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RESUMO

PIRES, M. A. Avaliagao da capacidade antioxidante de extratos comerciais de
alecrim e ché verde e sua influéncia na estabilidade de hamburguer de frango
durante armazenamento congelado. 2014. 105 f. Dissertacdo (mestrado) —
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo,
Pirassununga, 2014.

A atividade antioxidante de dois extratos comerciais de alecrim e cha verde foi
comparada com a atividade do sintético BHA para substituicdo total do sintético em
hamburguer de frango. A quantificacdo foi determinada pelos métodos Folin-
Ciocalteau, FRAP e DPPH. De acordo com as analises de atividade antioxidante, as
dosagens dos extratos naturais foram determinadas, utilizando-se como base o
limite de dosagem do BHA (0,01% base gordura) e aplicadas em hamburgueres de
frango: T1: Controle; T2: 0,002% BHA; T3: 0,0038% Cha Verde; T4: 0,001% Chéa
Verde; T5: 0,048% Alecrim; T6: 0,00186% Alecrim. Foram realizadas andlises de
composicdo centesimal e pH e andlises de estabilidade no armazenamento
congelado: rendimento e reducdo do diametro, indice de TBARs, cor objetiva
(parametros L*, a* e b*) e teste sensorial de aceitacdo. No método Folin-Ciocalteau,
das analises de atividade antioxidante, o BHA n&o apresentou diferenca com o cha
verde (p > 0,05), no método FRAP o melhor (p < 0,05) desempenho foi do BHA e no
DPPH o ché verde apresentou maior atividade (p < 0,05). Os resultados de TBARS,
nos hamburgueres, mostraram diferenca significativa entre as amostras e também
interacdo amostras x tempo do armazenamento (p < 0,05), sendo que apés 120 dias
o teste com maior dosagem do extrato de alecrim (T5) nao diferiu do sintético (T2)
(0,423 e 0,369 indice de TBARSs, respectivamente). No aspecto sensorial as
amostras nao diferiram entre si (p>0,05) nem durante todo o periodo de
armazenamento (p > 0,05). Dentro das condi¢cdes experimentais pode-se afirmar que
0 extrato comercial de alecrim pode substituir totalmente o antioxidante BHA em
hamburguer de frango, garantindo a mesma estabilidade oxidativa e sem interferir

em sua aceitacdo sensorial.

Palavras chave: antioxidantes, oxidagcdo lipidica, BHA, poder e atividade
antioxidante, DPPH.



ABSTRACT

PIRES, M. A. Antioxidant activity evaluation of commercial extracts of rosemary
and green tea and its influence on the stability of chicken burger during frozen
storage. 2014. 105 f. M.Sc. Dissertation — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de

Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2014.

The antioxidant activity of two commercial extracts, rosemary and green tea, were
compared with the activity of the synthetic BHA for total replacement of the synthetic
in chicken burger. The spectrometric quantification was determined by UV - VIS
methods: Folin - Ciocalteu , FRAP and DPPH . In the Folin-Ciocalteau method the
BHA showed no difference with green tea (p > 0.05), in the FRAP method the BHA
obtained better (p < 0.05) performance and for DPPH the green tea showed greater
activity (p < 0.05). According to the analysis of antioxidant activity, dosages of natural
extracts were determined, using as basis the limit dosage of BHA (0.01 % fat base)
and applied in chicken burgers: T1: Control, T2: 0.002 % BHA, T3: 0.0038 % Green
Tea, T4: 0.001 % Green Tea, T5: 0.048 % Rosemary and T6: 0.00186 % Rosemary.
Chemical-physical analysis of chemical composition and pH were made, and also
stability analysis: cooking loss and reducing the diameter, TBARs index, objective
color (parameters L *, a * and b *) and sensory acceptance test. The results of
TBARS showed a significant difference between samples and also samples
interaction x storage time (p < 0.05), after 120 days the test with higher dosage of
rosemary extract (T5) did not differ from synthetic (T2) (0.423 and 0.369 TBARS
index, respectively), thus better performance than the other tests. The sensory
evaluation results showed that the samples did not differ during the storage period (p
> 0.05). According the experimental conditions can be concluded that the commercial

rosemary extract can completely replace the antioxidant BHA.

Keywords: antioxidants, lipid oxidation, BHA, powder and antioxidant activity, DPPH.
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1. INTRODUCAO

A fracdo lipidica dos alimentos esta relacionada a diversas caracteristicas
sensoriais que podem sofrer alteracfes devido ao processo oxidativo, como
mudanca de cor, textura, sabor e odor. Gordura animal é suscetivel a oxidacao
quando exposta ao oxigénio, proveniente do ar atmosférico, o que resulta na
producdo de odores e aromas desagradaveis. Consequentemente a oxidacao
lipidica influencia na vida util desses produtos podendo levar a rejeicdo por parte do

consumidor final.

A carne de frango é mais suscetivel a oxidacao lipidica do que a carne
bovina, pois tem uma proporcdo maior de acidos graxos poliinsaturados (PUFA) na
sua composicédo, originando radicais livres (substancias que aceleram a oxidacgao),
formando 6xidos de colesterol, alterando a composi¢éo de acidos graxos e formando
compostos volateis. Estes promovem alteracfes sensoriais, ocasionando a reducao
do valor nutricional e a formag¢do de compostos toxicos (compostos poliméricos e
oxidos de colesterol) durante o processamento e armazenamento (MELO; GUERRA,
2002; KARPINSKA; BOROWSKI; DANOWSKA-OZIEWICZ, 2001). Por sua vez,
maior é a utilizacdo de antioxidantes para retardar a oxidacdo de alimentos durante
processamento e estocagem, aumentando a vida 0til desses produtos (CASTRO,
2008).

Os antioxidantes sintéticos, como BHA (butil hidroxianisol), BHT (butil
hidroxitolueno), TBHQ (t-butil-hidroquinona) e PG (galato de propila), s&o os mais
aplicados. O BHA e o BHT tém uso restrito na aplicacdo em carnes e produtos
carneos, sendo que, o TBHQ néo é permitido pela legislacao vigente (MAPA, IN n°
51, 2006). Por outro lado, tem aumentado a busca por antioxidantes naturais devido

a percepcdo negativa dos consumidores sobre a seguranca dos antioxidantes



sintéticos, os quais tém sido restringidos devido ao seu potencial de carcinogénese,
bem como outros efeitos maléficos a saude (CHEN; PEARSON; GRAY, 1992;
CONNING; PHILLIPS, 1986; KIRKPATRICK; LAURES, 1986).

A adicdo de condimentos a carne de frango, além de conferir as
caracteristicas organolépticas desejadas, também pode auxiliar na sua preservacgao,
prevenindo ou retardando sua deterioragdo durante 0 processamento ou
armazenamento (MARIUTTI, 2009). Recentemente, as propriedades funcionais dos
extratos de plantas, como cha verde, tém sido investigadas devido tanto ao seu

potencial antioxidante como pelas suas atividades nutracéuticas (VALENCIA, 2008).

Segundo Aberle et al. (2001) inimeras investigacfes do uso de especiarias,
como Oleos de mostarda e alho, demonstraram que esses tem efeito preservativo
tendo acdo antibacteriana ou antioxidante. Existem algumas opcbes de extratos
naturais, como por exemplo, extrato de alecrim, que podem ter acao antioxidante em
produtos carneos, que tem a funcao de neutralizar os radicais livres provenientes da

oxidacao lipidica interrompendo sua reacao e propagacao.

Nesse sentido, diversos trabalhos comprovam que extratos naturais, como o
alecrim e cha verde, apresentam atividade antioxidante significativa e em funcéo dos
possiveis problemas toxicos pelo consumo dos antioxidantes sintéticos, as
pesquisas sobre antioxidantes naturais se fazem necessarias, permitindo comparar
a atividade antioxidante dos produtos naturais em relacdo aos sintéticos, buscando

uma reducédo ou até mesmo a substituicdo total dos antioxidantes sintéticos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1CARNE DE FRANGO

A carne de frango oferece nutrientes necessarios na sua composicdo, como
proteinas, lipidios, minerais e vitaminas, que variam em funcdo da raca, idade e
condi¢Oes higiénicas dos animais e ainda da qualidade na producéo e estocagem da
carne elaborada (VENTURINI; SARCINELLI; SILVA, 2007).

2.1.1 COMPOSICAO DA CARNE DE FRANGO

No Brasil, as carnes mais consumidas sdo bovina, frango e suina. Sendo,
em geral, constituidas de 80 a 60% de agua e 15 a 25% de proteina, o restante
formado principalmente por gorduras, sais, pigmentos e vitaminas (BRAGAGNOLO,
2001).

A carne de frango pode ser classificada de acordo com os trés principais
cortes comerciais: carcaca inteira com pele, coxa-sobrecoxa com pele e peito sem
pele. Considerada uma fonte estrutural, regulatéria e energética ao organismo
humano devido a grande quantidade de proteina em sua composi¢cdo: cem gramas
de frango (carcaca inteira) correspondem a 24,8% do VDR (OLIVO, 2006).

As carnes também sado descritas como alimentos com alto teor de gorduras
saturadas, considerados seus acidos graxos hipercolesterolémicos. Entretanto, as
carnes também apresentam em sua composicdo gorduras monoinsaturadas e

poliinsaturadas, consideradas gorduras benéficas por reduzirem os triacilglicerois



(BRAGAGNOLO, 2001).

Segundo Bragagnolo (2001), comparando a composicao lipidica das carnes,
observa-se maior quantidade de acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturadas

na carne de frango (Tabela 1).

Tabela 1 — Composicéo dos acidos graxos de diferentes tipos de carne

Acidos graxos (%) Carne bovina Carne suina Carne de frango
Saturados 45+ 4 40 £ 2 33x1
Monoinsaturados 40+ 4 44 + 2 46 + 2
Poliinsaturados 7+4 14 +2 21+1

Fonte: Bragagnolo, 2001

A maior concentracao de lipidios esta na pele do frango, totalizando de 43 a
56% (ALVES; PRUDENCIO, 2002; BRAGAGNOLO, 2001). A carne de peito do
frango é considerada a parte “magra” do frango, tendo em sua composicéo de 1 a
2% de lipidios totais, sendo o restante, aproximadamente, 72% de umidade, 24% de
proteina e 1,4% cinzas (BRAGAGNOLO, 2001; SANFELICE et al., 2009).

2.1.2 ASPECTOS SOCIO-ECONOMICOS DA CARNE DE FRANGO NO BRASIL

O Brasil é o terceiro maior produtor de carne de frango do Mundo e o
primeiro exportador. Do ano de 2000 até 2011 houve um aumento de producgéo de
118%, totalizando 13,05 milhdes de toneladas de carne de frango produzida em
2011. Sendo destinados 69,8% ao mercado interno e 30,2% a exportacbes
(UBABEF, 2012).



O consumo anual de carne de frango no Brasil em 2011 foi de 47,38 kg por
habitante, o que representa alta demanda na busca por esse tipo de carne, ficando
atrds somente da carne bovina (UBABEF, 2012). Segundo estudo de Muller,
Paschoal e Santos (2012) existem razbes para a grande demanda de carne de
frango no Brasil, como: carne mais saudavel que a carne vermelha, € mais barata e
apresenta maior conviniéncia para o preparo. Nascimento, Loguercio e Camargo
(2007), realizaram estudo sobre o consumo de carne de frango na cidade de Porto
Alegre e evidenciaram que a carne de frango é uma das carnes mais apreciadas
pelo consumidor perdendo somente da carne bovina. Nesse estudo foram
entrevistados 393 consumidores de carne de frango e questionados quanto ao tipo
de corte da carne mais consumida por eles o que demonstrou que mais de 90% dos
entrevistados consomem os cortes de frango e ndo o frango inteiro. Também foram
levantadas as caracteristicas importantes na avaliagdo da carne de frango o que
podemos observar na Figura 1 que a validade € um dos aspectos mais importantes

a ser considerado na compra do produto.
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tamanho da coxa
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Figura 1 - Caracteristicas importantes na avaliacdo da carne de frango. Fonte: Nascimento;

Loguercio; Carmargo, 2007.

Nesse aspecto pode-se perceber a importancia da carne de frango para a



economia do pais dentro do mercado mundial de agronegécio e que O0s
consumidores estdo cada vez mais exigindo qualidade nos produtos alimenticios
que adquirem. Portanto, a garantia de manutengcdo do mercado de carne de frango
no Brasil consiste no fornecimento de produtos com alto valor agregado baseado na

seguranca alimentar e principalmente qualidade sensorial e vida de prateleira.

2.1.3 HAMBURGUER

Produtos carneos processados sao aqueles que sofreram alteracdes fisicas
ou quimicas com a finalidade de tornar o produto mais atrativo para o consumidor ou
prolongar sua vida util. O hamburguer € um produto carneo processado que tem
feito parte do habito alimentar da populacdo brasileira tendo o seu consumo
aumentado significativamente, pois, trata-se de um produto de facil preparo e
apresenta caracteristicas sensoriais e nutricionais (alto teor de proteinas, lipidios,
vitaminas e minerais) que agradam o consumidor (QUEIROZ et al., 2005).

Segundo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Hamburguer:

Entende-se por hambulrguer o produto carneo industrializado, obtido de
carne moida dos animais de agougue, adicionado ou ndo de tecido adiposo
e ingredientes, moldado e submetido a processo tecnoldgico adequado.
Trata-se de produto cru, semi-frito, cozido, frito, congelado ou resfriado.
(BRASIL, 2000)

Ainda de acordo com Brasil (2000), os produtos classificados como
hamburguer devem atender as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: maximo de
gordura: 23%, minimo de proteina: 15%, carboidratos totais: 3%, maximo teor de
célcio (em base seca): 0,1% no hamburguer cru e 0,45% no hamburguer cozido. E
permitida a adicdo maxima de 4% de proteina de origem ndo cérnea, também é
permitida adicdo de agua como ingrediente opcional e outros como: gordura animal

ou vegetal, sal, leite em pd, acucares, maltodextrina, aditivos intencionais,



condimentos, aromas e especiarias, vegetais, queijos e outros recheios.

2.2 OXIDACAO LIPIDICA

A oxidacao lipidica € dos principais problemas encontrados em relacdo a
preservacao dos alimentos durante o seu processamento e armazenamento. Todos
os alimentos que contém lipidios na sua composi¢cdo estdo suscetiveis a oxidacao
lipidica (SOARES et al., 2012).

Os lipidios séo constituidos por acidos graxos, 0s quais sdo classificados em
acidos graxos saturados, monoinsaturados ou poliinsaturados. Todos sé&o
componentes oxidaveis em diferentes graus, sendo os acidos graxos insaturados
mais suscetiveis ao processo oxidativo (RAMALHO; JORGE, 2006).

Segundo estudo de Shahidi e Ho (2007) quanto maior o numero de
insaturacdes na estrutura molecular dos acidos graxos, maior é o grau de oxidagao
lipidica.

Os compostos lipidicos podem ser oxidados por diferentes reacdes:
hidrolitica ou lipolitica, enzimética, fotoxidacdo ou autoxidacdo (RAMALHO; JORGE,
2006).

A rancidez pode ser classificada em hidrolitica enzimatica e hidrolitica ndo
enzimatica. As reacgdes hidroliticas enzimaticas sdo catalisadas pelas enzimas
lipases, distribuidas nos alimentos ou de origem microbiana, causando a hidroélise
das moléculas de triglicerideos em seus &cidos graxos constituintes, ocasionando
mudancas na cor e sabor dos alimentos. A hidrolitica ndo enzimatica segue o
mesmo principio da enzimatica, quebra dos triglicerideos, na presenca de agua e
altas temperaturas, como o processo de fritura dos alimentos (HAMILTON, 1989).

A oxidag&o enzimética ocorre pela agdo das enzimas, como por exemplo as
lipoxigenases, que catalisam a adicdo do oxigénio aos acidos graxos poliinsaturados
formando peroéxidos, hidroperoxidos e compostos com aromas volateis indesejados
(RAMALHO; JORGE, 2006; SOARES, 2012).



A reacdo de fotoxidacdo ocorre pela absorcdo da radiacdo ultravioleta na
presenca de fotossenbilizadores como clorofila, mioglobina, riboflavina e outros,
modificando o oxigénio triplete (°0,) no oxigénio mais reativo, o singlete (*0,) que,
por sua vez, reage diretamente com as ligacdes duplas dos &cidos graxos
insaturados (LH) originando primeiramente o radical peréxido (LOOY) e
consequentemente  hidroperéxidos (equacdo 1). Na decomposicdo dos
hidroperoxidos formam-se os aldeidos, alcodis e hidrocarbonetos (CUPPETT,;
SCHNEPF; HALL, 1951; RAMALHO; JORGE, 2006; SOARES, 2012).

'0+LH —» LOO° —» LOOH (1)

A autoxidacdo € o tipo mais importante, pois representa o principal
mecanismo de oxidacao lipidica, e provoca alteracbes sensoriais indesejaveis e
irreversiveis. A reacao inicia pela presenca do oxigénio atmosférico ou dissolvido na
atmosfera, com a interagcdo de iniciadores, que reagem com 0s A&cidos graxos
insaturados contidos nos alimentos; uma vez iniciada, a reacdo segue em cadeia
(FERRARI, 1998).

2.2.1 AUTOXIDACAO — MECANISMO DE REACAO

A autoxidacao envolve a reacéo de acidos graxos insaturados com o oxigénio,
consideradas reacOes autocataliticas em cadeia, que ocorrem em trés etapas:

iniciagdo, propagacao e término (Figura 2).



Figura 2 — Esquema geral do mecanismo da autoxidacdo. Fonte: Ramalho e Jorge (2006)

Na etapa de iniciacdo o acido graxo (RH), em condicdes favorecidas por luz,
calor, metais etc (iniciadores), forma o radical livre (R’) devido a retirada do
hidrogénio do carbono alilico na molécula (RAMALHO; JORGE, 2006).

A propagacao consiste na reacao em cadeia, com alto consumo de oxigénio,
onde o radical livre (R") reage com o oxigénio (O,) para formar o radical peréxido
(ROQO’). Essa etapa envolve a continuagdo e aceleracdo da iniciacdo, uma vez que,
nesse estagio o radical peréxido pode abstrair o atomo de hidrogénio do acido
graxo, produzindo mais radicais livres para reacdo com o oxigénio, formando os
hidroperoxidos, portanto, nessa fase que aparecem o0s produtos primarios da
oxidacdo, cuja estrutura depende da natureza dos &cidos graxos (CUPPET;
SCHNEPF; HALL, 1951; RAMALHO; JORGE, 2006).

O término é a etapa em que os radicais livres comegam a reagir entre si
formando produtos finais mais estaveis ou menos reativos (dimeros ou polimeros).
Os radicais peroxidos, por sua vez, também podem sofrer epoxidacao,
polimerizagdo ou reagir com outro radical livre. Os hidroperoxidos sofrem
decomposicado formando alcodis, aldeidos, cetonas, ésteres e outras substancias
menos reativas. Portanto, nessa etapa, por cisdo e rearranjo dos peroxidos, que sao

produzidos os produtos secundarios de oxidagcdo com odor e sabor desagradaveis.
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As reacdes de polimerizacdo que ocorrem nessa etapa podem gerar escurecimento
e aumento de viscosidade no produto (CUPPET; SCHNEPF; HALL, 1951; FERRARI,
1998; RAMALHO; JORGE, 2006).

2.2.2 OXIDACAO LIPIDICA EM CARNES E DERIVADOS

Carnes e produtos carneos sao produtos suscetiveis a alteracdes fisico-
guimicas, como a oxidacdo lipidica, e alteracdes microbiolégicas, devido a sua
composicdo de umidade, lipidios, proteinas e nutrientes (OLIVO, 2006).

A oxidacao lipidica em carnes e seus derivados envolve os lipidios das
membranas celulares e esta relacionada também a oxidacdo dos pigmentos das
carnes, uma vez que, a oxidacdo do pigmento pode catalisar a oxidacao lipidica; da
mesma forma, a formacéo dos radicais livres no processo de oxidacdo lipidica da
carne podem oxidar o atomo de ferro ou desnaturar a molécula de mioglobina,
alterando sua cor (ANDERSEN et al., 2003; OLIVO, 2006).

De forma geral, a oxidacéo lipidica e a oxidacdo dos pigmentos ocorrem em
trés fases: (1) in vivo, antes do abate; (2) pré-abate e logo apds abate; (3)
processamento e armazenamento.

Na fase 1 a oxidacdo ocorre no animal vivo e se inicia nas fracdes
fosfolipidios das membranas celulares desses animais, que sdo ricas em acidos
graxos polinsaturados. Mesmo em condi¢des fisiolégicas normais, os animais sofrem
acao de agentes estressantes de fontes internas e externas, muitos desses atuam
como catalisadores ou iniciadores das reacbes de peroxidacdo e assim a formagao
dos radicais livres, alterando a estrutura das membranas e o metabolismo celular, o
que significa perda na qualidade da carne, como perdas exsudativas ou de
nutrientes (MORISSEY et al., 1998; OLIVO, 2006; SOARES, 2002).

A segunda fase é caracterizada pela conversdo do muasculo em carne que
ocorre imediatamente no pré-abate e durante o pds-abate. As mudangas ocorridas

tornam a carne mais suscetivel a oxidacdo lipidica e a oxidacdo da mioglobina,
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devido a falta da corrente sanguinea e do sistema antioxidante natural do organismo
do animal, iniciando o processo de peroxidacdo autocatalitica. Nessa fase a
qualidade da carne estd relacionada diretamente com as condi¢des durante a vida
do animal no pré-abate como alimentacao e estresse e também no pds-abate como
pH e temperatura da carcaca (MORISSEY et al., 1998; OLIVO, 2006).

A fase mais significativa em relacdo a oxidacéo é a terceira fase, pois nessa
fase ocorre a liberacdo do ferro catalitico ativo da mioglobina e de outras proteinas,
catalisando a reacdo da oxidacao lipidica nos acidos graxos insaturados, liberando
radicais livres e a propagacdo das reacfes oxidativas, as quais sdo favorecidas
guando o produto estiver exposto a oxigénio, temperatura e luz, presentes nessa
fase que ocorre durante a desossa, processamento, cozimento, estocagem e
exposicao ao ambiente (MORISSEY et al., 1998; OLIVO, 2006).

A deterioracdo da carne € um processo dinamico onde ocorrem diversas
alteracdes e fenbmenos complexos, por esse motivo de dificil controle. A oxidacao
lipidica e do pigmento da mioglobina, sdo consideradas as principais causas da
deterioracdo da carne e derivados, sdo reacdes que afetam a estabilidade dos
lipidios com a formacéo de compostos quimicos indesejaveis, alteracdes sensoriais
e formacdo de componentes toxicos (DRUMM; SPANIER, 1991; OLIVO, 2006).

2221 FATORES QUE CONDICIONAM A OXIDACAO EM PRODUTOS CARNEOS

s

A oxidacdo em produtos carneos e derivados € catalisada por diversos
fatores como: composi¢éo de acidos graxos, processamento, presenca de oxigénio,
temperatura, presenca de metais e luz (SELANI, 2010).

Durante o0 processamento, 0s produtos carneos sofrem algumas
modificacdes fisicas, as quais interferem na estrutura do musculo e expde os lipidios
a um ambiente pré-oxidante (maior contato com o ar atmosférico), fazendo com que
ocorra uma maior interagdo com agentes pro-oxidantes que catalisam a reacdo de
oxidacao lipidica (BERGER, 1994; SELANI, 2010).
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O emprego de embalagens de baixa permeabilidade ou a vacuo, assim
como, de sequestrantes de oxigénio (acido ascorbico e seus sais) ou absorvedores
de oxigénio sdo recomendados em produtos carneos para minimizar o contato dos
produtos com o oxigénio, retardando a oxidagdo e assim aumentando a vida util
desses produtos (BARRERA-ARELLANO, 1998; SELANI, 2010).

O aumento da temperatura também aumenta a taxa de autoxidacdo, a
velocidade de reacdo do oxigénio com os lipidios praticamente dobra a cada 10°C
de aumento da temperatura, resultando em aumento na concentragdo de radicais
livres e a propagacao das reacdes em cadeia. Manter os produtos sobre refrigeracao
ou congelamento ndo ira impedir a oxidacdo lipidica, mas esta ocorrerd& em uma
velocidade reduzida (BERGER, 1994; SELANI, 2010). Segundo Jacobsen (2010),
durante o processo de cozimento de carnes e produtos carneos ocorre 0
desenvolvimento do warned-over flavour (WOF) que é o termo utilizado para
descrever a oxidacdo dos aromas das carnes, que, por sua vez, € causada pela
oxidacdo dos lipidios e consequentemente pela formacdo de compostos como
hexanal, octenal, nonenal e decenal.

Alguns metais como ferro, cobre, niquel e manganés, sob a forma de ions
polivalentes em pequenas concentracfes, agem como pré-oxidantes ativos; 0,02
ppm de Cobre ou 0,5-1 ppm de Ferro ja contribuem significativamente na catalise
das reac0es, além disso, tracos de gordura oxidada também aceleram as reacdes
de oxidacéo. A limpeza e higienizacdo das plantas produtoras dos produtos carneos
sdo de extrema importancia para controle microbiolégico e de oxidacado lipidica
(BERGER, 1994; FLIEDER; ORTHOEFER, 1981).

A oxidacéo lipidica também é catalisada pela absorcdo da luz, evidenciado
no processo de fotoxidacéo. A luz promove oxidacao devido ao oxigénio singlete que
nao é inibido pela acdo dos antioxidantes (BERGER, 1994).

2.2.2.2  IMPLICACOES DA OXIDACAO LIPIDICA EM PRODUTOS CARNEOS
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A ingestéo de alimentos que contém produtos da oxidacao lipidica apresenta
risco ao ser humano, pois as substancias produzidas sdo consideradas toxicas
como: cetonas, aldeidos, alcoois, &acidos e hidrocarbonetos. Essas substancias
podem provocar degeneracdo hepatica e renal e distlirbios nos niveis séricos de
diversas enzimas. Os aldeidos gerados combinam-se com diversas moléculas no
organismo, provocando modificacbes de proteinas, lipidios e carboidratos. Além
desses efeitos, produtos carneos tem em sua composi¢cdo colesterol, que € um
lipidio insaturado e instavel, portanto sujeito a oxidagcdo com a formacéo de éxidos
de colesterol, o qual também apresenta efeito tdéxico com acéo citotdxica,
aterogénicas, mutagénica e carcinogénica (CHIZZOLINI; NOVELLI; ZANARDI, 1998;
FERRARI, 1998; OLIVO; SANTOS; FRANCO, 2006; SELANI, 2010).

A cor, odor e o0 sabor séo atributos de qualidade que mais influenciam na
aceitabilidade pelo consumidor na compra de produtos carneos, essas Sao
caracteristicas que sofrem modificacdes com a oxidacao lipidica.

A cor da carne e a oxidacao lipidica sédo interdependentes, pois a oxidacao
do pigmento catalisa a oxidacao lipidica, por sua vez, os radicais livres formados na
oxidacdo lipidica podem oxidar o atomo de ferro ou desnaturar a molécula de
mioglobina, promovendo a modificacdo da cor de carnes, pela transformacdo do
pigmento oximioglobina, de coloracdo vermelho brilhante, em metamioglobina, de
cor marrom, normalmente rejeitada pelo consumidor (Figura 3) (FERRARI, 1998;
OLIVO, 2006).

Figura 3 — Formas da mioglobina em carnes. Fonte: Beraquet, 2010.
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Os produtos secundarios formados no processo de oxidacao lipidica como:
aldeidos, cetonas, alcoois e hidrocarbonetos sdo os principais responsaveis pelas
mudancas de odor e sabor desagradaveis causadas nesse processo (FERRARI,
1998; JACOBSEN, 2010). Segundo Jacobsen (2010) ambos componentes primarios
e secundarios interagem com proteinas e aminoacidos gerando um significativo
impacto no aroma de produtos carneos durante processamento, cozimento e
estocagem, por exemplo, os hidroperdoxidos poderdo reagir com enxofre, amina e
aminoacidos; os componentes secundarios poderao reagir com tidis da cisteina.

Durante o processo de cozimento da carne os lipidios sdo oxidados, alterando
seu odor e sabor, o resultado é comparado com o sabor da gordura ranca em baixa
temperatura e segundo Ranken (1994) se os off-flavours ja estiverem presentes na
carne antes do cozimento eles tendem a persistir depois do processo. A reagéo de
Maillard, entre as proteinas e acUcares redutores da carne, também influencia o
sabor da carne no processo de cozimento, resultando no sabor de carne tostada
(RANKEN, 1994).

A textura de carnes também é alterado pela oxidacdo lipidica devido a
formacao de complexos proteina-lipidio ou provocar cisdo de proteinas, e também a
formacdo de polimeros, levando a desnaturacdo de proteinas, inibicdo da atividade
enzimatica e diminuicdo da solubilidade (FERRARI, 1998).

O valor nutritivo da carne também é afetado no processo de oxidacéo lipidica
devido a degracdo parcial de varios compostos nutritivos como: acidos graxos
essenciais, vitaminas A, carotenoides, vitamina E (tocoferdis) e vitamina C. Os
componentes secundarios da oxidacdo e compostos da reacdo de Maillard podem
reagir com biomoléculas (especialmente proteinas) diminuindo a absorcao destas
pelo organismo. Os peréxidos formados irritam a mucosa intestinal provocando
diarreia e a capacidade de absorcdo; além disso, os lipidios oxidados sé&o

antagonistas de diversos nutrientes, reduzindo o efeito destes (FERRARI, 1998).
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2.3METODOS DE AVALIACAO DA OXIDACAO LIPIDICA EM ALIMENTOS

A avaliacdo do estado de oxidacdo dos alimentos € uma determinacao
importante para a industria de alimentos, uma vez que, € um meio de controlar e
garantir a qualidade desde a matéria-prima até o produto final, e de determinar a sua
vida de prateleira.

Segundo Shahidi e Wanasundara (1951) os métodos validos para monitorar

a oxidacao lipidica em alimentos séo divididos em dois grupos:

1. Mede os componentes primarios da oxidacdo: perda dos acidos
graxos insaturados, absorcdo de oxigénio, indice de peréxido e

valor de dienos conjugados;

2. Mede os componentes secundarios da oxidacdo: quantificacédo
de compostos carbonilicos e quantificacdo dos compostos

aldeidicos.

O método de escolha depende de diversos fatores incluindo a natureza e o
histérico dos acidos graxos contidos no alimento, a informacdo necessaria, o tempo
avaliado e as condicbes dos testes. Importante que os métodos fisico-quimicos
sejam acrescentados da percepcdo e aceitabilidade sensorial (SHAHIDI;
WANASUNDARA, 1951; SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

Segundo Silva, Borges e Ferreira (1999) os métodos para a avaliacdo do
grau de oxidacdo lipidica também podem ser distinguidos entre testes para
determinacao da estabilidade oxidativa nas condi¢des normais de armazenamento
ou de distribuicdo e a avaliacdo da resisténcia a oxidacdo efetuada por testes

acelerados.
e Analises de oxidacdo por determinagdo dos componentes primarios

O método para medir as alteracbes ou decaimento dos acidos graxos
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insaturados da matriz é geralmente realizado por cromatografia gasosa (CG) e trata-
se de uma técnica ndo muito utilizada, pois requer a extracdo dos lipidios totais e a
derivatizagcdo, por esse motivo, ocorre a dificuldade de garantir a extragéo
quantitativa e em minimizar as perdas ao nivel da preparacdo de derivados
(fosfolipidios, glicolipidios, etc.) (SHAHIDI; WANASUNDARA, 1951; SILVA;
BORGES; FERREIRA, 1999).

O método de andlise mais utilizado para avaliar os componentes primarios
da oxidacdo € o método de indice de peréxido (IP). Embora a determinacéo de IP
seja comum para determinacdo de oxidacdo lipidica em alimentos, os métodos
geralmente sdo limitados para determinar os estagios iniciais da oxidacdo, além
disso, as condi¢cdes experimentais (peso da amostra, tempo, temperatura, tipos de
peréxidos presentes) influenciam na exatiddo dos resultados. Nos alimentos, se faz
necessario a extracao lipidica para determinacédo do IP, o que também pode gerar
resultados com menor exatiddo (SHAHIDI; WANASUNDARA, 1951; SILVA;
BORGES; FERREIRA, 1999).

e Andlises de oxidacdo por determinacdo dos componentes secundarios

Avaliar a oxidacdo lipidica dos alimentos por determinacdo dos componentes
secundarios da reacdo de oxidacdo €é mais apropriado que determinar 0s
componentes primdrios devido as alteragbes de odor, sabor e cor gerados durante
essa etapa (SHAHIDI; WANASUNDARA, 1951).

Existem diversos métodos na literatura para determinar componentes
secundarios da oxidacdo, como: determinacdo dos compostos aldeidicos;
determinacdo de &cidos oxidados por cromatografia; determinacdo de compostos
volateis por cromatografia gasosa ou por condutimetria em método acelerado
(equipamento Rancimat); e outros como fluorimetria (SHAHIDI; WANASUNDARA,
1951; SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

Os métodos mais utilizados sdo por determinagdo de compostos aldeidicos
gue sdao: teste de substancias reativas ao acido 2-tiobarbitirico (TBARS), indice de

p-anisidina, teste de Kreis ou indice de ranco e indice de carbonila.
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O teste TBARS se baseia na quantificacdo do principal aldeido formado
durante a oxidacdo no alimento, o malonaldeido (MDA), que reage com o acido
tiobarbitdrico formando um complexo de cor avermelhada que pode ser determinado
espectrofometricamente (ELDIN, 2010; ROSSELL, 1994).

2.3.1 ANALISE DE SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO TIOBARBITURICO

(TBARS)

O método de andlise de oxidacdo por TBARS é o mais aplicado e
considerado relevante para avaliacdo da oxidacdo lipidica em carnes e produtos
carneos, principalmente produtos que envolvam processos de moagem, mistura e
cozimento, pois favorecem a formacdo do malonaldeido (OSAWA; FELICIO;
GONCALVES, 2005).

Aldeidos e outros componentes carbonilicos sdo formados na oxidagéo
lipidica como componentes secundarios, que por sua vez, produzem dialdeidos de
trés carbonos, como o malonaldeido (MDA) ou similar. Os aldeidos, incluindo o
MDA, e outras substancias como as cetonas, cetosterdides, acidos, eésteres,
acucares, amidas, aminoacidos, proteinas oxidadas, pirimidinas e piridinas podem
reagir com o &cido tiobarbitirico (TBA) (GUILEN-SANS; GUZMAN-CHOZAS, 2010).

O teste de TBARS foi utilizado em carnes e produtos carneos pela primeira
vez por Turner et al. (1954). A reagdo envolve o acido 2-tiobarbitarico com o MDA
(Figura 4) formando o complexo TBA-MDA de cor avermelhada, medido por
espectrofotometria a 530-532 nm, podendo variar de 500-550 nm. Essa reacéo
ocorre em meio acido (pH 1-2) e alta temperatura (98 — 100°C), no sentido de
aumentar a sua velocidade e sensibilidade (GUILEN-SANS; GUZMAN-CHOZAS,
2010; OSAWA,; FELICIO; GONCALVES, 2005; SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).
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Figura 4 - Reagdo de TBA com MDA e formagéo do complexo avermelhado. Fonte: Osawa, Felicio e
Gongalves, 2005.

A determinacao é feita por quantificacdo de curva padrdo, os padrées mais
utiizados para a andlise sdo o 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP) e 1,1,3,3-
tetraetoxipropano (TEP) que libera o MDA e etanol, ap6s hidrélise acida. Os
resultados sdo expressos em unidades de absorbancia por unidade de peso da
amostra ou em “valor TBA”, definido como a massa, em mg, de MDA por kg de
amostra (OSAWA:; FELICIO; GONCALVES, 2005; SILVA; BORGES; FERREIRA,
1999).

O teste de TBARS tem sofrido modificacbes para aumentar a sensibilidade
de deteccao e eliminar interferentes da amostra. O método ainda € o mais usual na
avaliacdo da oxidacao de carnes e produtos carneos devido a sua simplicidade e
rapidez (OSAWA; FELICIO; GONCALVES, 2005; SILVA; BORGES; FERREIRA,
1999).

2.3.2 ESTABILIDADE OXIDATIVA E A AVALIACAO SENSORIAL DE ALIMENTOS

A avaliacdo sensorial é a ferramenta mais antiga e também satisfatoria para
determinar frescor e qualidade dos alimentos. Segundo Texeira (2009), a qualidade
sensorial do alimento favorece a fidelidade do consumidor a um produto em um

mercado cada vez mais exigente.
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A percepcao e selecdo do alimento € um processo em que o homem utiliza
os orgaos do sentido (Visdo, Audicdo, Paladar, Tato e Olfato) e aspectos fisioldgicos
e psicoldgicos ligados a fatores intrinsecos e extrinsecos do alimento. Todos esses
fatores influenciam o consumidor na decisdo de aceitacdo ou rejeicdo do alimento
(HERNANDES et al., 2007; MORALES et al., 2013).

As técnicas de andlise sensorial ttm como objetivo: medir a qualidade do
alimento em programas de controle de qualidade, determinar a variedade adequada
da matéria-prima, determinar e melhor tipo de processamento e armazenamento,
correlacionar analise fisico-quimica, determinar a reacdo do consumidor e
determinar a estabilidade de armazenamento dos produtos. Essas técnicas podem
utilizar grupos de consumidores para avaliacdo da preferéncia ou aceitacdo ou
pequenos grupos para detectar aspectos sensoriais mais especificos (GOUVEIA et
al., 2006; HERNANDES et al., 2007; TEIXEIRA, 2009).

O teste de escala hedbdnica pode ser um meétodo utilizado para determinar a
aceitacdo ou rejeicdo de um alimento na percepcdo do consumidor. Nesse método
fatores intrinsecos (aparéncia, aroma, etc.) e fatores extrinsecos (embalagem,
rotulagem, etc.) podem ser avaliados, sendo que os principais atributos exigidos pelo
consumidor sdo cor, aparéncia, textura e sabor (HERNANDES et al.,, 2007,
HUALLANCO, 2004).

Ao se avaliar o aspecto global do alimento, o consumidor primeiramente
avalia o aspecto visual em relacdo a aparéncia (cor e dimensdes do produto) e
processos de deterioracdo do alimento (bolores, leveduras) e ap6s o aroma e sabor
no processo de degluticdo (HERNANDES et al., 2007). Segundo Huallanco (2004), o
gosto e o odor contribuem para o sabor da carne, sendo o sabor um dos atributos

decisivos na aceitacéo do alimento.

O processo de oxidagdo lipidica nos alimentos contribui para o
desenvolvimento de sabor estranho em produtos carneos. Os produtos secundarios
da oxidacao lipidica tém sido classificados como fator determinante na avaliagao

sensorial de sabores e odores estranhos em carnes (HUALLANCO, 2004).
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O teste de aceitacado/preferéncia tem sido uma ferramenta amplamente
utilizada para avaliar a estabilidade dos alimentos em relacdo aos aspectos
sensoriais durante a vida de prateleira dos alimentos e a rejeicdo ou aceitacao do
consumidor durante esse processo (ASSIS et al. 2007; BATISTA; BESERRA; SILVA,
2005; CRUZ et al., 2010; MATTIETTO; LOPES; MENEZES, 2007; MORALES et al.,
2013; VILLANUEVA; TRINDADE, 2010; WISCHRAL et al., 2010).

2.4SISTEMAS ANTIOXIDANTES EM ALIMENTOS

Os antioxidantes sdo compostos utilizados em alimentos com a finalidade de
inibir ou retardar a oxidacdo lipidica. Segundo a FDA (Food and Drug
Administration), os antioxidantes sao substancias utilizadas para preservar alimentos
por meio do retardamento da deterioracéo, rancidez e descoloracédo decorrentes da
autoxidacao (SELANI, 2010). Segundo a ANVISA (Portaria n°® 540, de 27/10/97),
antioxidante é a substancia que retarda o aparecimento de alteracdo oxidativa nos
alimentos. Centenas de compostos foram testados por pesquisadores para verificar
sua atividade antioxidante, sendo que somente alguns podem ser usados em
produtos para consumo humano (RAMALHO; JORGE, 2006).

Segundo Ramalho e Jorge (2006), o uso de antioxidantes foi primeiramente
registrado em 1797 e 1817. O uso em alimentos teve inicio em 1940 com
substancias naturais retiradas da casca de arvores que apresentaram efetividade na

conservacao de gorduras animais e vegetais (SELANI, 2010).

Apenas alguns compostos reconhecidos como seguros pelas organizacbes
internacionais como a Food and Agriculture Organization (FAO), Joint Expert
Committee on Food Additives (JECFA) e a World Health Organization (WHO) sao
permitidos em alimentos. Sendo assim, para serem empregados em alimentos, 0s
antioxidantes devem atender caracteristicas importantes como: atender a legislagédo

vigente do pais a qual o alimento se destina, eficacia em baixas concentracdes
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(0,001-0,01%), auséncia de efeitos sensoriais indesejaveis, facil aplicacao,
compatibilidade com o alimento, ser efetivo durante o periodo de estocagem, ser
estavel ao processo de aquecimento e preferéncia do consumidor por antioxidantes
naturais (COPPEN, 1994; RAMALHO; JORGE, 2006; SELANI, 2010).

No Brasil, o uso destes antioxidantes é controlado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em carne e produtos carneos (MAPA,
2006).

2.4.1 CLASSIFICAGAO E MECANISMO DE ACAO DOS ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes podem ser classificados de acordo com seu mecanismo de
acdo. Ramalho e Jorge (2006) citam que os antioxidantes podem ser classificados
em primarios, sinergistas, removedores de oxigénio, biol6gicos, agentes quelantes e
antioxidantes mistos. Moreira e Mancini (2004) dividem os antioxidantes em duas
classes: com atividade enzimatica e sem essa atividade. As industrias de alimentos

classificam os antioxidantes em duas categorias: sintéticos e naturais.

Os considerados primarios ou sem atividade enzimatica sdo compostos
fendlicos que interagem com os radicais livres formados durante a iniciacdo ou
propagacdo da reacdo de oxidacdo doando atomos de hidrogénio de suas
moléculas, interrompendo a reacdo em cadeia (Figura 5) (RAMALHO; JORGE, 2006;
SELANI, 2010).

ROO+ + AH—> ROOH + A-
Re + AH—> RH +A-

Onde: ROO- e Re: radicais livres; AH: antioxidante com um atomo de hidrogénio ativo e Ae: radical

inerte.

Figura 5 — Mecanismo de acdo dos antioxidantes primarios.
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Os sinergistas sao substancias com pouca ou nenhuma atividade
antioxidante que apresentam efetividade quando combinados com alguns
antioxidantes primarios. Os removedores de oxigénio atuam capturando o oxigénio
presente no meio, tornando-os indisponiveis para atuagdo como propagadores da
autoxidacdo. Os bioldgicos sdo substancias que podem remover 0 oxigénio ou
alguns compostos reativos ao sistema de reacdo. Os agentes quelantes ou
sequestrantes promovem a acao de complexacdo com ions metalicos, como ferro e
cobre que catalisam a oxidacdo lipidica. E os antioxidantes mistos incluem
compostos de plantas e animais com atuacdo semelhante aos antioxidantes
primarios (RAMALHO; JORGE, 2006).

Tabela 2 — Tipos de antioxidantes de acordo com sua classificagéo

Classificagéo Antioxidante
Primarios BHA, BHT, TBHQ, PG, Tocoferois
Removedores de oxigénio Acido ascorbico e seus isébmeros (ex:

eritorbato de s6dio)

Bioldgicos PG, Tocoferéis e Enzimas: glucose oxidase,

superoéxido dismutase e catalases

Quelantes/Sequestrantes Acido citrico e seus sais, fosfatos e sais de

acido etileno diamino tetra acético (EDTA)

Mistos Proteinas hidrolisadas, flavonoides e

derivados de acido cinamico
Sintéticos BHA, BHT, PG e TBHQ

Naturais Tocoferodis, acidos fenodlicos e extratos de

plantas como: alecrim, sélvia, ch& verde.

Fonte: Ramalho e Jorge, 2006
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2.4.2 ANTIOXIDANTES SINTETICOS

Os antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria de alimentos s&o
BHA, BHT, TBHQ e PG. O mecanismo de acdo desses compostos € atribuido a sua
estrutura fendlica (Figura 6) que permite a doacdo de um préton a um radical livre,
regenerando o acido graxo e interrompendo o mecanismo de oxidacdo (RAMALHO;
JORGE, 2006).

Tais compostos atendem a maioria das necessidades de protecao lipidica
dos alimentos, devido a sua alta efetividade (Tabela 3) quando adicionados aos
alimentos tdo cedo quanto possivel, no processo de fabricagdo ou no produto
acabado (CAMPOS; TOLEDO, 2000).

Tabela 3 — Antioxidantes sintéticos, efetividade e estabilidade.

AOX Efetividade

BHA Maior em gordura animal e em acidos graxos de cadeia curta. Baixa efetividade

em o6leos vegetais. Apresenta sinergia com PG.
BHT Similar ao BHA, porém nao apresenta sinergia com PG.

PG Pode atuar como pré-oxidante quando aplicado em niveis elevados. Baixa
efetividade em alimentos fritos, massas assadas e biscoitos preparados com

gorduras.

TBHQ  Melhor antioxidante para 6leos vegetais e para 6leos de fritura e similar ao BHA a
gordura animal. Sinergia com &cido citrico. Excelente efetividade em 6&leos

durante estocagem, aumentando a extensdo de vida Gtil desses.

Fonte: Adaptado de Ramalho e Jorge, 2006; Coppen, 1994.
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BHA BHT Gallates TBHQ
OH OH OH OH
C(CH,), (CH,),C\©/ C(CH,), HO OH _C(CH,),

|
OCH, CH, COOR
R = C,H,, propyl
R =C,,H,,, dodecyl

Figura 6 — Estrutura fendlica dos antioxidantes sintéticos. Fonte: Coppen, 1994.

A principal preocupacao do uso dos antioxidantes sintéticos esta relacionada
aos possiveis efeitos toxicoldgicos desses compostos. Devido a essa preocupacao,
diversas pesquisas foram realizadas para verificar o potencial toxico desses, sendo
que os resultados dos estudos acarretaram na restricdo da sua utilizacdo em
diversos paises (CAMPOS; TOLEDO, 2000; RAMALHO; JORGE, 2006; SELANI,
2010).

O antioxidante TBHQ ndo é permitido no Canadada e na Comunidade
Econbmica Européia, mas é aprovado em diversos outros paises, no Brasil o
Ministério da Saude limita 200 mg/kg para produtos como 6leos e gorduras (BRASIL,
1988). Para carnes e produtos carneos, regulamentado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o uso de TBHQ néo é permitido
(MAPA, 2006); O uso do BHA, BHT e PG também tem uso restrito em diversos
paises, como por exemplo, na aplicacdo de 6leos e gorduras o uso de BHA, BHT e
PG nos Estados Unidos é de 200, 200 e 150 mg/kg respectivamente, ja em paises
da Europa o limite ainda é menor, como na Dinamarca que limita o uso do BHA, BHT
e PG, no mesmo produto alimenticio, em 100, 100 e 50 mg/kg respectivamente. No
Brasil, 0 uso desses antioxidantes é permitido nas dosagens de 200 mg/kg de BHA,
100 mg/kg de BHT e 100 mg/kg de PG, em Oleos e gorduras; em produtos carneos
o limite é de 100 mg/kg de ambos BHT e BHA (CAMPOS; TOLEDO, 2000; COPPEN,
1994; MAPA, 2006; RAMALHO; JORGE, 2006).

Embora o uso dos antioxidantes sintéticos seja restringido por cada 6érgéo

competente de diferentes paises, ainda ha uma preocupacéo da quantidade ingerida
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diariamente no consumo de diversos produtos alimenticios industrializados pelos
consumidores, 0s quais atualmente utilizam maiores quantidades de produtos

industrializados.

Campos e Toledo (2000) investigaram a quantidade dos antioxidantes BHA,
BHT e TBHQ contidas em diferentes amostras de 6leos de soja e milho, gordura
vegetal hidrogenada, margarina, creme vegetal e halvarina do mercado na regido de
Campinas, S&o Paulo, demonstrando que a maioria das amostras analisadas
apresentaram quantidades dos antioxidantes de acordo com 0s niveis maximos
permitidos, com excecdo de uma das trés marcas avaliadas de gordura vegetal,
onde dois lotes avaliados ultrapassam em aproximadamente 30% o limite méaximo
permitido (100 mg/kg). Esse estudo revela que ndo ha um controle especifico para
verificar se os produtos industrializados seguem o limite maximo permitido em
legislacdo, ocasionando, possivelmente, maior consumo diario desses antioxidantes

no pais e maior probabilidade de efeitos toxicos no organismo.

Devido a diversos estudos (ALTMANN et al., 1986; CHEN; PEARSON;
GRAY, 1992; CONACHER et al., 1986; CONNING; PHILLIPS, 1986; ITO et al., 1983;
IVERSON, 1995; VANDGHANOONI et al., 2013) que comprovam efeitos téxicos do
BHA, BHT e TBHQ valores de IDA (Ingestdo Diaria Aceitavel) foram estabelecidos
pelo JECFA (Joint Expert Committee on Food Additives and Contaminants). Para o
BHA foi estabelecido uma IDA de 0-0,5 mg/kg p.c., para o BHT de 0-0,3 mg/kg p.c. e
para o TBHQ de 0-0,7 mg/kg p.c. (BANNWART; TOLEDO, 1999).

2.4.3 ANTIOXIDANTES NATURAIS

O uso de antioxidantes naturais para retardar a oxidacdo lipidica nos
alimentos ndo é um conceito novo, desde meados de 1980 estudos relacionados a
compostos naturais para prevencdo ou extensdo de vida atil nos alimentos vém

sendo explorados. Essas pesquisas tém sido dirigidas de forma a substituir ou
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diminuir o uso dos antioxidantes sintéticos nos alimentos. Uma vez que, desde inicio
dos anos 90 os consumidores tem expressado preocupacdo sobre a seguranca
alimentar dos preservantes e aditivos em alimentos, sendo assim, é evidente a
tendéncia da preferéncia do consumidor em adquirir alimentos industrializados
conhecidos como “clean labeling”, que sdo alimentos fabricados com aditivos
organicos/naturais de nomenclatura familiar e vistos como saudavel (BREWER,
2011; SELANI, 2010).

Diversas sao as fontes dos antioxidantes naturais, o que € demonstrado em
pesquisas na busca de novas fontes e verificacdo de seu potencial antioxidante. Os
vegetais, frutas, hortalicas e outros séo fontes de antioxidantes naturais devido aos
tocoferdis, vitamina C, carotenoides e compostos fendlicos contidos nessas fontes
(SHAHIDI, 1996).

Os compostos fendlicos estao presentes nas frutas e vegetais na forma livre
ou ligados a acucares (glicosidios) e proteinas, sdo originados do metabolismo
secundario das plantas, pois sd0 essenciais para seu crescimento e reproducao,
além disso, sdo formados em condi¢cdes de estresse como infeccles, ferimentos,
radiacdes e outros (ANGELO; JORGE, 2007).

Os fendlicos englobam desde moléculas simples até moléculas com alto
grau de polimerizacdo e sua estrutura quimica é baseada em anel aromatico com
um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Devido a sua
grande variacao estrutural, os fendis sdo multifuncionais existindo cerca de cinco mil
tipos, os que se destacam sdo: flavonoides, acidos fendlicos, fendis simples,
cumarinas, taninos, ligninas e tocoferdis (ANGELO; JORGE, 2007).

O mecanismo de acdo dos compostos fendlicos no processo oxidativo é
semelhante aos antioxidantes sintéticos, atuam como sequestradores de radicais,
interrompendo a cadeia da reagdo através da doacdo de elétrons (equacdo 2) ou
hidrogénio aos radicais livres (equacédo 3), e algumas vezes como quelantes de
metais, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao da oxidacao. Os

produtos intermediarios formados sao relativamente estaveis devido a ressonancia
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do anel aroméatico dessas substancias (ANGELO; JORGE, 2007; SELANI, 2010).
RO° + Ar0° —» ROOAr (2)
ROO° + ArOH — ROOAr (3)

RO°e ROO° = radicais livres; ArO° e ArOH = antioxidante natural; ROOAr = radical recuperado

Fonte: Adaptado de Cuppett, Schnepf e Hall, 1996

Os antioxidantes naturais mais utilizados, atualmente, sao os tocoferéis,
acidos fendlicos e extratos de plantas como alecrim, sélvia e cha verde (RAMALHO;
JORGE, 2006).

O extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) ja estd sendo utilizado
amplamente pelas industrias de alimentos, como antioxidante natural, e tem sido
objeto de estudo em produtos carneos: carne de frango resfriada (TANG, et al.,
2001), peru cozido (YU, et al., 2002), carne de porco (HERNANDEZ-HERNANDEZ
et al. 2009), salsicha de porco (SEBRANEK et al., 2005), mortadela (JONGBERG, et
al., 2013).

Devido a problemas com cor, odor e sabor dos componentes do extrato de
alecrim, as industrias tém desenvolvido extrato de alecrim refinado nas formas
liquido e p6 e esses tém sido usados em estudos quimicos e biolégicos (OFFORD et
al., 1996). Extratos de alecrim contem um largo nimero de componentes incluindo o
acido carnésico, carnosol e acido rosmarinico (Figura 7), que sdo também
conhecidos como diterpenos fendlicos. O acido carndsico e o carnosol compdem
15% do extrato de alecrim, sendo que esses respondem por mais de 90% da
atividade antioxidante do extrato. O &cido rosmarinico também tem atividade
antioxidante e é encontrado na concentracdo de 1-2% no extrato fresco (CUPPETT;
SCHNEPF; HALL, 1996; FRANKEL, et al., 1996; OFFORD et al., 1996).

Cuppett, Schnepf e Hall (1996) relatam um estudo sobre a estabilidade dos
componentes do extrato de alecrim, evidenciando a conversdo do &cido carnésico

em carnosol e subsequentemente convertido em rosmanol, 7-metilpirosmanol e
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epirosmanol (Figura 8), o que foi facilitado pela exposicdo de oxigénio, luz e
aguecimento. O aumento de niveis de carnosol no extrato pode ser indesejavel
porque apesar do carnosol ser mais estavel que o 4cido carndsico este tem menos

atividade.

Figura 7 — Estrutura quimica dos principais componentes do extrato de alecrim. Fonte: Offord et al.,

1996.

Camosic acid Camosol

7-Methyl-epirosmanol

Figura 8 — Conversdo do acido carnésico em carnosol e subsequentemente em rosmanol,

epirosmanol e 7-metilepirosmanol. Fonte: Cuppett, Schnepf e Hall, 1996
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Extrato de cha também apresenta forte atividade antioxidante, promovendo
nao somente beneficios a saude, mas também pode ser usado em alimentos na
prevencdo da oxidacdo lipidica. As trés maiores formas de extrato de cha

conhecidas séo: cha verde, cha Oolong e cha preto (HO et al., 1951).

Os polifendis contidos nos extratos de cha sdo o0s responsaveis pela
atividade antioxidante desses extratos. Os trés principais polifendis existentes nos
chas sdo as catequinas, teoflavinas e teorubigenos. As catequinas sao o0s principais

polifendis encontrado nos extratos de cha verde (HO et al., 1951).

Os extratos de cha verde, extraido da planta Camellia sinensis, apresentam
quatro diferentes tipos de catequinas com atividade antioxidante (Figura 9):
epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC), galato-3-epicatequina (ECG) e galato-3-
epigalocatequina (EGCG). As catequinas correspondem aproximadamente 26,7-30%
dos compostos presentes no cha verde seco, sendo 11% de EGCG, 10% de EGC,
2% de ECG, 2,5% de EC e 15% de polifenéis ndo identificados. O potencial
antioxidante das catequinas presentes no extrato de cha verde apresenta a seguinte
ordem descrente de eficiéncia: EGCG = ECG > EGC = EC (HO et al., 1951; JHOO,
2007; SCHMITZ et al., 2005).

@fj H
H
HO o H - H

e OH ““OH
H H
(-) Epicatechin (EC) (-) Epigallocatechin (EGC)
H
H H
HO *,»@(ZH H H o H H
"0 —@ H ) -—ﬂ { N H
& H < H
(-) Epicatechin gallate (ECG) (-) Epigallocatechin gallate (EGCG)

Figura 9 — Estrutura quimica das catequinas presente no cha verde. Fonte: He e Shahidi, 1997.
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2.4.4 ANTIOXIDANTES NATURAIS EM PRODUTOS CARNEOS

A busca por produtos naturais tem aumentado significativamente, inclusive
na industria de carne e produtos carneos. Produto natural em carne e produtos
carneos € definido pela United States Department of Agriculture’s Food Safety and
Inspection Service (USDA/FSIS) como um produto que ndo contém “qualquer aroma
artificial, corante ou preservadores quimicos, ou qualgquer outro ingrediente sintético
ou artificial” (KARRE; LOPEZ; GETTY, 2013).

A industria de carne e produtos carneos tem ativamente procurado solucdes
naturais para minimizar a oxidacéo lipidica e aumentar a vida util dos produtos.
Karre, Lopez e Getty (2013) fizeram uma revisdo dos estudos realizados com
antioxidantes naturais aplicados em carnes e produtos céarneos, evidenciando
estudos com frutas (ameixa, extrato de semente de uva, amora, roma e uva-ursina)
e plantas (casca de pinheiro, alecrim, orégano e outras especiarias). Todos

demonstraram boa eficiéncia de atividade antioxidante.

Os diversos estudos com extrato de alecrim, como por exemplo, em peru
cozido (YU et al., 2002), carne suina (HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2009),
salsicha de suino (SEBRANEK et al., 2004) e outros, fizeram com que em 2010 a
Unido Europeia autorizasse o0 uso de extrato de alecrim como um novo aditivo
alimentar para uso em alimentos, incluindo carnes, com namero E 392 (KARRE;
LOPEZ; GETTY, 2013).

A aprovacdo do &cido carnosico e carnosol, provenientes do extrato de
alecrim, como uma alternativa natural e segura dos antioxidantes sintéticos, fez
aumentar ainda mais a tendéncia de “produtos naturais” nos alimentos e assim,
também, o aumento da demanda de pesquisas de compostos naturais como cha
verde em carnes e produtos carneos: carne de frango (TANG et al., 2000), mortadela
suina (JONGBERG et al., 2013) e outros.
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2.5METODOS DE AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A eficiéncia antioxidante de compostos bioativos tem sido estudada por
diversos pesquisadores nos trabalhos de separacédo, identificacdo, quantificacao e
aplicacdo dos compostos fendlicos em alimentos. Devido a grande diversidade
quimica existente, em especial entre os compostos fendlicos, os diversos ensaios
metodoldgicos diferem em relacdo ao mecanismo de reacdo, as espécies-alvo, as
condicBes reacionais e na forma de expressdo dos resultados (ANGELO; JORGE,
2007; GOULART et al., 2009).

Os meétodos sao influenciados por fatores como natureza do composto,
método de extracdo, tamanho da amostra, condicbes de estocagem, o0 padrao
utilizado e a presenca de interferentes. Dessa forma, ndao existe uma metodologia
universal e esse fato ressalta a necessidade de avaliar a capacidade antioxidante
por diferentes ensaios, com fundamentos e mecanismos de acdo diferentes
(ANGELO; JORGE, 2007; GOULART et al., 2009).

Os pesquisadores Huang, Ou e Prior (2005) determinaram que os métodos
para avaliar a capacidade antioxidante dependem da reacéo envolvida, classificando
assim, em dois tipos: baseado na reacdo entre o atomo de hidrogénio com o radical
livre (hydrogen atom transfer - HAT) e baseado na reacao da transferéncia do elétron

livre (electron transfer — ET).

Os métodos HAT sdo baseados na reacdo de competicdo entre o
antioxidante e o substrato por peroxidos. Esses métodos incluem a inibicdo da
autoxidacao da lipoproteina de baixa densidade (LDL), a capacidade de absorcao do
radical oxigénio (ORAC), parametro do radical total (TRAP) e medidas de
brangueamento (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

As avaliacdes realizadas pelos métodos ET mensuram a capacidade do
antioxidante na reducdo do oxidante, que altera sua cor quando reduzido. Os

métodos utilizados sdo: avaliagdo dos fendlicos totais pelo reagente Folin-Ciocalteau
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(FC), capacidade antioxidante do equivalente Trolox (TEAC), poder de reducédo do
ferro (FRAP), potencial total do antioxidante utilizando complexo Cu (Il) e o método
DPPH, baseado na reducé@o do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picriilhidrazila na
presenca de um antioxidante doador de hidrogénio (CHEN; HO, 2007; HUANG; OU,;
PRIOR, 2005).

2.5.1 METODO FOLIN-CIOCALTEAU

O método foi determinado por Folin-Ciocalteau em 1927, o qual mede a
capacidade redutora das amostras e € 0 mais extensivamente empregado,
popularmente reconhecido como o teste para medir o contetdo total de fendis. E um
método espectrofotométrico que detecta todos os grupos fendlicos presentes no

extrato.

A quantificacdo consiste na mistura dos acidos fosfomolibidico e
fosfotungstico, onde o molibdénio se encontra no estado de oxidag¢do (cor amarela
no complexo Na,Mo0O4.2H,0) que em presenca de agentes redutores, como 0sS
compostos fendlicos, formam-se os complexos molibdénio-tungsténio [(PMoW1,04)*]
de coloracdo azul, permitindo assim, a determinacdo da concentracdo por
absorbancia na espectrometria, a leitura pode ser realizada na regido do visivel em
torno de 760 nm (GOULART et al., 2009).

A determinacao é realizada utilizando, normalmente, o padréo &cido galico,
em meio basico, que geram anions fenolatos, os quais por sua vez, sofrem reagéo
de oxidorreducdo com o agente Folin-Ciocalteau alterando a cor de amarelo para
azul (Figura 10).
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Figura 10 — Reacédo do acido galico com molibdénio, composto do reagente Folin-Ciocalteau. Fonte:
Goulart et al., 2009.

A desvantagem do método é que ocorre a determinacdo de todos os
compostos fendlicos no extrato, ocorrendo uma superestimacdo do conteludo
fendlico (GOULART et al., 2009).

2.5.2 METODO FRAP

O método FRAP (poder antioxidante de reducao do ferro) foi determinado
por Benzie e Strain em 1996 e é baseado na habilidade de reducdo do Fe** para
Fe?, em pH baixo. Na presenca de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), com o
antioxidante, ocorre a formacgéo do complexo (Fe?* - TPTZ) (Figura 11) de cor azul
intensa que pode ser determinado por espectrometria na absorbancia de

aproximadamente 593 nm.

Segundo Chen e Ho (2007), o método FRAP pode ser utilizado ndo somente
para investigar a eficiéncia dos antioxidantes no plasma ou em matrizes alimentares

e de bebidas, mas também na investigacéo dos polifendis puros como um todo.

E um método barato, os reagentes s&o de facil preparo, os resultados s&o
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altamente reprodutiveis, e o procedimento é simples e rapido (BENZIE; STRAIN,
1996).

Figura 11 — Reacao de reducdo do Fe pelo método FRAP. Fonte: Rufino et al., 2006.

Thaipong et al. (2006) fizeram um estudo comparando os métodos ABTS,
DPPH, FRAP e ORAC para estimar a atividade antioxidante dos extratos da fruta de
goiaba e concluiram que o método FRAP apresentou alta reprodutibilidade,
simplicidade, de performance rapida e com alta correlacdo com os teores de acido

ascorbico e fendlicos totais.

2.5.3 METODO DPPH

O método DPPH, desenvolvido por Brand-Williams, Cuvelier e Berset em
1995, é dos mais usados para verificar a capacidade antioxidante em sequestrar
radicais livres, que consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), um radical de nitrogénio organico, estavel, de cor
violeta, que possui absor¢do muito intensa na regido do visivel, que pode ser
facilmente determinado por espectrofotometria na faixa de 515-520 nm (GOULART
et al., 2009; SUCUPIRA et al., 2012).

O radical DPPH na presenca de um antioxidante ou uma espécie radicalar
(R*) é reduzido formando 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H) (Figura 12), de
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coloracdo amarela, consequentemente o desaparecimento da banda de absorcéao,
portanto o método monitora o decréscimo da absorcdo durante a reacdo (GOULART
et al., 2009; SUCUPIRA et al., 2012).

O resultado € determinado pela porcentagem de atividade antioxidante
(%DPPH) que ¢é proporcional as concentragcbes dos antioxidantes, essa
concentracdo que causa a reducdo da concentracéo inicial de DPPH por 50% e é
definido como ECso (HUANG; OU; PRIOR, 2005).
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NN l N NN g |
‘ Z N 7
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Figura 12 - Reagédo quimica entre o antioxidante BHT e o radical DPPH. Fonte: Goulart et al., 2009

Baseado nas diversas pesquisas que indicam que ha diversos fatores que
podem interferir na composicdo dos compostos fendlicos dos extratos, como:
condicbes de crescimento da planta, do solo, da preparacdo da planta para
extracdo, do processo de extracdo e da metodologia in vitro para quantificar e
identificar o conteldo desses compostos (MADSEN; BERTELSEN, 1995). Nesse
presente estudo utilizou-se os métodos de determinacédo da atividade antioxidante
por Folin-Ciocalteau, FRAP e DPPH por serem analises mais utilizadas nas
pesquisas cientificas, para assim, verificar quais desses meétodos apresentam
melhor correlagdo com analises de estabilidade oxidativa. Estudo realizado por
Capitani et al. (2009) indicam que DPPH e FRAP tem boa correlacdo com TBARS,

entretanto, nenhuma aplicacdo em produto carneo foi realizado para confirmacéo.



36

3. OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

Avaliar a eficiéncia antioxidante de extratos naturais comerciais de alecrim e
chéa verde no controle da oxidacao lipidica de um produto a base de carne de frango,
durante armazenamento congelado, substituindo totalmente o antioxidante BHA,
aplicados em concentracdes baseadas em diferentes metodologias de determinacao

do poder antioxidante.

3.20bjetivos especificos:

e \Verificar o poder antioxidante dos extratos naturais comerciais de alecrim e cha
verde em relagdo ao sintético BHA pelos métodos Folin-Ciocalteau, FRAP e
DPPH,;

e Elaborar um hambuarguer a base de carne de frango com diferentes
concentracdes de agentes antioxidantes naturais, calculadas em funcéo do poder

antioxidante avaliado pelos diferentes métodos;
e Realizar a caracterizacao fisico-quimica destes produtos carneos;

e Avaliar a estabilidade oxidativa dos produtos carneos, durante armazenamento

congelado;

e Comparar, nos hambuargueres, a eficiéncia antioxidante de extratos naturais,

adicionados nas diferentes concentracdes em relacdo ao BHA, tradicionalmente
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utilizado na industria;

e Avaliar a estabilidade sensorial dos produtos carneos, durante armazenamento

congelado;

e Verificar se ha diferenca na aceitacdo sensorial dos hamburgueres produzidos
com antioxidante tradicional BHA ou com antioxidantes os naturais em diferentes

concentragoes.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Para a realizacéo do presente ensaio foram utilizadas carne de frango e pele
de frango (fonte lipidica), adquiridas no comércio local. As amostras dos extratos
naturais e do antioxidante sintético foram fornecidas pela empresa DuPont™

Danisco, sendo essas:

e Antioxidante sintético. EMBANOX™ BHA (butil-hidroxi-anisol), lote:
ABH011CO039;

¢ Antioxidante natural GUARDIAN™ Rosemary Extract 09 [extrato de alecrim
(4,0-4,7% diterpenos fendlicos), monooleato de polioxietileno sorbitana e
propileno glicol], lote: 1021778707

e Antioxidante natural: GUARDIAN™ Green Tea Extract 20S (extrato de cha
verde — 20% catequinas — e NacCl), lote: 40115186945.

A composicao fenolica dos extratos naturais ndo foi informada com maior

especificidade, na Figura 13 podem-se observar as estruturas descritas nessas
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amostras, entretanto, sem sua quantificacao.

Figura 13 - Estrutura fendlica do extrato de alecrim e extrato de cha verde, respectivamente, das

matérias-primas utilizadas. Fonte: Trinderup, 2009.

4.2 Delineamento experimental

Os hamburgueres de frango foram preparados no laboratério de Analise
Sensorial da FZEA. A carne de frango e pele de frango foram trituradas (em um
moedor com um disco de moagem de 3mm), apds, foram misturas em quantidades

proporcionais, juntamente com outros ingredientes e 0s antioxidantes nos testes
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respectivos (Tabela 4). Cada hamburguer foi pesado entre 95 a 100g e moldado em

um equipamento especifico de moldagem de hamburguer, sendo cada unidade

separada por folhas de papel vegetal (Figura 14).

Tabela 4 — Formulag¢des dos hamburgueres de frango.

%

1 2 3 4 5 6
Peito 75,00 75,00 75,00 75,00 75,00 75,00
Pele de frango 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
Sal 1,20 1,20 1,20 1,20 1,20 1,20
Pimenta branca 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
BHA (ppm) 20
Chéa Verde (ppm) 38 10
Alecrim (ppm) 480 18,6
Agua 3,77 3,768 3,77 3,77 3,72 3,77
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

As dosagens dos antioxidantes foram determinadas conforme resultados de
analises do poder antioxidante (Folin-Ciocalteau, FRAP e DPPH) (Tabelas 6, 7 e 8),
estipulado como padrdo a dosagem maxima permitida do sintético BHA de 0,01%
base gordura, portanto 0,002% na massa total (calculado em funcéo da adicéo de
20% de pele de frango como fonte lipidica), sendo os demais antioxidantes
determinados nesse padrdao de valor com base em matematica simples. Por
exemplo, na analise do extrato cha verde pelo método FRAP o resultado foi 1757,96
pmol Trolox/g de amostra, sendo que do BHA foi 3327,32 umol Trolox/g, considerou-

se entdo a seguinte regra de trés inversa:

1757,96 — 100%

332732 — X
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Sendo x = 189,27%, determinou-se que para obter o mesmo poder do
antioxidante BHA o extrato cha verde deveria ser dosado 89,27% a mais do que o
sintético. Ou seja, 0,002 + 89,27% = 0,0038% (38 ppm). E assim, aplicou-se a
mesma regra para os demais testes. Entretanto, tendo em vista do numero
excessivo de amostras para andlises fisico-quimicas e sensoriais, as dosagens
estipuladas pelo método Folin-Ciocalteau foram desconsideradas, uma vez que, 0S
resultados obtidos por esse método apresentaram valores intermediarios entre os
métodos FRAP e DPPH.

Apoés o preparo dos produtos, os mesmos foram devidamente identificados
por tratamento, congelados e mantidos sob temperatura de -18°C por um periodo de
120 dias para a determinacdo de vida util. As amostras foram colocadas em
descongelamento, sob refrigeracdo 0 — 2°C, durante aproximadamente 12 horas,

antes das analises descritas e avaliadas nos tempos zero, 30, 60, 90 e 120 dias.

Figura 14 — Processamento das amostras de hambuarguer
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Segundo Instrugcdo Normativa do MAPA (MAPA, 2006) somente o0s
antioxidantes sintéticos, como o BHA, tem limite de uso para carnes e produtos
carneos. Para os antioxidantes naturais como cha verde e extrato de alecrim néo ha
legislacéo vigente.

Atualmente, as empresas de alimentos utilizam extrato de alecrim como
aroma, portanto, ndo ha limite de dosagem para seu uso. Por esse motivo, testes
preliminares foram realizados para verificar aspecto sensorial dos antioxidantes
naturais, sendo aplicado elevadas dosagens desses, utilizando como base 0,10% do
antioxidante BHA na base total (Tabela 5) e os resultados das analises de poder
antioxidante pelos trés métodos Folin-Ciocalteau, FRAP e DPPH, sendo as

dosagens determinadas conforme os célculos descritos anteriormente.

Tabela 5 — Formulacbes dos hamburgueres de frango com elevadas dosagens dos

antioxidantes

%

1 2 3 4 5 6 7
Peito 75,00 75,00 75,00 7500 75,00 75,00 75,00
Pele de frango 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
Sal 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Pimenta 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
branca
BHA 0,10
Cha Verde 0,10 0,19 0,048
Alecrim 1,3 2,4 0,093
Agua 3,87 3,87 3,82 3,92 2,67 1,57 3,88

Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
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4.3Determinagéo do poder antioxidante dos extratos naturais comerciais e do

BHA

A atividade antioxidante dos diferentes antioxidantes comerciais das fontes
naturais extrato de alecrim e cha verde foram comparados com a atividade
antioxidante do sintético BHA por quantificacdo espectrométrica, determinada pelos
métodos UV-VIS: Folin-Ciocalteau, FRAP e DPPH.

4.3.1 Determinacédo do poder redutor (PR) pelo método Folin-Ciocalteau

O ensaio para determinacdo do poder redutor foi realizado de acordo com
Singleton e Rossi Junior (1965) e Georgé et al. (2005) com modifica¢des, no qual
adiciona-se 100puL do antioxidante diluido em agua e 500uL do reagente de Folin-
Ciocalteau (diluido 1/10), marca Merck, aguardou-se 2 minutos e acrescentou-se
400uL de carbonato de sédio (Synth) 7,5%. As amostras foram homogeneizadas e

incubadas por 15 minutos a 50°C.

O poder redutor (PR) foi determinado por interpolacdo da absorbancia das
amostras contra uma curva de calibracdo com padrdes de acido galico (0-60 pug/mL)
e expressos como mg de EAG por g de antioxidante e determinada a equacéao (4) da
curva de calibracdo do acido géalico. Sendo y = absorbancia medida a 760 nm, x =
concentracdo de acido gélico e coeficiente de correlagdo R = 0,998, assim

determinado o PR dos antioxidantes avaliados.

y = 0,015x + 0,031 (4)
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4.3.2 Determinagéo da atividade antioxidante total pelo FRAP

O método FRAP (poder antioxidante de reducao do ferro) foi realizado de
acordo com Benzie e Strain (1996) que € baseado na habilidade dos antioxidantes
(redutores) em reduzir Fe** para Fe** em pH baixo, na presenca de 2,4,6-tripiridil-s-
triazina (TPTZ), formando-se o complexo Fe*" / TPTZ de cor azul intensa que pode

ser monitorado a 593 nm.

Preparou-se o reagente FRAP a partir da combinagéo de 100 mL de tampé&o
acetato 300 mM (3,19 de acetato de sédio, Merck, 984mL de 4gua ultra pura e 16mL
de &cido acético glacial Synth) 10 mL de uma soluc¢éo de TPTZ 10 mM (0,0312g de
TPTZ Merck diluido com solu¢cdo HCI 40 mM em baldo volumétrica de 10mL) e 10
mL de uma solugdo aquosa de cloreto férrico 20 mM (0,0541g de cloreto férrico
Merck diluido em baldo volumétrico de 10mL com &gua ultra pura) , tendo sido

utilizado imediatamente apds sua preparacao.

Para realizar a avaliacdo pelo método FRAP adicionou-se 3400 pL do
reagente FRAP e 100 pL do extrato diluido em agua em tubos de ensaio. Realizou-
se a leitura em espectrofotbmetro, apés as amostras serem incubadas em banho-
maria a 37°C durante 30 minutos, junto com uma amostra branco (substituindo o

antioxidante pelo solvente agua).

A determinacdo da atividade antioxidante total (AAT) foi realizada por
interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibracdo de
solugdo 1000uM de Trolox e expressos como umol de equivalente Trolox por g de
amostra. Os resultados foram calculados utilizando-se a equacao (5) da curva de
calibracéo do Trolox. Sendo y = absorbancia medida a 593 nm, x = concentracdo de
Trolox e coeficiente de correlagdo R = 0,981.

y = 0,025x — 0,015 (5)
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4.3.3 Determinacéo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre

DPPH

O teste DPPH (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995) baseia-se
na reducdo do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picriilhidrazil na presenca de um
antioxidante doador de hidrogénio, incluindo compostos fendlicos. O DPPH, de

coloragdo purpura quando reduzido passa a ter coloragdo amarela.

Para determinacao da atividade antioxidante total (AAT) pelo método DPPH,
preparou-se primeiramente uma solu¢gdo DPPH 600 uM (0,0072g de DPPH, Merck,
em 30 mL de metanol), apés se fez uma diluicdo, em metanol, dessa solucéo
obtendo DPPH 72 uM e adicionou-se 3,15 mL dessa solucdo e 350 pL do
antioxidante diluido de diferentes concentracbes em tubos de ensaio. A leitura em
espectrofotometro foi feita em absorbéncia a 515 nm apds as amostras serem
incubadas em banho-maria a 25°C durante tempo de estabilidade necesséaria a
amostra, no escuro (aproximadamente 3 horas), conforme descrito por Ferandes et
al. (2013) (Anexo B). Os resultados foram expressos como EC50 (concentracao
eficiente) na qual é definido como a concentracdo que inibe 50% da concentracdo
inicial do radical DPPH.

A atividade antioxidante total pela captura do DPPH foi calculada pela

equacao (6).

(Abs branco—Abs amostra)

% de inibicio do DPPH =

x100  (6)

Abs branco

Sendo entdo, o EC50 calculado segundo a formula dada nos graficos de
cada antioxidante para definir a concentracdo necessaria para inibir em 50% o
radical DPPH (Tabela 6).
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Tabela 6 - Equacdo da reta calculada pela % inibicho do DPPH versus

Concentragao (mg/L)

Antioxidante Equacéo dareta R?

BHA y =2,0123x + 1,4452 0,9707
Extrato de Alecrim y = 2,0458 + 4,0626 0,9868
Cha verde y =2,7902 + 17,353 0,9614

dv = desvio padréo

4.4Caracterizacdo Fisico-Quimica dos hamburgueres

Logo apds o processamento dos produtos cérneos, suas caracteristicas
fisico-quimicas foram avaliadas pelas analises de composi¢céo centesimal e pH.

4.4.1 Composigao Centesimal

A composicao centesimal dos testes de hambuarguer de frango foi realizada,

em quintuplicada.

O teor de umidade foi determinado pelo método de secagem em estufa na
temperatura de 105°C por aproximadamente 24 horas e peso constante (AOAC
950.46, 2007).

A guantidade de cinzas ou conteado mineral foi determinada com o residuo

obtido na umidade e inserido em mufla a 550°C durante aproximadamente 96 horas
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e peso constante (AOAC 920.153, 2007).

A determinacdo de proteina foi realizada conforme metodologia Kjeldahl,
segundo AOAC 981.10 (2007) e Cecchi (2003) com adaptacdes, esse método
determina o Nitrogénio organico total. A destilacdo foi realizada em destilador de
nitrogénio (Modelo MA 036, Marca Marconi), sendo que, empregou-se solucao

padronizada de HCI 0,10 M para quantificacdo titulométrica.

Para determinacdo de lipidios foi utilizado o método de extracdo com
solvente a frio Bligh-Dyer (1959) com adaptacdes, esse método consiste na mistura
de trés solventes, cloroférmio, metanol e 4gua, promovendo a formacédo de duas
fases distintas, uma de cloroférmio, contendo lipidios e outra de metanol mais agua.
Nesse presente estudo utilizou-se 2,5 g de amostra Umida, adicionado 25 mL de
cloroférmio Synth, 50 mL de metanol Synth e 20 mL de agua destilada, como a
amostra, mesmo apdés a adicdo dos solventes, apresentava-se em forma de
emulsdo, essa teve que passar por trituragdo em equipamento Turrax por 1 minuto.

Apoés secagem a massa de lipidios em porcentagem foi determinada.

4.4.2 Avaliacao do pH

Andlise de pH foi realizado utilizando-se pHmetro manual com eletrodo de
penetragdo, foram medidas 3 pontos de uma mistura de 2 amostras de cada teste,

no tempo zero, sendo o resultado a média das trés medidas.

4.5Avaliacdo da estabilidade durante estocagem

Durante o armazenamento congelado, as amostras foram descongeladas em
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temperatura de refrigeracdo durante aproximadamente 12 horas e realizados
analises de rendimento e reducdo do diametro nos tempos zero e 120 dias e
também as analises de cor, TBARS e analise sensorial, nos tempos zero, 30, 60, 90
e 120 dias, para avaliagcdo da estabilidade oxidativa das amostras.

4.5.1 Determinacao do rendimento e reducdo do diametro por cozimento

O porcentual de rendimento e reducdo do diametro foram determinados
através da pesagem antes e apds cozimento e a partir da variacdo do diametro da
amostra (equacOes 7 e 8). Para isso, as amostras foram grelhadas a 165°C, por
aproximadamente 4 minutos de cada lado.

Peso da amostra cozida x 100
% rendimento = 7
0 Peso da amostra crua ( )

(Diametro da amostra crua—Didmetro da amostra cozida)x100

% reducao do diametro = (8)

Diametro da amostra crua

4.5.2 Determinagéo instrumental da cor

As medidas de coloracdo da carne foram realizadas utilizando-se um
colorimetro (mod. MiniScan XE, marca Hunterlab), onde o equipamento foi
primeiramente calibrado com um padrdo branco e outro padrdo negro no sistema
CIE L* a* b* avaliando as medidas absolutas das coordenadas de luminosidade

(L*), coloracdo vermelha (a*), e coloragcdo amarela (b*). A avaliagcéo foi realizada em
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trés diferentes pontos de amostra em duplicata, totalizando seis pontos de medida,

sendo o resultado a média das avaliacdes.

4.5.3 Teste das substancias reativas ao acido 2-tiobarbiturico (TBARS)

A aplicacdo do teste TBA, ou determinacdo do &cido 2-tiobarbiturico,
representa a quantificagdo do malonaldeido (MDA), um dos principais produtos de
decomposicdo dos hidroperoxidos de &acidos graxos poliinsaturados, formado
durante o processo oxidativo. A reacdo envolve o acido 2-tiobarbitirico com o

malonaldeido produzindo um composto de cor vermelha.

A andlise de TBA foi realizada conforme Vyncke (1975), com modificacfes.
Para andlise de TBA foram pesadas aproximadamente 5g da amostra experimental
em triplicata em béqueres de 250mL, adicionado 25mL de solugdo TCA (0,1% do
sequestrante EDTA Merck, 0,1% de galato de propila Merck, 7,5% de &cido
tricloroacético Merck), realizado agitagdo mecanica com equipamento Turrax por
dois minutos e filtrado. Apds, retirou-se 5 mL do filtrado em tubos de ensaio e foi
adicionado 5 mL de solucdo de TBA (0,288% de &cido tiobarbitarico Merck). As
amostras foram deixadas em banho-maria com temperatura de 98°C durante 40
minutos para ocorrer a reacdo de TBA com MDA e formacdo do complexo
avermelhado, sendo assim, possivel a leitura em espectrofotdbmetro. Apos
resfriamento das amostras essas foram analisadas em espectrofotdmetro Biospectro

a 538 nm, juntamente com amostras branco (TBA + TCA).

Para as analises dos resultados foi determinada curva padrdo com solugéo
padrdo TEP (tetraetoxipropano Merck) nas concentra¢des 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 1; 2; 3;
4, e 5 em TCA e TBA, seguindo mesmo procedimento de analise em
espectrofotometria das amostras. Os resultados foram expressos em indice de
TBARs.
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4.5.4 Avaliagéao Sensorial

Para avaliacdo sensorial foi utilizado teste de aceitacdo sensorial com escala
hedbdnica de 9 pontos em relacdo ao atributo Aceitacdo Geral (DUTCOSKY, 2007,
MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1991).

Os provadores foram recrutados na Academia da Forca Aérea (AFA), em
Pirassununga — Séo Paulo, no proprio dia da analise, onde foi fornecido o TERMO
DE CONSENTIMENTO LIVRE e ESCLARECIDO (Apéndice A), o qual foi lido e
assinado por cada um dos provadores antes da realizacdo das analises. O projeto
foi anteriormente avaliado e aprovado pelo Comité de ética da FZEA/USP (Anexo A).
As amostras foram preparadas e realizada a degustacédo na cozinha experimental da

Academia da Forca Aérea de Pirassununga (AFA) (Figura 15).

Figura 15 — Cozinha experimental da AFA, local da realizagcao da avaliagdo sensorial das amostras.

As amostras foram grelhadas a 165°C, por aproximadamente 4 minutos de
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cada lado ou até a temperatura interna atingir 90°C, as amostras foram identificadas
por trés digitos, por bloco completo aleatorio, tendo sido entregue a cada provador
uma ficha de avaliacdo (Figura 16) por amostra, juntamente com agua e biscoito de
agua e sal, totalizando 6 amostras com 6 fichas de avaliagao.

Figura 16 — Ficha de avaliagéo sensorial das amostras

4.6 Andlise dos resultados

Os resultados foram submetidos a analise estatistica de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste de Tukey no nivel de significancia p < 0,05. As analises das
variaveis, que foram medidas em aproximadamente 3 repeticdes em cada amostra
experimental, foram realizadas seguindo um modelo de delineamento

completamente casualizado.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Determinagdo do poder antioxidante
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5.1.1 Determinacgéo do poder redutor pelo método Folin-Ciocalteau

Os resultados das analises de poder redutor pelo método de Folin-

Ciocalteau estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Poder redutor (PR) de diferentes antioxidantes comerciais

Amostra PR (mg de EAG/g de
antioxidante = dv)
EMBANOX™ BHA 1476,67% + 33,00
GUARDIAN™ Rosemary Extract 09 (extrato de alecrim) 114,50° + 0,24
GUARDIAN™ Green Tea Extract 20S (cha verde) 1497,97%+ 19,88

EAG = equivalente de acido galico, dv = desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca

significativa a p<0,05

Os resultados demonstraram que ndo ha diferenca (p > 0,05) entre as
amostras de BHA e cha verde na analise de poder redutor pelo método Folin-
Ciocalteau. Contrariamente, Pereira (2009) e Rababah, Hettiarachchy e Horax
(2004) obtiveram resultados inferiores de PR de extratos de cha verde, sendo
respectivamente, 230,19 mg de EAG/g de amostra e 59,8 mg de EAG/g de amostra.

Segundo Ho et al. (1951), Jhoo (2007) e Schmitz et al. (2005) o extrato de
cha verde apresenta quatro diferentes tipos de catequinas com atividade
antioxidante, sendo a de maior eficiéncia a EGCG. Isso demonstra que o tipo de
catequina influéncia diretamente o resultado de capacidade antioxidante do extrato

de chéa verde.

O extrato de alecrim apresentou valor inferior de PR (p < 0,05) em relacdo aos
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demais antioxidantes, o que ja poderia ser esperado, uma vez que, segundo o
fabricante, esse extrato continha em sua composicado de 4 a 4,7% de diterpenos
fendlicos e o0 método de Folin-Ciocalteau detecta os grupos fendlicos presentes no
extrato, sendo do cha verde testado de 20%.

No estudo realizado por Rababah, Hettiarachchy e Horax (2004) foi obtido
resultado de 92,5 mg de EAG/g de amostra de extrato de alecrim, valor este
semelhante ao encontrado. Todavia, Bubonja-Sonje, Giacometti e Abram (2011)
testaram um extrato de alecrim comercial contendo 40% de acido carndésico obtendo
valor de 450 mg de EAG/g de amostra, valor superior ao obtido no presente estudo,
0 que pode ser devido a porcentagem de componentes bioativos na composicédo do
extrato, reafirmando que a concentracdo dos componentes fendlicos influencia

diretamente na determinacéo do PR por Folin-Ciocalteau.

5.1.2 Determinacao da atividade antioxidante total pelo FRAP

Os resultados apresentaram diferenca (p < 0,05) entre os trés antioxidantes
avaliados, sendo o de maior AAT o sintético BHA, seguido do cha verde e do
alecrim, o qual demonstrou AAT bem inferior aos outros dois (Tabela 8).

Tabela 8 — Atividade antioxidante total (AAT) de diferentes antioxidantes comerciais

Amostra AAT (pmol Trolox/g de
amostra + dv)
EMBANOX™ BHA 3327,32% + 202,15
GUARDIAN™ Rosemary Extract 09 (extrato de alecrim) 140,88° + 4,08
GUARDIAN™ Green Tea Extract 20S (cha verde) 1757,96° + 47,14

dv = desvio padréo. Letras diferentes indicam diferenca significativa a p<0,05.
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O valor obtido da amostra comercial do extrato de cha verde testado
apresenta um grande potencial antioxidante quando comparado com 0 extrato de
alecrim, o que pode ser explicado devido & diferenca de componentes fendélicos na
composicdo de cada um deles (20% do cha verde e 4-4,7% do alecrim). Celik et al.
(2010) avaliaram o extrato de cha verde extraido em 1.1 de metanol e agua e
obtiveram o valor de 441 ymol Trolox/g, valor esse extremamente inferior ao valor
encontrado na amostra teste presente estudo, o que demonstra uma grande
efetividade desse extrato. Segundo Madsen e Bertelsen (1995) o método de
extracdo dos extratos e o tipo de solvente utilizado s&o os maiores interferentes para

quantificar a capacidade antioxidante de extratos naturais.

Para a amostra de extrato de alecrim ndo foi encontrado resultado pela

metodologia FRAP na literatura.

O método FRAP determina o poder antioxidante pela habilidade de reducédo
do Fe** em Fe?* em pH baixo. Diferentemente do método Folin-Ciocalteau, que pode
superestimar o contetdo fendlico nos extratos, o FRAP, segundo Thaipong et al.
(2006), € o método que menos detecta interferentes na quantificacdo da capacidade

antioxidante sobre a composicao fendlica dos extratos.

Quanto ao sintético BHA, esse demonstra, por sua vez, alto valor de AAT no
método FRAP, o que ja era esperado devido a ser um antioxidante puro e sintético.
No estudo realizado por Hossain et al (2008), o BHA apresentou valor de 150 g de
Trolox/100g, valor superior ao encontrado no presente estudo (equivalente a 83,28 g
de Trolox/100g).

5.1.3 Determinacgéo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre

DPPH

As concentragfes necessarias para inibir em 50% o radical DPPH dos
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antioxidantes avaliados estao expressos na Tabela 9.

Tabela 9 - Atividade de inibicdo do DPPH (EC 50) dos antioxidantes

Antioxidante EC 50 (mg/L) = dv
BHA 24,13% + 0,018
Extrato de Alecrim 22,46% + 0,025
Chaverde 11,70° + 0,017

dv = desvio padréo

Das amostras testadas o extrato de cha verde apresentou menor média e
consequentemente a maior capacidade antioxidante. Rababah, Hettiarachchy e
Horax (2004) testaram extrato de cha verde e o resultado foi EC = 70,1 mg/L, valor
superior ao encontrado, portanto, baixa efetividade do extrato de cha verde,
diferente da amostra deste presente estudo. O que também pode ser devido a
concentracéo e tipo de catequina nas amostras de cha verde, uma vez que, segundo
Ho et al. (1951) o tipo de catequina encontrado no cha verde influencia diretamente
sua atividade antioxidante, por conter maior numero de hidroxilas livres e
consequentemente maior estabilidade em relacdo a fatores externos como luz e

calor.

Os valores de DPPH do extrato de alecrim e do BHA foram superiores ao do
extrato de cha verde, portanto, apresentaram menor capacidade antioxidante em
sequestrar radicais livres. No estudo realizado por Bubonja-Sonje, Giacometti e
Abram (2011) o extrato de alecrim apresentou resultado de EC = 28,20 mg/L,
resultado préximo ao encontrado no presente estudo. Duarte-Almeida et al. (2006)
testaram o antioxidante BHA obtendo o resultado de 25 mg/L de EC50, sendo esse

resultado préximo a amostra de BHA encontrado no presente estudo.

Segundo Mamede e Pastore (2004) os antioxidantes sdo sensiveis a luz em

razao das suas duplas ligagOes alternadas, sendo assim, 0s extratos podem diminuir
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sua efetividade em exposicao a luz e calor. Por esse motivo, as amostras de extrato
testadas foram reservadas com protecao a luz, entretanto, o método DPPH aplicado
foi o que demandou maior tempo de espera, em banho-maria a 25°C, para
determinacdo em espectrofotometria, comparado com Folin-Ciocalteau e FRAP, o

gue pode ter interferido nos seus resultados.

Esse pode ser um dos motivos no qual os resultados de DPPH do extrato de
alecrim e BHA ficaram superiores ao do ch& verde (menor capacidade antioxidante),
sendo o cha verde de maior estabilidade a fatores externos. Cuppett, Schnepf e Hall
(1996) relatam um estudo sobre a estabilidade dos componentes do extrato de
alecrim, evidenciando a conversao do acido carndsico em carnosol (componente
esse de menor capacidade antioxidante), o que foi facilitado pela exposicdo ao

oxigénio, luz e aquecimento.

Thaipong et al. (2006) fizeram um estudo comparando os métodos ABTS,
DPPH, FRAP e ORAC para estimar a atividade antioxidante dos extratos da fruta de
goiaba e concluiram que o método FRAP apresentou melhor reprodutibilidade,
simplicidade e performance rapida do que os outros métodos, como DPPH, e
também com alta correlacdo com os teores de &cido ascorbico e fendlicos totais. Por
sua vez, o método de Folin-Ciocalteau mede a capacidade de transferéncia de
elétrons dos compostos fendlicos em meio alcalino, e outras substancias
antioxidantes similares aos compostos fendlicos ou acgucares podem interferir nas
reacBes. De acordo com o principio deste ensaio, o que é primariamente avaliado é
a capacidade antioxidante dos compostos fenélicos e/ou de outros antioxidantes
semelhantes presentes naquele extrato, assim, a quantificacdo de fendis totais

acaba sendo uma avaliacdo secundaria (SINGLETON et al., 1999).

5.2Testes Preliminares

As amostras preliminares foram submetidas a avaliacdo sensorial no
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Laboratério de Analise Sensorial do Departamento de Engenharia de Alimentos da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos em Pirassununga — Sao Paulo.
No entanto, antes da realizacdo desta analise sensorial, uma equipe técnica de
cinco pessoas avaliou os hamburgueres, sendo a amostra teste 7 (teor maximo de
2,4% alecrim) rejeitada por todos da equipe, identificando um forte sabor residual de
alecrim, considerado “sabor verde forte”. Assim, tal amostra n&o foi utilizada no teste
com consumidores. Os resultados da avaliacdo da aceitabilidade estéo
apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Média da aceitabilidade da avaliacdo sensorial dos hamburgueres no

teste preliminar com doses elevadas de antioxidantes naturais

Amostra Aceitabilidade Geral
Teste 1 —0,10% BHA 5,03¢

Teste 2 — 0,10% Ché verde 6,57%

Teste 3 — 0,15% Cha verde 6,59%

Teste 4 — 0,048% Cha verde 6,81°%

Teste 5 — 1,30% Alecrim 2,76

Teste 6 — 0,093% Alecrim 5,61°°

Diferentes letras significam diferenca entre as amostras (p < 0,05)

Os testes 2, 3 e 4 ndo apresentaram diferenca entre si (p > 0,05), porém
diferiram da amostra com o antioxidante sintético BHA, demonstrando maior
aceitabilidade do produto produzido com cha verde em relacao ao antioxidante BHA.

O hamburguer produzido com 0,093% de alecrim obteve aceitabilidade
semelhante ao antioxidante sintético BHA, porém, na dosagem de 1,30% de alecrim
0s consumidores ndo demonstraram boa aceitabilidade do produto, com média entre
3 (desgostei moderadamente) e 2 (desgostei muito). O que indica que o extrato de
alecrim em dosagens elevadas pode interferir na aceitabilidade sensorial dos
consumidores.

Estudo realizado por Jongberg et al. (2013) comparando a aplicacado de dois

extratos comerciais de cha verde e alecrim em dosagens de 0,25% e 1%,
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respectivamente, em mortadelas, demonstraram altas notas do atributo amargo para
as amostras aplicadas com alecrim, valores de 7,2 e 7,1, sendo o valor maximo de
15 (alta intensidade) e o minimo 0 (baixa intensidade), e também valor 8,0 para o
atributo “spicy”.

Também foi realizada analise de estabilidade oxidativa pelo método de
TBARS para verificar a efetividade desses antioxidantes em doses elevadas. Os
resultados, apresentados na Figura 17, demonstram que todos os antioxidantes
apresentaram efetividade em retardar o processo de oxidacdo lipidica nos

tratamentos, quando comparados com a amostra sem antioxidante (teste 1).

Figura 17 — Valores médios de indice de TBARS das amostras de hamburgueres com elevada

dosagem dos antioxidantes, durante estocagem congelada (-18°C).

As amostras aplicadas com as maiores concentragfes do extrato de cha
verde foram as que apresentaram valores de TBARS mais préximos ao sintético
BHA, porém ainda superiores, e ap0s as amostras aplicadas com a menor
concentracéo de cha verde e com o extrato de alecrim.

Todas as amostras foram dosadas de acordo com os calculos das analises
de capacidade antioxidante (Folin-Ciocalteau, FRAP e DPPH), sendo assim, todos

0s antioxidantes naturais deveriam ter apresentado valores similares ao sintético
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BHA na analise de oxidacdo por TBARS, entretanto, houve diferenca entre as
amostras (p < 0,05). Isso demonstra que podem existir interferentes nas analises de
capacidade antioxidante, seja pelo préprio método (ver item 5.1) ou outros fatores
externos como processo de extragao, tipo de plantio etc.

Na comparacdo de analise de oxidacdo por TBARS e andlises de poder
antioxidante nas amostras preliminares, o método FRAP foi o que apresentou melhor
reproducdo, o qual demonstrou melhor AAT na mesma sequéncia de melhor
estabilidade de oxidacao: BHA > Cha verde > Alecrim.

5.3Caracterizacao Fisico-Quimica dos Hamburgueres de Frango

5.3.1 Composicado Centesimal

Os resultados das analises de composicdo centesimal dos hamburgueres

podem ser observados na Tabela 11.

Tabela 11 — Média da composicéo centesimal das amostras de hamburguer.

Constituinte %

Cinza 2,21 +0,07
Gordura 9,07 +0,31
Proteina 18,53 + 0,20
Umidade 68,99 + 0,66

Total 98,79
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Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Hamburguer
do MAPA (MAPA, 2006) o hamburguer deve conter no maximo 23% de lipidios e no
minimo 15% de proteina o que demonstra que os hamburgueres estavam dentro dos

padrdes estabelecidos pela legislacao brasileira.

5.3.2 Avaliacgéo do pH

Os valores de pH das amostras dos hamburgueres foram determinados

somente aos 120 dias de armazenamento e estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Valores de pH das amostras

pH
Teste 1 (sem antioxidante) 6,032
Teste 2 (20 ppm antioxidante BHA) 6,012
Teste 3 (38 ppm antioxidante extrato de cha verde) 6,00°
Teste 4 (10 ppm antioxidante extrato de cha verde) 5,992
Teste 5 (480 ppm antioxidante extrato de alecrim) 5,992
Teste 6 (18,6 ppm antioxidante extrato de alecrim) 5,972

Letras iguais indicam que n&o ha diferenca significativa a p>0,05

Os valores de pH obtidos nao diferiram (p>0,05) e ficaram proximos de 6,00
nos diferentes tratamentos utilizados, evidenciando que as amostras nao sofreram
influencia no valor de pH pela adi¢éo dos diferentes antioxidantes. Esses resultados
ficaram préximos aos valores encontrados por Pereira (2009), que variaram de 6,5 a

6,3, ndo observando diferenca (p > 0,05) na avaliagcdo da estabilidade de diferentes
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tratamentos de CMS de frango aplicados com diferentes antioxidantes naturais de
cha verde, erva mate, marcela, propolis e o sintético BHA, que foram estocados

durante 10 dias sob refrigeracao de 0 a 4°C.

5.4Avaliacao da estabilidade durante estocagem sob congelamento

5.4.1 Rendimento e reducdo do diametro no cozimento

A andlise de rendimento das amostras nao apresentou diferenca (p > 0,05)
entre os tratamentos, ou tempo de estocagem ou interagdo tratamento x tempo de
armazenamento, apresentando uma média de 75,28%, o que demonstra que 0s
antioxidantes ndo influenciaram o rendimento do hambdrguer de frango no

cozimento.

Os resultados de analise de reducdo de diametro estdo apresentados da
Tabela 13. Nao foi verificada diferenca na reducédo do diametro em fung¢édo do tempo
de armazenamento para todos os tratamentos analisados. Por outro lado, verificou-
se diferenca entre os tratamentos (p < 0,05) no tempo zero, mas, no entanto, néo
diferiram aos 120 dias de estocagem. O maior valor de porcentagem de
encolhimento encontrado nas amostras foi de 22,40%, valor esse semelhante ao
encontrado por Bertoloni et al. (2011) de 24,23%. E o menor valor obtido foi de
16,03%, valor semelhante a pesquisa de Borba (2010) de 16,0% preparado pelo
meétodo de cocgao por microondas.



61

Tabela 13 - Valores médios de reducéo do diametro (%) dos hamburgueres

Tempo de armazenamento (dias)

Tratamento 0 120
Média DP Média DP
T1 (sem antioxidante) 16,03Ab 1,881 18,09Aa 2,524
T2 (20 ppm antioxidante BHA) 18,49Aab 0,870 20,11Aa 0,573

T3 (38 ppm antioxidante extrato de chéa verde) 16,66Aab 0,983 19,34Aa 0,509
T4 (10 ppm antioxidante extrato de chéa verde) 19,36Aab 0,559 20,31Aa 0,156
T5 (480 ppm antioxidante extrato de alecrim) 16,27Ab 1,280 18,39Aa 1,344

T6 (18,6 ppm antioxidante extrato de alecrim) 20,97Aa 0,771 22,40Aa 0,856

DP = desvio padréo;

Para cada tratamento (teste), média seguida por diferentes letras mailsculas na mesma linha,
diferem significativamente (p<0.05) Tukey HSD teste;

Para cada tempo de estocagem, médias seguidas por diferentes letras minldsculas, na mesma

coluna, diferem significativamente (p<0.05) Tukey HSD teste.

5.4.2 Cor instrumental

Os resultados da ANOVA para os parametros de L* e b* entre os tratamentos
nao apresentaram diferenca significativa, nem ao longo do tempo e também né&o
houve interagdo entre os tratamentos versus o tempo de vida util (p > 0,05). A média
dos valores de L* ficou entre 45,91 a 51,14 e os valores de b* entre 4,88 e 7,00.
Segundo Duarte et al. (2006) a luminosidade (L*) esta associada com a quantidade
de agua no tecido e com a evolugdo das reacgdes bioquimicas post mortem de
frangos de cortes e quanto maior o valor de L* mais clara é a carne e valor menor
mais escura. As médias de 46,4 a 49,7 sdo consideradas normais para cor de peito
de frango, sendo os valores encontrados nesse presente estudo nessa faixa de

valor, uma vez que, 75% da formulagdo dos hamburgueres foi de peito de frango.
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Ramadhan, Huda e Ahmad (2012) avaliaram a cor de diferentes
hamburgueres, adicionados de polidextrose e sorbitol, sendo que no hamburguer
produzido com carne de frango a média dos valores de L* e b* foram,
respectivamente, 38,8 e 18,51, evidenciando um hamburguer de coloragcdo mais
escura e amarela do que as amostras avaliadas nesse experimento. Outro aspecto
importante na avaliacdo dos parametros L* e b* é que a quantidade de gordura
reduz esses valores, portanto, para questbes de comparacao, os valores de gordura
nos hamburgueres devem ser observados (BERTOLONI et al., 2011).

Os valores médios do parametro de cor a* ndo apresentaram diferenca entre
os tratamentos (p > 0,05), nem houve interacdo tempo x tratamento (p > 0,05) o que
demonstra que a adicdo dos antioxidantes naturais nédo alterou a cor dos produtos
carneos, conforme pode ser verificado na Figura 18. Entretanto, verificou-se
diferenca ao longo do tempo de armazenamento (p < 0,05), sendo que os valores de
a*, para todos os tratamentos, reduziram ao longo do tempo e variaram na faixa de -
1,00 a -2,00. Essa faixa de variagdo, apesar de significativa, ndo representou
alteracdes perceptiveis na aparéncia do produto cozido, uma vez que, ndo houve
diferenca significativa na avaliacdo sensorial para todos os tratamentos (ver Tabela
14).

Pino (2005) avaliou a cor de cortes de frango durante 9 meses sob
congelamento e detectou baixos valores da coloragao “vermelha brilhante” (a*) na
carne do peito durante todo o periodo de armazenamento, por ter baixo teor de
mioglobina e por ser uma carne considerada de “fibras rapidas”, presentes em
musculos adaptados a contracfes rapidas e fortes (OLIVO, 2006). A diminuicdo nos
valores de a* também foi evidenciada por Pereira (2009) em carne mecanicamente
separada de frango adicionada de antioxidantes naturais ao longo do periodo de
estocagem de 10 dias sob refrigeracéo de 0 a 4°C.
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T1 T2 T3

T4 T5 T6

Figura 18 - Testes experimentais das amostras de hamburguer (T1: Controle; T2: 20 ppm BHA; T3:
38 ppm Cha Verde; T4: 10 ppm Chéa Verde; T5: 480 ppm Alecrim; T6: 18,6 ppm Alecrim).

5.4.3 Teste TBARS

Em relacdo a oxidacdo lipidica das amostras dos hamburgueres
determinada pelo indice de TBARs evidenciados na Figura 19, verificou-se que
houve diferenca entre os tratamentos, ao longo do tempo de armazenamento e
interacdo tratamentos x tempo de armazenamento (p < 0,05).

A amostra sem antioxidante (T1) foi que apresentou maior oxidacao lipidica
ao longo do tempo de armazenamento. Apos 120 dias de estocagem as amostras
com as menores dosagens dos antioxidantes cha verde e alecrim (T4 e T6) nao
apresentaram diferenca com a sem antioxidante (T1) (p > 0,05), o que demonstrou
baixa efetividade dessas dosagens na preservacao da vida util de hamburgueres de
frango.

Os hamburgueres aplicados com maiores dosagens dos antioxidantes (T3 e
T5) apresentaram diferenca significativa do controle sem antioxidante (T1) (p < 0,05)

apos 120 dias de estocagem, evidenciado que essas dosagens sao efetivas para
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controle da oxidacao lipidica dessas amostras, sendo que, a amostra T5 (alecrim)
nao apresentou diferenca significativa com a amostra aplicada com o antioxidante
sintético BHA (T2) (p > 0,05), observou-se assim, maior efetividade do extrato de
alecrim do que do cha verde.

Figura 19 - Valores de TBARs das amostras de hamburguer de frango ao longo do tempo

T1: Controle; T2: 20 ppm BHA; T3: 38 ppm Cha Verde; T4: 10 ppm Cha Verde; T5: 480 ppm Alecrim;
T6: 18,6 ppm Alecrim.

Ferreira et al. (2011) avaliaram a estabilidade oxidativa pelo método de
TBARs de hamburgueres de frango comparando o antioxidante sintético BHT e
extrato de erva mate, durante 120 dias, e ndo observaram diferenca significativa
entre as amostras com BHT e o extrato natural, sendo os valores de TBARsS entre
0,5 e 0,8 mg MDA/kg, valores similares aos encontrados nessa pesquisa. Pesquisa
realizada por Devatkal et al. (2012) em hamburguer de frango com BHT e outros
dois extratos(Curry e Fenugreek,), armazenados por 8 dias a 4°C, também
evidenciaram valores de TBARs abaixo de 1,0 até o 6° dia de estocagem e no 8° dia

valores até 1,3 mg MDA/kg, ndo ocorrendo diferenga significativa entre BHT e os
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extratos (p > 0,05).

Valores de TBARs em carne de frango tratada com extrato de cha verde em
diferentes dosagens (0,005%, 0,01%, 0,02% e 0,03%), estocados durante 9 meses
na temperatura de -20°C, foram observados por Tang et al. (2001), sendo que, todas
as dosagens apresentaram valores abaixo de 1,0 mg MDA/kg. A amostra com
0,03% foi que demonstrou melhor estabilidade oxidativa com aproximadamente 0,25
mg MDA/kg ap0s 9 meses de estocagem. Extrato de ch& verde também foi testado
por Pereira (2009) em carne mecanicamente separada de frango e comparado com
o antioxidante sintético BHA, as amostras foram estocadas sob refrigeracdo e os
valores de TBARs encontrados com 10 dias foram de 0,183 para o cha verde e
0,177 mg MDA/kg para BHA, valores esses inferiores ao encontrado nesse
experimento, o que pode ser explicado devido ao menor periodo de estocagem,
entretanto, os resultados de Pereira evidenciaram que ndo houve diferenca

significativa entre o sintético e o extrato de cha verde.

Hernandez-Hernandez et al. (2009) testaram extrato de alecrim em carne de
porco estocada a 4°C durante 72 horas e determinaram valores de TBARS
semelhantes as amostras desse presente estudo, entre 0,566 e 0,722 para amostras
com extrato de alecrim, diferindo significativamente da amostra sem antioxidante
(1,086 mg MDA/kQ),

Amostras comerciais de extrato de alecrim e cha verde também foram
testadas por Jongberg et al. (2013) em mortadela, sendo que a amostra aplicada
com cha verde apresentou menor valor de TBARs que a amostra com alecrim,
contrariando o0 resultado dessa pesquisa. Entretanto, os testes preliminares
indicaram uma melhor estabilidade oxidativa com amostra aplicada com cha verde,
isso pode ser explicado devido a dosagem Gtima dos antioxidantes, da quantidade e

tipo dos compostos fendlicos no extrato.

Nesse presente estudo, e também em outras pesquisas citadas, os valores de
TBARSs foram inferiores a 1,0 mg MDA/kg, o que é fator extremamente importante a
saude, uma vez que diversos autores indicam que valores altos de TBARs sé&o
toxicos, carcinogénicos e mutagénicos (TANG et al., 2001). Segundo Terra, Cichoski

e Freitas (2006), valores de TBARS acima de 1,59 mg MDA/kg podem causar danos
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a saude do consumidor.

Conforme descrito no item 5.2 todos os antioxidantes naturais foram
dosados para apresentar o mesmo poder antioxidante do BHA de acordo com as
andlises de poder antioxidante, FRAP e DPPH, sendo assim, poder-se-ia esperar
gue todas as amostras aplicadas com os antioxidantes naturais e o sintético BHA
apresentariam resultados similares de oxidacdo por TBARS, o que nao foi
evidenciado. Por esse motivo, pode-se descrever a hipétese que o método para
determinar a capacidade antioxidante € fator fundamental para determinacdo da
dosagem dos antioxidantes, sendo que, nos resultados avaliados desse experimento
pode-se evidenciar que o método FRAP foi o que apresentou melhor
reprodutibilidade com a andlise de TBARS. Para permitir melhor visualizacdo desta
hipotoese, nas Figuras 20 e 21 estdo apresentados separadamente, em fungéo do
tipo de extrato natural, os resultados de TBARS para os hamburgueres com BHA e
dosi niveis de extrato natural calculados em funcdo do método de anélise do poder

antioxidante .

Os trés métodos utilizados neste trabalho (Folin-Ciocalteau, FRAP e DPPH)
tem o mesmo principio quimico de mensurar a capacidade do antioxidante na
reducdo do oxidante pelo método de reacdo de transferéncia de elétrons. Entretanto,
notou-se que os diferentes métodos tém matrizes diferentes que podem influenciar
diretamente no resultado final da anélise e consequentemente na quantidade correta

a ser dosado no produto final.
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Figura 20 - Comparacdo dos valores de TBARs com as diferentes dosagens calculadas pelos

resultados dos métodos FRAP e DPPH do extrato de cha verde

Figura 21 - Comparacdo dos valores de TBARs com as diferentes dosagens calculadas pelos

resultados dos métodos FRAP e DPPH do extrato de alecrim
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5.4.4 Avaliacédo Sensorial

Os resultados da avaliacdo da aceitacdo sensorial dos diferentes
tratamentos ao longo do tempo de armazenamento congelado estdo apresentados
na Tabela 14, sendo observado que ndo houve diferenga significativa entre o0s
tratamentos ou ao longo do tempo de armazenamento, nem houve interagdo tempo
X tratamento (p > 0,05). Os consumidores atribuiram notas para todas as amostras
na faixa de 7,2 e 6,5, ficando préximo na escala hedbénica aos termos “gostei

regularmente” e “gostei ligeiramente”.

Tabela 14 - Valores médios de aceitacdo das amostras ao longo do tempo

Tempo de armazenamento (dias)

Tratamento 0 30 60 90 120

Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
T1 7,0Aa 1,47 6,6Aa 155 7,0Aa 1,38 7,0Aa 1,52 6,8Aa 1,36
T2 7,2Aa 1,43 6,8Aa 147 6,8Aa 151 6,6Aa 1,43 6,8Aa 1,50
T3 7,0Aa 155 6,9Aa 1,53 7,1Aa 1,22 6,7/Aa 1,19 6,7Aa 1,48
T4 7,2Aa 1,25 6,7/Aa 140 6,8Aa 1,21 6,7Aa 1,32 6,5Aa 1,61
T5 6,7Aa 1,34 6,6Aa 1,64 7,2Aa 1,18 6,7Aa 1,47 6,9Aa 1,14
T6 7,1Aa 1,34 7,0Aa 139 6,8Aa 1,35 6,8Aa 1,32 6,9Aa 1,34

DP = desvio padrao;

Para cada tratamento (teste), média seguida por diferentes letras mailsculas na mesma linha,
diferem significativamente (p<0.05) Tukey HSD teste;

Para cada tempo de estocagem, médias seguidas por diferentes letras minUsculas, na mesma
coluna, diferem significativamente (p<0.05) Tukey HSD teste;

T1: Controle; T2: 20 ppm BHA; T3: 38 ppm Ché Verde; T4: 10 ppm Cha Verde; T5: 480 ppm Alecrim;
T6: 18,6 ppm Alecrim.

Os resultados indicam que as alteragfes fisico-quimicas, principalmente de
oxidacao lipidica, ndo influenciaram a aceitabilidade das amostras, mesmo apos 120

dias de estocagem. O que condiz com os resultados de TBARs e o0 estudo de Olivo e
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Shimokomaki (2001) que afirmaram que produtos com indice de TBARs menor que
1,0 mg/kg geralmente ndo apresentam sabores e odores residuais da oxidacao
lipidica.

Fernandes et al. (2013) avaliaram a aceitabilidade geral de hamburgueres de
ovino adicionados com extratos naturais de orégano e melissa e observaram que
nao houve diferenca entre as amostras (p > 0,05), apresentando uma média de
aceitacédo de 6,6. Contrariamente, na pesquisa realizada por Al-Mrazeeq, Al-Abdullah
e Al-Ismail (2010) que avaliaram a aceitabilidade de diferentes hamburgueres ao
longo do periodo de estocagem de 3 meses, o hambuarguer de frango apresentou
diferenca (p < 0,05) ao longo do tempo de armazenamento no atributo de
aceitabilidade geral de 6,52 no tempo zero, 6,06 com 1 més e 5,51 com 3 meses,
valores esses inferiores ao desse experimento.

Todavia, Ferreira et al. (2011) avaliaram a adicdo do extrato natural de erva
mate (llex paraguariensis St. Hil.) em comparacéo ao sintético BHT na prevencéo da
oxidacéo lipidica em hamburguer bovino durante estocagem de 120 dias, -18°C. Os
resultados mostraram valores de TBARs inferiores a 1,0 mg MDA/Kg para as
amostras aplicadas com os antioxidantes e todos os hamburgueres, independente
do tipo de antioxidante, também apresentaram boa aceitabilidade, variando de 7,3 e
6,9 na aceitabilidade geral.

O'Neill et al. (1998) afirmam que os aromas de rango em carnes sao
inicialmente detectados em valores de 0,5 a 2,0 mg MDA/kg, sendo que, Terra,
Cichoski e Freitas (2006) indicam que valores menores que 1,59 mg MDA/kg néo
sao percebidos por analise sensorial.

Os dados do presente estudo e a literatura confirmam que valores de TBARs
abaixo de aproximadamente 1,0 mg MDA/kg ndo séao detectadas por consumidores
e que antioxidantes naturais, aplicados em baixa dosagem, néo interferem no grau
de aceitabilidade de hamburguer de frango, entretanto, a dosagem dos antioxidantes

deve ser limitado para n&o ocorrer rejeicdo das amostras.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nas analises de poder antioxidante dos extratos
naturais (cha verde e alecrim) em relacdo ao antioxidante sintético BHA
evidenciaram que os meétodos apresentam caracteristicas e matrizes diferentes
demonstrando assim, que as variagdes sédo grandes para obter uma boa correlagao
com as analises de estabilidade oxidativa do produto aplicado.

De acordo com os resultados obtidos as amostras aplicadas com maior
dosagem dos extratos naturais apresentaram menores indices de oxidacao lipidica,
nao alterando os aspectos sensoriais do produto. Entretanto, deve-se limitar a
dosagem do antioxidante alecrim, uma vez que, a analise sensorial demonstrou
rejeicdo da amostra com excesso desse antioxidante. O extrato comercial de alecrim
pode substituir o antioxidante sintético BHA na propor¢ao de 0,01% do sintético para
0,24% de alecrim (base gordura) em hamburguer de frango e similares, sem alterar
suas caracteristicas fisico-quimicas ou sensoriais, garantindo sua estabilidade
durante periodo de 4 meses de armazenamento congelado, de forma a garantir um

produto mais saudavel e clean label.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de consentimento livre e esclarecido
Consentimento formal de participacéo no projeto de pesquisa: " Avaliacdo sensorial de hamburguer de
frango adicionado de antioxidantes naturais".

Nome:

Endereco:
Cidade: CEP: Fone:

Justificativa:A oxidacéo lipidica esta relacionada a diversas propriedades organoléticas, como
aroma, coloragéo, textura, suculéncia, estabilidade das proteinas e vida de prateleira. A presenca de
antioxidantes retardam a oxidacao lipidica de produtos como os produtos carneos, porém muitos
antioxidantes sao “vistos” pelos consumidores como produtos quimicos e por essa razdo a busca por
produtos “naturais” tem aumentado bastante.

Objetivos do projeto:Comparar e avaliar o “poder” antioxidante das fontes naturais na substituicao
total dos antioxidantes eritorbarto de sodio e BHA em reestruturado de carne frango.

Procedimentos:

A andlise onde seres humanos avaliam diversos atributos de qualidade de alimentos é
chamada de ANALISE SENSORIAL. Os procedimentos para execuc¢do da analise sensorial nesta
pesquisa serdo o0s seguintes:

- Sessenta provadores fardo a avaliagdo sensorial dos produtos.

- Serao testadas formulacdes de hamburguer de frango com diferentes composicoes.

- O provador deverd avaliar (olhar, cheirar, provar) os produtos e responder as perguntas
solicitadas na Ficha de Avaliac&o.

- A duracao do teste para cada pessoa sera de aproximadamente 10 minutos.

Outras informacgdes:

- O provador pode se recusar a continuar com a avaliacdo sensorial a qualquer momento,
sem penaliza¢@o alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.

- Os provadores ndo terdo qualquer tipo de despesas em decorréncia da participacdo
nesta pesquisa.

- N&o h& possibilidade de risco ou qualquer tipo de desconto em funcéo da participagéo
nesta pesquisa, uma vez que todos os ingredientes utilizados nos produtos séo inteiramente seguros
e serdo de boa qualidade e procedéncia e o processo de fabricagéo sera realizado de acordo com as
normas de Boas Praticas de Fabricacéo.

- Em funcé@o do exposto no item anterior, ndo ha previsdo de indenizagdo em decorréncia
da participacéo neste projeto.

- Os testes para avaliagdo sensorial dos hamblrgueres, nos quais os provadores
experimentardo os produtos desenvolvidos serdo acompanhados pela aluna proponente (Manoela
Alves Pires).

- Quaisquer outros esclarecimentos poderdo ser solicitados antes, durante e apds a pesquisa.

Eu, , RG

, CPF , abaixo assinado, concordo em participar do

estudo "Avaliacdo sensorial de hamburguer de frango adicionado de antioxidantes naturais” e declaro
nao possuir qualquer tipo de problema alimentar.
Tenho pleno conhecimento da justificativa, objetivos, beneficios esperados e dos
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procedimentos a serem executados, bem como da possibilidade de receber esclarecimentos sempre
gue considerar necessario. Sera mantido sigilo quanto a identificagdo de minha pessoa e zelo a
minha privacidade. Ao mesmo tempo assumo o compromisso de seguir as recomendacdes
estabelecidas pelos pesquisadores.

Eu li e entendi todas as informacdes contidas neste documento.

Aluna responsavel: Manoela Alves Pires— Quimica Bacharel
Contato: manoela.alvespires@hotmail.com
Fone: (19) 3565-3515

Pirassununga, de de
Assinatura:
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ANEXO A

FACULDADE DE ZOOTECNIA E

ENGENHARIA DE ALIMENTOS “GREram -
DA USP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

FACULDADE DE ZOOTECNIA E
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA ENGENHARIA DE ALIMENTOS W
Titulo da Pesquisa: Avalischo sensoral de de frango de ant naturais DA USP
Pesquisador: Manoela Aves Pires Necessita Apreciagio da CONEP:
Area Tomitica: Noo
Versao: 1

Consideragdes Finais a critério do CEP:

CAAE: 07694312 6.0000 5422 Projoto aprovado por unanimidade de volos.

e e de da USP

DADOS DO PARECER
PIRASSUNUNGA, 15 de Outubro de 2012

Nimero do Parecer: 122.195

Data da Relatoria: 26082012 Assinador por

Daniele dos Santos Marting
(Coordenador)

Apresentaco do Projeto:
O projeto bem com A0 COBNONtd i Proposta.
Objetivo da Pesquisa:
Os objelvos estho bem definidas, e coretamente destacados.
dos Riscos @
Nao hd riscos.
Comaentirios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
A i de uso do antioxi naturas ¢ plausivel @ dove ser Incentivada, & fim de
QuUe POSSAMOS SLDSUIUI 05 Bluals antioxicantes.
Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
NON
Rocomendagdes:
NDN

ou e Lista de
N&O ha pandéncias.
Situagso do Parecer:

Endareco  Awcids Duges 04 Canis Nooe 720

Babre: Cargus Uriversitivio de LS9 CEP: 13835900

(o Municiple:  PHASSUNUNGA

Tolfons: (1630054200 Faxi [1HGE541%4 Emalt gholonafDusp br
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ANEXO B - Cinética de decaimento do método DPPH de extrato natural de

orégano, avaliado por Fernandes et al. (2013)
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