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Resumo vii

CAPITANI, C.D. Modelagem matematica na avaliacao do sinergismo da atividade
antioxidante de compostos naturais aplicados em emulsées alimenticias. 2009. 110P.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sio Paulo, S0 Paulo, Brasil, 2009.

RESUMO

O crescimento do mercado de alimentos funcionais e organicos, assim como a maior
conscientizagao do consumidor em relagdo aos efeitos toxicos e mutagénicos de alguns
aditivos artificiais, tem impulsionado a industria a substituir compostos artificiais por naturais.
Emulsoes alimenticias, como salsichas e maionese, sao sistemas bifasicos altamente
suscetiveis as reacbes de oxidagao lipidica responsavel pela degradagéao da coloragao dos
produtos e formagado de off-flavors desagradaveis. Para retardar ou inibir a oxidagao e
aumentar o shelf life das emulsbes, a industria alimenticia faz uso de compostos sintéticos
artificiais. Desta forma, o objetivo deste estudo foi de, inicialmente, avaliar a atividade
antioxidante de vinte e dois compostos (artificiais e naturais), classificando-os de acordo
com a atividade antioxidante determinada através de cinco diferentes metodologias in vitro.
As amostras foram classificadas em trés clusters de acordo com os resultados expressos
como equivalentes de trolox (TE) observados nos diferentes métodos. A aplicagdo das
técnicas estatisticas multivariadas sugeriu que dentre os compostos que apresentaram
maior atividade antioxidante, a partir dos métodos DPPH, FRAP, TBARS e ORAC, foram
acido cafeico, acido carnosico, genisteina e resveratrol. Essa propriedade apresentou
correlagdo significativa com o numero de anéis fendlicos e estrutura catecdlica presentes
nessas moléculas. Baseando-se nessa classificagao, € na hipdtese de interagdes positivas
para a resposta antioxidante foram selecionados trés compostos hidrossoluveis (acido
cafeico, acido carnédsico e glutationa) e trés lipossolluveis (quercetina, rutina e genisteina)
para composigao de duas misturas. A proporgao de cada composto foi otimizada a partir da
metodologia de superficie de resposta (MSR) avaliando-se a atividade antioxidante por trés
metodologias in vitro. A otimizagdo do modelo polinomial sugezi_gﬁﬁe as misturas contendo
47% de acido cafeico e 53% de acido carndsico ou 67% de Quercetina e 33% de rutina
apresentaram sinergismo, tornando essas combinagdes potencialmente interessantes para
futura aplicagdo em matrizes alimenticias. A efetividade antioxidante das misturas
otimizadas em relagdo a um composto artificial foi avaliada em uma emulsdo alimenticia
(salsicha) na proporgdo 500 e 800 mg/Kg. Ambas misturas (hidro e lipossoluveis) em ambas
dosagens apresentaram menores concentracdes de TBARS que a amostra formulada com o
eritorbato de soédio durante o shelf life. Considerando-se o resultado da analise sensorial
como critério de viabilidade, a mistura quercetina + rutina (500 mg/Kg), apresentou-se como
melhor alternativa de substituicdo do eritorbato de sédio na formulagao de salsichas tipo hot
dog.

Palavras-chave: antioxidantes, emulsées, MDA, componentes principais, superficie de resposta.
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CAPITANI, C.D. Synergism on antioxidant activity between natural compounds
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ABSTRACT

The growth of the functional and organic food market combined with customer awareness
about the toxicological and mutagenic effecis observed in some artificial additives have
stimulated the companies to replace artificial with natural compounds in the food formulation.
Emulsions are biphasic systems that are highly susceptible to lipid oxidation which is able to
cause damage to the color of products and the formation of undesirable bad flavors. In order
to retard or inhibit the oxidation and extend the emulsions shelf-life companies have applied
synthetic artificial compounds. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
antioxidant activity of twenty two compounds (artificial and natural) and classify them
according to their antioxidant activity as measured by five different in vitro methodologies.
The samples were classified into three clusters in function of their antioxidant activity
expressed as Trolox equivalents (TE). The application of multivariate statistical techniques
suggested that caffeic acid, carnosic acid, genistein and resveratrol showed greater
antioxidant activity when evaluated by DPPH, FRAP, TBARS and ORAC methodologies. The
antioxidant activity of these compounds showed a significant positive correlation with the
number of phenolic rings and cathecol structures present in these molecules. Three
hydrosolube compounds (caffeic acid, carnosic acid and gluthatione) and three liposoluble
compounds (quercetin, rutin and genistein) were selected to prepare two assays based on
the multivariate classification and on the hypothesis of positive interactions to the antioxidant
response. The proportion of each compound in the mixture was optimized by the response
surface methodology (RSM) on the results obtained from three in vitro methodologies. The
optimization of the polynomial models suggested that mixtures containing 47% caffeic acid
and 53% carnosic acid, or 67% quercetin and 33% rutin showed synergism making these
mixtures potentially viable solutions for applications in the food matrix. The antioxidant
effectiveness of the optimized mixtures compared to an artificial compound was evaluated in
the food emulsion (sausages) in two dosages (500 and 800 mg/Kg). Both mixtures
(hydrosoluble and liposoluble) in both dosages, promoted lower TBARS concentration than
the sample formulated with sodium erythorbate during a shelf-life of 45 days under
refrigeration. However, using into sensory results as selection criteria, the mixture containing
quercetin and rutin at dosage of 500 mg/kg, proved to be the best alternative to replace
sodium erythorbate in the sausage formulations.

Keywords: antioxidants, emulsion, MDA, principal components, response surface methodology.



Introducao I

I. INTRODUGAO GERAL

1.1 Oxidagao lipidica

A oxidacao lipidica € uma reacgao que leva a alteragdes na cor, no sabor € no
odor (off-flavor) dos alimentos e, consequentemente, produz compostos
potencialmente tdéxicos para o organismo humano (PENA—RAMOS & XIONG, 2003;
ALAMED et al., 2009). O processo de oxidagao lipidica em alimentos pode ocorrer
de diferentes formas conforme apresentado na Figura 1: (1) reagao dos lipideos com
diferentes espécies reativas (O,, metais, etc.), (Il) formagao de perdxidos lipidicos
por ag¢ao enzimatica (atividade da lipoxigenase) ou (lll) fotoxidagao
(CARLSEN et al., 2005; FRANKEL, 2005).

Os
//
e
_// \
/1 \ L.
/ \ .
/ \ \\ Prod
> JE— rodutos nao
» L . radicais
s e
~/‘/‘ LH

Fe3++ OH-

v
Produtos secundarios da
oxidagao (aldeidos, cetonas, etc.)
Figura 1. Principais etapas da oxidagao lipidica (modificado de Carlsen et al., 2005). onde: LH —
Acido graxo instaurado; R° - Radical livre; L® - Acido graxo radical; LOO" - Radical peréxido; LOOH —
Hidroperéxidos, LL e LOOL - Produtos secundarios ndo radicais; “OH — Radical hidroxila; 102—
Oxigénio singlete
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A autoxidagao (Etapa | da Figura 1) é o principal mecanismo de oxidacao
lipidica em alimentos, no qual ocorre a reagao do oxigénio (O;), ou outros radicais
oxidantes com acidos graxos (LH), envolvendo trés etapas: iniciagao, propagagao e
terminacao, conforme descrito por Frankel (2005). Como a reacao inicial do O, com
o acido graxo é termodinamicamente dificil, a producao de radical, na etapa de
iniciacdo €, em geral, catalisada por metais, por exposi¢ao a luz ou, ainda, pela
reacdo com 'O, (FRANKEL, 2005).

Resumidamente, as trés etapas da autoxidagao podem ser descritas como:

= |niciagao: formacao de radicais dos acidos graxos ao retirar um hidrogénio
do carbono alilico, em condigdes favorecidas por luz, presenca de metais
ou calor (FRANKEL, 2005).

Iniciagdo: LH+ R° > L+ RH

* Propagacdo: os radicais lipidicos (L°) formados na iniciacdo sé&o
suscetiveis ao ataque de oxigénio atmosférico sendo convertidos a outros
radicais, formando peréxidos e hidroperéxidos. Esses produtos primarios
da oxidagdo atuam como propagadores da reacao resultando num

processo que se auto-alimenta até o final do substrato (FRANKEL, 2005).
Propagacao: L "+ O, » LOO’

LOO*+LH —» LOOH + L’
= Terminacgdo: ocorre a combinacao de dois radicais através de cisdo ou
rearranjo dos peroxidos, formando produtos secundarios estaveis
(FRANKEL, 2005).
Terminag¢ado: LOO “+L ° —» LOOL
L°+L° 5> LL
LOO® +LOO" - LOOL + O,

onde: LH — Acido graxo instaurado; R° - Radical livre; L* - Acido graxo radical: LOO® - Radical

peroxido; LOOH — Hidroperéxidos, LL e LOOL — Produtos secundarios nao radicais.
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A oxidacado enzimatica em alimentos pode também ocorrer pela acao das
lipoxigenases que catalisam a adicao de oxigénio a cadeia poliinsaturada, formando
peroxidos e hidroperoxidos (Etapa Il da Figura 1). A presenca de luz ou raios
ultravioleta (UV) na presenca de fotossensibilizadores promove a fotoxidagao (Etapa
Il da Figura 1). Nessa reagao, ocorre alteragao na camada de elétrons do oxigénio
triplete (*0,) gerando o oxigénio singlete ('0,), o qual reage diretamente com as
duplas ligagdes de acidos graxos formando hidroperoxidos (RAMALHO & JORGE,
2006; FRANKEL, 2005).

Sendo assim, para controle dessas reagbes de oxidagdo em alimentos,
existem diferentes técnicas de processamento e de embalagem que minimizam o
contato do produto com O, contribuindo, assim, para reducado da taxa de oxidagao
lipidica. Além disso, o uso de agentes quimicos apropriados como antioxidantes tém
como finalidade retardar ou inibir esse processo (FENNEMA, 1996, ALAMED et al.,

2009), aumentando a vida util dos produtos.
1.2 Antioxidantes

Resumidamente, os antioxidantes sdao compostos naturais ou artificiais que
tém como funcao inibir a oxidagao lipidica (ALAMED et al., 2009) e podem ser
definidos como “qualquer substancia que, presente em baixas concentragoes,
quando comparada a do substrato oxidavel, retarda ou inibe a oxidacdo desse
substrato de maneira eficaz”, a partir de diferentes mecanismos de acao (SIES &
STAHL, 1995; RAMALHO & JORGE, 2006; JORGE & GONCALVES, 1998;
LAGUERRE et al., 2007).

Os antioxidantes artificiais mais usados pela industria alimenticia sdo BHA
(butildihidroxianisola), BHT (butildihidroxi tolueno), PG (galato de propila), TBHQ
(terc-butil hidroquinona), eritorbato de sodio e EDTA (acido etileno diamino
tetracético) (Figura 2). A estrutura fendlica, de alguns desses compostos, permite a
doagado de um elétron a um radical livre formando radicais antioxidantes pouco
reativos ou estaveis (FRANKEL, 2005; RAMALHO & JORGE, 2006). No entanto,
apesar da eficiéncia da utilizagdo desses antioxidantes artificiais em alimentos,
estudos toxicologicos tém demonstrado efeito carcinogénico e hiperplasia intestinal

em ratos que receberam diferentes doses desses compostos (BOTTERWECK et al.,
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2000). O TBHAQ, por exemplo, nao é permitido no Canada e na Comunidade
Européia (SEBRANEK et al., 2005) e no Brasil, o Ministério da Saude limita o uso de
BHA, BHT e galato de propila (PG) em 100 mg/Kg (0.01g/100g) como concentragao
maxima no alimento, precisamente em embutidos frescos e congelados. Todavia,
nao existe limite maximo de adigdo para o eritorbato de sodio em produtos carneos
(BRASIL, 2007).

CH; OH CH, OH OH
CH CH
; ’ _ C(CHy), C(CH,),
HyC CHj
CH, OCH, o
B
HT RHA TBHQ
I
OH
0 OH
A
HO OH [ h OH
N
N/\/ \L
HO\) -
0”7 SOoH
COOC,H, (|)|
PG EDTA Eritorbato de sédio

Figura 2. Estrutura molecular de alguns antioxidantes artificiais (BHT, BHA, PG, TBHQ, Eritorbato de
sédio e EDTA) (modificado de HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2004; FRANKEL, 2005).

Sendo assim, o uso de antioxidantes naturais pode ser mais vantajoso do que
o uso de artificiais, pois além de aumentar o tempo de vida util ou shelf life de
produtos industrializados, podem fornecer compostos bioativos benéficos a saude
humana. Exemplos classicos sdao compostos extraidos diretamente de alimentos,
tais como o resveratrol encontrado nas uvas e no vinho tinto, catequinas e outros
flavondides do cha verde e compostos fenodlicos de frutas e de vegetais que atuam
como antioxidantes naturais (CASTRO et al., 2005; ROZEK et al., 2007). As
estruturas moleculares de alguns compostos antioxidantes extraidos de fontes

alimentares encontram-se descritas na Figura 3.



Introdugao

Sabendo-se que a populagao vem buscando alimentos com menor teor de
aditivos e com apelo funcional agregado, a adicdo de compostos antioxidantes
naturais em alimentos industrializados pode, entdo, leva-lo ao status de “produto

reconhecido com saudavel” ou generally recognized as safe (GRAS) agregado ao

claim funcional.
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Figura 3. Estrutura molecular de alguns compostos antioxidantes extraidos de alimentos (modificado

de SURH, 2003).
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1.3 Classificagao e mecanismo de agao de alguns antioxidantes

Sabendo-se que os compostos antioxidantes tém como principal fungao
retardar ou inibir a oxidacao lipidica em alimento, os mesmos podem ser
classificados de acordo com o seu mecanismo de acao como: quelantes de metais,
radical scavanger, chain breaking ou ainda, como quenchers de oxigénio singlete
("O,) (FRANKEL, 2005). A seguir, serdo descritos esses mecanismos e 0s

respectivos compostos antioxidantes inseridos em cada categoria.

Os compostos classificados como quelantes de metais possuem capacidade
de reagir com metais de transicdo, como o ferro, formando complexos inativos e
reduzindo a acao catalitica desses metais. Como exemplos de compostos que
possuem habilidade em quelar metais podem-se citar o acido ascorbico, o eritorbato
de sodio, o EDTA, acido citrico e alguns compostos fendlicos (FRANKEL, 2005;
CARLSEN et al., 2005). O EDTA, e os demais compostos que se classificam como
quelantes, atuam como antioxidantes inibindo as reagtes catalisadas pelos metais
por meio de diferentes mecanismos, sendo esses: preveng¢ao do ciclo “redox” do
metal, ocupagcao dos sitios de reacdo do metal e impedimento estérico das
interacoes entre metais e substrato lipidico (MC CLEMENTS & DECKER, 2000). A
adicao de EDTA em emulsao contendo 6leo de salmao, por exemplo, apresentou
eficiéncia em retardar a oxidacgao lipidica, pois o EDTA possui alta capacidade em
quelar o ferro, prevenindo assim a sua interagao com os peroxidos da emulsao (MEI,
MEI et al.,, 1998; ALAMED et al., 2006). Ja o eritorbato de sodio, usualmente
empregado como antioxidante em embutidos, além de atuar com quelante de metais
devido ao seu potencial redutor, funciona tambéem como catalisador no processo de
cura, melhorando a fixagao dos pigmentos nas carnes (SAHIDI et al.,, 1985;
ALAMED et al., 2006).

Os compostos, que apresentam atividade radical scavenger, agem retardando
a velocidade de auto-oxidagao lipidica por um processo que converte os radicais
lipidicos ou espécies reativas de oxigénio em espécies menos reativas. O acido
ascorbico (Figura 4), por exemplo, além de atuar como quelante de metais, possui
uma estrutura capaz de doar dois elétrons reduzindo a formagao de radicais
lipidicos, o que o classifica também como scavenger. Devido a capacidade de 1 mol

de acido ascorbico reduzir 2 mols de ion férrico a ferroso, esse composto é usado
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como padrao de referéncia no método FRAP (Ferric reducing antioxidante power),
que avalia a atividade antioxidante através da capacidade em reduzir o Fe*® para
Fe'2(AA + 2Fe">-TPTZ — 2 Fe*2-TPTZ + DHA: onde AA — acido ascérbico; DHA — &cido
dehidroascoérbico — Figura 4), ou seja, quanto maior a capacidade dos compostos em
doar eletrons para o radical, melhor a atividade antioxidante da substancia
(FRANKEL, 2005; ALAMED et al., 2009; BENZIE & STRAIN, 1996).

HO pK,,=4.2
o o HO HO
N pK,,=11.8 fe} 0O B
HO.__ - // <‘T\> HO \¢O - HO ~_~-0
/’ X \ -
HO OH o K i i /\
O OH @] OH
Acido ascérbico (AA)
H,0
i H,0 HO
O o A \ o 5
> HO"- A ,/‘/ e - — HO\///\</ \74
reversivel i " ! _OH - \ /
2e +H N A AN /;///, ; \
O on oH o o}

Acido dehidroascorbico (DHA)

Figura 4. Natureza quimica do acido ascorbico e do acido dehidroascérbico (modificado de WIRSTA
et al., 2003)

Os antioxidantes classificados como chain breaking atuam no radical peroxila
formando radicais intermediarios de baixa atividade. Esses compostos sao capazes
de doar atomos de hidrogénio rapidamente para o radical lipidico, resultando em um
radical estavel ou em outros produtos estaveis (FRANKEL, 2005; HUDSON, 1990).
Como exemplos, podem ser citados os fendis, as hidroquinonas e as aminas
aromaticas, que contém pontes O-H e N-H, relativamente fraca, favorecendo a
transferéncia de atomos de hidrogénio para o radical (DENISOV & AFANAS’EV,
2005).

L*+ AH»>LH + A
LO"+ AH > LOH + A
LOO"+ AH - LOOH + A®

onde: LOO®, LO® e L°- lipideos radicais; AH — antioxidante com um atomo de hidrogénio ativo e A®-
antioxidante radical, LH — lipideo original.

O oa-tocoferol (Figura 5), por exemplo, possui um grupamento OH muito ativo

em sua estrutura e isso lhe confere capacidade de reagir rapidamente com radicais
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peroxila doando atomos de hidrogénio, formando hidroperoxidos e radicais de
tocoferol. Esses radicais de tocoferol formados sao, entao, estabilizados por
ressonancia, gerando radicais menos reativos. Sequencialmente, os radicais «-
tocoferila gerados, associam-se formando dimeros estaveis. Dessa forma, o a-
tocoferol pode ser classificado como chain breaking e, por ser uma substancia
apolar, atua com maior eficiéncia em sistemas lipidicos ou em emulsdes do tipo 6leo
em agua (FRANKEL, 2005).

Outro tipo de antioxidante artificial, analogo ao a-tocoferol, é o acido
carboxilico conhecido como trolox (FRANKEL, 2005). Enquanto o a-tocoferol € um
composto lipossoluvel natural, o trolox € uma substancia hidrossoluvel artificial com
capacidade de agir em compartimentos hidrofilicos celulares (CASTRO et al., 2006a)
e na interface de emulsées (FRANKEL, 2005). Quando comparado ao a-tocoferol, o
trolox possui maior numero de hidroxilas na molécula (Figura 5) e maior capacidade
de doar atomos de hidrogénio resultando em uma maior “eficiéncia anti-radical’,
comparado ao a-tocoferol. Entretanto, essa eficiéncia depende das condi¢cbes da
analise e da sua concentragao em relagao ao peso da amostra (YAMAGUCHI et al.,
1998; FRANKEL, 2005; LEE et al., 2005).

CH; CH,
| |
Ho_ A k 0 HO._ . -
[ T : chy omy cHy
| J - o L QSHa ? ; )\
~ ~ PR T N N % e o~ ]
HsC m ~o- ™ 5 o Pl Ve VW CH,
CHy CHy CHs
Trolox a~-Tocoferol

Figura 5. Estrutura molecular do a-tocoferol (modificado de HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2004)

Ja os compostos capazes de atuar como quenchers ou sequestradores de
'0, reduzem a velocidade de iniciagdo da oxidacdo lipidica inibindo a formagdo do
radical peroxido por meio da doacdo de elétrons para o 'O, Os carotendides, tais
como B-caroteno e licopeno, assim como as xantofilas (luteina e astaxantina), sao
classificados como quenchers ou antioxidantes preventivos, pois reagem com o 'O,

inibindo a formacao de radicais peroxila (WILLIS & WIANS Jr., 2003).
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Alguns compostos podem, ainda, apresentar mais de um mecanismo de acgao,
ou seja, podem atuar como quelantes, scavengers e/ou chain breaking. A exemplo,
podem ser citados os flavonoides, que sao polifendis de baixo peso molecular e
possuem expressiva atividade antioxidante. A atuacao desses compostos a partir
desses trés mecanismos depende da sua estrutura molecular e do meio de reagao
em que é avaliado (ALAMED et al., 2009; AMMAR et al., 2009). Os flavonoides sao
classificados em diferentes grupos, destacando-se flavonas, flavonol, flavononas e
flavanol (Figura 6). Existem, ainda, flavonoides que nao pertencem a esses quatro

principais grupos e sao classificados como catequinas e cianidanol (Figura 6).

02
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Flavononas
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HO.
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OH
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Figura 6. Principais classes dos flavonoides e flavonédides classificados como catequinas e cianidanol
(modificado de DENISOV & AFANA’S EV, 2005).

Pode-se observar que a diferenca basica entre os quatro principais tipos de
flavonoides se déa pela presenga de uma hidroxila no carbono 3 do anel C (flavonols
e flavanols), além da presenca da dupla ligagao entre os carbonos 2,3 do anel C
(flavonas e flavonols), ja a auséncia da dupla ligagdo entre o carbono 2,3 do anel C
e auséncia da hidroxila na posigao 3 do anel C o classifica como flavonona e essas
caracteristicas estruturais conferem mecanismos de acao distintos a esses
compostos (FRANKEL, 2005; DENISOV & AFANAS’'EV, 2005).
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Além das diferencgas descritas acima, observa-se que a atividade antioxidante
de um flavondide depende principalmente da presenca de hidroxilas no anel A
(posicao 5 e 7) efou no anel B (posicao 3’'e 4" ou 4’e 5'), sendo esse ultimo
classificado como grupamento catecol (Figura 7). Ou seja, o maior numero de
hidroxilas confere maior capacidade de doar atomos de hidrogénio ou elétrons
atuando como chain breaking ou radical scavenger (AMMAR et al., 2009; ALAMED
et al.,, 2009; FRANKEL, 2005; DENISOV & AFANAS'EV, 2005). A presenca de
hidroxilas nas posigoes 3,4’ ou 4°,5’ do anel B proporciona maior estabilidade do
radical devido formagao de pontes de hidrogénio intramoleculares que favorecem a
estabilidade do carbono conferindo uma alta atividade chain-breaking, resultando em
uma maior capacidade de doar atomos de hidrogénio (JUSTINO et al., 2006;
DENISOV & AFANA'S EV, 2005; HUDSON, 1990). Dessa forma, a hidroxilagao dos
anéis A e B, desses flavondides, influencia sua atividade antioxidante, sendo que a
presenca do grupo OH na posicao 3 do anel C também & um fator importante para
essa propriedade (JUSTINO et al., 2006), conforme descrito anteriormente. A
capacidade dos flavondides em quelar metais ocorre a partir do grupo catecol (3',4'-
dihidroxi) no anel B ou do grupamento cetol (3-OH-4ceto) no anel C. Alguns estudos
mostram que a atividade quelante dos flavonoides € mais eficaz na inibigao da
inducao de oxidacao catalisada por metais que na inducao da oxidagao catalisada
por radicais peroxila, dependendo do meio em que é avaliado (FRANKEL, 2005;
BECKER et al., 2007).

X R, R,
Quercetina OH OH H
Rutina rutinose H OH

Figura 7. Estrutura basica dos flavonodides e de alguns antioxidantes flavonéides (modificado de

FRANKEL, 2005).
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Dentre os flavondides com acao antioxidante destaca-se a quercetina (Figura
7), encontrada em cha verde, macas, nozes, frutas vermelhas e cebola (RAMADAN,
2008). A quercetina é classificada como flavonol, apresentando uma hidroxila na
posicao 3 do anel C e uma dupla ligagao entre os carbonos 2 e 3 do anel C. Além
disso, apresenta um grupamento catecol na posicao 3’, 4’ do anel B, o que confere
alta capacidade em quelar metais. A combinagao desses trés elementos estruturais
confere uma alta atividade antioxidante a quercetina (FRANKEL, 2005; DENISOV &
AFANA’S EV, 2005). Outro flavondide bastante estudado é a rutina, que apresenta
um grupo catecol na posicdo 4’5 do anel B (Figura 7) e possui um residuo de
acucar (rutinose) ligado a posicao 3 do anel C, o que a torna um pouco mais
hidrossolavel que a quercetina. Por esse motivo a rutina apresenta melhor atividade
antioxidante quando associada a outros compostos e aplicada em sistemas
emulsionados, pois o carater polar do residuo de agucar confere capacidade de se
localizar na fase aquosa do sistema, atuando como quelante ou scavenger de

radicais (BECKER et al., 2007).

O resveratrol e o acido carndsico sao outros compostos fenodlicos
classificados como nao flavonoides e que apresentam alta atividade antioxidante
(Figura 8). O resveratrol é classificado como um stilbendide e pode ser encontrado
na uva e em bebidas derivadas de uva, enquanto o acido carndsico € um diterpeno
fenolico extraido principalmente do alecrim. O acido carndésico apresenta uma
estrutura com trés anéis, incluindo um anel fendélico e um grupo carboxilico (COOH)
em sua estrutura (FRANKEL, 2005), o que confere carater hidrofilico e capacidade

de atuar com radical scavenger.

Outro composto classificado como um acido fenolico nao flavonoide é o acido
cafeico (Figura 8) encontrado em uvas brancas, vinho branco, azeitona, 6leo de
oliva, espinafre, aspargo, café, mel e propolis (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2004).
A presenca de um grupo catecol (3,4-dihidroxi) na estrutura do acido cafeico,
associado a presenga de um radical carboxilico (COOH), promove alta eficiéncia em
quelar metais e maior facilidade na doagdo de atomos de hidrogénio (TAH) ou
elétrons (TE) para o radical (GULCIN, 2006). Dessa forma, o acido cafeico pode ser
classificado como composto chain-breaking ou radical-scavenger dependendo do

meétodo e do meio em que esta sendo avaliado.
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OH Resveratrol CH Acido OH Acido cafeico

carnésico

Figura 8. Estrutura dos antioxidantes resveratrol, acido carnésico e acido cafeico (modificado de

HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2004).

Além de todas as substancias descritas acima, outros compostos, tais como
proteinas, amino acidos, isoflavonas da soja (genisteina e daidzeina), tambem
apresentam resultados positivos para atividade antioxidante, quando avaliados em
diferentes sistemas e concentragdes, conforme resultados apresentados por
LARSON (1997); KAO & CHEN, (2006) e PENA-RAMOS & XIONG (2003).

Dessa maneira, sabendo-se que cada composto apresenta uma determinada
estrutura molecular e, consequentemente, um mecanismo de agao diferenciado, é
possivel afirmar que diferentes metodologias devem ser utilizadas a fim de avaliar
seu real mecanismo de agao e seu potencial antioxidante, uma vez que o principio e

0 meio de reacao utilizados em cada analise diferem entre si.

1.4 Métodos de avaliagao da atividade antioxidante

De forma geral, os métodos utilizados para avaliar a atividade antioxidante de
compostos isolados ou na forma de misturas, sao baseados na reagao de
transferéncia de elétrons (TE) ou doagado de atomos de hidrogénio (TAH) entre a
substancia analisada e o radical presente no meio. De acordo com Sanchez-Moreno
(2002), os meétodos in vitro, utilizados para avaliagao da atividade antioxidante,
podem ser classificados como metodos que analisam a peroxidacao lipidica
utilizando um substrato lipidico ou como métodos que mensuram a atividade radical
scavenger (SANCHEZ-MORENO, 2002; SANCHEZ-MORENO et al., 1998). Dentre
0s métodos baseados na habilidade em inibir um radical sem a presenca de um
substrato lipidico, destacam-se o DPPH (2,2’-difenil-1-picrilhidrazil), o ORAC

(Oxygen radical absorbance capacity) e o FRAP (Ferric reducing antioxidant power).
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A Tabela 1 resume os principais mecanismos de agao envolvidos nos métodos
DPPH, ORAC e FRAP.

Tabela 1. Principais mecanismos envolvidos na avaliagdo da atividade antioxidante de acordo com o
meétodo aplicado

Método  Matriz utilizada  Radical Mecanismo® Atividade Reagao A
DPPH Etanol DPPH®  TE® Radical-scavenger =~ DPPH'+ AH — DPPH + A"+
H" ou nada

AAPH® + AH — AAPH-H + A’
Tampao fosfato

ORAC (pH 7.0) ou AAPH" TAH Chain-breaking

ou
AAPH® + Fluoresceina (FL) —»

B-ciclodextrina
AAPH-H + FL" ou FL-FL®

Tamp3o acetato B TPTZ-Fe™ + AH - TPTZ-Fe*?
FRAP Fe TE Radical-scavenger
(pH 3.6) + A"+ H ounada

® Huang et al. (2005); Laguerre et al. (2007) —TE (transferéncia de elétrons); TAH (Transferéncia de atomos de
hidrogénio)

°A abstragdo de um atomo de hidrogénio do AH pelo radical DPPH’ é uma reacdo marginal (Foti et al., 2004).

¢ Radical fenoxil estavel que rapidamente forma outros derivados sem emissao de fluorescéncia (Ou et al., 2001)

Um dos radicais mais usados para analises que mensuram a atividade ou
habilidade em inibir um radical € o método conhecido por DPPH. Nesse caso, os
antioxidantes devem apresentar capacidade em doar elétrons ou atomos de
hidrogénio para o radical estavel DPPH" (2,2’-difenil-1-picrilhidrazil) alterando assim
a cor do composto que passa de roxo a amarelo (AH + DPPH* — A® + DPPHH). O
radical estavel apresenta um maximo de absorgao a 515-520 nm. Apos o equilibrio
da reagao, observa-se qual foi a quantidade de antioxidante consumida para reduzir
50% do DPPH® (ICsq). Quanto menor o valor de ICsy, maior o seu poder antioxidante
(SANCHEZ-MORENO et al., 1998; BRAND-WILLIAMS, 1995). Embora o método
DPPH® seja comumente utilizado, por espectometria, ndo deve ser aplicado para
avaliar compostos que apresentem coloragao ou pigmentos, pois ocorre interferéncia
nos valores de absorbancia (FRANKEL, 2005).

Para o método FRAP o principio de TE é o sistema atuante. Os antioxidantes
avaliados por esse método devem ser capazes de transferir elétrons para o oxidante
Fe*. Isso promove uma mudanca na absorbancia, devido ao aparecimento de uma cor
azul intensa, que é medida por espectrometria a 593 nm. Os valores de absorbancia sao
utilizados para quantificar a forga redutora do antioxidante (Fe®* + AH > A® +Fe®* + H")
(BENZIE & STRAIN, 1996; BENZIE & STRAIN, 1999).
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Ja o metodo ORAC baseia-se na TAH utilizando elementos fluorescentes e
um radical iniciador ou azo-indutor. No método ORAC, os radicais do azo-indutor
AAPH (2,2 azobis (2-amidinopropano) dihidroclorido) sdo gerados a 37°C (AAPH").
Inicialmente, esses radicais reagem com um composto fluorescente como a
fluoresceina (FL) (CAO et al., 1995). A presenca de um antioxidante no meio permite
que os antioxidantes com atividade chain-breaking doem atomos de hidrogénio ao
AAPH® (AAPH® + AH - A®* + AAPH-H), inibindo ou retardando a reagao desse radical
com a fluoresceina (OU et al., 2002). Nesse caso, ocorre perda da fluorescéncia,
indicando efeito protetor do antioxidante. Essa atividade € mensurada a partir da area
relativa da curva de queda da intensidade da fluorescéncia, comparando-se ao branco,
isento do antioxidante (OU et al., 2001; DAVALOS et al., 2004; NAGUIB, 2000).

Além dessas metodologias, outros métodos, que utilizam substratos lipidicos
ou matrizes alimenticias, podem ser empregados para avaliar a atividade
antioxidante de compostos. Em geral, esses métodos avaliam a capacidade de doar
atomos de hidrogénio do composto para o radical lipidico formado ou para o azo-
iniciador presente no meio. Embora matrizes compostas de triacilgliceréis (TG) e
fosfolipideos sejam consideradas excelentes substratos oxidaveis, assim como 0s
mais representativos em termos de lipideos dietéticos, a validacao desses métodos
¢ questionada devido & complexidade da acdo antioxidante nesse tipb de sistema
(micelas ou emulsotes) (LAGUERRE et al., 2007).

A determinacao de substancias reativas ao acido tiobarbitirico ou TBARS
(Thiobarbituric acid reactive substances), pode ser citada como exemplo desses
métodos, e tem como principio avaliar a formacado de produtos secundarios da
oxidacgao lipidica em matrizes contendo substratos oxidaveis. A interacao de radicais
lipidicos (L*) com O, leva a formagdo de hidroperoxidos que se decompdem em
aldeidos volateis, tais como malondialdeido (MDA). A reagdo de 1 mol de MDA com
2 mols de TBA leva a formagao de um composto de cor rosa que pode ser analisado
através de técnicas cromatograficas ou espectrofotométricas a 530 nm. Essa
metodologia utiliza um meio contendo substrato lipidico oxidavel ou uma matriz
alimenticia com teor de gordura conhecido. Nesse caso, o antioxidante reage com o

radical lipidico formando um radical estavel. Portanto, quanto maior a atividade
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antioxidante do composto menor sera a formacdao de TBARS (FENAILLE, 2001;

LYKKESFELDT, 2007) e consequientemente, menor o valor de absorbancia.

A Tabela 2 apresenta os principais mecanismos do método conhecidos como
TBARS e LAOX (Linoleic acid peroxidation). Deve-se ressaltar que o método LAOX
utiliza emulsao de acido linoléico como substrato oxidavel, enquanto o TBARS avalia

a formacgao de produtos secundarios da oxidacgao, a partir de uma matriz alimenticia.

Tabela 2. Principais mecanismos envolvidos na avaliagdo da atividade antioxidante de acordo com o
método aplicado

Método  Matriz utilizada Radical Mecanismo® Atividade Reagao
AAPH" + AH — AAPH-H + A®ou
Tampao fosfato . . AAPH® + LH — AAPH-H + L°
LAOX AAPH® TAH Chain-breaking
(pH 3.6) L*+O2+LH > LOOH +L* -
TBARS
Homogenato de L*+AH > LH+A%ou
Peroxidos
TBARS  de carne de lividi TAH Chain-breaking L°+ 0+ LH - LOOH+L" -
ipidicos
frango (70°C) P TBARS

®Huang et al. (2005); Laguerre et al. (2007) — TAH (Transferéncia de atomos de hidrogénio).

Assim, observando-se as diferentes metodologias existentes, pode-se dizer
que a atividade antioxidante dos compostos depende do método empregado
conforme relatado por Wu et al. (2004), e que os valores de atividade antioxidante sé
deveriam ser comparados quando a metodologia e o solvente das solugbes fossem
o mesmo (Pérez-Jiménez et al., 2008). Porém, para avaliar se o composto analisado
é realmente eficiente em um sistema alimenticio, € importante utilizar técnicas que
simulem ou utilizem substratos oxidaveis, tais como LAOX e TBARS. Alamed et al.
(2009), por exemplo, utilizou o método ORAC e DPPH para avaliar a capacidade
radical scavenger de compostos polares e apolares e em seguida, analisou a
eficiéncia desses compostos em carne e em emulséo oleo em agua. A maior
atividade de alguns compostos, determinada pelos métodos ORAC e DPPH, néo foi

observada em matrizes contendo substrato lipidico.
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1.5Avaliagao do grau de oxidagao lipidica

Em sistemas emulsionados ou em matrizes alimenticias, que se apresentam
na forma de emulsao 6leoc em agua - O/A (salsichas, maionese, molhos de saladas e
leite) ou agua em oleo - A/O (margarinas e manteigas), a oxidagao lipidica € um
fendmeno interfacial afetado por constituintes antioxidantes e pré-oxidantes (metais,
proteinas, enzimas, etc.). Esses, por sua vez, sao influenciados pela interagao entre
lipideo e componentes aquosos e pela composicdo da interface entre eles
(FRANKEL, 2005). Dessa forma, dependendo da natureza do antioxidante
(hidrossoluvel ou lipossoluvel), sua eficiéncia sera maior ou menor em fungao da sua
localizagao nessa matriz. Em emulsdes do tipo O/A, os antioxidantes lipofilicos se
localizam na interface oleo-agua, apresentando maior eficiéncia em inibir a oxidacao
do que os hidrofilicos, que se dispersam na fase aquosa (paradoxo polar). Por outro
lado, em micelas preparadas com acido linoléico, os antioxidantes polares,
como o trolox, sdo mais ativos do que em emulsdes, pois permanecem na fase
aquosa, reduzindo metais e atuando como radical scavenger (FRANKEL, 2005;
ALAMED et al., 2009).

Portanto, para monitorar a eficiéncia de um composto em uma matriz
alimenticia, outros métodos podem ser empregados para determinacao da extensao
da oxidacao lipidica em alimentos. Como exemplos, tém-se a determinagao do valor
de peroxido (VP), método de dienos conjugados (DC), determinacao de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), determinacdo de compostos volateis por
cromatografia gasosa (CG), utilizagcdo de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) para determinacao de produtos secundarios da oxidagao como MDA, analise
sensorial, entre outros. A Tabela 3 apresenta um resumo das caracteristicas basicas

de algumas dessas metodologias.
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Tabela 3. Métodos de determinagéo da extensdo oxidativa em amostras de alimentos

Métodos Exemplos Caracteristicas
Andlise d Determinagao de Indice de Peroxido  Diferenga entre a formagido e a decomposigao dos perdxidos.
nalise de
dut (IP) ou Valor de Peroxido (VP) Resultados expressos em miliequivalentes de O, ou peréxido por
produtos

primarios da

Kg de matéria graxa ou de amostra.

oxidagao
be Dienos conjugados Deslocamento  das duplas ligagdbes  determinado  por
(LOOH) espectrofotometria. O maior niUmero de duplas ligagdes conjugadas
& indicado quanto maior for a absorbancia a 232nm.
Anélise dos Teste do acido Z2-tiobarbiturico — Reacdo do malondialdeido (MDA) com o TBA formando um
produtos TBA* complexo de cor rosa (532-535nm). Determinacgédo das “substancias

secundarios da

oxidagao®®?

que reagem com o TBA, ou "TBARS”.

€

Cromatografia

Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (HPLC)

Cromatografia Bidimensional

Espectrometria de Massas

associada a um detector de HPLC

Avalia o teor de peréxidos, hidroperoxidos e outros produtos
secundarios da oxidagao. A analise é feita com fase reversa e com
uso de detectores diodo (DAD), fluorescéncia, UV-Vis (ultravioleta)
ou amperomeétricos. Seus resultados apresentam correlagdo com
os resultados de analise sensorial.

Na cromatografia gasosa bidimensional (GC-GC) ou na
cromatografia liquida bidimensional (LC-LC), pequenas fragdes do
efluente da primeira coluna sdo transferidas para uma segunda
coluna, no qual a seletividade diferenciada desta segunda coluna

fornece um aumento da resolugdo dos picos cromatograficos.

A espectrometria de massas associada ao detector de HPLC de
fase reversa ou normal permite a melhor caracterizagdo de
hidroperéxidos termolabeis e produtos secundarios da oxidagao

lipidica ndo volateis e de alto peso molecular.

Determinagao

de compostos

Cromatografia gasosa para analise
de compostos volateis (aldeidos,

cetonas e hidrocarbonetos)

“Método de headspace dinamico”

Dosagem de produtos secundarios da oxidagao separadamente

volateis®*
por CG (Cromatografia Gasosa).
Anélise sensorial Anadlise descritiva qualitativa (ADQ) com provadores treinados.
Identificagéo e quantificagéo de sabores e odores especificos da
Outros oxidagdo. Testes de diferenga e de aceitabilidade.
métodos>

O3Sl (Oxidative Stability Instrument) e

Rancimat

Apos iniciagdo forgada da oxidagao utilizando temperatura de 110-
130°C e corrente de ar ou de oxigénio, avalia-se o teor de acidos

volateis por condutimetria.

3CASTRO et al. (2005); "SEBRANEK et al. (2005); TONG et al. (2000); "HANNAH et al. (2003); *FRANKEL

(2005)

A associacao de metodologias para determinar a formagao de peroxidos (VP)

e o teor de substancias que reagem com o acido tiobarbiturico (TBARS), expressos

como MDA, tem sido utilizada em diversos estudos que avaliam a eficiéncia de

compostos antioxidantes na reducao ou inibicao da oxidacao lipidica em alimentos
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durante o shelf life (VALENCIA et al., 2008; GEORGENTELIS et al., 2007;
AGUIRREZABAL et al., 2000; ESTEVEZ & CAVA, 2006; PAPADIMA & BLOUKAS,
1999; ISMAIL et al.,, 2008; ZANARDI et al., 2004; AMMAR et al., 2009). Esses
meétodos, em geral, sao associados a outras metodologias tais como: analise
sensorial; analise de cor; parametros de textura e analise microbioldgica, as quais
permitem visualizar outras alteracdes no alimento além de auxiliar na compreensao
dos resultados obtidos. O melhor resultado em amostras de alimentos, como
salsichas, é observado quando o valor de peroxido se encontra abaixo de 2.0 mEq
peréxido/Kg de lipideo e o valor de TBARS, expresso como mg MDA/Kg de amostra,
fica abaixo de 0.5 a 1.0 mg MDA/Kg amostra, indicando maior eficiéncia dos
antioxidantes avaliados (ESTEVEZ & CAVAS, 2006; VALENCIA et al., 2007).

A eficiéncia de qualquer substancia que apresente atividade antioxidante
pode ser melhorada quando, em um mesmo sistema, existem varios compostos que
atuem por meio de diferentes mecanismos para alcangar o mesmo fim. Dessa forma,
sinergismo pode ser definido como um fenébmeno no qual uma mistura de dois ou
mais compostos, quando adicionados em um mesmo sistema, resulta em um efeito
mais pronunciado que aquele apresentado pelos compostos isoladamente
(LAGUERRE et al., 2007). Portanto, ao avaliar a atividade antioxidante de qualquer
substancia em uma matriz € interessante utilizar compostos com diferentes
caracteristicas de solubilidade, diferentes proporcdes de concentragdes, bem como
tipos de solventes e extratos diversificados, pois essas variagoes permitem estudar

todas as variaveis que podem interferir de maneira positiva no sinergismo.

1.6 Uso de planejamentos fatoriais e analise multivariada na avaliagao da

atividade antioxidante de diferentes compostos naturais

Apo6s observar os principios, as vantagens e as limitacoes existentes nos
diferentes métodos capazes de mensurar a atividade antioxidante, é possivel afirmar
que a comparagao dos resultados entre métodos € inviavel, uma vez que os
compostos apresentardao comportamentos e valores especificos dependentes do tipo
de analise empregada. Dessa forma, Laguerre et al. (2007), sugeriram que uma das
formas de solucionar as divergéncias entre os resultados obtidos com diferentes

métodos e compostos, seria através da aplicacao da analise multivariada. Segundo
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os autores, essa técnica estatistica permite interpretar os resultados obtidos em

diferentes métodos de forma simultanea e conjunta.

Portanto, a interpretacao dos resultados de diferentes compostos potenciais
e, diferentes metodologias pode ser feita com a aplicagao de técnicas estatisticas
multivariadas como a analise em componentes principais (PCA) e analise de
clusters. Essa técnica permite resolver, de forma elegante, a diversidade dos
mecanismos de ag¢ao e de outras variaveis envolvidas na analise. Nesse caso, as
variaveis poderao ser reduzidas sem perda significativa de informagao e a
associagao entre compostos e métodos podera ser graficamente visualizada,
facilitando a interpretacao de processos bioquimicos envolvidos na diferenciagao

dos compostos avaliados.

Qutro fator essencial, para a classificagao da atividade antioxidante em
matrizes alimenticias, € o conhecimento dos mecanismos que podem atuar durante
a combinacgao de diferentes compostos nesse sistema. A aplicagao de duas ou mais
substancias em um alimento pode levar a sinergia entre eles, e consequentemente a
uma melhor atividade. A escolha da proporgao ideal entre os compostos avaliados e
a compreensao dos resultados pode ser mal interpretada devido a limitagoes de
planejamento apresentada pelos métodos empiricos tradicionais, que consideram
apenas o efeito individual de cada variavel na resposta ou interagées observadas em

intervalos fixos de proporgao.

Portanto, a técnica estatistica de modelagem por superficie de resposta (MSR),
introduzida por Box na década de 50 (BOX & WILSON, 1951) contribuiu para superar
essas limitagoes, permitindo que efeitos lineares, quadraticos e interagoes envolvendo
muitas variaveis possam ser avaliados utilizando-se um numero minimo de ensaios
experimentais (CURT et al., 2004). Mais recentemente, essa técnica foi adaptada a
misturas nas quais a soma dos ingredientes na formulagao é sempre um valor constante.
Isto &, as variaveis sdo dependentes e a proporcdo entre elas é que ira influenciar a
variagao final dos resultados. Tais técnicas tém sido aplicadas com sucesso tanto na
otimizagao de parédmetros de processo, como em misturas de ingredientes em alimentos,
sendo que a otimizacgao, no desenvolvimento de alimentos, implica em definir condi¢cdes de
processamento, matérias-primas e formulagdes que maximizem resultados instrumentais
ou sensoriais (CURT et al., 2004).
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Il. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Utilizar técnicas estatisticas de analise multivariada para classificar diferentes
compostos naturais e artificiais de acordo com a atividade antioxidante determinada
por cinco métodos in vitro, elaborar misturas baseadas nessa classificagao e aplicar
essas misturas em uma emulsao carnea a fim de compara-las com um antioxidante

artificial.

2.2 Objetivos especificos

v' Avaliar a atividade antioxidante de vinte e dois compostos, escolhidos
aleatoriamente dentro dos principais grupamentos quimicos (fenolicos, acidos,
aminoacidos, tiols, carotenoides, entre outros), a partir de cinco metodologias
in vitro;,

v' Aplicar a técnica estatistica multivariada de Analise em Componentes
Principais (PCA) para classificar a atividade antioxidante dos vinte e dois

compostos, avaliados a partir de cinco procedimentos metodologicos;

v' Selecionar os compostos naturais classificados em diferentes grupos e aplicar
a técnica estatistica de Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) para
identificar a proporgdao que apresentaria sinergismo para atividade

antioxidante das misturas;

v' Aplicar as misturas de antioxidantes otimizadas in vitro em uma emulséo
carnea (salsicha) e avaliar a eficiéncia dessas misturas em prevenir a

oxidacao, comparando-as a um antioxidante artificial.
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UTILIZAGAO DE TECNICAS DE ANALISE MULTIVARIADA PARA
CLASSIFICAGAO DE COMPOSTOS NATURAIS E SINTETICOS DE ACORDO
COM A ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Resumo

A atividade antioxidante de 22 compostos naturais e sintéticos foi avaliada a partir de
cinco metodologias in vitro: 2,2-diphenyl-2-picryl-hydrazil - DPPHe; peroxidagao do
acido linoléico induzida pelo azo-iniciador 2,2'-azobis(2-methylpropionamidine)
dihydrochloride (AAPH) — LAOX; determinacao de TBARs (Thiobarbituric acid
reactive substances) em homogenato preparado a base de carne de frango;
avaliagao do potencial antioxidante in vitro pelo método ORAC (Oxygen radical
absorbance capacity assay) e capacidade redutora do Fe*® - FRAP (Ferric Reducing
Ability). Todos os resultados foram expressos em Trolox equivalente. A aplicagao de
técnicas estatisticas de analise multivariada sugeriu que os compostos fenolicos
(acido cafeico, acido carnésico, genisteina e resveratrol) obtiveram maiores valores
de atividade antioxidante nos métodos DPPH, FRAP e TBARS, alem de apresentar
alta capacidade em reagir com os radicais presentes no método ORAC, comparados
a outros compostos analisados neste estudo (acido ascorbico, eritorbato, tocoferol,
BHT, trolox, triptofano, acido citrico, EDTA, glutationa, lecitina, metionina e tirosina).
Essa eficiéncia apresentou correlagao significativa com o numero de anéis fendlicos
e estrutura catecolica presentes na molécula. Baseando-se na analise multivariada
sera possivel selecionar compostos de diferentes grupos ou Clusters e explorar

melhor sua atividade antioxidante para futura aplicagcdo em produtos alimenticios.

Palavras-chave: AAPH, antioxidante, DPPH, FRAP, acido linoléico, ORAC, PCA e TBARS
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1 INTRODUGAO

Produtos carneos com alto teor de lipideos insaturados, como carnes de
suinos, aves e algumas emulsdes, incluindo salsichas, sdo particularmente
suscetiveis a rancidez oxidativa (SEBRANEK et al., 2005). Assim, os antioxidantes
sao largamente utilizados para controlar as alteracoes decorrentes da oxidagdo e
aumentar o shelf life de produtos carneos e emulsbdes alimenticias. Em geral, os
antioxidantes podem proteger as moléculas de lipideos da oxidacdo atuando como
radical scavenger, quelantes de metais, decompondo peroxidos lipidicos em
produtos estaveis ou inibindo efeitos deletérios de enzimas pro-oxidantes
(LAGUERRE et al., 2007; CHAILLOU et al., 2006; PULIDO et al., 2000; FRANKEL,
2005; HALLIWELL & GUTERDIDGE, 2004; HUANG et al., 2005).

Antioxidantes sintéticos como TBHQ, BHT, BHA e eritorbato de soédio sao
comumente utilizados para conservagao de alimentos carneos (SEBRANEK et al.,
2005; LAGUERRE et al.,, 2007; CHAILLOU et al., 2006; PULIDO et al., 2000;
FRANKEL, 2005; HALLIWELL & GUTERDIDGE, 2004; HUANG et al., 2005; PENA-
RAMOS & XIONG, 2003). No entanto, o uso de substancias sintéticas em alimentos
tem mostrado efeitos adversos a saude em estudos realizados com ratos, e os
consumidores tém rejeitado alimentos que contém uma lista extensa de aditivos
artificiais em sua composi¢cao (SUH et al., 2005; WILLIAMS et al., 1999; SUN &
FUKUHARA, 1997). Por esta razdo, varios estudos tém buscado substituir
antioxidantes artificiais por antioxidantes obtidos de fontes naturais ou, ainda, reduzir
o teor de antioxidantes sintéticos utilizando misturas que apresentem efeito sinérgico
entre os compostos (LAGUERRE et al., 2007; PENA-RAMOS et al., 2003; OSBORN-
BARNES et al.,, 2003). Além disso, alguns antioxidantes naturais possuem alta
aceitagao pelos consumidores devido aos beneficios que podem trazer a saude
(OSBRON-BARNES et al., 2003).

Dentre os compostos que apresentam atividade antioxidante e que atuam
como radical scavengers, chain-breaking ou quelantes de metais de transigao,
destacam-se os fendlicos (incluindo acidos fendlicos, diterpenos fendlicos,
isoflavonas, flavonois, flavonoides e stilbenodides), acidos organicos, fosfolipideos,
tiols, amino acidos, tocois derivativos e pigmentos como carotenodides e xantofilas.

De acordo com a estrutura molecular, a atividade antioxidante de compostos
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naturais ou sintéticos pode exibir diferentes mecanismos de acdo antioxidante. A
combinacao desses mecanismos pode levar ao sinergismo, antagonismo ou efeito
antioxidante aditivo (IACOPINI et al., 2008; HEO et al., 2007). Além disso, alguns
produtos derivados da oxidagao podem também apresentar elevada atividade

antioxidante (TURAN et al., 2007).

Diversas metodologias in vitro sao usadas para medir a atividade antioxidante
de compostos sintéticos e naturais antes da sua aplicagao em matrizes alimenticias.
Alguns dos métodos mais utilizados para avaliar a eficiéncia antioxidante dos
compostos tem sido: DPPH® (1, 1-diphenyl-2-picryl-hydrazil), ORAC (Oxygen radical
absorbance capacity assay) e FRAP (Ferric Reducing Ability) (PEREZ-JIMENEZ et
al., 2008; SANCHEZ-MORENO et al., 1998; WU et al., 2004; BRAND-WILLIAMNS et
al.,, 1995; BENZIE & STRAIN, 1996; NENADIS et al., 2007). Essas metodologias
medem a capacidade dos compostos em reduzir um radical livre artificial e estavel
ou um metal de transicao, a partir da transferéncia de elétrons ou de atomos de
hidrogénio (LAGUERRE et al., 2007; NENADIS et al., 2007; FOTI et al., 2004; OU et
al., 2002). Outros métodos envolvem o uso de um substrato oxidavel, que pode ser
um lipideo, uma emulsdao ou uma amostra biologica. Como exemplo, pode-se citar
um sistema contendo uma dispersao aquosa de acido linoléico e um azo-iniciador ou
um homogenato de carne submetido a tratamento térmico. Neste caso, os produtos
da decomposigao dos peroxidos, como malondialdeido (MDA) podem ser
mensurados a partir da formagao de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) (PULIDO et al., 2000).

As técnicas estatisticas multivariadas sdo procedimentos descritivos utilizados
para classificar amostras, e podem ser utilizados em diferentes areas da ciéncia, tais
como medicina, biologia, economia e educacgado. A aplicacdo desse procedimento
tem aumentado muito na area da ciéncia dos alimentos. Uma dessas técnicas,
conhecida como “Analise em Componentes Principais” (PCA) a qual permite que um
determinado numero de casos sejam classificados, baseando-se em um grande
numero de variaveis utilizando a correlagao linear para reduzir o numero original de
variaveis (JOHNSON & WICHERN, 1992). Em outras palavras, as variaveis
originais, que correspondem aos resultados de diferentes analises, sao linearmente

combinadas para gerar um numero reduzido de novas variaveis nao
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correlacionadas. De acordo com LAGUERRE et al. (2007), estas novas variaveis
podem ser excelentes “marcadores da atividade antioxidante”. No entanto, se um
grande numero de variaveis for selecionado a qualidade e a interpretagcao da PCA
pode ser dificultada. Resumidamente, as variaveis iniciais, que correspondem aos
meétodos, sdo combinadas linearmente para gerar um menor nimero de novas
variaveis correlacionadas denominados componentes principais. Além da PCA, a
analise de Cluster é outra técnica estatistica multivariada capaz de agrupar as
amostras de acordo com as suas similaridades e diferencas a partir de varios
critérios. Na analise de Cluster, os grupos podem ser formados visando maximizar
as diferengas entre as amostras que pertencem a diferentes grupos ou minimizar as

diferengas entre as amostras que pertencem ao mesmo grupo.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a capacidade
antioxidante de 22 compostos naturais e sintéticos, de acordo com os resultados
obtidos a partir de diferentes metodologias in vitro, e, em seguida, aplicar a analise
multivariada para agrupar esses compostos e visualizar possiveis relagdes entre a

estrutura molecular e a atividade antioxidante.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Antioxidantes

Foram avaliados os seguintes compostos da marca Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO): a-tocoferol (T3251); resveratrol (R5010); quercetina (Q0125);
L-glutationa (G4251); genisteina (G6776); B-caroteno (C9750); acido ascorbico
(A5960); DL-metionina (M9500); acido carnédsico (C0690); luteina (X6250); licopeno
(L9879); acido cafeico (C0625); rutina (R5143); acido citrico (C0759); trolox (Fluka
93509); L-tirosina (T3754); lecitina de soja (P7443); butil-hidroxitolueno - BHT
(B1378); DL-triptofano (T3300) e astaxantina (A9335). O EDTA sal dissodico (acido
etilenodiaminotetracético) foi obtido do laboratorio Labsynth Ltda (Diadema, SP) e o
Eritorbato de sddio foi gentilmente cedido pela empresa Kienast & Kratschmer Ltda
(KRAKI, Santo André, SP).
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2.2 Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes para analise adquiridos da
empresa Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO): Azo-iniciador AAPH ou 2,2’-Azobis
(2-methylpropionamidine) dihydrochloride 97% (44,091-4), acido linoléico 99%
(L1376), DPPH ou 2,2-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl (D9132), TBA ou 2-acido
tiobarbiturico 98% (T5500), BHT ou 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol 99% (1378),
TCA ou acido tricloroacético 99% (T4885), TEP ou 1,1,3,3-Tetraethoxypropane
(T9889), TPTZ ou 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (T1253) e agua grau HPLC (270733).
Polioxietileno sorbitan monolaurate (Tween 20), acetato de sodio trihidratado e
sulfato ferroso heptahidratado (FeS0O4.7H,0O) foram obtidos da Labsynth Ltda
(Diadema, SP). Cloreto férrico hexahidratado (FeCl;.6H,0O) da marca Vetec Quimica
Fina Ltda. (Duque de Caxias, RJ), Dimethilformamida (DMF) da Mallinckrodt
J.T.Baker (Griesheim, Germany) e a Trapsol - B-cyclodextrin randomicamente
metilada obtida empresa Cyclodextrin Technologies Development Incorporation
(High Springs, FL). Os demais reagentes utilizados apresentaram grau de pureza

analiticamente compativel.

2.3 Preparo das solugoes

Os antioxidantes hidrossoluveis (resveratrol, glutationa, acido ascorbico,
metionina, acido carnésico, acido cafeico, acido citrico, trolox, eritorbato de sodio,
triptofano e EDTA) foram dissolvidos em agua, enquanto os padroes lipossoluveis
(a-tocoferol, genisteina, p-caroteno, lecitina de soja, luteina, licopeno, BHT e
astaxantina) foram dissolvidos em etanol. Rutina e quercetina foram dissolvidas em
agua e DMF na proporcao 1:1 (v/v). Todas as solugoes foram preparadas numa
concentragdo de 1 mmol/L. As solugbes foram transferidas para um frasco de cor
ambar, lacrados com nitrogénio, fechados com parafilme e armazenados em freezer

(-25°C). Todos os solventes utilizados foram grau HPLC.
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2.4 Determinacgao da atividade antioxidante dos compostos pelo método DPPH®

(2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazil)

Essa metodologia, inicialmente proposta por BRAND-WILLIAMS et al. (1995),
foi conduzida de acordo com as modificacbes propostas por Sanchez-Moreno et al.
(1998). Primeiramente, adicionou-se uma aliquota de 0.1 mL de cada solugao de
antioxidante na concentragao de 1.0 mmol/L a 3.9 mL de solugao etandlica de
DPPH® (64 uM) preparada no dia. A absorbancia a 515 nm foi medida a cada 10
segundos, utilizando-se um espectrofotometro UV-Mini 1240 (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan), até o momento em que a reagao alcangasse o steady state. As
solugoes que apresentavam cor ou pigmento nao foram avaliadas neste método por
apresentarem interferéncia na leitura. O percentual de DPPH remanescente
[DPPHTr] foi calculado da seguinte forma: %[DPPHr’] = (Abssgs/Abstg) x 100, na qual
Absgss representa o valor de absorbancia medida no steady state; e Abstg, 0 valor da
leitura no inicio da leitura. Primeiramente, foi plotado um grafico da %[DPPHr’] vs.
tempo e a partir desse grafico obteve-se uma regressao nao linear dos dados. A
primeira derivada foi igualada a zero e usada para identificar a % [DPPHr’lss no
steady state. O percentual da atividade antioxidante (%AA) das amostras foi

calculado como: %AA = 100 - %[DPPHr’]ss.

Todas as amostras foram avaliadas na concentracdo de 1.0 mmollL e os
resultados expressos como Trolox equivalente (TE mmol/lL), baseado na curva de
calibragcao preparada nas mesmas condigoes: TE (mmol/L) = 0.02 - 0.0004 * (100 -
%[DPPHIr"]ss) + 0.0003* (100 - %[DPPHr’]ss"2); (r= 0.96, p<0.01).

2.5 Peroxidagao do acido linoléico induzida pelo azo-iniciador 2,2’-azobis(2-
methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH) — LAOX

Inicialmente proposto por Axelrod et al. (1981), o método foi conduzido de
acordo com Castro et al. (2006b). Primeiramente, preparou-se uma micela com 156
uL de acido linoléico 99% e 180 pL de Tween-20, agitando-se em vortex. Com uma
pipeta pasteur adicionou-se gotas NaOH 2N até que a micela ficasse translucida. O
volume foi completado para 50 mL com agua destilada, previamente fervida e
resfriada, e a micela foi dividida e transferida para frascos de vidro ambar (10 mL),

lacrados com nitrogénio e armazenados em freezer (-25°C) até o momento de uso.
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Um total de 100 pl de solugao contendo a amostra (1 mmol/L) foi adicionda a
1.9 mL de tampao fosfato de sodio (pH 7.4), 500 pL de solugao AAPH (7.4 mmol/L) e
500 puL da micela preparada com acido linoléico em tubos de ensaio com tampa. Os
tubos tampados foram agitados em vortex por 15 segundos, e levados ao banho-
maria (Quimis Q226-M1) a 37°C por 1 hora agitando-se na velocidade 4 por 1 minuto
a cada 10 minutos. A seguir, uma aliquota de 1.0 mL de uma solugao de acido
tiobarbiturico - TBA/acido tricloroacético - TCA/butilato hidroxi tolueno - BHT (TTB)
foi adicionada, e os tubos foram incubados a 100°C por 15 min. A solu¢do TTB foi
preparada dissolvendo-se 3.75 g de acido tiobarbiturico (TBA), 93.75 mg de &acido
tricloroacético (TCA) e 5.0 mg butilato hidroxi tolueno (BHT) em HCI 0.25N até o
volume final de 25 mL. Apos resfriamento, as amostras foram centrifugadas a 1,100
g por 15 min a 25°C. Os produtos da oxidacdo representados pelas substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foram determinados por espectrofotometia a
533 nm utilizando-se espectrofotbmetro UV-Mini 1240 (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan). Para preparo do branco, adicionou-se agua e a esta absorbancia
atribuiu-se 100% de oxidagao. O percentual da atividade antioxidante foi calculado
da seguinte forma: %AA = [AbSpranco — AbSamostra / AbSpranco] X 100. Todas as
amostras foram avaliadas na concentracao 1.0 mmol/L, e os resultados expressos
em Trolox equivalente (TE mmol/L), baseando-se na curva de calibragao preparada
nas mesmas condi¢oes: TE (mmol/L) = 0.01%exp 0.06*(%AA), (r= 0.79, p<0.01).

2.6 Determinacao de TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances) em

homogenato preparado a base de carne de frango

Para avaliar a formagao de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARs) em carne de frango, utilizou-se a metodologia descrita por Miller (1998).
Inicialmente, foram obtidas amostras de coxa e sobrecoxa de frango desossadas
sem adicdo de antioxidantes, gentilmente cedidas pela empresa Kienast &
Kratschmer Ltda. (KRAKI, Santo André, SP). As amostras foram homogeneizadas
em Turratec TE-102 (Tecnal®, Piracicaba, SP), na velocidade de 18.000 rpm por
aproximadamente 30 segundos. Uma aliquota do homogenato (5 g + 0.5) foi pesada
em capsula de porcelana, e, em seguida, adicionou-se 0.5 mg de antioxidante
(0.01% em relagao ao peso da amostra) calculando-se o volume equivalente da

solugao 1 mmol/L. O homogenato foi aquecido em um forno elétrico Ruby VIP
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(Layr®, Sao Paulo, SP) a 100°C e o aquecimento foi feito até atingir 70°C no centro
geométrico da amostra. Essas amostras foram estocadas a 4°C, no escuro, durante
48 horas. Em seguida, adicionou-se 45.5 mL de uma solugao 10% TCA em H3PO4 e
1 mL de BHT 0.2 mg/mL. O volume da solugao de TCA variou de acordo com o
volume da solucdo de antioxidante adicionado anteriormente. A precipitagao de
proteina com TCA foi feita em homogeneizador Turratec TE-102 é 18,000 rpm
durante 30 segundos. Esse homogenato foi filtrado em papel Whatman no 3, e uma
aliquota (5 mL) do filtrado fo transferida para dois tubos (A e B). No tubo A,
adicionou-se 5 mL de TBA 0.02 M, e no tubo B, 5 mL de agua destilada. O conteudo
dos tubos foi armazenado durante 20 horas protegidos da luz. Apos esse periodo, a
absorbancia foi medida a 530 nm (A = 530 nm) em espectrofotdmetro UV-Mini 1240
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). Os resultados foram calculados inicialmente
em nmol equivalentes de MDA/g homogenato/ml solugéo, utilizando-se uma curva
padrao feita com o reagente TEP (MDA/g homogenato= 0.009 + 0.08 2530 nm)
(r = 0.99, p<0.01). Finalmente os resultados foram expressos em Trolox equivalente
(TE mmol/mL), baseando-se em uma curva preparada nas mesmas condigoes:
TE (mmol/mL) = 2.96 - 0.29 * [nmol MDA/g homegenato/mi] + 0.01™* [nmol MDA/
homegenato/mli] "2 - 0.0001* [nmol MDA/g homegenato/miJ*3, (r= 0.82, p<0.01).

2.7 Avaliacao do potencial antioxidante in vitro pelo método ORAC (Oxygen

radical absorbance capacity assay)

O método automatico ORAC utilizado foi realizado de acordo com Ou et al.
(2001) com algumas modificagbes propostas por Huang et al. (2005). Nessa analise,
um azo indutor (AAPH) a 37°C abstrai um hidrogénio da fluoresceina, reduzindo a
fluorescéncia medida a 485 nm de excitacao e a 525 nm de emissao (HUANG et al.,
2005). Na presenga de antioxidante, o AAPH nao é capaz de reagir com a

fluoresceina e a fluorescéncia € inibida proporcionalmente a agao do antioxidante.

Primeiramente, as solugdes hidrossoliveis (1 mmol/L) foram diluidas
utilizando-se tubos de ensaio, em 75 mmol/L de tampao fosfato (pH 7.0), enquanto
as solugoes lipossoluveis (1 mmol/L) foram diluidas em uma solugéo acetona/agua
(1:1, v/v) contendo 7% de @-cyclodextrina randomicamente metilada. Foram
preparadas seis diluicbes a partir da solugdo 1 mmol/L e transferiu-se 25 plL dessas

solugbes diluidas para os pogos da microplaca em triplicata. Em seguida, adicionou-



Capitulo 1 29

se 150 uL de fluoresceina 40 nM diluida em 75 mmol/L de tampéao fosfato (pH 7.0).
Nessa microplaca foi feito um branco (200 ulL de solvente), um controle (25 uL
solvente + 150uL de fluoresceina 40 nM), e uma série de diluigoes de Trolox (150 uL
de fluoresceina 40 nM + 25 pbL da diluicao de Trolox). A microplaca foi incubada
apo6s adicionar 300 pL de agua destilada nos poc¢os ao redor das amostras, a fim de
manter uma temperatura homogénea na placa durante a leitura. Apo6s incubacgao a
37°C/30 minutos adicionou-se 25 ul de AAPH (153 mmol/L em 75 mmol/L de
tampao fosfato, pH 7.0) em todos os pocos, com excegao do branco. A microplaca
foi, novamente, incubada no leitor de placas (Multi-Detection microplate reader,
Synergy-BIOTEK, Winooski, VT) e a placa foi agitada a cada 10 segundos na
intensidade maxima. O leitor foi programado para medir a fluorescéncia a cada
minuto, durante 60 minutos. Apds esse periodo, foi feita a integracao da area sob a
curva de decaimento da fluorescéncia utilizando o software Genb. O valor de area foi
subtraido da area do branco (200 plL de solvente), e, em seguida, da area do
controle (25 pL de solvente + 150 pL de fluoresceina 40 nM + 25 uL de AAPH). O
valor ajustado para cada amostra correspondeu a area liquida sobre a curva.
Anteriormente, uma curva de calibragao foi feita com trolox e expressa como area
liquida vs. concentragao (umol/L). Assim, a atividade antioxidante das amostras foi

expressa como Trolox equivalente (umol TE).
Net AUC (lipo) = 311.790,70 [Trolox umol] + 2968681,71
Net AUC (hidro) = 365.477,44 [Trolox umol] + 2220027,17

O mesmo procedimento foi aplicado para cada amostra de antioxidante em
cada concentracao de diluicao. O valor TE obtido foi, entao, dividido pela respectiva
concentracao da diluigao, e a média das seis diluigoes foi adotada como resultado

final (TE umol).

2.8 Capacidade redutora do Fe*? / Poder antioxidante - FRAP (Ferric reducing
ability)

A metodologia foi conduzida de acordo com Benzie & Strain (1996). O método
mede a capacidade da amostra em reduzir [Fe**-TPTZ] a [Fe'*-TPTZ], o qual

apresenta cor azul (A = 593 nm). Para tal, prepararam-se 0os seguintes reagentes:
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tampao acetato 300 mmol/L em pH 3.6 (3.1 g de acetato de sdédio trihidratado foi
dissolvido em 16 mL de acido acetico glacial e o volume final de 1.0 L completado
com agua destilada); solugao de TPTZ 10 mmol/L 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ)
em HCI 40 mmol/L e solugcdo de FeCl;.6H20 20 mmol/L em agua destilada. O
reagente FRAP foi preparado, diariamente, a partir da mistura de 25 mL de tampao
acetato com 2.5 mL de solugao TPTZ e 2.5 mL de FeCl;.6H,0. Primeiramente, 3.0
mL da solugao FRAP foram misturadas com 100 pL da amostra teste (diluigéo final
1/30). A absorbancia inicial (Abstg) foi anotada e a leitura a 593 nm prosseguiu
durante 6 min (Absts) descontando-se o valor do branco reagente (dgua destilada)
em temperatura ambiente utilizando-se um espectrofotometro UV-Mini 1240
(Shimadzu Corporation, Nakagyo-ku, Kyoto, Japan). A diferenca entre os valores de
absorbancia (AAsganm = Abste - Absyg), foi calculada para cada amostra. Uma
solugdo com concentracdo conhecida de Fe®" (FeS0,.7H,0) foi usada para
ca'libragéo do método. A variagao da concentracao (100 - 1000 pmol/L) mostrou um
comportamento linear de absorbancia, e estes valores foram usados para calcular a
curva padrdo: A593nm= 0.7x107 [Fe;SO,4 pmol/L] - 7.8 x107 (r= 0.99, p<0.05). Esta
curva foi usada para calcular a diferenca entre os valores de absorbancia
(AAs93nm = Absts - Abstg = 0.705) e, em seguida, para calculo do valor FRAP. O
valor FRAP das amostras foi calculado da seguinte forma: Valor FRAP=

(AAs593nm @amostra/AAseznm Fe2S04 a 1000 umol/L) x 1000 pumol/L.

Desta forma, um maior valor FRAP correspondeu a maior concentragao de
Fe?* e, conseqiientemente, maior a capacidade da amostra em reduzir Fe*" a Fe?.
Todas as amostras foram avaliadas na concentragao 1.0 mmol/L e os resultados
expressos como Trolox equivalente (TE mmol/L), baseados na curva de calibragao
preparada nas mesmas condi¢oes: TE (mmol/L) = -0.0187+0.001*Valor FRAP,
(r= 0.99, p<0.01).

2.9 Analise estatistica aplicada a primeira fase da pesquisa

As analises foram conduzidas em triplicata e os resultados expressos como
média. A variacao dos ensaios foi expressa como desvio padrao conjunto.
Inicialmente submeteu-se todos os valores a analise de homogeneidade das
varidncias (teste de Hartley) e analise de variancia - Kruskal-Wallis ANOVA),

adotando-se 0.05 como valor a. O mesmo procedimento estatistico foi usado para
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agrupamento da Analise de Cluster. A analise em Componentes Principais (PCA),
seguida da analise de Cluster foi aplicada aos dados. Os autovalores maiores que
1.0 foram selecionados para discutir os resultados. A projecao das variaveis
(métodos), e dos casos (amostras), no plano fatorial, foi conduzida com base nas
duas primeiras componentes principais. As analises foram baseadas na correlagao e
a variancia foi computada como SS/(n-1). Para andlise de Cluster, o método tree-
Clustering foi usado para identificar os casos pertencentes a cada grupo. Essa
anadlise foi baseada no método Ward’s e na distancia Euclideana. Todas as analises

estatisticas foram conduzidas no software STATISTICA v.7 (Statsoft Inc., Tulsa, OK).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, os compostos foram selecionados com o objetivo de incluir
estruturas moleculares, tais como fendlicos (incluindo fendis, acidos fenolicos,
diterpenos fendlicos, isoflavonas, flavonois, flavonoides e stilbendides), acidos
organicos, sais organicos, fosfolipideos, tidis, amino acidos, tocois derivativos e
pigmentos incluindo carotendides e xantofilas, a fim de identificar quais as
caracteristicas quimicas poderiam ser associadas a atividade antioxidante

mensurada a partir de diferentes mecanismos.
3.1 Analise unidimensional

Os compostos que formavam solugbes coloridas, tais como licopeno,
astaxantina, luteina, B-caroteno, quercetina e rutina, ndao foram avaliados pelo
método de DPPH porque a cor das solugoes, mesmo diluida, apresentava
interferéncia nas medidas espectrofotométricas. A Tabela 1 mostra os resultados de
atividade antioxidante obtidos a partir das solugdes dos compostos avaliadas por de

cinco diferentes metodologias.

O método LAOX baseou-se na oxidagao do acido linoléico (LH) induzida pelo
radical AAPH (AAPH®), utilizando tampé&o fosfato (pH 7.4) como solvente na matriz
emulsionada. Primeiramente, o azo-iniciador decompde-se a 37°C (R;Nz — 2R® + Np) e
o radical formado abstrai um atomo de hidrogénio do LH formando entéo

hidroperoxidos (LOOH) e substdncias secundarias, tais como substancias que
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reagem com o acido tiobarbiturico (TBARS). Se o antioxidante (AH) estiver ativo
nesse meio, ele ira doar ou transferir esse atomo de hidrogénio para o radical,
poupando, assim, o acido graxo e produzindo menos TBARS. Neste estudo, as
solucoes preparadas com acido carnosico, acido cafeico, trolox, BHT, rutina,
tocoferol e quercetina, apresentaram maior capacidade em doar atomos de

hidrogénio para o radical AAPH (p<0.01) comparando-as com as demais solugoes.

Ao analisar os compostos pelo método DPPH, a maior atividade antioxidante
(p<0.01) foi obtida com as solugbes de acido cafeico, eritorbato de sédio, acido
ascorbico, trolox e tocoferol (Tabela 1). A cinética da reagao desses compostos com
o DPPH esta ilustrada na Figura 1. Nesse método o radical DPPH® encontra-se
diluido em solvente orgénico (etanol) e absorve em um comprimento de onda
de 515 nm. Se o AH for capaz de doar atomos de hidrogénio para a molécula de
radical DPPH® por uma via de reacgdo secundaria (FOTI et al., 2004) a absorbancia
se reduz de acordo com a eficiéncia do composto DPPH* + AH — A® + DPPHH.
Nessa analise o AH nado ira competir com outras moléculas para reagir com o
DPPH®.
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Figura 1. Curvas de cinética de decaimento dos compostos analisados pelo método DPPH. Valores
expressos com média (n=3).
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A capacidade redutora, avaliada pelo método FRAP apresentou uma
classificagao diferenciada para as solucoes (Tabela 1). Ou seja, observou-se um
maior poder redutor para os seguintes compostos: quercetina, rutina, eritorbato de
sodio, acido cafeico, luteina, tocoferol, acido ascoérbico e trolox (p<0.01). A
capacidade em doar elétrons para o complexo TPTZ-Fe™® esta diretamente
associada a atividade antioxidante do composto e, assim como no método DPPH, o

FRAP nao apresenta nenhum outro competidor no meio de reacgao.

Os resultados obtidos a partir do método ORAC (Tabela 1) mostraram que os
antioxidantes que apresentaram maior eficiéncia foram: rutina, acido cafeico,
quercetina, resveratrol, genisteina e triptofano (p<0.01). Os valores de ORAC para o
licopeno e PB-caroteno nao foram apresentados, pois se observou uma grande
variabilidade nas replicatas, podendo ser atribuida a problemas de solubilidade desses
compostos. Resumidamente, no método ORAC, o radical gerado pelo AAPH reage com
a molécula de fluoresceina (3,6-dihidroxi-spirof[isobenzofurano1[3H],9'[9H]-xantano]-3-ona),

reduzindo a emissao de fluorescéncia (OU et al., 2001).

Trolox, quercetina e BHT apresentaram maiores valores de atividade
antioxidante (Tabela 1) quando avaliados pelo método TBARS (p<0.01). O principio
desse metodo € similar ao LAOX, porém o substrato usado € mais complexo, pois
trata-se de uma matriz alimenticia composta de acidos graxos, antioxidantes, pro-
oxidantes, proteinas, metais e enzimas. Nessa metodologia, o AH transfere atomos
de hidrogénio para os radicais lipidicos, reduzindo, assim, a producao de
hidroperoxidos e TBARS.

Conforme descrito previamente por Wu et al. (2004), é evidente que a
atividade antioxidante dos compostos depende diretamente do método aplicado na
avaliacao. Pérez-Jimenez et al. (2008) sugerem que os resultados da atividade
antioxidante sejam comparados apenas quando um mesmo método € utilizado, pois
a classificacao de cada composto ira variar de acordo com a metodologia. Por esta
razao, € importante aplicar mais de duas metodologias para avaliar a atividade
antoxidante, principalmente quando se trata de novas substancias. Utilizando a
analise univariada nesse estudo, observaram-se cinco diferentes classificagoes. Néo
existe nenhum consenso em relagdo a melhor metodologia para se avaliar o

comportamento de um novo composto. Graficos tridimensionais permitem visualizar
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o desempenho antioxidante dos compostos utilizando-se trés metodologias.
Recentemente Tabart et al. (2008), propuseram a utilizagdo da média ponderada
para expressar os resultados obtidos através de diferentes metodologias (incluindo
DPPH e ORAC), a fim de padronizar a atividade antioxidante dos compostos. Porém,
neste trabalho, sugere-se que as técnicas estatisticas de analise multivariadas
possam ser uma melhor alternativa para classificar os resultados de acordo com a

atividade antioxidante analisada por cinco diferentes metodologias.
3.2 Analise multi-dimensional

A técnica estatistica de analise multivariada foi utilizada para agrupar os
compostos e visualizar as interacdes entre as estruturas moleculares e a atividade
antioxidante de 16 das 22 amostras, considerando todos os resultados com a
mesma relevancia. Assim, a analise multivariada utilizada nesse trabalho permitiu
visualizar a associagao entre a estrutura molecular e a habilidade dos compostos em
reagir com cinco diferentes radicais. De acordo com as técnicas de PCA e analise de
Cluster todos os compostos deveriam ter sido analisados nas cinco metodologias.
No entanto, como o0s seis compostos coloridos (licopeno, luteina, [-caroteno,
astaxantina, quercetina e rutina) nao foram avaliados nos métodos DPPH e LAOX,

0s mesmos precisaram ser excluidos da PCA.

A variancia total explicada pelos trés primeiros componentes foi de 75.7%,
com autovalores de 2.7, 2.0 e 1.4. A analise de Cluster, aplicada a essas variaveis
(Figura 2), mostrou associagao entre os métodos TBARS e LAOX e uma correlagéo
significativa entre os métodos DPPH e FRAP (r = +0.93, p<0.07). De acordo com o
trabalho de Gil et al. (2002), houve correlagao (r > +0.90, p<0.05) entre a atividade
antioxidante de amostras de frutas analisadas pelos métodos DPPH e FRAP. Neste
trabalho, ndo foi encontrada nenhuma correlagdo do método ORAC com as demais
metodologias avaliadas. Tabart et al. (2008) também nao observaram correlagao
entre dados de DPPH e ORAC para diferentes classes de fendlicos. Observou-se
uma forte correlagao entre o nimero de anéis fendlicos (r = +0.52, p=0.04) e a
presenca de estruturak catecolica (r = +0.67, p<0.01) com os resultados obtidos a
partir do método ORAC. A maior diferenga entre os trés grupos de métodos
formados (TBARS e LAOX; DPPH e FRAP; ORAC) deve-se a presenga de uma

molécula competidora oxidavel no substrato utilizado. Ou seja, enquanto no TBARS
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e no LAOX os compostos competem com o0s acidos graxos para doar hidrogénio ao
radical, no método ORAC o antioxidante compete com a fluoresceina. Ja nos

métodos DPPH e FRAP nao existe nenhum competidor no meio de reagao.

LAOX

TBARSs

ORAC

Anel fendlico

Estrutura catecdlica

DPPH

FRAP

Hidroxilas

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Distancia
Figura 2. Analise de cluster aplicada as variaveis.

A Figura 3 mostra a projecao dos compostos no plano fatorial (1x2). A
explicacao dessa dispersao pode ser visualizada na Tabela 2 e é baseada na
propria projecao das variaveis. Neste caso, as variaveis que contribuiram para o
fator 1 foram LAOX (-0.57), ORAC (-0.72), numero de anéis fendlicos (-0.71) e
presenca de estrutura catecolica (-0.80). Para o Fator 2, contribuiram o DPPH
(+0.82) e o FRAP (+0.80), enquanto TBARS (-0.81) contribuiu para o Fator 3, o qual
foi projetado acima do eixo do plano. Isto significa que os compostos foram
separados no eixo horizontal (Fator 1) pela atividade antioxidante obtida nos
meétodos LAOX e ORAC, no eixo vertical (Fator 2) pelos valores obtidos a partir dos
métodos DPPH e FRAP e o terceiro eixo (Fator 3, fora do plano) a partir dos

resultados obtidos com a metodologia TBARS.
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Figura 3. Projecao dos casos no plano factorial (1 x 2). Varidveis ativas: DPPH, FRAP, ORAC, LAOX
e TBARS, numero de hidroxilas (OH), nimero de anéis fendlicos e peso molecular (PM).

Tabela 2. Correlagdo das varidveis fatoriais baseadas na correlagao entre elas.

Variaveis Fator 1 Fator 2 Fator 3
LAOX -0.57 -0.07 - 0.53
DPPH -0.53 0.82 -0.04
TBARS -0.26 -0.18 -0.81
ORAC -0.72 -0.19 0.35
FRAP -0.49 0.80 -0.16
Numero de hidroxilas -0.33 0.35 0.43
Numero de anéis fendlicos -0.71 -0.54 -0.05
Numero de estrutura catecélica - 0.80 - 0.41 0.32

De acordo com a andlise de Cluster, os compostos foram divididos em 3

grupos (Tabela 3). Os grupos apresentaram diferengas significativas em todos os
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métodos exceto no LAOX (p=0.29), sendo os compostos do Cluster | (acido
ascorbico, eritorbato, tocoferol, BHT e trolox) e do Cluster Il (acido cafeico, acido
carnosico, genisteina e resveratrol) caracterizados pela alta atividade antioxidante
nos métodos DPPH, FRAP e TBARS, quando comparados ao Cluster 1l (triptofano,
acido citrico, EDTA, glutatutiona, lecitina, metionina e tirosina). Os valores do ORAC
presentes no Cluster Il foram significativamente maiores (p=0.02), que os valores

observados no Cluster | e lll.

Tabela 3. Atividade antioxidante dos compostos classificados pela analise de Cluster avaliados por
diferentes metodologias in vitro expressos em Trolox equivalente (TE)

LAOX DPPH TBARS ORAC FRAP

Clusters Compostos1

[mM TE] [mM TE] [mM TE/mI]  [uM TE] [mM TE]

Acido ascorbico, eritorbato, . . a s
| 0,35+ 0.35 1,31 £0.92 1,00+ 1.05 0,57 £ 0.43 1,66 £ 0.80

tocoferol, BHT e trolox

Acido cafeico, acido . s b .
Il 0,57 £ 0,64 0,74 +1.29 0,41 £0.43 419+ 3.00 0,79 +£0.88
carnosico, genisteina e

resveratrol

Triptofano, acido citrico, b b a b
i 0,05+0.04 0,04+0.05 0,15+0.15° 0,88+158" 0,23+0.03

EDTA, glutationa, lecitina,

metionina e tirosina

0.29 0.03 0.03 0.02 <0.01

"Todos os compostos foram avaliados na concentragdo final de 1Tmmol/L e os resuitados foram
expressos como Trolox equivalente (TE), exceto para o TBARS, no qual os compostos foram
analisados na concentragéo final de 0.1 mg/g homogenato.

*Valores de probabilidade obtidos pelo teste Kruskal Wallis. Valores da mesma coluna seguidos pela
mesma letra ndo apresentaram diferenga significativa (p<0.05)

Os compostos presentes no Cluster Il exibiram maiores valores de atividade
antioxidante, quando analisados pelo método ORAC. O mecanismo de redugao do
ORAC baseia-se na transferéncia de atomos de hidrogénio, medindo diretamente a
atividade antioxidante de compostos considerados chain-breaking contra os radicais
peroxila (OU et al. 2001). A Figura 4 mostra a estrutura molecular desses
compostos. No método ORAC o azo-iniciador AAPH se decompde a 37°C formando

N=N + 2 moléculas de radical (AAPH®). Na presencga de oxigénio, o radical (ROO®)
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pode reagir diretamente com a fluoresceina produzindo compostos estaveis que nao
emitem fluorescéncia, ou pode reagir com o antioxidante (AH) e produzir compostos
estaveis (ROOH + A®) reduzindo assim a emissdo da fluorescéncia. Portanto,
sugere-se que os compostos do Cluster |l apresentaram alta capacidade de reagir
com o radical (ROQO®) e essa propriedade esta fortemente associada ao nimero de
anéis fenolicos e estrutra “catecdlica ou resorcindlica”. A substituicdo na posi¢cao
para do grupamento hidroxila do anel fendlico associada a cadeia lateral conjugada
assim como a substituicao ortho-difendlica e mono ou dihidroximetilacdo da
estrutura, normalmente aumentam a capacidade antioxidante de compostos
fendlicos (BRAVO et al.,, 2007). Assim, de acordo com Tabart et al. (2008),a
diferenga entre os compostos fenolicos pode ser melhor explicada pela sua estrutura

do que pela classificagao a qual pertengcam.

A H OH
( G HOo o, O AN
L ﬁ\\(/ ’ H H i
& NS SR
H §
Ry : § i
HO }? OH O \\\/ o \\Eﬁ;f‘
;
on CHy OH
CAF GEN CARN RES

Figura 4. Estrutura molecular dos compostos pertencentes ao Cluster Il (CAF- acido cafeico; GEN-

gensiteina; CARN- acido carnésico; RES- resveratrol)

Os compostos presentes no Cluster | (acido ascorbico, eritorbato, tocoferol,
BHT e trolox) apresentaram uma tendéncia a maior atividade antioxidante,
comparando-os aos outros compostos, quando avaliados pelos métodos DPPH,
FRAP e TBARS, conforme relatam outros trabalhos (LAGUERRE et al., 2007;
- BRAND-WILLIAMS, et al., 1995; LIU et al., 2008; ALAMED et al., 2006). O acido
cafeico ficou distanciado do Cluster |, devido a sua eficiéncia observada no método
ORAC. De acordo com Sousa et al. (2004), a oxidagao do acido cafeico apresenta
um mecanismo redox reverso, que ndo é observado durante a oxidagao de outros

compostos fendlicos que apresentam o grupamento hidroxila na posigao orto.
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4 CONCLUSOES

A aplicagao de técnicas estatisticas multivariadas sugeriu que entre os
compostos que apresentaram maior atividade antioxidante, a partir dos métodos
DPPH, FRAP e TBARS, aqueles classificados como fendlicos no Cluster Il (acido
cafeico, acido carnosico, genisteina e resveratrol) foram os que também mostaram
melhor desempenho em reagir com radicais ho método ORAC. Essa propriedade
apresentou correlagao significativa com o numero de anéis fenolicos e estrutura
catecolica presentes nessas moléculas. Baseando-se na analise multivariada foi
possivel selecionar os compostos classificados em diferentes Clusters, para explorar

o sinergismo entre eles, visando futura aplicagao em alimentos.
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APLICACAO DA METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA NO ESTUDO
DO SINERGISMO ENTRE A ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE COMPOSTOS
NATURAIS

Resumo

Atualmente, apesar do crescente interesse no uso de antioxidantes naturais em
substituicdo aos antioxidantes sintéticos em produtos alimenticios, essa substituigao,
ainda, é limitada pelo alto custo. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
interagcao entre a atividade antioxidante de compostos naturais, para posterior
aplicacdo em produtos alimenticios. Foram preparados dois tipos de misturas,
uma contendo trés compostos hidrossoluveis (x4 = acido cafeico; x; = acido
carnésico e x3; = glutationa) e outra contendo trés compostos lipossoluveis
(x1 = quercetina; x, = rutina e x3 = genisteina) de acordo com um planejamento
centréide simplex. A atividade antioxidante das misturas foi avaliada pelos seguintes
métodos: 2,2-diphenyl-2-picryl-hydrazil - DPPH®; peroxidacdao do acido linoléico
induzida pelo azo-indutor 2,2’-azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride
(AAPH) — LAOX; determinagao de TBARs (Thiobarbituric acid reactive substances)
em homogenato preparado a base de carne de frango; avaliagao do potencial
antioxidante in vitro pelo método ORAC (Oxygen radical absorbance capacity assay)
e capacidade redutora do Fe™ - FRAP (Ferric reducing ability). Todos os resultados
foram expressos em Trolox equivalente. Foram obtidos modelos polinomiais cuibicos
com capacidade preditiva quando a mistura hidrossollvel foi analisada pelo método
LAOX (¥ = 0.56 x4+ 0.59 x2 + 0.04 x3+ 0.41 x4x2 — 0.41 x4X3 — 1.12 xox3 — 4.01 X1X2X3)
e quando a mistura lipossoluvel foi avaliada pelo método FRAP (y = 3.26 x4+2.39 x»
+0.04 x3+ 1.51 x4%2 +1.03 x1x3 + 0.29 Xox3 + 3.20 x1X2X3). A otimizagao dos modelos
sugeriu uma mistura contendo 47% de acido cafeico + 53% de acido carndsico e
outra, contendo 67% de quercetina + 33% de rutina, como combinagdes com

potencial sinérgico que podem ser futuramente avaliadas em uma matriz alimenticia.

Palavras-chave: antioxidantes, mistura, oxidagao, metodologia de superficie de resposta.
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1 INTRODUGCAO

A oxidagao lipidica € a principal limitagao para o shelf life de diversas
preparacoes, tais como cremes, 6leos, emulsbtes, maioneses e carnes. Além do
sabor desagradavel de rancidez, essa reacao promove a formagao de outros
compostos, sendo muitos deles tdxicos para o organismo humano (SEPPANEN
et al., 2002). Uma das formas para evitar essas reagdes quimicas indesejaveis
pode ser a partit do uso de embalagens que minimizem o contato do alimento com o
oxigénio (NAZ et al., 2005). No entanto, o método mais comum para protegao do
alimento é a adicdo de compostos antioxidantes, principalmente compostos
sintéticos. Dentre os mais usados destacam-se o BHA (butilato hidroxil anisola), o
BHT (butilato hidroxil touleno), o TBHQ (terc-butilhidroquinona), o propil galato (PG),

o eritorbato de sédio e o EDTA (acido etileno diamino tetracético).

O risco toxicologico desses compostos, tais como BHA e BHT (SOUBRA et
al., 2007; JAYALAKSHMIN et al., 1986), associado a novas tendéncias de mercado,
tais como o “slow food”, os alimentos funcionais e alimentos organicos, tem
aumentado o interesse das empresas em substituir compostos sintéticos por
naturais. Porém, apesar dessa substituiciao ser tecnologicamente viavel, o aspecto
econdmico pode, muitas vezes, inibir a efetividade dessa mudanca. Por essa razao
torna-se importante estudar os efeitos da interagdo entre compostos naturais na
melhoria da atividade antioxidante, visando reduzir a quantidade necessaria dos
compostos para alcangar o mesmo resultado. Portanto, o uso de misturas poderia
reduzir o custo, quando comparado a acao de um composto isolado. Devido a
complexidade da atividade antioxidante em alimentos, tanto o tipo de antioxidante,
quanto a quantidade que deve ser utilizada, sao aspectos criticos na reducao da
oxidacao lipidica (HORN, 2009).

A metodologia de superficie de reposta (RSM) é uma técnica, inicialmente
introduzida por Box (1900), extensivamente aplicada na industria de alimentos para
desenvolvimento e otimizagao de novos produtos e processos. Mais tarde, Cornell
(1999) sugeriu uma nova aplicacdo da RSM focando situagbes que envolviam
misturas de compostos. Nesse caso, otimiza-se a proporcao de variaveis (x;) , uma

vez que inzl. Sabendo-se que a interagdo entre diferentes compostos pode

i=1
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proporcionar resultados nao previsiveis, a aplicacao da técnica de MSR pode ser

uma ferramenta interessante na investigagao dessas interagoes.

Dentre os compostos naturais comercialmente disponiveis, muitos polifenois
apresentam propriedade antioxidante, quando aplicados em 6leos ou em emulsées.
Diversos estudos atribuem a atividade antioxidante aos flavonols, flavondides,
isoflavonas, diterpenos e acidos fenolicos, porém, poucos trabalhos relatam estudos
com interagao dos fenolicos em diferentes sistemas (ERKAN, et al., 2008; IACOPINI
et al.,, 2008; HEO et al.,, 2007; FRANKEL, 2005; MEYER et al., 1998). Varios
métodos tém sido utilizados para avaliar a atividade antioxidante de compostos
naturais, porém, deve-se utilizar mais de uma metodologia para avaliar essa
atividade, uma vez que os diferentes métodos avaliam caracteristicas distintas de
cada composto (ERKAN, et al., 2008). Pérez-Jimenez et al (2008) recomendam a
combinacdo de diferentes métodos para uma melhor interpretacdo dos resultados.
Alguns dos procedimentos mais utilizados, para determinar a atividade antioxidante
de compostos sintéticos e naturais, seriam: capacidade redutora do Fe™ - FRAP
(Ferric reducing ability); 2,2’-azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride
(AAPH - ABTS); 2,2-diphenyl-2-picryl-hydrazil - DPPH®; avaliacdo do potencial
antioxidante in vitro pelo método ORAC (Oxygen radical absorbance capacity
assay) e quantificacao de produtos formados durante a peroxidagao lipidica, através
da andlise de susbtancias reativas ao é&cido tiobarbiturico (TBARS) (PEREZ-
JIMENEZ & SAURA-CALIXTO, 2006; THAIPONG et al.,, 2006). Recentemente,
Capitani et al (2009a), sugeriram correlagao significativa entre a atividade
antioxidante de compostos quando avaliada pelos métodos DPPH e FRAP, sendo
que nenhum deles apresentou correlagao com o método ORAC. Como base nesse
estudo prévio, os compostos selecionados, para este trabalho, foram aqueles que
apresentaram atividade antioxidante elevada ou potencialmente complementar:

acido cafeico, acido carnésico, quercetina, rutina, genisteina e glutationa.

Considerando-se que a solubilidade é um fator que afeta a atividade
antioxidante de compostos naturais, quando aplicados em matrizes alimenticias,
procurou-se, neste estudo, modelar e otimizar a atividade antioxidante de uma

mistura de compostos hidrossollveis (acido cafeico; acido carnosico e glutationa), e
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outra de compostos lipossoluveis (quercetina; rutina e genisteina), utilizando a

metodologia de superficie de resposta para alcancar esse objetivo.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes adquiridos da empresa Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO): Azo-iniciador AAPH ou 2,2’-Azobis (2-
methylpropionamidine) dihydrochloride 97% (44,091-4), acido linoléico 99%
(L1376), DPPH ou 2,2-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl (D9132), TBA ou 2-acido
tiobarbiturico 98% (T5500), BHT ou 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol 99% (1378),
TCA ou &cido tricloroacético 99% (T4885), TEP ou 1,1,3,3-Tetraethoxypropane
(T9889) e TPTZ ou 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (T1253). Polioxietileno sorbitan
monolaurate (Tween 20), acetato de soédio trihidratado e sulfato ferroso
heptahidratado (FeS0O,4.7H,0) foram obtidos da Labsynth Ltda (Diadema, SP).
Cloreto férrico hexahidratado (FeCls.6H,0) da marca Vetec Quimica Fina Ltda.
(Duque de Caxias, RJ), Dimetilformamida (DMF) da Mallinckrodt J.T.Baker
(Griesheim, Germany) e a Trapsol - B-cyclodextrin randomicamente metilada obtida
empresa Cyclodextrin Technologies Development Incorporation (High Springs, FL).
Os demais reagentes utilizados apresentaram grau de pureza analiticamente
compativel. As solucdes aquosas foram preparadas utilizando-se agua Milli-Q
(Millipore Ind. Com. Ltd, Jurubatubam, SP), enquanto os solventes organicos foram

| grau HPLC.
2.2 Preparo das solugdes e das misturas

Os antioxidantes hidrossollveis (glutationa, acido carnésico e acido cafeico)
foram dissolvidos em agua. A genisteina foi dissolvida em etanol. Rutina e
quercetina foram dissolvidas em agua e DMF na proporcao 1:1 (v/v). Todas as
solugdes foram preparadas numa concentracdo de 1 mmol/L. As solugdes foram
transferidas para um frasco de cor ambar, lacrados com nitrogénio e armazenados

em freezer (-25°C).
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Todas as misturas foram preparadas no momento de cada analise. A mistura
hidrossoluvel foi preparada a partir do acido cafeico - CAF (x4), acido carndsico -
CARN (x7) e glutationa - GLU (x3), enquanto para a mistura lipossoldvel utilizou-se
quercetina - QUE (x4), rutina - RUT (xz) e genisteina - GEN (x3). Para avaliar a
interacdo entre os antioxidantes, utilizou-se um planejamento de mistura ternaria do
tipo “centroide simplex”. A Tabela 1 apresenta o delineamento experimental aplicado
na avaliacao das duas misturas. Cada composto foi avaliado isoladamente, em
misturas binarias (dois a dois) e em misturas ternarias (1/3, 1/3, 1/3). Todas as

misturas foram preparadas a partir das solugoes na concentragao 1 mmol/L.

Tabela 1. Delineamento experimental “centréide simplex” utilizado na avaliagdo das misturas

hidrossoldvel e lipossoluvel.

Proporgoes aplicadas Volume (pL) de cada amostra em 100pL de solugao

HIDRO CAF CARN GLU

LIPO QUE RUT GEN
Ensaios (X1, X2,X3) X4 Xz X3
1 (1,0, 0) 100.0 0.0 0.0
2 (0,1, 0) 0.0 100.0 0.0
3 (0,0, 1) 0.0 0.0 100.0
4 (0.5, 0.5, 0) 50.0 50.0 0.0
5 (0.5, 0, 0.5) 50.0 0.0 50.0
6 (0, 0.5, 0.5) 0.0 50.0 50.0
7 (0.33, 0.33, 0.33) 333 33.3 33.3
8 (0.67,0.17, 0.17) 67.0 17.0 17.0
9 (0.17,0.67, 0.17) 17.0 67.0 17.0
10 (0.17, 0.17, 0.67) 17.0 17.0 67.0

Além das sete misturas utilizadas para a modelagem, trés pontos axiais foram

incluidos no planejamento para futura validagao da metodologia.
2.3 Avaliagao da atividade antioxidante através de diferentes metodologias

Todas as misturas foram preparadas, diariamente, a partir das solugoes
1 mmol/L, e a respectiva atividade antioxidante foi determinada através de trés
das cinco metodologias utilizadas na primeira fase, descritas previamente no

Capitulo 1 deste estudo.
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» Peroxidagao do 4cido linoléico em emulsao induzida pelo azo-iniciador 2,2’-azobis
(2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH) — LAOX, inicialmente proposto por
Axelrod et al. (1981); e conduzido de acordo com Castro et al. (2006b);

- Capacidade redutora do Fe*®/ Poder antioxidante - FRAP (Ferric reducing ability),

seguindo a metodologia descrita por Benzie & Strain (1996);

= Avaliagao do potencial antioxidante in vitro pelo método ORAC (Oxygen radical
absorbance capacity assay), utilizando-se o método descrito por Ou et al. (2001) e

modificado por Huang et al. (2005).

Ao avaliar a atividade antioxidante, utilizando-se os métodos LAOX e FRAP,
todas as misturas foram preparadas obtendo-se um volume final de 100 uL. Por
exemplo, na mistura hidrossoluvel pura, uma aliquota (100 pL) foi obtida a partir da
solugao preparada apenas com acido cafeico. Para as misturas binarias, uma
aliquota foi preparada usando-se 50 uL de acido cafeico € 50 uL de acido carnésico
e o mesmo procedimento foi adotado para preparo das demais misturas binarias.
Finalmente, para as misturas ternarias adotou-se 0 mesmo procedimento
misturando-se, nesse caso, 33.3 puL de cada solugado. O preparo das misturas foi
baseado no volume, pois todas as solugdes foram preparadas na concentragao

1 mmol/L.

Ja no método ORAC, as misturas foram inicialmente preparadas para um
volume final de 300 pbL, seguindo o mesmo procedimento das misturas puras,
binarias e ternarias descritos para os métodos LAOX e FRAP. A partir dessas
misturas, foram feitas seis novas diluigdes, e uma aliquota de 25 uL de cada diluigao

foi colocada na microplaca para analise pelo método ORAC.

Todos os resultados foram expressos em TE (pmol/L ou mmol/L), e os
calculos foram conduzidos conforme equagdes obtidas com trolox nas mesmas

condi¢oes das analises iniciais.
2.4 Analise estatistica

Os resultados obtidos para as misturas hidrossolivel e lipossolivel, nos

meétodos selecionados, foram expressos como média e desvio padrdo conjunto,
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submetidos ao teste de homogeneidade de variancias (Hartley test) e a analise de
variancia (ANOVA), uma vez que a variacao entre os ensaios € pressuposto basico

para aplicacao das técnicas de superficie de resposta.

Os ensaios contendo as misturas puras, binarias e a terciaria central (1 a 7)
foram utilizados para o ajuste dos modelos polinomiais através da técnica de
minimos quadrados. Partiu-se do modelo mais completo, cubico especial, no qual:
¥i= b1 X1+b2" X2 +b3"X3+b12 X1 X0+ D 13" X1 X3 +D23" XoX3+D123*X1Xox3. Onde: y; € a resposta

estimada; b;, o coeficiente estimado e x;, variaveis dependentes, sendo 1 > x; > 0,

i_xi =]
i=1 :

A qualidade do modelo foi avaliada pela ANOVA e a otimizagao segundo
Derringer & Suich (1980). A validacdo baseou-se em trés pontos axiais, para 0s
quais os resultados obtidos experimentalmente foram comparados aos resultados
estimados pelos respectivos modelos através do teste-t. Todas as analises

estatisticas foram conduzidas no software STATISTICA v.7 (Statsoft Inc., Tulsa, OK).

3 RESULTADOS

Nas Tabelas 2 e 3, encontram-se descritos os resultados de atividade
antioxidante das misturas hidrossoluveis e lipossoluveis, respectivamente, obtidos a
partir dos métodos FRAP, ORAC e LAOX, expressos como Trolox equivalente
(mmol/L TE ou umol/L TE). Diferengas significativas foram observadas entre as
misturas nos trés métodos (p<0.01), e, aléem de uma homogeneidade de variancia
nao significativa, essa € a condigao basica para que se possa submeter os

resultados a metodologia de superficie de resposta.
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Tabela 2. Delineamento experimental “centroide simplex” das amostras hidrossoluveis, e respectivos

valores de atividade antioxidante expressos em Trolox equivalente (mmol/L ou pmol/L TE)

Amostras’ Mistura Atividade antioxidante expressa em Trolox

equivalente (TE)

(X1 X2,X3)° FRAP ORAC LAOX
CAF (x1) (1,0,0) 1.75° 4.64° 0.56"
CAR (xy) (0,1,0) 0.06° 0.14° 0.59"
GLU (x3) (0,0,1) 0.037 0.30° 0.04°
CAF+CAR Vs, V5, 0) 1.07° 5.94° 0.68°
CAF+GLU (V2, 0, %) 2.21° 6.81" 0.20°
CAR+GLU (0, Y2, %) 0.05° 0.48° 0.03°
CAF+CAR+GLU (3B 1.54° 1.01 0.12°
DP - 0.85 2.36 0.26
p (homogeneidade de variéncia)3 - 0.052 0.063 0.684
p (ANOVA)® , - <0.001 <0.001 <0.001

"Valores expressos como media (n=3). Valores seguidos da mesma letra na mesma coluna nao
apresentam diferenga significativa (p>0.01).

ZSo/ugéo (1 mmol/L) de acido cafeico (CAF), acido carndsico (CAR) e glutationa (GLU)

*Valores de probabilidade obtida pelo teste Hartley (F max)

‘Valores de probabilidade obtidos pela ANOVA one-way
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Tabela 3. Delineamento experimental “centréide simplex” das amostras lipossoluveis,e respectivos

valores de atividade antioxidante expressos em Trolox equivalente (mmoVl/L ou umoi/l. TE)

Atividade antioxidante expressa em Trolox

Amostras’ Mistura
equivalente (TE)

(X1 X2X3)° FRAP ORAC LAOX
QUE (x1) (1,0,0) 3.26° 10.10° 0.44%
RUT (x2) (0,1,0) 2.39° 9.16" 0.51°
GEN (x3) (0,0,1) 0.04° 5.30° 0.05°
QUE+RUT (Va, V2, 0) 3.21° 4.19° 0.40%
QUE+GEN (V2, 0, Va) 1.91° 1.96° 0.16°
RUT+GEN (0, ¥, ¥4) 1.29° 1.28° 0.38°
QUE+RUT+GEN (1131313 2.33° 6.83° 0.49%°
DP - 0.98 272 0.14
p(homogeneidade de variéncia)3 - 0.204 0.523 0.292
p (ANOVA)* - <0.001 <0.001 <0.001

"Walores expressos como meédia (n=3). Valores seguidos da mesma letra na mesma coluna néo
apresentam diferenga significativa (p>0.01).

2So/ug:e":o (1 mmol/L) de quercetina (QUE), rutina (RUT) e genisteina (GEN) *Valores de probabilidade
obtida pelo teste Hartley (F max)

‘Valores de probabilidade obtidos pela ANOVA one-way

Em geral, a mistura de acido cafeico e glutationa apresentou maiores valores
de atividade antioxidante, quando analisada pelo método FRAP e ORAC; enquanto
a mistura de acido cafeico e carndsico mostrou o melhor resultado quando analisada
pelo método LAOX. Com relacao aos compostos lipossoluveis, observou-se que a
quercetina, quando isolada ou misturada a rutina apresentou melhor atividade
antioxidante pelo método FRAP. Entretanto, a mistura contendo gquercetina e rutina
apresentou uma resposta antagbnica no metodo ORAC (4.19 umol/L), quando
comparada a resposta individual desses compostos (10.10 umol/L para a quercetina
e 9.16 umol/L para a rutina). Todas as combinagdes, envolvendo quercetina e rutina,
apresentaram melhores valores de atividade antioxidante, quando submetidas ao
metodo LAOX.
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A Tabela 4 apresenta os coeficientes dos modelos polinomiais ajustados a
mistura hidrossoluvel. A qualidade de ajuste dos modelos foi avaliada através da
ANOVA (significancia dos modelos e falta de ajuste), coeficiente de determinacdo R?
e, principalmente, por meio da comparagao entre valores estimados e observados

nos trés pontos axiais.

Tabela 4. Coeficientes dos modelos polinomiais (zDP) para amostras hidrossolUveis e avaliagao da

qualidade do ajuste do modelo

Coeficientes dos modelos polinomiais FRAP ORAC LAOX
CAF (B1) 1.75+0.02 4.64 +0.05 0.56 + 0.01
CAR (B2) 0.06 £ 0.02 0.14+0.04 0.59+£0.01
GLU (Bs) 0.04£0.02 0.30£0.03 0.04 + 0.01
CAF x CAR (B12) 0.66+0.10 14.19+£0.22 0.41£0.05
CAF x GLU (B13) 5.25+0.10 17.34£0.25 -0.41 £ 0.06
CAR x GLU (B23) - 1.03+£0.17 -1.12+0.04
CAF+CAR+GLU (B123) 7.09+£0.64 -116.18 £ 1.32 -4.01+0.37
p (modelo) <0.001 <0.001 <0.001

p (falta de ajuste) 0.838 FD? FD?

R? Ajustado 0.9984 0.9989 0.9972
Valores observados para a mistura (2. 16.16)' 1.76 £0.05 3.36 + 0.07 0.18+0.02
Valores previstos para a mistura (23, 1/6,18) 1.97 4.55 0.37
Teste T para mistura (23, 16.1/6) 2 0.111 <0.001 0.055
Valores observados para a mistura (1. 273.16)" 0.83+0.04 498 +0.07 0.55+0.04
Valores previstos para a mistura (16, 213.156) 0.69 0.94 0.33
Teste T para mistura (s, 2/3,1/6)2 0.031 <0.001 0.105
Valores observados para a mistura (1, /6.2/3)" 217 £0.01 499+ 0.09 0.09 + 0.04
Valores previstos para a mistura (16, 16,2:3) 1.06 1.28 0.01
Teste T para mistura (ys, 1/6'2/3)2 <0.001 <0.001 0.176

;Va/ores expressos como média + DP (n=3) para a mistura contendo CAF+CAR+GLU
Teste-t
? Grau de Liberdade n3o foi suficiente para determinar a falta de ajuste do modelo polinomial
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O modelo cubico, obtido para as misturas hidrossoluveis, foi ajustado para os
resultados obtidos com a analise FRAP. Embora esse modelo nao tenha
apresentado falta de ajuste significativa (p=0.838) e tenha apresentado um R?
elevado (Rad,-2 = 0.99), foi observada diferenga significativa estimando-se o 3° ponto
axial (1/6, 2/3 e 2/3), no qual o valor estimado (1.06 umol/L) diferiu significativamente
do valor observado (2.17 pmoI/L-). Desta forma, considerou-se que o modelo nao
apresenta capacidade preditiva. A mesma situacao foi observada no modelo
ajustado para os resultados obtidos pelo metodo ORAC, no qual foram observadas
diferencas significativas entre todos os valores estimados e valores obtidos nos
pontos axiais. A homogeneidade de variancia desses dados (Tabela 1) ficaram bem
proximas de valores criticos (0.05), sinalizando dificuldade no ajuste do modelo
polinomial. N&o foi possivel avaliar a falta de ajuste para o modelo cubico ajustado
aos rsultados obtidos no método LAOX, uma vez que todos os ensaios foram
utilizados na construcdo do modelo. Entretanto, neste ultimo caso, nao foi observada
nenhuma diferenca entre os valores observados experimentalmente e os valores
estimados nos trés pontos axiais, sugerindo a capacidade preditiva do modelo. Com
base nesses resultados, foi realizada a otimizagdo considerando-se apenas o
modelo ajustado para os resultados do método LAOX, para o que foi confirmado a

capacidade preditiva:
}7: 0.56 x1+ 0.59 xo+ 0.04 x5 + 0.41 x1x2 — 0.41 x1x3— 1.12 Xox3— 4.01 X1X2X3,

A Figura 1 apresenta a superficie de resposta obtida a partir das misturas
analisadas pelo método LAOX. Foi possivel observar que um melhor resultado seria
obtido a partir da mistura de acido cafeico com acido carnosico. A otimizagao do
modelo LAOX (Figura 2) sugeriu que a mistura de 47% de acido cafeico e 53% de
acido carnodsico apresentaria uma resposta de atividade antioxidante de 0.68

mmol/L, resultando no sinergismo entre esses dois compostos nessas proporgoes.
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Figura 1. Curva de contorno ilustrando o efeito das proporgdes na atividade antioxidante do acido
cafeico (CAF), acido carnésico (CARN) e glutationa (GLU) avaliadas a partir de inibigado da oxida¢do
utilizando-se micelas preparadas com acido linoléico (método LAOX), expresso em Trolox equivalente

(mmol/L TE).
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Figura 2. Graficos dos valores estimados e maximizagao da atividade antioxidante avaliada pela
inibicdo da oxidacgao utilizando micelas preparadas com acido linoléico (método LAOX), expresso em

Trolox equivalente (mmol/L TE), referindo-se as misturas contendo acido cafeico (CAF), acido
carnosico (CAR) e glutationa (GLU).

Os modelos polinomiais derivados das misturas lipossoluveis estao descritos
na Tabela 5. Em nenhum dos modelos houve suficientes graus de liberdade para
analise da falta de ajuste. O modelo polinomial cubico ajustado aos resultados
obtidos, a partir da metodologia FRAP, apresentou a melhor qualidade de ajuste.
Nao foi observada diferenca estatistica significativa entre os valores experimentais e
os valores estimados para os trés pontos axiais, sendo a diferenca entre esses
valores muito reduzida (3.05 vs. 2.93; 2.40 vs. 243 e 1.28 vs. 1.22 mmol/L). No
metodo ORAC, foi observada diferenca estatisticamente signicativa entre os
valores experimentais e os valores estimados apenas em um dos trés pontos
(9.3 vs. 6.64 mmol/L). O mesmo foi observado no método LAOX, no qual observou-
se diferenga significativa entre os valores experimentais e os valores estimados
apenas no 3° ponto axial (0.50 vs. 0.28 mmol/L). Uma vez que apenas modelos com
capacidade preditiva devem ser utilizados para otimizagdo o modelo polinomial

cubico baseado nos dados obtidos no método FRAP foi selecionado para a
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otimizagao: y = 3.26 x1 + 2.39 x, + 0.04 x3 + 1.51 xxo + 1.03 x4x3 + 0.29 xox3 + 3.20

X1X2X3,

Tabela 5. Coeficientes dos modelos polinomiais (*DP) para amostras lipossollveis e avaliagdo da

qualidade de ajuste dos modelos.

Coeficientes dos modelos polinomiais FRAP ORAC LAOX

QUE (B4) 3.26 +0.03 10.10 £ 0.23 0.44 + 0.02
RUT (B,) 2.39+ 0.03 9.16 £ 0.20 0.51 £0.03
GEN 833) 0.04 £ 0.03 530£0.18 0.05 £ 0.03
QUE x RUT (Bs2) 1.51+0.13 -21.74 £0.92 -0.30 £0.12
QUE x GEN (B13) 1.03+£0.13 -22.95 £1.07 -0.33 £ 0.12
RUT x GEN (B33) 0.29£0.13 -23.77 £1.23 0.40 £ 0.11
QUE x RUT x GEN (By23) 3.20 £0.91 168.94 + 7.21 483 +£0.85
p (modelo) <0.001 <0.001 <0.001

p (falta de ajuste) FD? FD’ FD?

R® Ajustado 0.9982 0.9814 0.9481
Valores observados para a mistura (o, 1/6,1/5)1 3.05 + 0.07 9.30+047 0.30+0.09
Valores previstos para a mistura (s, 1/6.1/6) 2.93 6.64 0.42
Teste T para mistura (x3. 1/6.16) ° 0.098 0.010 0.170
Valores observados para a mistura (s, 2z 1s)’ 2.49+0.10 6.57 + 0.52 0.38 +0.08
Valores previstos para a mistura (16, 23.16) 2.43 6.10 0.51
Teste T para mistura (v, 2/3,116)° 0.386 0.262 0.092
Valores observados para a mistura (vs, 1.2:) 1.28 +0.09 3.97 0.32 0.50 + 0.01
Valores previstos para a mistura {16, 1/6,2/3) 1.22 4.07 0.28
Teste T para mistura (1s, 1/6.213)° 0.326 0.592 0.019

TValores expressos como media + DP (n=3)para a mistura contendo QUE+RUT+GEN
Teste-t
% Grau de Liberdade néo foi suficiente para determinar a falta de ajuste do modelo polinomial

A Figura 3 apresenta a superficie de resposta gerada pelos resultados
obtidos através do método FRAP, enquanto a Figura 4 apresenta a proporgao ideal

dos compostos otimizados a partir da metodologia descrita por Derringer & Suich
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(24). Neste caso, sugere-se que uma mistura contendo 67% de quercetina e 33% de

rutina poderia maximizar a atividade antioxidante (3.31 mmol/L).

GEN
0,00 .1,00

mmol/L TE

l

s

B 2
0.00 115

1,00 = .
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 = (1) 5

QUE RUT

Figura 3. Curvas de contorno ilustrando o efeito das diferentes proporgdes de quercetina (QUE),
rutina (RUT) e genisteina (GEN) avaliadas pelo método FRAP, expressos em Trolox equivalente
(mmol/L TE). '
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Figura 4. Graficos dos valores estimados e desejaveis de atividade antioxidante avaliada pelo método
FRAP e expresso em Trolox equivalente (mmol/L TE), baseando-se nas misturas contendo quercetina
(QUE), rutina (RUT) e genisteina (GEN).

4 DISCUSSAO
* Por que nao foi possivel ajustar modelos polinomiais para todos os resultados?

A MSR é uma técnica estatistica que permite visualizar todas as respostas
estimadas para todas as possiveis combinacoes entre as variaveis através de um
grafico de superficie. Assim, um dos pressupostos, para modelar uma superficie em
funcao da variacao das variaveis selecionadas, € que os resultados observados nos
ensaios apresentem diferenca estatistica. Isto significa que os valores de p obtidos a
partir da ANOVA one-way devem ser menores que 0.05. Esse critério inicial foi
obtido nas seis anadlises feitas neste estudo (Tabelas 1 e 2). Apds confirmar a
variacao dos resultados, é possivel realizar o ajuste matematico do modelo visando
explicar seu comportamento. Porém, quando estdo sendo avaliadas reacoes
quimicas de novos compostos, € comum que nao se consiga adequar nenhum

modelo matematico aos dados experimentais. Isto ndo significa que os dados
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estejam incorretos, mas que o comportamento quimico requer um modelo mais
complexo do que os modelos polinomiais que estdo sendo ajustados. Neste
trabalho, os melhores resultados, em termos de modelagem, foram observados com
os resultados da mistura hidrossoluvel, obtida a partir do método LAOX, e com os
resultados das misturas lipossolUveis obtidos no método FRAP. A excelente
modelagem obtida no método LAOX para as misturas hidrossoluveis pode ser
explicada pelo carater hidrofilico do azo-iniciador (AAPH), usado nessa metodologia.
Nesse caso, o composto hidrossoluvel localiza-se na mesma fase que o radical
gerado pelo AAPH.

A oxidagao lipidica ndo pode ser estimada, simplesmente, utilizando-se
metodologias in vitro. Entretanto, varios compostos tém apresentado alta correlagao
entre a atividade antioxidante avaliada in vifro, e avaliado em métodos mais
complexos, como métodos que utilizam matrizes alimenticias. Por exemplo, o
eritorbato de sédio, um composto sintético bastante utilizado como antioxidante em
salsichas, apresenta alta atividade antioxidante, quando avaliado pelos métodos
FRAP e DPPH (CAPITANI et al., 2009a). O método FRAP depende da reagao do
complexo TPTZ-Fe*® com o antioxidante em condi¢des néo fisioldgicas (pH 3.6).
Nenhum radical oxigénio esta envolvido e o método nao reage com compostos do
tipo tiol como a glutationa (OU et al., 2001). Nos metodos LAOX e ORAC, a
variabilidade dos resultados pode ter sido causada por limitacao de solubilidade dos

compostos lipossoluveis no meio contendo um azo-iniciador (AAPH).

O ideal de proposta sugerida neste estudo era de otimizar as misturas
avaliadas em todas as metodologias. Para isso era necessario que todos os modelos
aparesentassem capacidade preditiva. Um rigoroso critério foi aplicado na avaliagao
da qualidade dos modelos. Essa pratica, em geral, nao precisa ser utilizada na area
de ciéncia dos alimentos, pois 0 objetivo &, muitas vezes, de discutir o efeito das
variaveis na avaliacao da resposta. No entanto, neste trabalho, uma alta capacidade
preditiva foi exigida, pois a proposta era otimizar a propor¢ao dos compostos e,
consequentemente, utilizar, futuramente, a mistura otimizada em uma matriz

alimenticia.
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= Porque foi observado sinergismo entre acido cafeico e acido carnésico quando

aplicados em micelas?

Sinergismo, antagonismo ou efeito aditivo tém sido bastante relatados pelos
estudos que avaliam a atividade antioxidante de misturas contendo compostos
fendlicos (IACOPINI et al., 2008; HEO et al., 2007; MEYER et al., 1998) ou nao
fenolicos (CASTRO et al., 2006a). Os antioxidantes podem quimicamente reduzir um
ao outro, atuando em sinergismo para eliminar espécies reativas, € esse exemplo &
classicamente conhecido pela mistura de ascorbato, a-tocoferol e glutationa (BOOT

et al., 2008).

Diversos fatores estao envolvidos na atividade antioxidante de compostos
fenolicos, tais como grau de atragao pelo grupamento OH (ERKAN et al., 2008) e a
presenca de duplas ligac¢oes e grupos cetonicos (RICE-EVANS et al., 1996). Quando
aplicados em emulsdoes ou micelas, outros fatores, tais como pH, presenca de
metais de transigdo e tipo de emulsificante influenciam a resposta antioxidante
(SORENSEN et al., 2008). Neste estudo a mistura preparada com acido cafeico e
acido carnosico avaliada pelo método LAOX (micelas preparadas com acido
linoléico), apresentou sinergismo, quando comparada a atividade antioxidante dos

compostos isolados (Figura 1).

O acido cafeico (3,4- acido dihidroxicinamico) é um acido fendlico (Figura 5)
que apresenta eficiente atividade antioxidante agindo como doador de hidrogénio
para o azo-iniciador, assim como agente quelante de ions ferroso a partir de suas
hidroxilas (HORN et al., 2009; GULCIN, 2006). A atividade antioxidante do alecrim &
atribuida a presenca de acido carnésico, de carnosol e de acido rosmarinico. O
acido carnésico (Figura 5) é um diterpeno fendlico que contém 2 grupos OH-
adjacentes ligados a um grupamento carboxila adjcente (ERKAN et al., 2008). Dusch
et al. (2008), atribuiu a inibigdo da formacao de hidroperdéxidos em oleo de peixe,
devido a presenga de tocoferol e extrato de alecrim rico em acido carnésico,
enquanto o sinergismo ocorreu em consequéncia da redugao dos radicais

tocoferoxilas pelo acido carnésico.

Ainda nao existe uma hipdtese para explicar a interacao positiva que ocorreu

no sistema formado por micelas. Porém, sabe-se que pequenas mudanc¢as na
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estrutura molecular dos compostos poderiam modificar, drasticamente, a sua
atividade antioxidante, pois levam a alteragdo de solubilidade e reatividade. Como
exemplo, pode-se citar o 4-hidroximetil-2,6-di-terc-butilfenol, que contém apenas
uma hidroxila a mais do que o BHT, mas apresenta uma maior solubilidade e
atividade na superficie (CHAIYASIT et al., 2005). E possivel que essa diferenca
promova um maior acesso ao azo-iniciador. Exemplificando, pode-se dizer que o
carater hidrofilico do acido cafeico e do acido carndsico permite que esses acidos
localizem-se na mesma fase em que se encontra o azo-iniciador (AAPH). Assim, o
antioxidante poderia doar atomos de hidrogénio diretamente para o radical peroxila
(ROO*) formado a partir da reacao do AAPH com o acido linoléico. Ambas situagoes
poderiam contribuir para a reducdo da concentracao de TBARS, mensurada no
método LAOX. Entretanto, sdo necessarias mais pesquisas para explicar os reais
mecanismos envolvidos nesse efeito, incluindo alterac&o no potencial de redugao na

presenga dos dois compostos.

= Porque foi observado sinergismo na atividade radical-scavenger entre quercetina

e rutina?

A quercetina (3,3,4°,5,7-pentahidroxiflavona) € um dos flavonoides mais
abundantes em frutas e vegetais, ocorrendo nas formas de agliconas e glicosideos.
A rutina (quercetina-3-ramnosil glicosideo) € uma das quercetinas mais comuns e foi
descoberta primeiramente no grao de trigo (WACH et al., 2007; YANG et al., 2008).
A atividade antioxidante da quercetina & atribuida, principalmente, a presencga de
dois farmacoforos em sua molécula (Figura 5), que torna a sua estrutura e
configuracao excelentes para a atividade radical scavenger (grupo catecol no anel B
e grupo OH na prosigao 3 do anel A) (HEIJNEN et al., 2002).
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Figura 5. Estrutura molecular dos compostos utilizados para preparo das misturas hidrossoluveis e

lipossoluveis

A eficiéncia antioxidante dos polifendis depende da capacidade em doar
atomos de hidrogénio, que estad diretamente relacionada ao numero de
residuos hidroxila da estrutura (TURAN et al., 2008; CHAIYASIT et al., 2005).
Isso explica a baixa atividade da genisteina, quando comparada com a rutina e
quercetina. O modelo polinomial otimizado na Figura 4, mostra que em menor
concentragao a rutina melhora o poder redutor da quercetina, sugerindo que a
interacao desses dois compostos depende fortemente da proporgdo de cada
um na mistura. A principio, se apenas a combinagao binaria (1:1) for
analisada, nenhum sinergismo teria sido verificado. No entanto, aplicando a
MSR foi possivel identificar a proporgao entre os dois compostos que resultou

em efeito sinérgico da atividade antioxidante:

y=3.26(1.0) = 3.26 mmol/L, onde x; =1, x2=0¢e x3=0;,
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y =2.39(1.0) =2.39 mmol/L, onde x; =0, x,=1ex3=0; e

y=3.26 (0.67)+ 2.39 (0.33) + .51 (0.22) = 3.31 mmol/L, onde x; = 0.67,
X>=0.33ex3=0.22

Outro importante fator associado a este estudo foi a utilizagdo da mesma
concentracao molar das solugdes nas analises (1.0 mmol/L), permitindo assim a

melhor comparacao dos resultados.

As avaliagOes realizadas neste estudo sao insuficientes para explicar a razao
pela qual a mistura de quercetina e rutina resultou em uma interacao positiva no
poder redutor do ferro (Fe+3). Porém, conforme explicado, anteriormente, para os
compostos hidrofilicos, pequenas diferencas em sua estrutura molecular podem
alterar significativamente a solubilidade assim como a presenca de diferentes
moléculas altera o potencial redutor do meio. A solubilidade pode influenciar o
acesso ao sitio de acao e, consequentemente, alterar o nivel de interagcao entre o

antioxidante e o indutor da oxidagao.

5 CONCLUSOES

Modelos cubicos foram ajustados aos dados experimentais obtidos a partir da
avaliacao da atividade antioxidante de misturas de compostos hidrossoluveis pelo
método LAOX e para misturas lipossoluveis pelo método FRAP. Este estudo
confirmou a hipdtese de que a interagao entre compostos naturais depende
fortemente da razao dos compostos na mistura. A otimizacdo do modelo polinomial
sugeriu que as misturas contendo 47% de acido cafeico e 53% de acido carndsico
ou 67% de quercetina e 33% de rutina apresentaram sinergismo, torando essas
combinagbes potencialmente interessantes para futura aplicacao em matrizes
alimenticias. Além da redugao no custo, o uso de misturas pode proporcionar
beneficios sensoriais que devem, sempre, ser considerados em aplicagao com

alimentos.
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APLICAGAO DE MISTURAS OTIMIZADAS DE COMPOSTOS FENOLICOS NA
ESTABILIDADE OXIDATIVA DE SALSICHAS

RESUMO

A eficiéncia de compostos naturais, em prevenir a oxidagao lipidica em
associada ao desenvolvimento de alimentos funcionais, tem despertado grande
interesse em produtos com reduzido teor de aditivos ou adicionados de substancias
naturais, consideradas bioativas. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi aplicar
diferentes propor¢coes de misturas contendo antioxidantes naturais numa emulsao
alimenticia (salsicha) e avaliar a viabilidade de substituigao do eritorbato de sédio
pela combinacao desses compostos. A atividade antioxidante dessas misturas foi
previamente avaliada por diferentes métodos in vitro e a propor¢cao entre o0s
compostos foi determinada através da metodologia de superficie de resposta (MSR).
As misturas otimizadas sugeriram sinergismo entre os compostos acido cafeico +
acido carnosico (47% + 53%) ou quercetina + rutina (67% + 33%). Essas misturas
foram aplicadas em uma emulsao carnea (salsicha) na concentracao final de 500 e
800 mg/Kg. A amostra controle foi preparada com eritorbato de sddio (500mg/Kg), e
os parametros de oxidagao, pH, textura, cor, atividade de agua, caracteristicas
sensoriais e microbiologicas dos produtos finais foram determinados durante o shelf
life (45 dias). Em relacao a estabilidade oxidativa, ambas misturas (lipossoluvel e
hidrossoluvel) em ambas dosagens (500 e 800 mg/Kg), apresentaram menores
concentracoes de TBARS que a amostra formulada com o antioxidante artificial
(eritorbato de sodio) durante o shelf life, porém, os compostos fendlicos nao
apresentaram eficiéncia na fixagao da cor durante o processo de cura. Utilizando-se
os resultados de analise sensorial como critério de viabilidade, pode-se afirmar que a
amostra preparada com a mistura quercetina + rutina na proporgao 500mg/Kg
apresentou-se como melhor alternativa em substituir o eritorbato de s6dio em

formulacoes de salsichas tipo hot dog.

Palavras-chave: antioxidantes, fendlicos, eritorbato de sodio, MDA, analise sensorial.
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1 INTRODUGAO

Salsichas sao emulsdes preparadas a base de carne, gordura animal, ervas,
especiarias e outros aditivos, tais como emulsificantes e conservantes, amplamente
consumida em varios paises. Devido ao seu formato e forma de embalagem sao
classificadas como produtos embutidos. Do ponto de vista nutricional, € uma
importante fonte de proteina de alto valor biolégico (BERIAN et al.,, 2000). A
fabricacdo de embutidos, de forma geral, representa um importante segmento da
indastria de carnes. No Brasil, seu consumo substitui outras fontes protéicas devido
ao custo relativamente inferior, ao prego acessivel de algumas marcas e a
praticidade no preparo (MELO FILHO et al., 2004). De acordo com o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), através da Pesquisa de Orgamento
Familiar (POF), realizada no periodo de 2002 a 2003, a participagao relativa de
carnes no total de calorias da populagao brasileira representou 11.8%, sendo que 0s

embutidos representaram 2.9% desse consumo.

Emulstes carneas podem ser definidas como uma suspensao coloidal
complexa formando um sistema bifasico que consiste em uma dispersao sélida
(finas particulas de gordura) em um liquido (matriz ou solugao aquosa de sais e
proteinas), na qual o solido ndo é naturalmente miscivel (SCHUT, 1976; OLIVO,
2006). O alto teor de lipideos em embutidos favorece a oxidagao, levando a
producao de compostos indesejaveis que alteram suas caracteristicas sensoriais
(ORDONEZ et al., 1999; ZANARDI et al., 2004). A oxidagdo em excesso reduz a
aceitagao por parte dos consumidores, degrada vitaminas, acidos graxos essenciais
e gera compostos toxicos prejudiciais ao organismo humano (ZANARDI et al., 2004;
ANSORENA & ASTIASARAN, 2004).

Em matrizes alimenticias, nas quais os lipideos estido dispersos na forma de
gotas emulsionadas, ainda nao existe consenso sobre o real mecanismo da
oxidagao lipidica. Segundo Frankel (2005), nesse tipo de sistema pode ocorrer a
chamada “oxidagao interfacial’, ou seja, complexas interagtes entre os constituintes
do sistema lipidico multifasico que podem ser favorecidas pela taxa de difuséo do
oxigénio e sua interagao com acidos graxos insaturados, metais e radicais dispersos

nos compartimentos desse sistema coloidal.
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Sendo assim, o uso habitual de aditivos sintéticos ou artificiais visa reduzir a
oxidagao, prevenir o desenvolvimento de microorganismos e aumentar o shelf life.
No entanto, alguns antioxidantes sintéticos tradicionalmente utilizados pela industria
alimenticia, tais como o BHT (butildihidroxitolueno), o BHA (butildihidroxianisola), o
TBHAQ (terc-butilhidroquinona) o eritorbato de sddio e o EDTA (acido etileno diamino
tetra-acético), sdo proibidos em paises como Canada e paises da Uniao Européia,
devido ao potencial efeito carcinogénico decorrente do uso continuo desses aditivos
em alimentos (BOZKURT, 2006; SEBRANEK et al., 2005).

Atualmente, os consumidores tém buscado alimentos organicos, produtos
com presenca de ingredientes bioativos e com reduzido teor de aditivos no roétulo.
Assim, diferentes tecnologias tém sido avaliadas em busca da condigao ideal para
conservacdo dos nutrientes e aumento do shelf life (VALENCIA et al., 2007,
VALENCIA et al., 2008; ZANARDI et al., 2004; RUBIO et al., 2008; MARINOVA et
al., 2009). Dessa forma, os antioxidantes naturais destacam-se como substitutos
eficientes que podem ser aplicados com a finalidade de retardar ou inibir a oxidagao,
e, ainda, apresentar carater funcional relevante. Alguns compostos naturais
utilizados em alimentos podem, ainda, reduzir os riscos do desenvolvimento de
doengas, tais como as doengas cardiovasculares e o cancer (BOZKURT, 2006;
VALENCIA et al., 2008), quando consumidos em dose adequada como parte de uma

alimentacao saudavel.

O extrato de alecrim (Rosmarinus oficinalis L.), por exemplo, € um dos
antioxidantes naturais mais eficientes e mais utilizados pela industria. Sua atividade
deve-se a presencga de diferentes diterpenos fenolicos em sua composicdo, tais
como carnosol, acido carnosico, rosmanol, entre outros que possuem agao chain-
breaking (ARUOMA et al., 1992). Além do alecrim, os tocoferois e os carotenoides,
também, sao compostos naturais que apresentam capacidade antioxidante,
comportando-se como chain-braking ou como inibidores (quenching) de oxigénio
singlete (FRANKEL, 2005).

Apesar da eficiéncia dos antioxidantes naturais, em inibir ou prevenir o
processo de oxidagao, ainda, nao existe um consenso sobre a concentragao ideal
para sua aplicagcao em produtos alimenticios. Estudos citados em um artigo

publicado por Georgentelis et al. (2007), recomendam o uso do extrato de alecrim
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entre 200 e 1000 mg/Kg em diversos alimentos, sendo que 1000 mg/Kg apresentam
a mesma eficiéncia que o BHA e o BHT (0.01 ppm) em salsichas pré-cozidas e
congeladas. Valencia et al. (2008) observaram que 200 mg/Kg de catequinas de cha
verde ou de extrato de antioxidantes do café verde apresentaram atividade
antioxidante equivalente aos antioxidantes artificiais usualmente empregados em

salsichas, tais como eritorbato de sodio, BHA e BHT.

A combinagao de dois ou mais antioxidantes, em um mesmo sistema, pode
resultar em sinergismo, pois cada composto pode atuar através de diferentes
mecanismos (BECKER et al., 2007). O sinergismo pode se traduzir em vantagem
econbmica, uma vez que o mesmo resultado pode ser alcangado com
concentragoes menores que aquelas utilizadas com os compostos isolados. Extratos
de plantas, por exemplo, podem conter mais de um composto antioxidante
apresentando melhor atividade, quando comparado com uma substancia
isoladamente (ERKAN et al., 2008). Se a matriz alimenticia for uma emulsao, a
diferenca de solubilidade dos compostos e a natureza da interface podem levar ao
sinergismo e a melhoria da atividade antioxidante (FRANKEL, 2005). Em emulsoes,
contendo metais como ferro, a oxidagao pode ser retardada pela presenca de
agentes quelantes soluveis na fase aquosa, como o EDTA, que interage com o
metal e previne o seu acesso ao substrato lipidico emulsificado (MC CLEMENTS et
al., 2000). Em salsichas e maioneses a aplicacao de uma mistura de compostos
hidrofilicos e lipofilicos pode agir em sinergismo uma vez que o posicionamento
desses compostos pode acontecer na interface ou perto da interface o6leo-agua
(BECKER et al., 2007; ERKAN, 2008) da emulsao

Em um estudo anterior, diferentes compostos foram classificados de acordo
com a atividade antioxidante através de cinco metodologias in vitro (CAPITANI et al.,
2009a). Como base nos resultados obtidos, nesse estudo, foram selecionados trés
compostos naturais hidrossoluveis e trés lipossoluveis. A atividade antioxidante
dessas duas misturas foi modelada e otimizada através da metodologia de superficie
de resposta (MSR), utilizando-se novamente ensaios in vitro para essa avaliagao
(Capitani et al., 2009b). Apds analise dos resultados e a partir das proporgoes
otimizadas in vitro para os trés compostos hidrossoluveis e lipossoluveis, o objetivo

do presente estudo foi aplicar essas propor¢cées numa emulsao alimenticia (salsicha)
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e avaliar a viabilidade de substituicao do atual composto sintético utilizado como

antioxidante (eritorbato de sbédio) pela combinacao desses compostos naturais.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Matéria-prima e producgao das salsichas

As salsichas foram elaboradas utilizando-se carnes frescas (quarto dianteiro
moido, toucinho, pele de frango e carne de frango mecanicamente separada)
obtidas a partir de industrias locais. A proteina texturizada de soja (NL1000) foi
obtida da empresa Exin Ind. Com. Ltd. (Massaranduba, SC). Os padrbes de
antioxidantes utilizados: acido cafeico (C0625), rutina (R5143) e quercetina (Q0125)
foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) e o acido carnésico (60%) foi
adquirido da empresa Hunan Geneham Biomedical Technology Ltda (Changsha -
China). O eritorbato de sédio foi, gentilmente, cedido pela empresa Kienast &
Kratschmer Ltda (KRAKI, Santo André, SP).

A selecao dos antioxidantes utilizados em cada formulagao baseou-se em um
estudo anterior no qual foram elaborados dois tipos de misturas (CAPITANI et al.,
2009b), sendo uma com antioxidantes hidrossoluveis (acido cafeico, acido carnésico
e glutationa) e outra com lipossoluveis (quercetina, rutina e genisteina). A atividade
antioxidante das misturas puras, binarias e ternarias foi avaliada por diferentes
métodos in vitro. Em seguida, utilizou-se a metodologia de superficie de resposta
(MSR) para otimizag&o das proporgdes entre os compostos das misturas. O modelo
otimizado sugeriu a utilizagao de uma mistura hidrossoluvel (H) contendo 47% de
acido cafeico e 53% de acido carndsico ou de uma mistura lipossoluvel (L) com 67%
de quercetina e 33% de rutina, as quais apresentaram sinergismo na atividade

antioxidante.

A concentracao de compostos, aplicada as formulacoes, foi baseada em
dados de trabalhos recentes que recomendam a utilizagao de antioxidantes naturais
em proporgoes que variam entre 200 a 1000 mg/Kg (SEBRANEK et al.,, 2005;
GEORGENTELIS et al., 2007; VALENCIA et al., 2008), como substituto eficiente de
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antioxidantes artificiais. Assim, neste estudo, optou-se por utilizar duas
concentracoes de cada mistura, ou seja, 500 mg/Kg (H500 e L500) e 800 mg/Kg
(H800 e L800). Portanto, para alcangar a concentragdo minima de antioxidantes
hidrossoluveis (H500), mantendo a proporcao de 47% de acido cafeico e 53% de
acido carnosico, adicionou-se 237 mg/Kg de acido cafeico em po (99% de pureza) e
440 mg/Kgg de acido camaosico (60,7% de pureza). Ja para a concentracao de 800
mg/Kg (H800), adicionou-se 380 mg/Kg de acido cafeico e 700 mg/Kg de éacido
carndsico. Os dois compostos usados, para as misturas lipossoltveis, eram padroes
com 99% de pureza. Dessa forma, para a concentracdo de 500 mg/Kg (L500)
utilizou-se 340 mg/Kg de quercetina e 170 mg/Kg de rutina, seguindo o modelo
otimizado, que indicou 67% de quercetina e 33% de rutina como sinergismo. Para a
concentracdo maxima de 800 mg/Kg foram adicionados 540 mg/Kg de quercetina e
270 mg/Kg de rutina. Para o controle com eritorbato de sodio (CT), utilizou-se a

concentracao de 500 mg/Kg, usualmente empregada em embutidos.

Foram produzidos 7.0 Kg de cada amostra de acordo com a formulagao
sugerida pela equipe técnica da empresa Kienast & Kratschmer Ltda (KRAKI, Santo
André, SP) (Tabela 1), e com base na legislagao especifica para salsichas tipo hot
dog (BRASIL, 2000; BRASIL, 2007). De acordo com essas Instrucoes Normativas,
as salsichas devem conter uma concentragao minima de 12% de proteina e maxima
de 30% de gordura, além de um maximo de 2% de amido, maximo de 7% de
carboidratos totais e um limite maximo de 60% de carne mecanicamente separada
(CMS). A Tabela 2 apresenta a composigao centesimal das matérias-primas
utilizadas para manufatura das salsichas, tomando-se a amostra CT como exemplo
de célculo. A CMS, a pele e o toucinho representaram 55% da composicao das
amostras e a concentragdo de malto-dextrina variou entre 1.0 g/100g e 0.97 g/100g
de acordo com a adicao de antioxidantes. Seguindo-se essa formulagao, a
concentracao de carboidratos, proteinas e lipideos foi mantida de acordo com a
recomendacao especifica do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 2000) e Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,
2007).
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Tabela 1. Formulagéo das amostras de salsichas (g/100g).

INGREDIENTES cT® H500° L500° H800° L8o0o0"
CMS’de aves 45,000 45,000 45,000 45,000 45,000
Pele de frango 5,000 5,000 5,000 5,000 5,000
Dianteiro bovino limpo 28,000 28,000 28,000 28,000 28,000
Gordura suina (toucinho) 5,000 5,000 5,000 5,000 5,000
Gelo 5,664 5,664 5,664 5,664 5,664
Sal refinado 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Proteina texturizada de soja 4,000 4,000 4,000 4,000 4,000
Fécula de mandioca 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000
Nitrato de sédio 0,030 0,030 0,030 0,030 0,030
Nitrito de s6dio 0,006 0,006 0,006 0,006 0,006
Tripolifosfato de soédio 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250
Condimento salsicha S° 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Lactato de sodio 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000
Eritorbato de Sédio 0,050 - - - -
Cafeico - 0,024 - 0,038 -
Carnosico - 0,044 - 0,070 -
Quercetina - - 0,034 - 0,054
Rutina - - 0,017 - 0,027
Malto-Dextrina 1,000 1,000 1,000 0,970 0,970
TOTAL 100,000 100,000 100,000 100,000 100,000

*CT: controle elaborado com 500 mg/Kg de eritorbato de sédio

b Formulagbes preparadas com a mistura hidrossoluvel e lipossoluvel na dosagem de 500 mg/Kg.
‘Formulagbes preparadas com a mistura hidrossolivel e lipossoluvel na dosagem de 800 mg/Kg.
ICMS: Carne mecanicamente separada

*Condimento padréo para salsichas elaborado pela empresa Kienast & Kratschmer Ltda (KRAKI,
Santo André, SP)
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As salsichas, desse experimento, foram elaboradas em um mesmo dia na
planta piloto da empresa Kienast & Kratschmer Ltda. (Santo Andre, Brasil), de
acordo com a formulagao apresentada na Tabela 1. A concentracao dos aditivos foi
definida de acordo com a legislacao brasileira (BRASIL, 2007), que admite a
concentragao maxima de 0.015 g/100g de nitrito de sodio, 0.03 g/100g de nitrato de
sodio (ambos como quantidade residual maxima exp-ressa como nitrito de sodio) e
0.5 g/100g de tripolifosfato de sddio. A carne mecanicamente separada (CMS) foi
cortada em cubos (aproximadamente 3 cm®) e moida em um processador de
alimentos comercial (Mado New 603, Germany). Em seguida, a CMS foi
homogeneizada juntamente com a carne bovina, o toucinho, a proteina texturizada
de soja (PTS) e o gelo em um cutter ou emulgador (Kilia EX3000 RS, Germany) por
8-10 min, mantendo-se a temperatura abaixo de 12°C (Figura 1A). Na sequéncia, os
demais ingredientes foram adicionados lentamente e a mistura foi homogeneizada
por aproximadamente 1 min. a 500 rpm (Figura 1B e 1C). A seguir, a emulsao foi
manualmente transferida para um dosador (Handtmann VF50, Germany) e embutida
em tripas de celulose com 22 mm diametro (Figura 1D). As salsichas foram cozidas
(Figura 1E) usando uma estufa Bastra (modelo Bastramat 850, Germany) de acordo
com a seguinte seqiéncia: seco por 30 min a 65°C (aberto), seco por 40 min a 75°C
(fechado), e corrente Umida a 80°C com temperatura interna de 72-74°C. A
temperatura foi monitorada por um termdmetro colocado no centro da amostra.
Depois de cozidas, as amostras foram, imediatamente, resfriadas em banho de gelo,
~retirada a tripa de celulose manualmente (Figura 1F), e embaladas a vacuo
(Roscherwerke Rdschermatic, Germany) em embalagens plasticas contendo 6
salsichas por embalagem. Em seguida, foi feita a pasteurizagdo das amostras na
mesma estufa de cocg¢ao (modelo Bastramat 850, Germany) a uma temperatura de
72°C por aproximadamente 25 minutos (Figura 1G), sendo levadas imediatamente
ao banho de gelo para choque térmico. As embalagens foram armazenadas sob
refrigeragdo (4°C) por 60 dias.

Para algumas das analises posteriores, as salsichas foram cozidas em
microondas (Brastemp Maxi - BMS35BB, Sao Paulo, Brasil) a temperatura alta por 5
minutos, e mantidas a temperatura ambiente por 30 minutos, antes do inicio dos
procedimentos analiticos. A analise sensorial, a analise de textura e a determinacgao
de TBARS por HPLC foram realizadas nas amostras cozidas. As demais analises

foram realizadas com as amostras cruas. As medidas feitas nas salsichas cruas e/ou
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cozidas foram realizadas imediatamente apos a manufatura (To), depois de 15 (T s),
30 (Ta0) € 45 (T4s5) de estocagem a 4°C.

28]

S ; e e . )
A- Cutter B- Preparo da emulsao C- Emulsdo e Antioxidantes

el

o ¥

E- Cozimento da salsichas

Figura 1. Etapas do processamento da salsicha tipo hot-dog.

2.2 Anadlises quimicas

Composicao centesimal (amostras cruas)

A concentragao de proteinas, lipideos e cinzas foram determinadas a partir
dos métodos descritos pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1995). O
teor de proteina foi determinado pelo método micro-Kjeldahl, multiplicando-se o
nitrogénio total pelo fator 6.25. A dosagem do teor lipidico nas salsichas foi realizada
a partir do método Soxhlet utilizando-se éter etilico. As analises foram realizadas em

duplicata e os resultados expressos como média + DP.
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Valores de pH (amostras cruas)

O valor de pH foi determinado em 2g de amostra homogeneizadas em 20 mL
de agua destilada. A leitura foi realizada com um pHmetro (Quimis - Q400A,
Diadema, Brasil) equipado com um indicador de temperatura e um eletrodo de vidro.
As andlises foram realizadas em duplicata e os resultados expressos como média +

DP.

Atividade de agua (amostras cruas)

A atividade de agua (aw) foi determinada utilizando-se o equipamento Novasina
(Axair AG88C8, Switzerland). Esse equipamento contém 3 capsulas conectadas a
sensores de temperatura e de umidade que permitem avaliar a variagdo desses
parAmetros na amostra. O equipamento € programado para manter a sua
temperatura estavel a 25°C de forma que a amostra apresentara uma variagdo na
temperatura até atingir os 25°C. Portanto, o sensor indica qual o valor de atividade
de agua quando a temperatura da amostra atinge 25°C e sua umidade equilibra-se
com a umidade da capsula. Para isso, separou-se uma aliquota homogeneizada de
aproximadamente 2.0 g de salsicha que foi colocada sobre capsula ou sinos de
cobre. Os sinos foram entao selados com graxa formando-se vacuo no sistema. As

analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos como média + DP.

2.3 Analise de cor (amostras cruas)

As analises de cor instrumental foram realizadas em um colorimetro Hunter
Color Lab. (Hunterlab 12 Color Quest - CQXE/SAV/UV, Virginia, USA) por
reflectancia. Foi utilizado software Universal software 4.10 para calibragao da
iluminagdo D65 com angulo de 10° previamente calibrado com padroes de
referéncia de preto e branco em uma abertura de 25,4 mm. Cada salsicha foi cortada
ao meio no sentido longitudinal e a amostra de aproximadamente 1 cm de espessura
e 5 cm de comprimento foi colocada dentro de uma cubeta de quartzo, sendo que a
parte central foi colocada contra a abertura do equipamento. No colorimetro, a cor
das amostras é representada por trés dimensoes L* a* e b* correspondente ao

sistema XYZ CIE lab system (Figura 2). O valor de L* denota a medida de
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luminosidade da amostra, sendo 100 para o branco total e zero para o preto total. As
tonalidades entre vermelho e verde sdo determinadas pela letra a* e a variagao
entre as tonalidades azul e amarelo, pela b* (PRECISE, 1994). As andlises foram

realizadas em triplicata e os resultados expressos como média + DP.

White
LQ

Black

Figura 2. Representagio de coordenadas do sistema L* a*e b* para avaliacao de cor instrumental
(PRECISE, 1994)

2.4 Analise de textura (amostras cruas e cozidas)

A analise de textura das salsichas cruas e cozidas foi realizada a partir da
metodologia inicialmente descrita por Breene (1975), utilizando-se o equipamento
TA-XT2i (Stable Microsystems, Surrey, UK) e o software Texture Expert v.1.20. As
amostras foram cortadas em fatias horizontais com 2 cm de altura e 2 cm de
espessura em cada uma das pontas. As amostras foram comprimidas com “probe”
cilindrico de 25 mm de didmetro a uma velocidade de 1mm/s e nivel de compressao
de 50% desde a altura original até o prato. A dureza foi definida pelo pico de forca
durante o 1° ciclo de compressao e os resultados expressos em Newtons (N). As
andlises foram realizadas em temperatura ambiente, em quintuplicatas, e os

resultados expressos como média = DP.
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2.5 Parametros de oxidagao lipidica (amostras cozidas) o
Universidade de Sao Paulo

Determinagao da concentragcao de TBARS expressos como equivalentes de

malondialdeido (MDA)

A concentracao de TBARS nas salsichas foi monitorada durante 45 dias,
utilizando-se separacao por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Para
isso, utilizou-se a metodologia descrita por Bergamo et al. (1998) e Fenaille et al.
(2001), com adaptagoes. O fundamento, deste método, baseia-se no principio de
que o MDA é uma das substancias formadas a partir da degradagao térmica dos
hidroperoxidos durante a etapa de terminacao da oxidacgao lipidica. A reagao de
1 mol de MDA com 2 moles de TBA (acido tiobarbiturico), em meio acido, forma um
aduto (MDA-TBA) de cor rosa, que absorve em comprimento de onda de 532 nm. A
quantidade de TBARS, formada na amostra, pode ser medida através de
espectrofotébmetro ou a partir de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),

sendo esse Ultimo mais sensivel e preciso (BUCHNER et al., 2006).

Para determinar a concentracao de MDA, nas amostras, pesou-se 2g de
salsicha homogeneizada em tubo tipo “falcon” com tampa. Adicionou-se 3.75mL de
agua milli-Q e 0.25mL de solugdo de BHT 1% em etanol. O tubo foi fechado e
homogeneizado em agitador de tubos por 2 minutos. A seguir, acrescentou-se
4.0 mL de uma solugao de TCA 10% em agua e o tubo foi fechado e, novamente,
agitado por 2 minutos. Os tubos foram centrifugados a uma velocidade de 10.000 g
por 5 minutos (Hitach CF 15R — Tokyo, Japao). Uma aliquota do sobrenadante
(300 ulL) foi transferida para um eppendorf, adicionando-se 700 pL de TBA 0.4%
em tampao acetato de sodio 2M pH 3.2. Os eppendorfs foram levados ao banho a
80°C por 35 minutos e, em seguida, resfriados e centrifugados novamente a
10.000 g por 5 min. O sobrenadante foi, entdo, transferido para um vial

contendo um insert utilizando-se filtro Millex (Millipore - 0.45pm x 13mm).

A analise foi realizada em um cromatografo (Agilent Technologies 1200
series - Santa Clara, USA) utilizando-se detector DAD a 532 nm e coluna
analitica Phenomenex Reverse-phase C18 (250 mm x 4.6 mm; 5 pum,

Phenomenex, Torrance, USA) com pré-coluna LC8-D8 (Phenomenex AJO-1287,
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Torrance, USA). O auto-amostrador foi programado para injetar um volume de
40uL. A taxa de fluxo da bomba foi 1.0 mL/min com fase movel constituida de 60%
tampao fosfato de potassio 50 mM pH 6.0 e 40 % metanol. Apdés a corrida das
amostras a coluna foi lavada com acetonitrila, metanol e agua. As amostras foram
mantidas a 4°C e o pico de MDA foi identificado em, aproximadamente, 8 minutos.
Em todas as corridas, utilizou-se como controle interno solugdo de MDA 0.25 ng/mL

(Fluka 63287).

Para a quantificacado de MDA nas amostras foi feita uma curva de calibragao
com o padrao MDA (Fluka 63287) em concentracoes de 0 a 1.25 pg/mL diluido em
agua milli-Q. A partir da equagao, gerada por essa curva, foi realizado o calculo da
concentracao de TBARS nas amostras, e os resultados foram expressos em mg
equivalentes de MDA/Kg de amostra. A equacao utilizada para calculo da
concentracao de MDA foi a seguinte: Concentragédo de MDA (ug/mL) = 0.0226 x area
do pico (r = 0.995, p<0.01). As analises foram realizadas em triplicata e os

resultados expressos como média + DP.

Analise sensorial (amostras cozidas)

Os parédmetros de oxidagao também foram analisados a partir de analise
sensorial com painel treinado. Inicialmente, foi feita selecdo dos provadores
aplicando-se o teste para reconhecimento de gostos basicos (salgado, doce, amargo
e acido) com 40 candidatos, sendo 30 selecionados para a etapa posterior. Em
seguida foi feito um treinamento com os 30 voluntarios selecionados e quatro
atributos foram identificados e discutidos (aparéncia, odor, sabor e textura),
utilizando-se o Teste de Diferenga Escalar do Controle (DEC). Nesse teste, os
provadores foram treinados para uso de uma escala com 9 pontos, na qual o valor 1
significava que o atributo avaliado era extremamente similar a amostra controle,
enquanto o valor 9 significava que o atributo analisado era extremamente diferente
do controle, e, para isso, utilizou-se salsicha comercial como controle. As salsichas
(x 50 g) foram cozidas por 5 minutos em 500 mL de agua contendo diferentes
concentragoes de sulfato ferroso (0 a 0.1%). A Figura 3 apresenta os valores
quantificados de TBARS, expressos como equivalentes de MDA (mg MDA/Kg

amostra) nas salsichas cozidas em solugdo de sulfato ferroso e utilizadas no
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treinamento. Os valores de MDA (mg/Kg) foram determinados utilizando-se
separagdo pela cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), conforme

metodologia previamente descrita.

0,03 -
0,025 ~
0,02 -
0,015 A

0,01 -

0,005 - H
0

0.00 0.01 0.05 0.10

TBARS (mg de MDA/Kg)

Concentracao de Fe,SO, (%) na agua de cozimento

Figura 3. Concentragcdo de TBARS expressos em MDA (mg/Kg amostra) de salsichas cozidas em

solugao de sulfato ferroso (0 a 0.1%).

Apdbs explicagao prévia, sobre os parametros sensoriais que deveriam ser
analisados, os voluntarios participaram do teste em cabines individualizadas, a fim
de avaliar a capacidade de cada provador em diferenciar as amostras preparadas
especificamente para o teste. Os provadores receberam trés amostras (salsicha
padrao, salsicha cozida com 0.01% e salsicha com 0.10% de Fe,SO4) sendo cada
amostra avaliada duas vezes. A capacidade de diferenciacao e a repetibilidade, dos
resultados de cada voluntario, foi analisada por ANOVA. A Tabela 3 apresenta a
classificagdo dos provadores. Utilizou-se o valor de probabilidade p referente a
amostra como capacidade de diferenciacao. Portanto, quanto menor o valor de p
(amostra) maior a capacidade de diferenciagao pelo provador. O valor de p repeticdo
nédo significativo (p>0.05) indica maior repetibilidade dos resultados pelo mesmo
provador. O critério adotado para classificacao foi a ordenagao crescente pelos
valores de p amostra (p<0.05) seguido dos valores decrescentes de p para
repetibilidade. Seguindo essa classificagao vinte provadores foram recrutados para
as andlises sensoriais realizadas neste estudo. As analises sensoriais foram

realizadas no Laboratdrio de Andlise Sensorial do Departamento de Alimentos e
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Nutricao Experimental da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de

Sao Paulo durante os tempos zero, 15, 30 e 45 dias. As amostras foram codificadas

com trés digitos e apresentadas aos provadores em blocos aleatérios (RDB), nos

quais a ordem de apresentacdo foi definida por sorteio. Cada um dos dez

provadores avaliou um bloco por sessao. Utilizou-se luz vermelha visando mascarar

o efeito expressivo da coloragdo das amostras na diferenciagdo com o controle.

Tabela 3. Valores de probabilidade (p) obtidos por ANOVA para amostra e repetibilidade nas andlises

sensoriais apds treinamento.

Resultado geral dos provadores

Provadores selecionados

Provador p (repeticao)  p (amostra) Provador p (repeticao)  p (amostra)
1 0,4226 0,1250 10 0,4226 0,0063
2 0,6667 0,0227 23 0,4226 0,0091
3 0,6667 0,0250 14 0,0572 0,0122
4 0,5799 0,1522 15 0,0572 0,0122
5 0,6667 0,5000 22 0,1835 0,0156
6 0,1296 0,0500 2 0,6667 0,0227
7 0,0634 0,2692 3 0,6667 0,0250
8 0,5471 0,3875 21 0,6667 0,0263
9 0,8259 0,1600 26 0,2254 0,0319
10 0,4226 0,0063 6 0,1296 0,0500
11 0,2254 0,0750 27 1,0000 0,0750
12 0,4226 0,1250 11 0,2254 0,0750
13 0,8020 0,5568 19 0,7418 0,0814
14 0,0572 0,0122 32 0,1567 0,1048
15 0,0572 0,0122 17 0,6667 0,1250
16 0,2254 0,2500 12 0,4226 0,1250
17 0,6667 0,1250 1 0,4226 0,1250
18 0,8020 0,2500 4 0,5799 0,1522
19 0,7418 0,0814 29 0,4778 0,1579
20 0,8259 0,6957 25 0,4778 0,1579
21 0,6667 0,0263 9 0,8259 0,1600
22 0,1835 0,0156 28 0,3828 0,2321
23 0,4226 0,0091 18 0,8020 0,2500
24 0,6667 0,9000 31 0,6220 0,2500
25 0,4778 0,1579 30 0,3206 0,2500
26 0,2254 0,0319 16 0,2254 0,2500
27 1,0000 0,0750 7 0,0634 0,2692
28 0,3828 0,2321 8 0,5471 0,3875
29 0,4778 0,1579 5 0,6667 0,5000
30 0,3206 0,2500 13 0,8020 0,5568
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2.6 Analise microbiologica (amostras cruas)

As amostras cruas foram submetidas a analise microbiologica nos tempos T,
T1s5, Tas € Tgp dias. Foram analisados os valores de coliformes termo-tolerantes ou
coliformes a 45°C, Staphylococcus aureus, Clostridios sulfito-redutores, Salmonella
ssp. e bactérias lacticas segundo a metodologia descrita por Downes & Ito (2001). A

seguir, estao descritos os métodos usados para cada tipo de analise microbiologica:

Determinagao de coliformes termo tolerantes

Para determinacao da concentracéo de coliformes a 45°C, as amostras foram
pesadas e diluidas e em seguida, 1 mL da solugdo foi transferido para 3 tubos
contendo lauril sulfato triptose (LST), homogeneizada e incubada a 35°C por 48h.
Em seguida, foram separados os tubos que apresentavam turvacao do meio e gas
no interior do tubo de Durham. O conteudo dos tubos foi transferido com auxilio de
uma al¢ca de metal para outro tubo contendo caldo bile lactose verde brilhante
(BLVB) e incubado novamente a 35°C por 48h. Os tubos turvos e com gas no interior
foram selecionados, e calculou-se o “numero mais provavel de microorganismos
termo-tolerantes” por grama de alimento. Os resultados foram expressos em numero

UFC/mL de microorganismos termo-tolerantes totais.

Pesquisa de Salmonella ssp.

Inicialmente, homogeneizou-se 25 g de salsicha com 225 mL de solugao
salina, incubando a 35-37°C por 24 horas. Transferiu-se 1 mL para um tubo
contendo 10 mL de caldo tetrationado e 0.1 mL para um tubo contendo 10 mL de
caldo Rappaport-Vassiliadis. O primeiro foi incubado a 35°C, e o segundo a 42°C,
por 24 horas. Em seguida, cada cultura do enriquecimento foi semeada com alga em
placas de agar sulfito de bismuto (SB), agar Hektoen-enteric (HE) e dgar Rambach
(RAM), de modo a obter coldnias isoladas. As placas foram incubadas a 35-37°C por
24 horas. Nao houve identificagdo de colonias suspeitas e a analise foi entao

encerrada.
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Enumeracgao de clostridios sulfito-redutores

As amostras foram homogeneizadas, diluidas em série e plaqueadas, ou seja,
transferiu-se 1 mL de cada diluicdo para placas de Petri esterilizadas. Adicionou-se
cerca de 15 mL de agar TSC, resfriado a 50°C, homogeneizando suavemente. Apos
solidificagao do agar, foi adicionada nova camada (5 mL) de agar TSC, cobrindo
toda a superficie (over-agar). Apds a solidificagdo da sobrecamada, as placas foram
incubadas sem inverter, em ambiente de anaerobiose, durante 24 horas a 46°C.
Seguido o tempo de incubagao, foram selecionadas e contadas as coldnias negras.

Os resultados foram expressos em UFC/grama de alimento.

Enumeracao de Staphylococcus aureus

Apo6s homogeneizacao e diluicao seriada das amostras, transferiu-se 0.1 mL
de cada diluicao do alimento para a superficie do meio Baird-Parker, espalhando-se
com a alga de Drigalski. Apdés completa secagem da superficie do agar, as placas
foram invertidas e incubadas a 35°C por 48 horas. Decorrido o tempo de incubagao,
nao houve identificacao de coldnias suspeitas e o método foi interrompido. Os

resultados foram expressos em UFC/grama de alimento.

Enumeragao de bactérias lacticas

Para a enumeragao de bactérias lacticas, amostras de 25 g de salsicha foram
acondicionadas em sacos plasticos para amostragem estéreis (Whirl-Pak 1650 mL,
NASCO, USA) e adicionadas de 225 mL de solugao salina esteéril 0.85%. Apods
homogeneizacao em stomacher (Seward Medical, Inglaterra), as amostras foram
submetidas a diluicdo decimal seriada em solugao salina 0.85% e semeadas por
profundidade em Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar (Oxoid Ltda, Basingstoke,
Inglaterra) e incubadas a 30°C por 48h sob condi¢des de microaerofilia. Apos
incubacao, foram selecionadas as placas contendo entre 25-250 coldnias,
procedendo-se a enumeragdo das mesmas. As contagens foram expressas em
UFC/g de produto.
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3 RESULTADOS

3.1 Composicao centesimal

A Tabela 4 apresenta os valores de umidade, proteinas, lipideos,
carboidratos, cinzas e energia das matérias-primas utilizadas para elaboracao das
salsichas. De acordo com o Ministério da Agricultura e do Abastecimento (MA -
BRASIL, 2007), a carne mecanicamente separada (CMS) deve apresentar no
minimo 12% de proteina e no maximo 30% de gordura. Observou-se que a CMS
utilizada neste estudo apresenta uma concentragao de proteinas abaixo do minimo
recomendado pelo MA. A concentragao de lipideos, também, encontra-se abaixo do
valor maximo permitido, sugerindo que esta CMS deve apresentar um valor de

umidade superior aos padroes recomendados pelo MA.

Tabela 4. Teor de cinzas, proteinas e lipideos (g/100g) das matérias-primas utilizadas para produgao

das salsichas (média £ DP)

Amostra . Cinzas Proteinas Lipideos
Carne’ 1.1+0.0 21.9+24 47+15

cms® 1.1+0.2 10.2 0.1 21.2+0.7
Pele® 0.37 £ 0.1 2.3+£07 51622
Toucinho 0.13z£0.0 29+038 685+ 21

®Quarto dianteiro bovino moido
®CMS: Carne mecanicamente separada
‘Pele de frango

Na Tabela 5, estao descritos os valores de composigdo centesimal das
amostras de salsichas elaboradas com as misturas de antioxidantes naturais, acido
cafeico + acido carndsico (H500 e H800), quercetina + rutina (L500 e L800) e o
controle (CT) elaborado com eritorbato de sédio (500 mg/Kg). Todas as amostras
atenderam as exigéncias minimas de 12% de proteinas e maximas de 30% de
lipideos (BRASIL, 2000; BRASIL, 2007). A concentracao de proteinas, dessas
amostras, foi semelhante aos valores descritos (12.6%) em embalagens de salsicha

tipo hot dog comerciais.
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Tabela 5. Teor de cinzas, proteinas e lipideos (g/100g) das amostras de salsichas (média = DP)

Amostra Cinzas Proteinas Lipideos
CT 34100 13.8+04 14.4 £ 0.6
H500 33200 13.1+£0.3 14.0x0.9
L500 3.3+£0.0 129+0.2 13.8x04
H800 3.4+0.0 13.4 0.3 14.1+0.3
L800 3.3+0.0 128+ 0.4 144+ 04

3.2 Atividade de agua (aw)

Diferencas estatisticas foram observadas entre o tempo (p<0.01) e a
interacado tempo vs. amostra (p<0.01), observando-se aumento significativo (p<0.01)
da aw das amostras a partir do 30° dia (Figura 4). Os resultados de aw nédo
apresentaram diferenca significativa (p=0.37) entre as amostras, sendo que a média

dos resultados foi de 0.94 + 0.00.

0,95

0,94

0,93

aw

0,92

0,91 ¢+

0,90

30 dias

Figura 4. Valores médios de atividade de agua (aw) das salsichas durante 45 dias (n=3). Barras
seguidas de letras iguais indicam que nao houve diferenga significativa entre os intervalos de tempo
(p>0.01)
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De acordo com Rubio et al. (2008), a média de valores de aw de salsichas
tipo salsichon foi de 0.86 durante 210 dias armazenadas a 6°C. Figueiredo et al.
(2001) observaram que durante 28 dias de armazenamento, salsichas do tipo viena
mantiveram o valor de atividade de agua constante, sendo este em média 0.97. De
acordo com Bobbio & Bobbio (1995), a faixa de atividade de agua de salsichas varia
normalmente entre 0.95 a 1.00 e a manuteng¢ao desses valores durante o shelf life

indica que o produto foi mantido em condi¢des adequadas de armazenamento.

3.3 Valores de pH

Os resultados de pH (Figura 5) indicaram diferenca significativa entre as
amostras (p<0.01) e entre o tempo (p<0.01). A interagao tempo vs. amostra nao
diferiu significativamente para esse parametro (p=0.64). A amostra H800 apresentou
menores valores de pH, quando comparada as demais salsichas. Observou-se
variagao dos valores de pH entre os tempos zero, 15 e 30 dias (p<0.01), porém, a
partir do 30° dia ndo houve variagao significativa (p>0.01) do pH.

7,0

6,8

2
[

Valores de pH

o
N

6,2 1

6,0 y :
0 dias 15 dias ? 30 dias © 45 dias ©

- Figura 5. Valores de pH das amostras de salsichas elaboradas com eritorbato de sédio (CT), com
antioxidantes hidrossoluveis (H500 e H800) e com antioxidantes lipossoliveis (L500 e L800)
armazenadas a 4°C durante 45 dias (n=2). Valores de probabilidade determinados através da ANOVA
para MR: amostras (p<0.01), tempo (p<0.01) e interagdo amostra vs. tempo (p=0.64). Amostras
seguidas da mesma letra (mindscula) e tempos seguidos da mesma letra (mailscula) néo
apresentam diferenga significativa (p>0.01) entre as médias de todos os resultados nesse periodo (45
dias).
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3.4 Analise microbiolégica

A partir da analise microbiologica das salsichas foi possivel certificar-se que
as condi¢coes de fabricacao e armazenamento foram adequadas, pois durante o
shelf life nao foi detectada presenca significativa de coliformes termo tolerantes, de
Staphylococcus aureus, de Clostrideos e de Salmonela ssp. De acordo com a
Resolucdo n°12 de 02 de janeiro de 2001 (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA), produtos embutidos, como salsichas, apresentam condigbes sanitarias
satisfatorias quando os resultados encontram-se abaixo ou igual aos estabelecidos
nas analises de amostra indicativa, ou seja, os valores de coliformes termo
tolerantes ou coliformes a 45°/g devem ser < 103, Staphylococcus aureus < 3x10°,
Clostrideos < 5x10° e a Salmonela ssp. deve estar ausente. Dessa forma, as
amostras deste estudo estavam de acordo as exigéncias em relagdo a seguranca
microbioldgica uma vez que o numero de coliformes termo tolerantes permaneceu
abaixo de 3.0 NMP/g, a contagem de Staphylococcus aureus foi menor que 100
UFC/g, o numero de unidades formadoras de colbnia de Clostrideos permaneceu
menor que 10 UFC/g e nao foi detectada presenga de Salmonella ssp. em nenhuma

das amostras durante o shelf life.

Ao analisar o numero de bactérias lacticas, observou-se a presenca de
unidades formadoras de colénia (UFC/g) (Tabela 6), a partir do 15° dia de

armazenamento.

Tabela 6. Contagem de bactérias lacticas, expressa em UFC/g nas diferentes amostras de salsichas
armazenadas a 4°C durante 60 dias (n=2)

Bactérias lacticas (UFC/g)

Amostras
Tempo (dias) CT H500 H800 L500 L800
0 <10 <10 <10 <10 <10
15 <10 <10 <10 <10 <10
30 7.4 x 10° 3.7 x10° 9.5x 10° 2.4 x 10 9.2 x 10°

45 6.0 x 10° 3.8x10° 3.7 x 10° 38x10° 25x10*
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A Figura 6 apresentia os valores de luminosidade das salsichas durante 45
dias, expressos como valor de L*. Diferengas significativas foram observadas entre
os tempos (p<0.05), as amostras (p<0.01) e a interagao tempo vs. amostra para o
valor L* (p<0.01). Embora variagdes no valor de L* tenham sido observadas, durante
o shelf life, o valor médio inicial (L* = 47.59 + 2.16) nao diferiu do valor final
(L* = 47.53 + 2.03) determinados apo6s 45 dias de armazenamento a 4°C.
Verificou-se que a CT (L* = 49.58 + 1.51) foi a amostra mais clara durante todo o

periodo de shelf life.
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48 |
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Figura 6. Valores médios de L* das amostras nos diferentes intervalos de tempo (n=3). Valores de
probabilidade determinados através da ANOVA MR: amostra (p<0.01) e interagdo tempo vs. amostra
(p<0.01). Barras seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenga significativa (p>0.01).

O valor de a*, que define a variacao de tonalidade entre vermelho e verde
(Figura 7), diferiu entre as amostras (p<0.01), durante o armazenamento (p<0.05), e
na interagao tempo vs. Amostra (p<0.01). Apesar de haver variacao do valor a* das
amostras, durante o armazenamento (45 dias), esses resultados nao diferiram dos

valores iniciais (p>0.01). Pode-se observar que os maiores valores de a* (Figura 7)

foram obtidos com a CT (10.07 + 0.56), enquanto a amostra H800 apresentou os
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menores valores (6.38 + 0.91). Menor valor de a* na amostra H800 pode ser
atribuido a sua cor esverdeada obtida com a adicdo da mistura de acido cafeico e
acido carnésico, ja que este Ultimo apresentava em sua composigao 40% de outros

compostos extraidos do alecrim.

vermetho

11

10

Valor a*

verde

H500 H800 L500

Amostras

Figura 7. Valores médios de a* das amostras nos diferentes intervalos de tempo (n=3). Valores de
probabilidade determinados através da ANOVA MR: amostra (p<0.01) e interagao tempo vs. amostra
(p<0.01). Barras seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenga significativa (p>0.01).

Em relacdo a variacdo entre as tonalidades amarelo e azul, foram
observadas diferengas significativas entre as amostras (p<0.01), entre o tempo
(p<0.01) e para a interagcao tempo vs. amostra (p<0.01) para o valor de b* (Figura
8). As amostras apresentaram aumento significativo (p<0.01) da tonalidade amarela
a partir do 30° dia de armazenamento e os maiores valores de b* foram obtidos com
a amostra L800 (13.76 + 0.58), a partir de 45 dias, o que pode ser atribuido a

coloragao naturalmente amarela da quercetina e da rutina utilizadas nessa mistura.
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Figuras 8. Valores b* das salsichas controle (CT), com antioxidantes hidrossoliveis (H500 e H800) e
lipossoliveis (L500 e L800) armazenadas a 4°C durante 45 dias (n=3). Valores de probabilidade
determinados através da ANOVA MR: amostra (p<0.01), tempo (p<0.01) e interagdo tempo vs.
amostra (p<0.01). Amostras seguidas da mesma letra (mindscula) e tempos seguidos da mesma letra
(maiuscula) nao apresentam diferenca significativa (p>0.01).

3.6 Parametros de textura

Observaram-se diferencgas significativas na dureza das amostras (p<0.01) de
salsichas cruas (Figura 9) e cozidas (Figura 10), bem como no tempo de
armazenamento (p<0.01) e na interagcao tempo vs. amostra (p<0.01). Pode-se
verificar que, inicialmente, nas amostras cruas (Ty), a H800 era mais dura que as
demais (p<0.01), e aos 45 dias as amostras CT e H800 foram as que apresentaram
valores significativamente maiores de dureza (78.41 N + 6.23 e 79.41 N £ 5.42,
respectivamente), seguidas da amostra L800 (66.30 N + 4.38).

Observou-se a mesma tendéncia das amostras cruas com as amostras
cozidas, ou seja, a amostra H800 apresentou maior dureza no Ty (75.80 N *
3.37) e aos 45 dias as amostras CT e H800 apresentaram maior dureza (84.62
N + 3.05 e 85.04 N + 5.47, respectivamente), seguindo da amostra H500 (75.66
N + 4.75) (Figura 10).
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Figura 9. Valores de dureza (N) das salsichas cruas elaboradas com eritorbato de sédio (CT), com
antioxidantes hidrossoltveis (H500 e H800) e lipossoliveis (L500 e L800) armazenadas a 4°C por 45
dias (n=5). Valores de probabilidade determinados através da ANOVA MR: amostra (p<0.01), tempo
(p<0.01) e interagao tempo vs. amostra (p<0.01). Amostras seguidas da mesma letra (mindscula) e
tempos seguidos da mesma letra (mailscula) nao apresentam diferenca significativa (p>0.01).
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Figura 10. Valores de dureza (N) das salsichas cozidas elaboradas com eritorbato de sédio (CT),
com antioxidantes hidrossoluveis (H500 e H800) e lipossoliveis (L500 e L800) armazenadas a 4°C
por 45 dias (n=5). Valores de probabilidade determinados através da ANOVA MR: amostra (p<0.01),
tempo (p<0.01) e interagdo tempo vs. amostra (p<0.01). Amostras seguidas da mesma letra
(mindscula) e tempos seguidos da mesma letra (mailscula) nao apresentam diferenga significativa
(p>0.01)
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3.7 Analise sensorial

Os resultados de analise sensorial mostraram diferenga significativa apenas
para a amostra (p<0.01), sendo que o tempo (p=0.24) e a interagdo tempo vs.
amostra (p=0.29) nao diferiram significativamente. Verificou-se que as amostras
H500 e H800 diferiram do controle e os valores proximos a 9.0 indicam que a
amostra H800 foi a que mais diferiu em relacao aos atributos sensoriais (cor, odor,
textura e sabor) quando comparada ao controle (Figura 11). Esses resultados
podem ser associados ao uso do extrato de alecrim em p6 (Rosmarinus officinalis)
como fonte de acido carndsico, uma vez que esse composto representava 60% do
produto e sua coloragdo era nitidamente escura e esverdeada, com odor

caracteristico de alecrim.

107

Resultados do teste de DEC
a

L800 H500 H800

Amostras

Figura 11. Valores meédios dos resultados da analise sensorial a partir do teste de Diferenga Escalar
do Controle (DEC) das salsichas com antioxidantes hidrossollveis (H500 e H800) e lipossoluveis
(L500 e L800) vs. controle (CT) (n=20, média + DP). Valores de probabilidade determinados através
da ANOVA MR: amostra (p<0.01). Barras seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenga
significativa (p>0.01)
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3.8 Resultados de TBARS expressos em mg MDA/Kg de amostra

Ao analisar os resultados de TBARS, foram observadas diferencas
significativas entre as amostras (p<0.01), o tempo (p<0.01) e interacao tempo vs.
amostra (p<0.01) (Figura 12). Observou-se que a amostra CT obteve maior valor de
TBARS, em 15 dias de armazenamento (média de 0.45 + 0.01 mg MDA/Kg
amostra), havendo decaimento desses resultados, apés 45 dias (média de 0.43
+ 0.00 mg MDA/Kg amostra £ DP). Ja as amostras L500, H500 e H800 foram as
que mostraram menor formagao de MDA, em 45 dias de armazenamento, e apds

cozimento (média de 0.28 £ 0.01 mg MDA/Kg amostra).
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Figura 12. Variagdo da concentragdo de TBARS (expressa como mg MDA/Kg amostra) nas salsichas
cozidas elaboradas com eritorbato de sédio (CT), com antioxidantes hidrossoliveis (H500 e H800) e
lipossoltveis (L500 e L800) armazenadas a 4°C durante 45 dias (n=3). Valores de probabilidade
determinados através da ANOVA MR: amostra (p<0.01), tempo (p<0.01) e interagdo tempo vs.
amostra (p<0.01). Amostras seguidas da mesma letra (mindscula) e tempos seguidos da mesma letra
(maiuscula) nao apresentam diferenca significativa (p>0.01).
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4. DISCUSSAO

= Por que o crescimento de bactérias lacticas a partir do 15° dia nao foi

acompanhado de redugao de pH nas amostras?

Sabe-se que as bactérias lacticas utilizam a glicose como principal substrato
para fermentacdo, resultando na formacao de acido latico como produto final
(PEREZ-CHABLEA et al., 2008). Dessa forma, a fécula de mandioca e a malto-
dextrina utilizadas, nas formulagdes deste estudo, foram os principais substratos
usados na fermentagao lactica. Segundo Pérez-Chabela et al. (2008), valores de aw
de 0.96 e pH proximo a 6.0, favorecem o processo de fermentacdo. Sendo assim,
como o pH das salsichas, deste estudo, variaram entre 6.4 e 6.8 e a atividade de
agua permaneceu com valores proximos a 0.94, pode-se sugerir que essas
condi¢cdes promoveram o aumento do numero de bactérias lacticas nessas amostras
a partir de 15 dias. Em geral, quanto maior o numero de bactérias lacticas, maior a
formagao de acido latico e, consequentemente, reducao do valor de pH. Essa
tendéncia nao foi observada nas amostras deste estudo, pois, apesar de haver
aumento da contagem de bactérias lacticas, apos 15 dias de armazenamento
(Tabela 6), os valores de pH foram crescentes (Figura 5) nesse mesmo periodo.
Segundo Georgentelis et al. (2007), o aumento do pH durante a estocagem de
alimentos pode ser relacionado ao aumento do numero de outras bactérias e/ou
leveduras, que, além de fermentar, sao capazes de degradar proteinas e amino
acidos resultando na formagao de amonia. Deve-se ressaltar que os valores de pH
encontrados neste trabalho foram similares aos observados por outros autores.
Papadima & Bloukas (1999) em um estudo com salsichas tipo “gregas”, observaram
ligeiro aumento dos valores de pH, passando de 6.24 a 6.48 apos 21 dias de
armazenamento, enquanto Bloukas et al. (1993), observaram que o pH de salsichas
fermentadas foi em média de 6.5 quando armazenamento a 4°C. Portanto, pode-se
sugerir que apesar do aumento do numero de bactérias lacticas, a fermentacao nao

atingiu niveis suficientes para reduzir o valor de pH, durante o armazenamento.
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» Por que a amostra controle (CT) apresentou uma coloragao mais clara e mais

avermelhada que as demais amostras?

Sabe-se que a cor avermelhada ou réosea dos embutidos pode ser atribuida a
formacao de nitrosilmioglobina ou nitrsosilhemocromo, durante o processo de cura
(PAPADIMA & BLOUKAS, 1999). A reacao basica do processo de cura ocorre a
partir da reacao do 6xido nitrico (NO) com a por¢cao heme da mioglobina que, apds
aquecimento forma a nitrosil hemocromo, responsavel pela coloragdo rosea
(JUDGE, 1975; ROCA, 2000; SAHIDI, 1992). O NO é, geralmente, formado a partir
da redugao do nitrato de sédio (NOs) a nitrito de sédio (NO,) por agdo de bactérias
empH5.0a6.0(7).

NaN03 — NaN02 — HNOQ —- NO (1)
(Nitrato de sodio — nitrito de sodio — acido nitroso — 0xido nitrico)

A adigao de nitrito no meio torna o processo mais rapido uma vez que nao
ocorre a etapa de redugao do nitrato a nitrito. A formagao de oxido nitrico pode
ocorrer por diferentes vias. Em solugédo aquosa e em pH entre 5.0 e 6.0, o nitrito esta
presente na forma de acido nitroso (2) o qual se decompode a 6xido nitrico, a partir da
acao de enzimas, que aceleram a reacao e, de substancias que pode agir como
agentes redutores (3) (JUDGE, 1975; ROCA, 2000; SAHIDI, 1992).

NaNQO, + H,O — HNO, + NaOH (2)
3HNO, <« HNO; + 2NO + H-O (3)

O nitrito, na forma de acido nitroso, pode, entao, ser reduzido a Oxido nitrico
pela acao agentes redutores como sais de sodio e acido ascorbico, capazes de doar
elétrons para o acido nitroso. Dessa forma, a reagdo para formagao de NO é
favorecida pela presenca de acido ascérbico, eritorbato de sodio ou acido eritorbico
(4) (JUDGE, 1975; ROCA, 2000; SAHIDI, 1992).

HNO; + acido ascorbico — NO + acido dehidroascorbico + H>O 4
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A presenca desses agentes redutores pode ainda favorecer o processo de cura
a partir da doacao de elétrons, diretamente, para a metamioglobina, reduzindo o
Fe™ a Fe'?, formando, entdo, nitrosilhemocromo, a qual apresenta coloragao rosa.

Esse processo pode ocorrer por diferentes vias conforme o esquema da Figura 13.

. . + OZ . . . 2
Mioglobina (Fe™?) |— » | Oximioglobina (Fe**)
Vermelho purpura | Vermelho brilhante

NO Oxidagao Redugédo +0; Oxidacgao
A 4
Oxido nitrico o Metamioglobina (Fe*®)
Mioglobina (Fe*?) Oxidagao > Marrom
Vermelho < NO + redugio
Calor Calor
Desnaturagéo Desnaturagao
A4
Nitrosithemocromo Oxidagdo Metamioglobina
+2 < > +3
(Fe™) NO + redugio desnaturada (Fe™)
Rosa vz »3 Marrom
Fe Fe

e

Figura 13. Modificagdes quimicas da miogloblina durante as reagdes do processo de cura (adaptado

de Judge, 1975). EH: eritorbato de sédio, E: eritorbato radical.

Sendo assim, pode-se afirmar que o eritorbato de sodio utilizado como
antioxidante, na amostra CT, auxiliou na formagao da cor atuando como coadjuvante
na agao do nitrito no processo de cura (SAHIDI, 1992; PEGG & SHAHIDI et al.,
2000), aumentando assim os valores de a* (Figura 7) e reduzindo,
consequentemente, os valores de b* (Figura 8). Além disso, o eritorbato € um
composto capaz de quelar metais como ferro, presentes na emulsao, retardando o
processo de oxidagdo e mantendo os valores de a* e L* estaveis (Figuras 6 e 7),
durante o armazenamento (HOZ et al.,, 2004). Deve-se ressaltar que a menor
tonalidade vermelha da amostra H800 (Figura 7), pode ser atribuida a cor do extrato
de alecrim utilizado como fonte de acido carndsico nas salsichas H500 e H800, o

qual apresentava tonalidade verde, conforme descrito anteriormente.
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= Por que apés 30 dias as salsichas comegaram a ficar mais amarelas? Por que

a L800 foi a que apresentou maior valor b*?

Observa-se, na Figura 8, um aumento significativo no valor b* nas amostras
partir de 30 dias de armazenamento, destacando-se a amostra L800 que apresentou
0s maiores valores nesse periodo. Sabe-se que a presenca de eritorbato de sodio
aumenta a tonalidade vermelha devido a sua atuagado como catalisador na formacéao
de oxido nitrico, no processo de cura, conforme descrito anteriormente. Entretanto,
os fendlicos dessas misturas nao atuam na mesma via que o eritorbato, no processo
de cura, e, além disso, a cor natural dessas substancias pode ter mascarado a cura
natural, uma vez que todas as formulagbes receberam nitrito e nitrato de sodio.
Dessa forma, o aumento dos valores de b* nas amostras apés 30 dias (Figura 8),
pode ser justificado pela presenca de cor (verde ou amarela) dos antioxidantes
naturais (acido carndsico, quercetina e rutina), sendo que o maior valor de b* para
a L800 pode ser atribuido a maior concentracao da mistura quercetina + rutina
(800 mg/Kg), a qual apresentava forte coloragdo amarela. Alguns autores
afirmam, ainda, que o excesso de flavondides favorece a reacao com proteinas,
como a mioglobina (Fe*?), oxidando-a e formando metamioglobina (Fe**). O excesso
de metamioglobina pode reduzir o valor de a* e, consequentemente, aumentar o
valor de b* (VALENCIA et al.,, 2008; MARTINEZ et al., 2006). De acordo com
Valencia et al (2008), a adicao de catequinas de cha verde ou catequinas de café
verde em salsichas reduziu os valores de a* e aumentou os valores de b* das
amostras, apos 7 dias de estocagem, comparadas ao controle, devido a capacidade
de formar metamioglobina, a partir de reagdes com os flavondides dos extratos.
Sendo assim, esse conjunto de hipoteses pode contribuir para justificar 0 aumento
da tonalidade amarela, a partir de 30 dias, nas amostras elaboradas com

antioxidantes naturais.

» Quais parametros podem ter influenciado a resposta sensorial dos

provadores na comparagao geral das amostras com o controle (CT)?

A maior diferenca da amostra H800 para a amostra CT (Figura 11) pode ser
associada, principalmente, a coloragdo mais esverdeada (Figura 7), ao odor forte
caracteristico de alecrim e também ao odor de ranco referido pelos provadores, que

se desenvolveu ao longo do armazenamento. Nesse caso, poderia se supor que a
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mistura acido cafeico + acido carndsico (H800) pode ndo ter sido eficiente para inibir
0 processo de oxidagao ou pode ainda ter atuado como pro-oxidante devido a alta
concentragcao desses compostos. Estévez & Cava (2004), observaram tendéncia
pro-oxidante ao adicionar oleo essencial de alecrim em salsichas, ou seja, a menor
concentracao de oleo essencial (150 ppm) promoveu menor formacao de peroxidos
e menores valores de TBARS, enquanto as maiores concentracoes (300 e 600 ppm)
resultaram em um efeito pré-oxidante. Porém, observou-se que a amostra H800 nao
apresentou os maiores valores de TBARS, descartando, assim, a hipotese de efeito
pro-oxidante e, consequente, diferenciacdo pelos provadores pelo odor
caracteristico de oxidagao lipidica. Gray e Pearson (1987) afirmaram que o odor de
rancidez pode ser, inicialmente, detectado em produtos carneos, quando o valor de
TBARS esta entre 0.5 e 2.0 mg/Kg. Porém, Boles e Parrish (1990), reportaram off-
flavor caracteristico de ranco quando o valor de TBARS foi maior que 1.0 mg/Kg
em amostras cozidas. Entretanto, neste estudo nenhuma amostra apresentou
resultados de TBARS acima de 0.5 mg/kg amostra (Figura 12), e a amostra H800
nao foi a que apresentou maior valor de TBARS em 45 dias (0.33 + 0.00 mg MDA/Kg
amostra). Dessa forma, para se fazer a associagao entre os resultados de analise
sensorial e o odor caracteristico de ranco seria necessario analisar os compostos
formados a partir da degradacao de produtos primarios da oxidagao, como, por
exemplo, hexanal e propanal (ESTEVEZ & CAVA, 2004; ESTEVEZ et al., 20086;
FRANKEL, 2005).

E importante ressaltar que os resuitados obtidos na analise sensorial ndo se
correlacionam com o parametro textura, pois a amostra H800 foi a que apresentou
maior diferenga da amostra controle na analise sensorial e sua dureza nao diferiu
significativamente da amostra CT, tanto crua como cozida, aos 45 dias. No entanto,
a amostra L500 que diferiu significativamente da CT (p<0.01) no parametro textura,
foi a amostra sensorialmente similar com a CT. O possivel aumento dos valores de
dureza das amostras H800 e CT, a partir de 30 dias (cruas e cozidas), pode ser
associado as condi¢gdes de armazenamento e a perda de umidade das amostras.
Todavia, outros parametros, tais como capacidade de retencao de agua e variagao
de umidade durante o shelf life, deveriam ter sido analisados, a fim de justificar
melhor o comportamento da dureza das amostras deste estudo. De acordo com

Herrero et al. (2008), resultados de dureza com valores proximos a 50 Newtons (N)
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representam manutencao da textura e da qualidade de salsichas e, portanto, apesar
das variagoes observadas, pode-se dizer que todas as amostras apresentaram
textura adequada para comercializacao, pois os valores médios permaneceram
acima de 50 N. Pode-se concluir que os atributos de cor e odor foram determinados
na avaliagao das amostras pelos provadores e no caso, do odor, tanto a
caracterizacao do alecrim como o odor tipico de oxidacao de carnes contribuiram

para os resultados observados nessa analise.

» Por que os compostos fendlicos avaliados neste estudo foram mais

eficientes que o eritorbato de sédio na redugao da formagao de TBARS?

A Figura 12 mostra que os compostos fenolicos foram mais eficientes do que
o eritorbato de sodio na reducao da formagao de TBARS, uma vez que seus valores
permaneceram abaixo dos valores encontrados para a amostra controle (CT).
Considerando-se que a interacao entre os hidroperoxidos formados na superficie da
gota emulsionada com metais presentes na fase aquosa, € uma das principais
causas da oxidacdo lipidica em emulsdes, a eficiéncia de um antioxidante, nesse
sistema ira depender da sua concentracao, do tipo de molécula, da sua solubilidade
e, consequentemente, da sua localizagdo (McCLEMENTS & DECKER, 2000). Em
emulsdes 6leo em agua (O/A), os antioxidantes hidrossolUveis (ex. eritorbato de
sodio) sao capazes de quelar metais de transicao presentes na fase aquosa
prevenindo seu acesso ao substrato lipidico emulsificado (MAHONEY & GRAF,
1986; McCLEMENTS et al., 2000), enquanto os antioxidantes lipofilicos (exemplo:
a-tocoferol) se localizam na interface Oleo-agua (hipotese do paradoxo polar)
podendo apresentar maior eficiéncia (ALAMED et al., 2009; ALTUNKAYA et al.,
2009; FRANKEL, 2005). Os flavonoides hidro ou lipossoluveis, de forma geral,
podem atuar como quelantes de metais, como radical scavenger e/ou como chain-
breaking dependendo do sistema em que sao aplicados (FRANKEL, 2005;
DENISOV & AFANA’'S EV, 2005) exibindo assim, maior eficiéncia em inibir a
formacao de TBARS. Além disso, os radicais intermediarios formados por esses
compostos sao estaveis o que previne a formacao de novos radicais (AMMAR, 2009;
FRANKEL, 2005; DENISOV & AFANA’'S EV, 2005). Alguns autores afirmam, ainda,
gue o residuo de acgucar ligado a posicao 3 do anel C da rutina torna-a mais soluvel

que a quercetina (BECKER et al.,, 2007) e essa diferenca de polaridade entre
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compostos promove diferente distribuicao nas fases da emulsdo exibindo efeito
sinérgico (FRANKEL, 2005; AMMAR et al., 2009). Sendo assim, sugere-se que 0
eritorbato de sédio atuou exclusivamente como quelante de metais na fase aquosa,
reduzindo, assim, a sua atividade antioxidante na emulsao, quando comparado aos
compostos fendlicos. Em um estudo anterior (CAPITANI et al., 2009a), esse mesmo
composto apresentou baixa eficiéncia em inibir a formac_;éo' de TBARS, quando
avaliado por meétodos que utilizaram emulsdo com acido linoléico (LAOX) e
homogenato de frango, sugerindo uma atividade antioxidante reduzida, quando

aplicado em matrizes complexas.

Observa-se na Figura 12, que a mistura quercetina + rutina, quando aplicada
em menor concentragdo (500 mg/Kg), foi a mais eficiente em reduzir os valores de
TBARS em 45 dias. Ao comparar os resultados da amostra L500 com a L800, pode-
se dizer que a maior concentracdo de antioxidantes na amostra L800 (800 mg/Kg)
pode nao ter apresentado eficiéncia para inibir o processo de oxidagdao ou pode
ainda ter atuado como pré-oxidante devido a sua alta concentragcao, aumentando
assim os valores de TBARS. Estévez et al. (2004), observaram tendéncia pro-
oxidante ao adicionar oleo essencial de alecrim em salsichas, ou seja, a menor
concentracao de 6leo essencial (150 ppm) promoveu menor formagao de peroxidos
e menores valores de TBARS, enquanto as maiores concentragoes (300 e 600 ppm)

resultaram em um efeito pro-oxidante.

5 CONCLUSOES

Em relacdo a estabilidade oxidativa, ambas misturas (hidro e lipossoluveis),
em ambas dosagens (500 e 800 mg/Kg), apresentaram menores concentragoes de
TBARS que a amostra formulada com o antioxidante artificial durante o shelf life.
Entretanto, os compostos fenélicos parecem nao exercer a fungao de fixagao da cor
durante o processo de cura proporcionado pelo eritorbato de sédio. Considerando-se
o resultado da analise sensorial como critério de viabilidade, as amostras preparadas
com a mistura quercetina + rutina na dosagem 500 mg/Kg, apresentou-se como
melhor alternativa de substituicdo do eritorbato de sodio na formulagao de salsichas

tipo hot dog.
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Anexo 1

_UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de P6s-Graduacao

Informacgoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacdo oral do seu trabalho, com duragdo
maxima de trinta minutos.

\l2. Os membros da banca fardao a argiliicado oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para argtir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta. .

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), €
facultada a argiiicao na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a argiigdo por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatério de defesa) a aprovagdo ou
reprovagao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na argiiigdo.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovagao por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Duvidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pos-
Graduagao: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 18 de marc¢o de 2005.

Profa. Dra. Bernadette D. G. M. Franco
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - S3o Paulo - SP
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-maik: pgfarma@usp.br



Anexo 2

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Comits de Etica em Pesquisa - CEP

Oficio CEP n° 64/2007

Sao Paulo, 29 de maio de 2007.

‘\
1
limo(a). Sr(a)... G
Caroline Dario Capitani o - -

QOrientador Profa. Inar Alves de Castro
FBA :

Prezado(a) Senhor(a),

O Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP, em reunido realizada
em 28 de maio de 2007, APROVOU o projeto “Modelagem matemdatica na avaliagao
do sinergismo da atividade antioxidante de compostos naturais aplicados em
emulsdes alimenticias” (Protocolo CEP n® 421) apresentado por Vossa Senhoria.

Lembramos que ap0s a execugdo de 50% do cronograma do
projeto, devera ser apresentado um relatorio parcial, de acordo com o Artigo 18 —
item C, da Portaria FCF-111/97.

Atenciosamente,
Profa. Dra. Valentina Porta

Coordenadora do Comité de Etica Pesquisa
FCFMUSP

Av. Prof. Lineu Prestes, i® 530, Bloco 13 A - Cidade Universitisia - CEP 05508-900 - S¥o Paulo - SP
Fone | Fax: {11) S091-3877 - e-mail: ceplci@usp.br
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