532 e 600 nm.

O valor de TBARS foi calculado a partir de uma curva padrao construida
a partir do padrédo TEP e expresso em um MDA/kg de carne.

2.9. Determinacao da oxidacao proteica

O grau de oxidacédo proteica foi determinado pelo método descrito por

Jongberg et al. (2011), através da quantificacdo dos grupos proteicos tidis nos dias
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0 e 8 do ensaio de armazenamento refrigerado, e nos meses 0 e 4 do ensaio de
armazenamento congelado.

Resumidamente, foram pesadas 0,5 g das almbndegas de cada
tratamento em triplicata, e adicionado 12,5 ml do tampao SDS a 5,0%, dissolvido
no tampao Tris (0,1 M e pH 8,00). Em seguida, foram homogeneizadas em Turax
(marca IKA) e levadas a banho maria a 80° C por 30 minutos. As amostras foram
entdo centrifugadas por 20 minutos e filtradas em papel filtro comum. Em seguida
foi feita a leitura em espectrofotometro (marca GEHAKA, modelo UV-340G) nos
comprimentos de onda de 280 e 412 nm.

O valor de ti6is foi calculado a partir de uma curva padrao de cisteina e

expresso em um/mg de carne.

2.10. Anélise estatistica

Para o0s ensaios de armazenamento, os fatores experimentais
(tratamentos e tempo de armazenamento), bem como a interagdo desses fatores
foram analisadas considerando um delineamento inteiramente casualizado para a
andlise de variancia e as médias foram desdobradas utilizando o teste Tukey ao
nivel de 5% de significancia, usando o PROC GLM do SAS® e TBARS e tidis como

variaveis resposta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo quimica da carne

Tendo em vista que os extratos foram adicionados diretamente a carne
de frango, e ndo a alimentacéo das aves, ndo houve necessidade da realizacdo da
caracterizacdo quimica de cada tratamento em separado, uma vez que nao se

espera que os extratos tenham efeito nessas caracteristicas.
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Os valores médios da caracterizacdo quimica da carne do peito de
frangos estao apresentados na Tabela 1. Os valores de proteina bruta (PB) obtidos
(26,15 e 27,16%) encontram-se elevados comparados aos dados da Tabela
Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO), cujos valores sao de 21,5% PB.
Da mesma forma, os valores de cinzas (CZ) obtidos foram 1,56 e 1,54%, sao
superiores aos encontrados na TACO (1,0% CZ). Em contrapartida, os valores de
UM encontrados (68,27 e 71,12%) sao inferiores aos valores apresentados
(73,81%) por Torres et al. (2000).

Tabela 1: Valores médios de teor de umidade (UM), cinzas (CZ), proteina bruta (PB)

apresentados em porcentagem da matéria natural (MN)

Ensaio UM (%) CZ (%) PB (%)
refrigerado 68,27+0,77 1,56 £0,04 26,15 +1,31
congelado 71,12+0,83 1,54 +0,12 27,16 £0,73

3.2 Anélise de fendlicos totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais dos extratos de murici,

pau-terra, mama cadela e pimenta de macaco estédo descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Concentracdo de fendlicos totais dos extratos alcodlicos de murici (MU), pau-

terra (PT), mama cadela (MC) e pimenta de macaco (PM)

Extratos Fenolicos Totais (mg EAG/Q)
MU 258,50°+0,05
PT 482,35+0,02
MC 769,122+0,02
PM 135,08+0,02

abcMédias com letras distintas sdo estatisticamente (P<0,05) diferentes pelo teste de Tukey

Neste experimento, o extrato produzido a partir das folhas de murici
apresentou maior teor de fendlicos totais (258,50 mg EAG/g) em relagdo ao
encontrado por Mendes (2017) em frutos de murici em inicio de desenvolvimento,
com um teor médio de compostos fendlicos totais de 244,83 mg EAG/100 g, mas
inferior a 334 mg EAG/100g, descrito por Souza et al. (2012).
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O extrato de folhas de pau-terra apresentou uma concentracdo de
482,35 mg EAG/g de extrato, enquanto que Lima Neto et al. (2014) relataram teor
de flavonoides de 260,5mg/g para o extrato de folhas de pau-terra.

Dentre os extratos avaliados, o extrato de folhas de mama cadela
apresentou o maior (P<0,05) teor de compostos fendlicos totais (769,12 mg EAG/Q),
enquanto Land et al. (2017) relataram uma média de compostos fendlicos de 46,47
MgEAG/100g para o fruto de mama cadela in natura. Ja o estudo de Rocha (2011)
relatou uma média de 20,73 mg EAG/100g para o fruto de mama cadela.

O extrato das folhas de pimenta de macaco apresentou média de 135,08
mg EAG/g, abaixo do encontrado por Mendes (2014), utilizando extrato do fruto de
pimenta de macaco (358,2 mg EAG/Q).

A divergéncia entre os valores deste estudo e 0s encontrados na
literatura se deve a parte da planta utilizada na producéo dos extratos, mas pode
ter influéncia também de outros fatores como a época do ano na colheita, estresse
hidrico sofrido pela planta, o processo de extracao e se houve exposicdo da planta
a luz, fatores que alteram a producédo dos compostos fendlicos pelas plantas (Melo
et al., 2008; Velasco, 2005).

3.3 Anélise de ABTS

As médias da atividade antioxidante in vitro encontradas para os extratos

alcoolicos de murici, pau-terra, mama cadela e pimenta de macaco estédo descritas

na Tabela 3.

Tabela 3: Atividade antioxidante média para os extratos alcodlicos de murici (MU), pau-

terra (PT), mama cadela (MC) e pimenta de macaco (PM) utilizados neste estudo

Extratos ABTS (uM Trolox/g)
MU 38,95°+46,67
PT 36,43°+81,93
MC 47,18°+64,97
PM 61,15%+89,42

abcMédias com letras distintas sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Embora o extrato de pimenta de macaco (PM) tenha apresentado a
menor concentracdo de fendlicos totais (135,08 mg EAG/g, Tabela 2), este
apresentou o maior valor (P<0,05) de ABTS com relacdo aos demais extratos
(61,15 uM Trolox/g), enquanto o extrato de murici foi estatisticamente igual (P>0,05)
aos extratos de pau-terra e mama cadela, que diferiram estatisticamente (P<0,05)
entre si.

Neste trabalho, o extrato de folhas de murici apresentou uma atividade
antioxidante de 38,95 uM Trolox/g, resultado superior ao encontrado por Morais et
al. (2013), que utilizaram polpa de murici e relataram uma atividade antioxidante de
15,63 uM Trolox/g.

Porém, a comparacdo da atividade antioxidante encontrada nesse
estudo para os demais extratos com a literatura se faz muito dificil, uma vez que
sdo poucos os trabalhos publicados e, quando h& dados, estes foram obtidos
utilizando diferentes metodologias ou ainda sdo apresentados em diferentes

unidades.

3.4 Atividade antimicrobiana

Os resultados da atividade antimicrobiana pelo teste de difusdo em disco
dos extratos frente a Salmonela, Escherichia coli e ao Proteus mirabilis estao

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Resultados médios da atividade antimicrobiana dos diferentes extratos de murici
(MU), pau-terra (PT), mama cadela (MC) e pimenta de macaco (PM) frente a E.coli, ao

Proteus mirabilis e a Salmonela

Halo de inibi¢do (mm)

Extratos Salmonela P. mirabilis E coli
MU 9,0 7.8 8,0
PT 5,0 5,0 8,4
MC 5,0 5,0 5,0
PM 5,0 5,0 5,0

A partir dos resultados podemos verificar que, frente aos microrganismos

utilizados no experimento, o extrato de mama cadela e pimenta de macaco nao
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apresentaram poder de inibicdo do crescimento bacteriano significativo, uma vez
gue os halos de inibicdo foram menores que 10 mm, que de acordo com o critério
de avaliacdo preconizado pelo NCCLS, ndo séo considerados susceptiveis frente
ao antimicrobiano avaliado. J& o extrato de pau-terra, apresentou uma certa
atenuacao frente a E. coli, apesar de ainda ndo poder ser considerado susceptivel
(halo de 8,4 mm). O mesmo ocorreu com o extrato de murici frente aos trés micro-
organismos testados, sendo que com relagdo a Salmonela, ele apresentou uma
maior atenuagcdo do crescimento bacteriano (9,0 mm), embora ainda n&o o
suficiente para que ela seja considerada susceptivel ao extrato de murici. Portanto,
dentre os extratos utilizados neste estudo, o extrato de folhas de murici mostrou um
potencial antimicrobiano maior que os demais.

Segundo Costa et al. (2017), utilizando diferentes concentracdes de
erva-mate frente a E. coli e ao P. mirabilis, quanto maior foi a concentracdo do
extrato utilizado, maior foi o halo de inibicdo obtido, sendo a maior concentracdo
usada em seu estuda a do extrato puro. E, de acordo com Kim et al. (2013),
avaliando extratos vegetais de Pimpinella brachycarpa e Aralia elata in vitro e em
carnes, nao constatou diferenca significativa entre as amostras com e sem extratos
sobre as bactérias mesofilicas totais.

Segundo Franczak et al. (2019), estudando a atividade antibacteriana de
extratos etandlicos do caule e folha de pau-terra, observaram que os extratos
concentrados da casca e da folha apresentaram inibicdo frente a bactérias gram-
positivas e gram-negativos, com destaque para os resultados do extrato obtido da
folha de pau-terra, similar ao encontrado neste estudo.

Por outro lado, diferente desse estudo, Mendes (2014) relatou que, tanto
o0 extrato metandlico como o 6leo essencial de pimenta de macaco, apresentaram
atividade antibacteriana frente a S. aureus, E. cloacae e B. cereus. Ainda, segundo
Michelin et al. (2008), os extratos metandlicos de murici apresentaram poder de
inibicdo in vitro frente a diferentes microrganismos, como Staphylococcus
epidermidis, Salmonela e Proteus mirabilis.

Diferencas entre os resultados obtidos neste estudo e os apresentados
na literatura podem ocorrer devida a parte da planta que foi utilizada para a

elaboracdo do extrato, ao método de obtencdo do extrato, a época de colheita, a
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exposicao da planta ao sol ou ainda aspectos relacionados as cepas utilizadas, que

podem se apresentar mais sensiveis ou resistentes (De Biasi et al., 2009).

3.5 Oxidacao lipidica
A Figura 10 apresenta os valores médios de TBARS (umol MDA/kg)

das almbndegas de carne de peito de frangos cruas e apos o tratamento térmico,

antes do ensaio de armazenamento.

2.5

N

W Crua
1.5

‘I ﬁ ‘ ‘ H Cozida

CONT Murici Pau-Terra Mama cadela Pimenta de
macaco

TBARS (umol MDA/Kg)
=

0

(9]

Figura 10: Valores médios de TBARS (umol MDA/kg) em almdndegas de carne do peito
de frangos antes (cruas) e apos tratamento térmico (cozidas). 2P¢ Médias com letras
distintas séo estatisticamente (P<0,05) diferentes pelo teste de Tukey.

Com relagdo a carne crua, nao foi detectada diferenca (P>0,05) entre os
tratamentos, 0 que era esperado, uma vez que a carne foi analisada logo apés a
incorporacao dos respectivos tratamentos (Tabela 5). Porém, com relacdo a carne
pré-cozida podemos observar diferenca estatistica (P<0,05) entre o controle (sem
adicdo de extrato ou antioxidante sintético) e os demais tratamentos.

O aumento dos valores de TBARS do tratamento CONT apés o

tratamento térmico, em comparagdo com as amostras cruas é esperado, uma vez
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que o calor desnatura proteinas e age na membrana celular alterando sua
permeabilidade e facilitando a interacdo dos agentes oxidantes com os acidos
graxos da membrana celular (Lima Junior et al., 2013). Além disso, segundo Mariutti
& Bragagnolo (2009), o cozimento afeta o teor de lipidios totais devido & perda de
agua, aumentando em cerca de 2 a 3 vezes nha carne cozida em comparacao com
a carne crua.

Ainda, os resultados demonstram que todos os antioxidantes testados
(naturais ou sintético BHT) tiveram efeito positivo na protecao dos lipidios frente a
oxidacdo provocada pelo cozimento. No entanto, ndo foi detectada diferenca
significativa (P>0,05) entre os antioxidantes aplicados, sendo todos eficazes.

Os valores médios de concentracdo de malonaldeidos (MDA) por Kg de
carne do peito de frangos durante o periodo de armazenamento refrigerado estdo

apresentados na Tabela 6 e na Figura 11.

Tabela 6: Valores médios de TBARS (umol MDA/kg) em alméndegas de carne do

peito de frangos adicionadas de extratos e armazenadas sob refrigeracao

Armazenamento refrigerado (dias)

Trat. 0 2 4 6 8
CONT 2,112+0,24 26,15%+1,06 43,723+7,14 65,272+4,0 74,352+8,20
BHT 1,172+0,01  4,73b+1 25 7,44°+1,48 7,91°+1,34 8,65°+0,25
MU 1,112+0,05 1,02°+0,08 1,11°+0,1 1,109+0,19 1,319+0,22
PT 1,202+0,18 1,25¢+0,24 1,35°+0,16 2,18¢%9+0,64 1,919+0,36
MC 1,352+0,31  2,24°+0,56 4,03°+0,32  3,96%+0,80 7,05%+0,61
PM 1,332+0,14 10,27°+0,66 17,11°+1,05 22,45°+437 32,01°+1,48

abcMédias com letras distintas sdo estatisticamente (P<0,05) diferentes pelo teste de Tukey.
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Figura 11: Valores médios de TBARS (umol MDA/kg) em alméndegas de carne do peito

de frangos armazenados sob refrigeracéo

Os valores de TBARS foram avaliados durante os dias 0, 2, 4, 6 e 8 de
armazenamento refrigerado com o objetivo de monitorar a formac¢ao dos compostos
secundarios da oxidacdo lipidica. A partir do dia 2 de armazenamento foram
detectadas diferencas significativas (P<0,05) entre o controle e os demais
tratamentos, sendo que CONT apresenta uma tendéncia de apresentar valores
cada vez maiores com o passar do tempo, como esperado.

No segundo dia de armazenamento, o extrato de pimenta de macaco
adicionado as alméndegas reduziu significativamente (P<0,05) os valores de
TBARS em relagdo ao CONT e demais extratos, sendo o menos eficiente na
protecdo dos lipideos com resultado semelhante (P>0,05) ao antioxidante sintético
BHT. O BHT, por sua vez, mostrou resultados semelhantes (P>0,05) a todos os
demais extratos. O resultado similar da PM e do BHT evidencia o potencial
antioxidante dos extratos de plantas como aditivos nos alimentos, sugerindo
possiveis substitutos ao uso de antioxidantes sintéticos.

Os extratos de murici, pau-terra e mama cadela apresentaram
resultados semelhantes (P>0,05) aos do BHT no dia 4 de armazenamento, 0 que

também € um resultado promissor. A partir do dia 4, o extrato de pimenta de macaco
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continuou mostrando resultados de TBARS superiores aos dos demais extratos, e
também ao do BHT, porém, continuou eficiente em relagdo ao controle (P<0,05).

A partir do dia 6 até o final do ensaio, o extrato de murici apresentou 0s
melhores resultados, juntamente com o extrato de pau-terra, enquanto o tratamento
com mama cadela apresentou resultados semelhantes ao BHT. Os dados
demonstraram ao final do experimento que, dentre os extratos utilizados, os mais
eficientes foram os de murici e pau-terra, sendo mais eficientes que o antioxidante
sintético.

Siqueira et al. (2013) descobriram que frutos tipicos do Cerrado como o
araticum, a cagaita, o cajuzinho, a mangaba, a lobeira, a jurubeba e o tucum séo
fontes de compostos antioxidantes, podendo 0 seu consumo atuar no organismo
humano como uma protecdo frente ao dano oxidativo. Segundo Morzelle et al.
(2015), o fruto de murici apresenta um grande potencial antioxidante, 56 mg
DPPH/g. E Morais et al. (2013), consideraram o murici uma fonte potencial de
antioxidantes naturais em seu estudo in vitro juntamente com outras frutas do
Cerrado.

Em outro ensaio com plantas do Cerrado, inclusive o pau-terra, Lima
Neto et al. (2014) verificaram que todas as plantas apresentaram uma significativa
atividade sequestrante de radical, e concluiram que elas possuem capacidade
antioxidante a partir dos resultados in vitro. Land et al. (2017) relataram que a
mama cadela obteve destaque com relac¢éo aos resultados de compostos fenélicos.
De acordo com Mendes (2014), a pimenta de macaco apresentou uma atividade
antioxidante in vitro interessante comparada as substancias de referéncia usadas
no estudo.

De acordo com Roesler et al. (2007), que estudaram o araticum, lobeira,
cagaita e pequi, os maiores resultados de fracbes de compostos fendlicos foram
resultantes da extracdo etandlica das sementes e das cascas, e 0s menores foram
obtidos das polpas das frutas, sendo que o maior valor foi da casca de pequi, com
209,37 g GAE/kg. Ainda segundo Roesler et al. (2007), os extratos também
demonstraram boa capacidade sequestrante de radicais livres, sendo o melhor
resultado também atribuido a casca de pequi.

Vale ressaltar que todas as plantas utilizadas neste estudo

apresentaram valores de atividade antioxidante (ABTS, Tabela 3)
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significativamente diferentes (p<0,05), porém ndo houve relacdo direta com os
valores de TBARS encontrados, uma vez que, apesar de o extrato de mama cadela
ter os maiores valores de compostos fendlicos, sua agdo antioxidante nao foi
considerada superior comparada com os extratos de murici e pau-terra. E o extrato
de pimenta de macaco, apesar de apresentar os menores valores de compostos
fendlicos, ainda foi capaz de proteger os lipideos em comparacao ao CONT.

Resumidamente, neste estudo, dentre os tratamentos aplicados, o que
apresentou um melhor desempenho na protecdo dos lipidios durante o
armazenamento refrigerado foi o extrato de murici, seguido pelo de pau-terra,
mama cadela, pelo antioxidante sintético BHT, e pelo extrato de pimenta de
macaco, que, embora tenha protegido os lipidios em relacdo ao controle,
apresentou um desempenho inferior aos demais ao final do ensaio.

Embora haja relatos do uso de extratos de plantas adicionados a carne
com o intuito de se preservar os lipidios frente aos danos oxidativos, nunca foi
relatado na literatura o uso de extratos de plantas do Cerrado adicionados em carne
de frango. Este fato torna dificil a comparacao dos resultados obtidos, além disso,
nao ha consenso sobre a melhor dosagem a ser utilizada.

Amador (2015), utilizando extrato de goiaba em diferentes
concentracfes descreveu uma melhor protecdo da carne de frango com o uso de
extrato de goiaba a 0,5% comparada ao BHT nos dias 6 e 8 de armazenamento. Ja
Costa et al. (2017), utilizando extrato de erva-mate em diferentes concentracdes
descreveu que as maiores concentracdes de erva-mate (0,2 e 0,15%) ofereceram
melhor protecao dos lipidios que as menores concentracdes. Segundo Shirahigue
(2008), utilizando extrato de semente e casca de uva com altos teores de
compostos fendlicos e atividade antioxidante in vitro em diferentes concentragfes
em carne de frango processada em dois tipos de embalagens, obtiveram valores
de TBARS menores com as maiores concentragdes e uso de BHT.

Embora todos os extratos de plantas utilizados neste estudo tenham
protegido os lipidios da oxidacdo comparado ao controle, talvez seja interessante
um novo estudo dessas mesmas plantas em concentra¢cées menores, buscando os
as menores concentragdes possiveis e visando minimizar os riscos de interferéncia

na cor e no sabor do produto.
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Ferreira et al. (2011), verificou que o0 extrato de erva-mate na
concentracdo de 0,1% apresentou uma boa atividade antioxidante em
hamburgueres de carne bovina, sem alterar suas caracteristicas sensoriais. E
(2009),

concentracfes de 0,05 e 0,1% em carne de frango e verificaram que ndo houve

Racanicci et al. analisando extrato aquoso de erva-mate, nas
diferenca sensorial quanto ao sabor para ambos os niveis de adicdo em relacdo ao
controle, ja com relagdo ao odor houve diferenca entre o controle e 0 uso de extrato
a 0,1%. No mesmo trabalho, com a adicao de folhas secas de mate & carne, houve
diferenca entre o controle e o maior nivel de adicédo (0,1%) com relacdo ao sabor e
ao odor.

A Tabela 7 e a Figura 12 demonstram o0s valores médios de
concentracéo de malonaldeidos (MDA) por kg de carne do peito de frangos durante

0 ensaio de armazenamento congelado.

Tabela 7: Valores médios de TBARS (umol MDA/kg) em alméndegas de carne do

peito de frangos adicionadas de extratos durante armazenamento congelado

Armazenamento congelado (meses)

Trat. 0 1 2 3 4
CONT 0,832+0,045 4,492+0,64 4,472+15,64 3,992+0,36 4,36%+0,68
BHT 0,962+0,16 2,34%+0,42 2,39P+19,99 2,03°+0,09 1,90°+0,38
MU 0,792+0,15 0,73°+0,26  0,66°+16,32 0,81°+0,19 0,58°+0,09
PT 0,912+0,07 0,85°+0,13 0,75%+7,81 0,76°+0,08 0,70°+0,08
MC 1,132+0,20 1,32°+0,08 1,36°413,01 1,49°+0,24 1,27°+0,18
PM 0,932+0,03 1,34¢+0,07 1,38¢+4,59 1,21°4+0,13 1,30°+0,19

abc Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de

Tukey (P<0,05)
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Figura 12: Valores médios de TBARS (um MDA/kg) em alméndegas de carne do

peito de frangos durante armazenamento congelado

Os resultados acima demonstram que do més 0 ao més 1 o controle
apresentou um grande aumento nos valores de TBARS, mas a partir do més 1
houve uma estabilizacdo com uma leve tendéncia a reducdo. O decréscimo dos
valores de TBARS com o decorrer do tempo de armazenamento congelado foi
relatado por outros autores, e tem sido atribuido ao fato do malonaldeido, produto
secundario da oxidacdo mensurado pelo método de TBARS, ter a capacidade de
se combinar com outros componentes quimicos, como as proteinas durante o
armazenamento prolongado, levando a uma subestimacéo do valor de TBARS
(Shamberger et al., 1977).

De uma forma geral, em comparacdo com os demais tratamentos nota-
se que a adicao dos antioxidantes, seja na forma de extratos de plantas, quanto do
antioxidante sintético, foram eficientes na protecao dos lipidios, em comparacéo ao
controle, o que reforca a importancia do uso de produtos antioxidantes para a
preservacao dos lipidios.

No decorrer dos meses até o final dos 4 meses de armazenamento,
todos os extratos apresentaram diferenca estatistica significativa (P<0,05),

reduzindo os valores de TBARS com relagédo ao controle e ao BHT, porém néo
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diferiram (P>0,05) entre si, o que significa que MU, PT, MC e PM tem potencial de
protecdo antioxidante.

Outros autores também obtiveram resultados positivos na prevencao da
oxidacao lipidica em carne de frango congelada por 3 meses (Freitas et al., 2015)
com o uso de diferentes niveis de extrato de semente e casca de manga; e também
com o uso de extrato de orégano (Cestari et al., 2014).

Por outro lado, o uso de 0,8% de extrato de goiaba em bolas de carne
de frango armazenadas sob congelamento por um periodo de 3 meses nao
produziu melhores resultados que o uso de BHT (Norhidayah et al., 2012).

Neste estudo, em comparacdo com o ensaio refrigerado, o uso dos
extratos naturais de murici, pau terra, mama cadela e pimenta de macaco foi mais
eficiente no ensaio congelado que no ensaio refrigerado, inclusive superando os
resultados obtidos pelo antioxidante sintético BHT. Isso pode ser devido ao fato de
temperaturas de armazenamento mais baixas resultarem em protecao adicional
aos lipidios (Adams, 1999).

3.6 Oxidacéao proteica

A Tabela 8 demostra os valores médios de ti6is nas alm6ndegas de
carne do peito de frangos durante o ensaio de armazenamento refrigerado, no dia
0 e dia 8.

Tabela 8: Valores médios de tidis (um/mg) em alméndegas de carne do peito de

frangos adicionadas dos tratamentos e armazenadas sob refrigeracéo

Armazenamento refrigerado (dias)

Tratamentos 0 8
CONT 7,43°+ 0,26 15,552 + 1,66
BHT 10,55b¢ + 0,58 14,93 + 0,94
MU 13, 813 + 1 66 18,792+ 0,78
PT 17,272 + 0,38 18,512+ 1,74
MC 14,152 + 0,83 16,562 + 0,56
PM 11, 91° + 0,60 14,15 + 1,30

abc Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey (P<0,05)



64

Ao contrario dos valores de TBARS, altos valores de tiois indicam menor
oxidacdo das proteinas e, consequentemente, maior protecdo dessas. De acordo
com os dados descritos na Tabela 7, os extratos de murici e pau-terra apresentaram
uma maior protecédo (P<0,05) das proteinas em relacdo ao BHT, sendo o melhor
resultado, numericamente, o do extrato de murici. Enquanto os extratos de mama
cadela e pimenta de macaco apresentaram resultado semelhante (P>0,05) ao do
BHT.

Carece na literatura de relatos do uso de plantas do Cerrado em
produtos carneos com a finalidade de prevenir ou reduzir a oxidacao lipidica e
também proteica, restando entdo a comparacdo com estudos usando outras fontes
vegetais.

No estudo de Vuorela et al. (2005), os extratos de casca de pinheiro e
colza se mostraram excelentes antioxidantes para a carne de porco frente a
oxidacao proteica, com um poder de inibicdo de 42 a 64%. O estudo de Gallo et al.
(2012), também relatou protecao frente a oxidacéo proteica e lipidica da carne de
frango com o uso de extratos de Echinacea angustifélia, uma planta tipica norte-
americana comumente usada por tribos indigenas.

A Tabela 9 demostra os valores médios de tidis em almbéndegas de carne
do peito de frangos durante o ensaio de armazenamento congelado, no més 0 e
més 4. Embora o extrato de mama cadela tenha apresentado maior valor numérico
de tidis ao final dos 4 meses de armazenamento, ndo foi detectada diferenca

significativa (P>0,05) entre os tratamentos.

Tabela 9: Valores médios de tidis (um/mg) em alméndegas de carne do peito de

frangos durante armazenamento congelado

Armazenamento congelado (meses)

Tratamento 0 4
CONT 22,43 +1,38 22,93 +1,97
BHT 23,58 £ 0,26 22,68 + 2,50
MU 20,04 +1,43 21,79+ 1,36
PT 20,45 + 0,60 22,71 +1,21
MC 19,63 +£ 0,66 23,16 + 0,75
PM 18,82 +1,1 18,68 + 3,20
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Soyer et al. (2010), usando carne da coxa e peito de frango armazenada
sob congelamento em trés diferentes temperaturas por 6 meses, relatou que a
duracdo de tempo de armazenamento congelado teve um forte impacto na
oxidagdo proteica. Seus resultados mostraram uma queda de 38,82 para 13,26
umol/mg na carne da coxa, e 27,62 para 18,29 umol/mg na carne do peito durante
0s 6 meses de armazenamento, relatando também que a carne da coxa de frango
sofreu mais oxidacao proteica a temperatura de -7 °C do que a carne do peito de

frango congelado a mesma temperatura.
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4. CONCLUSAO

O teor de compostos fendlicos apresentou uma grande variacao entre 0s
extratos estudados, mas nado demonstrou relacdo direta com os efeitos
antioxidantes sobre os lipidios ou proteinas analisados nos ensaios de
armazenamento.

Dentre os extratos estudados, apenas o de murici demonstrou algum
potencial de atenuacéo do crescimento das bactérias estudadas in vitro.

Todos os extratos estudados apresentaram atividade antioxidante na
protecdo dos lipidios durante o tratamento térmico e 0 armazenamento,
principalmente os extratos de murici e pau-terra que foram superiores ao
antioxidante sintético nas condi¢cdes de armazenamento estudadas.

Da mesma forma, todos os extratos utilizados apresentaram potencial
antioxidante na protecéo das proteinas durante o armazenamento refrigerado, com
destaque para os extratos de murici e pau-terra.

Importante ressaltar que os antioxidantes naturais estudados podem ser
uma alternativa para a substituicdo aos antioxidantes sintéticos, o que pode resultar

em um aumento da vida de prateleira de produtos carneos.
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