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RESUMO

PEREIRA, Daiane.; PINHEIRO, S. Rafaelly. Elaboracdo de hamburgueres com
antioxidantes naturais oriundos de extratos etanolicos de alecrim (Rosmarinus
officinalis.L). 2013. 47 f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso Superior de
Quimica — Bacharelado em Quimica Industrial/Licenciatura em Quimica,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2013.

O alecrim (Rosmariuns officinalis) se destaca principalmente por suas caracteristicas
sensoriais e, por ser rico em flavonoides e compostos fendlicos com acéo
antioxidante. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o teor de compostos
fendliocs, flavonoides e as propriedades antioxidantes do extrato etanodlico de
alecrim (Rosmarinus officinalis) e na sequencia o seu potencial como antioxidante
natural em hambuargueres durante o seu processamento e armazenamento. As
concentracbes de compostos fendlicos, apresentaram teores elevados (40,91 mg
GAE/g de planta) para flavonoides totais, foi observado, 24,26 mg quercetina/g
na planta . A atividade antioxidante dos extratos hidroalcoolicos foi determinada e
comparada a de antioxidantes comerciais BHT (butilhidroxi- tolueno), BHA (butil-
hidroxi-anisol) e a-tocoferol pelo método de sequestro do radical livre DPPH- (2,2-
difenil-1-picrihidrazil). Foi observado que o extrato hidroalcéolico de Alecrim
(Rosmarinus officinalis) apresenta uma alta capacidade antioxidante. Neste
trabalho também foi elaborado produto carneo do tipo hamburguer e avaliado a vida
de prateleira durante seu armazenamento. Os produtos preparados por trés
tratamentos (Controle negativo — sem adicdo de antioxidante e extrato; Controle
positivo — com adi¢do de 0,010% de BTH; Extrato de alecrim — adicdo de 0,5% de
extrato) foram armazenados a -5 °C por 21 dias com andlises periddicas a cada 7
dias. O extrato de alecrim inibiu a oxidacao lipidica em 21 dias com uma baixa
producdo de malonaldeido.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis L.; Compostos fendlicos totais; Flavonoides
totais; Atividade antioxidante; Oxidacao Lipidica; Produto carneo.



ABSTRACT

PEREIRA, Daiane.; PINHEIRO, S. Rafaelly. Preparation of burgers with natural
antioxidants derived from ethanol extracts of rosemary (Rosmarinus officinalis.L).
2013. 47 f. Work Course Conclusion - Course in Chemistry - BS in Industrial
Chemistry / Degree in Chemistry, Federal Technological University of Parana. Pato
Branco, 2013.

Rosemary (Rosmariuns officinalis) is notable primarily for its sensory characteristics
and to be rich in flavonoids and phenolic compounds with antioxidant activity. The
objective of this study was to evaluate the content of fendliocs compounds,
flavonoids and antioxidant properties of ethanolic extract of rosemary (Rosmarinus
officinalis) and sequence their potential as natural antioxidant in burgers during
processing and storage. The concentrations of phenolic compounds showed high
levels (40.91 mg GAE / g of plant) to total flavonoid was observed, quercetin 24.26
mg / g in the plant. The antioxidant activity of hydroalcoholic extracts was determined
and compared to that of commercial antioxidants BHT (butilhidroxi-toluene), BHA
(butylated hydroxy anisole) and a-tocopherol by the method of kidnapping free
radical DPPH - (2,2-diphenyl-1 -picrihidrazil). It was observed that the hydroalcoholic
extract of rosemary (Rosmarinus officinalis) has a high antioxidant capacity. This
work was also prepared meat product like burger and rated shelf life during storage.
The products prepared by three treatments (negative control - no added antioxidant
and extract; positive control - with the addition of 0.010% BTH, Rosemary Extract -
adding 0.5% extract) were stored at -5 ° C for 21 days with regular reviews every 7
days. The rosemary extract inhibited lipid oxidation in 21 days with a low production
of malonaldehyde.

Keywords: Rosmarinus officinalis L., total phenolic compounds, total flavonoids,
antioxidant activity; Lipid Oxidation; Product flesh diet.
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1 INTRODUCAO

A preocupacgdo do consumidor com a saude tem crescido a cada dia e, com
iIsso, vem a busca por produtos naturais de maneira proporcional. Isso tem
fundamentado e incentivado os pesquisadores a encontrar substancias oriundas de
fontes naturais, com potencial antioxidante, que de alguma forma substitua os
antioxidantes sintéticos com riscos toxicolégicos, os quais foram investigados por
Pokorny (2007).

Nos ultimos anos no Brasil, ocorreu um aumento significativo de pesquisas
sobre produtos naturais com atividade antioxidante e antimicrobiana. Entretanto,
apesar da rica biodiversidade, somente estao disponiveis dados sobre 44 espécies
de plantas pertencentes a 20 familias, com atividade positiva, incluindo espécies
nativas e exoticas (OLIVEIRA et al., 2007).

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) € uma excelente fonte de compostos
fendlicos, sendo muito utilizado como tempero na alimentacdo. Tal substancias tém
apresentado alto potencial antioxidante, podendo ser utilizadas como conservantes
naturais para alimentos, prolongando a vida de prateleira de produtos sujeitos a
oxidacdo (ANDREO, 2006).

A carne e seus derivados representam uma parte importante da dieta
humana, e é considerado um alimento de alto valor nutricional, pois sua composi¢ao
em aminoacidos essenciais, lipideos, vitaminas e minerais sdo adequados a
alimentacdo. Todavia, os produtos carneos, devido a sua riqueza na composi¢ao
quimica, estdo propensos a oxidacdo lipidica, que pode ocorrer tanto no
processamento como no armazenamento.

A adicdo de antioxidantes é a pratica mais comum para aumentar a
estabilidade dos lipidios em alimentos. Devido ao menor custo e sua eficiente acéo,
0s compostos antioxidantes mais utilizados na inddstria sdo os antioxidantes de
origem sintética.  Contudo, pesquisas demonstraram que estes compostos
apresentaram toxicidade o que vem associado ao aumento da consciéncia dos
consumidores no que diz respeito a seguranca dos aditivos alimentares, criou a
necessidade para a identificagdo de alternativas naturais, que apresentem atividade

antioxidante em alimentos.



11

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as propriedades antioxidantes do extrato etandlico de alecrim
(Rosmarinus officinalis) em hamburgueres durante o0 seu processamento e

armazenamento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar as partes aéreas de alecrim (Rosmarinus officinalis).

e Preparar os extratos etanolicos;

e Determinar o teor de compostos fendlicos totais e flavonoides totais dos
extratos;

e Avaliar as propriedades antioxidantes do extrato da planta pelo método de
sequestro do radical livre DPPH- (2,2 difenil-1-picrilhidrazina);

e Elaborar os produtos carneos a base de carne frango;

e Determinar a oxidacdo lipidica dos produtos carneos pelo método TBARS
(substancias reativas do acido tiobarbitirico) e peroxidacéo lipidica;

e Realizar andlises microbiolégicas e a composicao centesimal dos produtos

carneos.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 ALECRIM (ROSMARINUS OFFICINALIS L.)

O Alecrim (Rosmarinus officinalis L.) da familia Lamiaceae, é originario da
regido do mediterraneo. E uma das especiarias mais estudadas e aplicadas no
processamento de alimentos devido as suas propriedades antioxidantes. Uma das
caracteristicas do Alecrim é de seu arbusto atingir dois metros de altura, com folhas
e flores aromaticas, produzindo flores azuis e brancas. As partes usadas sédo as
folhas, de cor verde mais intenso, na forma in natura ou secas e trituradas (em po).
O oleo extraido dos ramos e das folhas tem sido utilizado na industria de cosméticos
(perfumes, desodorantes e tbnicos para cabelo). O alecrim ajuda a regular as
funcdes hepaticas e tem propriedades diuréticas, digestivas, tbnicas e antissépticas,
€ muito utilizada como um ingrediente indispensavel no preparo de molhos para
saladas, carnes e frangos (CARVALHO, 2002).

Atualmente, o extrato de alecrim tem grande aceitacdo na industria de
produtos carneos como ingrediente para controlar a oxidacédo dos lipidios. Um dos
fatores limitantes para a utilizacdo de outros segmentos da industria alimenticia é a
mudanca de sabor que produz nos alimentos (BENZAQUEM, 2012).

As propriedades antioxidantes do alecrim podem ser atribuidas a presenca de
rosmanol, diterpenos, rosmaridifenol e rosmariquinona, e as propriedades
antimicrobianas parecem estar relacionadas com a presenca de borneol, pinenos,
cineol e canfora (PORTE e GODOQY, 2010).

3.2 ANTIOXIDANTES EM ALIMENTOS

Um antioxidante é uma substancia natural ou sintética adicionada em
produtos para prevenir ou retardar a deterioracdo dos mesmos pela acdo do
oxigénio presente no ar (HUANG et al., 2005).

Existem duas categorias basicas de antioxidantes denominadas: sintético
como o BHA (butilhidroxianisol) e o BHT (butilhidroxitolueno), largamente
empregados pela industria de alimentos e natural, substancias bioativas tais como
compostos fendlicos e terpenos, que fazem parte da constituicdo de diversos
alimentos (MELO e GUERRA, 2002).
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Nos ultimos anos, as pesquisas com antioxidantes naturais tiveram grande
destaque junto a comunidade cientifica. As suspeitas de que os antioxidantes
sintéticos sejam carcinogénicos tem direcionado os estudos para 0S compostos
naturais que apresentam esta capacidade. E crescente o interesse para que 0s
antioxidantes naturais substituam os artificiais ou atuem em conjunto com o0s
mesmos, reduzindo a quantidade dos antioxidantes sintéticos nos alimentos
(SOARES, 2002; ALEZANDRO, 2009).

Antioxidantes naturais extraidos de plantas podem ser usados como
alternativas aos antioxidantes sintéticos, devido a seu efeito equivalente ou maior na
inibicdo da oxidagao. Assim, antioxidantes naturais presentes em alimentos e outros
materiais biol6gicos tem atraido consideravel interesse nas ultimas duas décadas
devido a sua presumida seguranca, potencial nutricional e efeitos terapéuticos.
Alimentos ricos em antioxidantes tem sido apresentados como tendo papel essencial
na prevencao de doencas cardiovasculares, cancer e doencas neurodegenerativas,
onde as mais conhecidas sdo as doencas de Parkinson e Ahlzeimer e problemas
causados pelo envelhecimento das células (GOMEZ, 2003; GENENA, 2005).

Os antioxidantes ndo se tornam radicais livres pela doacéo de elétrons, pois
eles sdo estaveis em qualquer forma, por isso sdo definidos como substancias
capazes de quelar ou estabilizar radicais livres, sdo compostos aroméaticos que
contém pelo menos uma hidroxila (MELO e GUERRA, 2002).

Os compostos fendlicos sdo um grupo de antioxidantes que combatem o
envelhecimento celular (radicais livres), onde os grupos abundantes nos alimentos
sao os flavonoides, os acidos fendlicos e as lignanas (. SPENCER et al., 2008)

Os compostos fendlicos pertencem a uma classe que inclui uma diversidade
de estruturas, simples e complexas, que possuem pelo menos um anel aromatico no
qual ao menos um hidrogénio é substituido por um agrupamento hidroxila, sendo

assim o composto mais simples é o fenol (Figura 1).

OH

Figura 1. Estrutura
guimica do fenol.
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A efetividade antioxidante de muitos compostos fendlicos €, essencialmente,
resultado da facilidade com a qual um atomo de hidrogénio de um grupo hidroxila
(OH) da sua estrutura aromética é doado para um radical livre, bem como a
habilidade da mesma em suportar um elétron ndo emparelhado através do
deslocamento do mesmo ao redor de todo o sistema de elétron da molécula
(PAULA, 2004).

Esta classe de compostos apresenta uma grande diversidade e divide-se em
flavondides (polifendis) e ndo-flavondides (fendis simples ou acidos) (SILVA et al.,
2010).

Os flavondides sdo estruturas polifendlicas de baixo peso molecular
encontradas naturalmente nas plantas. Sao os responsaveis pelo aspecto colorido
das folhas e flores e absorvem radiacao eletromagnética na faixa do ultravioleta (UV)
visivel e, dessa maneira, apresentam um papel de defesa das plantas frente a
radiacdo UV da luz solar. Englobam uma classe muito importante de pigmentos
naturais e tém a estrutura quimica do difenil-propano (C6-C3-C6), sendo que as
duas partes da molécula com seis carbonos sdo anéis aromaticos. As duas classes
de flavondides consideradas mais importantes sdo os flavonois e as antocianinas
(MOON e WANG, 2006).

3.3 ANTIOXIDANTES NATURAIS

Os antioxidantes mais utilizados na industria alimenticia que podem ser
citados sdo: os tocoferois, acidos fenolicos e extratos de plantas como Alecrim e
Salvia (BENZAQUEM, 2012).

Os antioxidantes naturais podem funcionar como agentes redutores,
inibidores de radicais livres, quelantes ou sequestrantes do oxigénio singleto e como
desativadores de metais pro-oxidantes (GOMEZ, 2003). A atividade antioxidante dos
fendlicos é devida principalmente a suas propriedades redutoras. Além disso, eles
apresentam um potencial como quelantes de metais (ATOUI et al., 2005). Extratos
de alecrim e o tocoferol agem como sequestrantes de radicais (HRAS et al., 2000).

O tocoferol, por ser um dos melhores antioxidantes naturais € amplamente

aplicado como meio para inibir a oxidagcdo dos Oleos e gorduras comestiveis,
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prevenindo a oxidacdo dos acidos graxos insaturados (JORGE E GONCALVES,
1998).

A legislacéo brasileira permite a adicdo de 300 mg/kg de tocoferdis em o6leos
e gorduras, como aditivos intencionais, com funcao de antioxidante (ABIA, 1999). Os
tocoferdis estdo presentes de forma natural na maioria dos O6leos vegetais, em
alguns tipos de pescado e atualmente sédo fabricados por sintese. Existem quatro
tipos segundo a localizacdo dos grupos metila no anel: a, B, y, & (Figura 2). A
atividade antioxidante dos tocoferdéis é principalmente devida a capacidade de doar
seus hidrogénios fendlicos aos radicais livres lipidicos interrompendo a propagacéao

em cadeia.

e alfa-tocafargl
W beta-tocoferal
o gamma-tocoferol

e ., delta-tocofercl

Figura 2. Estruturas do Tocoferol.

3.4 ANTIOXIDANTES SINTETICOS

Os principais antioxidantes sintéticos, mais utilizados na industria de
alimentos sédo: BHT, BHA , TBHQ (terc-butilhidroquinona) e PG (propil galato) e tém
sido frequentemente usados como antioxidantes em alimentos lipidicos. No Brasil, as
legislacdes vigentes permitem a adicdo, em 6leos e gorduras de BHA e TBHQ no
limite maximo de 200 mg kg™; BHT, galatos de propila, dodecila e octila no limite de
100 mg kg™ e, margarina (sobre o teor de gordura), no limite de 200 mg kg™ de BHA,
BHT, TBHQ e galato de propila (BRASIL, 2005; BRASIL, 1998). Uma desvantagem
consiste em que esses antioxidantes sdo produzidos por processos quimicos
sintéticos, sendo seu uso frequentemente limitado por regulamentos e ndo sendo
aceitos em algumas aplicagbes (MATTEA et al., 2004). Apesar da elevada
capacidade antioxidante e antimicrobiana desses compostos, a sua utilizagdo tem
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sido controversa, pela suspeita de uma possivel toxicidade e/ou mutagenecidade
desses antioxidantes, fator que tem sido objeto de estudo por muitos anos, e tem
trazido um novo interesse aos antioxidantes naturais (BERNARDO-GIL et al., 2002;
IBANEZ et al., 2000; RIBEIRO et al., 2001).

©/C(QHJ)J (DHJ)JC©/( h ©/C(( h ;é\’(

OCHy
Butil hidroxianisol (BHA)  Butil hidroxitolueno (BHT)  Ter butilhidroguinona (TBHQ) Propil Galato (PG) O

Figura 3. Estrutura quimica dos principais antioxidantes sintéticos

O BHA é um antioxidante mais efetivo na supresséo da oxidacdo em gorduras
animais que em Oleos vegetais. E insolivel em agua e extremamente sollvel em
gorduras, apresenta pouca estabilidade frente a elevadas temperaturas, mas é
particularmente efetivo no controle de oxidacdo de acidos graxos de cadeia curta
(RAMALHO e JORGE, 2006).

O PG, éster do 3,4,5 acido triildroxibenzoico, tem o6tima atividade como
antioxidante para estabilizar alimentos  fritos, massas assadas e biscoitos
preparados com gorduras (BAILEY, 1996).

O TBHQ é um pé cristalino branco e brilhoso, moderadamente solGvel em
Oleos e gorduras e ndo se complexa com ions de cobre e ferro, como o galato
considerado o melhor antioxidante para 6leos de fritura, pois resiste ao calor e
proporciona uma excelente estabilidade para os produtos acabados (RAMALHO e
JORGE, 2006).

Embora potentes antioxidantes como BHA e BHT sejam permitidos em
produtos carneos, em quantidades de 0,01 gramas de antioxidante para cada cem
gramas de produto (GRUN et al., 2006), os antioxidantes sintéticos requerem testes
extensos e de custo elevado para comprovar a sua seguranca para aplicacdo em
alimentos (MARTINEZ-VALVERDE et al., 2002).

Ha diversos relatérios recentes sobre o efeito do BHA na conversdo de
materiais ingeridos em substancias toxicas ou cancerigenas devido ao aumento da
secrecdo de enzimas microssomaticas do figado e dos 6rgdos extra hepaticos, tais

como os pulmdes e a mucosa do trato gastrointestinal. Além disso, tem sido relatado
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que o BHT € cancerigeno em ratos. Em adi¢cdo, o TBHQ ndo é aprovado para o uso
em alimentos na Europa, Japdo e Canada (RIBEIRO et al., 2001).

3.5 COMPOSICAO LIPIDICA DA CARNE

Os lipidios sédo biomoléculas que, juntamente com os carboidratos e as
proteinas, formam o grupo de compostos mais simples em alimentos (BOBBIO e
BOBBIO, 1985). Eles desempenham um papel importante na qualidade dos
alimentos, particularmente sao imprescindiveis para a aceitabilidade da carne, j& que
sua concentracdo na mesma e a composicdo de cada uma das fracdes lipidicas
influem consideravelmente nas propriedades organolépticas (textura, sabor, aroma,
cor, etc).

Em geral os componentes da carne sdo agua (65 a 80%), proteina (16 a 22%),
gordura (3 a 13%) e cinzas, embora existam pequenas quantidades de outras
substancias, como as nitrogenadas nao-proteicas (aminoacidos livres, peptideos,
nucleotideos, creatina), carboidratos, acido lactico, minerais e vitaminas. A
composicdo depende da espécie, pode variar amplamente dependendo de diversos
fatores, como idade, sexo, alimentagio e zona anatdmica estudada. (ORDONEZ,
2005).

Os principais acidos graxos saturados da carne sdo, de maior e menor
concentracdo, o palmitico (C16:0), o estearico (C18:0) e o miristico (C14:0). O acido
oleico (C18:1) é o monoinsaturado mais abundante, seguido de palmitoléico (C16:1).
Os acidos linoleico (C18:2), linolénico (C18:3) e araquidbnico (C20:4) sao os
principais acidos graxos poliinsaturados (HUANG, 2005). A carne de frango em
comparacdo com a de outros animais, é relativamente abundante em &cidos graxos
poliinsaturados (VALSTA; TAPANAINEM; MANNISTO, 2005).

Os lipidios encontrados na carne de frango sdo constituidos por ésteres de
glicerol com acidos graxos onde predominam os triglicerideos, podendo apresentar
pequenas gquantidades de monoglicerideos, diglicerideos e acidos graxos livres.
Esses estdo acumulados em quantidades microscopicas no interior de células

musculares, geralmente localizados nos tecidos conectivos (COBOS et al.,1994).

3.6 CARACTERIZACAO DA RANCIDEZ DE OLEOS E GORDURAS
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A rancidez, ou seja, a deterioracdo da gordura constitui um importante
problema técnico nas industrias de alimentos, a qual pode ocorrer através da
rancidez hidrolitica e rancidez oxidativa (CECCHI, 2003).

A rancidez hidrolitica enzimatica refere-se a hidrdlise dos 6leos e gorduras
com producdo de acidos graxos livres (AGL), devido a acdo das enzimas lipases,
presentes nas sementes oleaginosas ou lipases de origem microbiana. De forma
nao enzimatica, a rancidez hidrolitica se da em altas temperaturas, produzindo
acidos graxos livres. E acelerada por luz e calor e os acidos graxos livres formados
sdo responsaveis pelo sabor e odor desagradaveis, especialmente em gorduras
como a manteiga, que possui grande quantidade de &cidos graxos de baixo peso
molecular. Porém, em gorduras com &acidos graxos nao-volateis, o sabor e odor
caracteristicos ndo surgem juntamente com a deterioracdo. Nesse caso, € muito
importante a medida quantitativa dos &cidos graxos livres para se determinar o grau
de deterioracdo (CECCHI, 2003). Outro efeito importante decorrente do aumento do
teor de &cidos graxos livres é o abaixamento do ponto de fumaca do lipidio, com
reflexos sofre a inflamabilidade do mesmo (BOBBIO e BOBBIO, 2001).

A rancidez oxidativa, é a autoxidacdo dos acilglicerois com acidos graxos
insaturados por hidrogénio atmosférico, sendo um tipo de deterioragdo importante
nas carnes e produtos carneos, porque todos os tipos de gorduras possuem
triacilglicerois insaturados. A deterioracdo oxidativa tem como consequéncia a
deterioracdo das vitaminas lipossollveis e dos acidos graxos essenciais, além da
formacao dos subprodutos com sabor-odor forte e desagradavel.

Evidéncias experimentais demonstram que os hidroperoxidos sédo os produtos
primérios predominantes, mas ndo exclusivos, de auto-oxidacdo de gorduras
insaturadas.

Varios testes tém sido desenvolvidos para indicar a rancidez oxidativa em
gorduras. Os estagios de rancidez podem ser detectados por estes testes antes que
se perceba a deterioracao organolepticante (CECCHI, 2003).

3.7 FATORES QUE INFLUENCIAM A OXIDAQAO EM CARNES
A oxidacao provoca inimeras alteracdes indesejaveis nos alimentos, as quais

podem afetar as caracteristicas sensoriais dos produtos ao reduzir o seu valor

nutricional. Estas razdes evidenciam que o0s antioxidantes apresentam um
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importante papel no processamento e estocagem dos alimentos (KLIMCZAK;
PACHOLEK, 2002).

Ainda que a inibicdo completa da rancificacdo oxidativa ndo tenha sido até
agora conseguida, € possivel retardar essa transformacao por periodos longos, de
modo a permitir o consumo dos lipidios ou dos alimentos que os contem, mesmo
apés seu armazenamento por muitos meses (BOBBIO, 2001).

Essa diminuicdo da velocidade da reacdo é obtida pela acdo dos
antioxidantes, representados por meios fisicos e quimicos. Os primeiros sdo as
embalagens que contenham pouco ar, que nédo permitam passagem da luz e o uso
de temperaturas adequadas no armazenamento.

A oxidacéo lipidica da carne pode ser afetada por alguns fatores extrinsecos
como temperatura, luz e nivel de oxigénio afetam a oxidacao, além da composicao
de &cidos graxos e processamento.

A oxidacao lipidica ocorre quando o oxigénio reage com lipidios em uma séria
de reacdes em cadeia dos radicais livres que é frequentemente iniciada pela
exposicao dos lipidios a luz, calor, radiacdo ionizante, ions metélicos ou catélise
metalo-protéica e que conduzem a complexas alterac6es quimicas. A oxidacdo de
lipidios em alimentos causa perdas na qualidade e, em seres humanos, podem
causar diversas doengas como cancer, aterosclerose, e processo de envelhecimento
(ATOUI et al., 2005; FUKUMOTO et al., 2000; GOMEZ, 2003; IBANEZ et al., 2000).

A temperatura, quando aumentada provoca aumento da taxa de auto-
oxidacao, afetando a cadeia de formacao de hidroperéxidos e sua decomposicao. A
cada 15°C de aumento da temperatura, a velocidade de reac&o dobra, isso porque o
aumento inicial da temperatura acelera dois fatores, as reacbes de propagagdo em
cadeia e a decomposicdo dos peroéxidos, resultando em aumento na concentragdo
de radicais livres disponiveis e na disseminacdo das cadeias de reacédo
(REGITANO-D’ARCE, 2006). Manter o produto em baixas temperaturas no
armazenamento é importante, pois, ndo irdo impedir a oxidacao lipidica, entretanto
permitirdo que esta ocorra em uma menor velocidade, assim, ndo sO evitando a
deterioracdo microbioldgica, mas também para retardar a oxidacéo oxidativa.

A luz acelera o desenvolvimento do ranco em gorduras. A luz ultravioleta e a
luz visivel de onda curta sdo as mais prejudiciais. Estas favorecem a fotolise dos
peroxidos em radicais livres e a decomposicdo de outros compostos. Radiagdes

ionizantes também aceleram as reacdes e 0s acidos graxos poli-insaturados auto-
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oxidativos, formam sistemas conjugados insaturados que absorvem sua energia,
acelerando a quebra dos seus peréxidos (REGITANO-D’ARCE, 2006).

A presenca de oxigénio é importante para que ocorra o processo de oxidacao
lipidica. O emprego de embalagens a vacuo, saches absorvedores de oxigénio,
nitrogénio e materiais com baixa permeabilidade ao oxigénio s&o algumas
alternativas que contribuem para aumentar a vida Util dos alimentos.

Quanto a composicao de acidos graxos, a rancificacdo oxidativa ndo ocorre
normalmente em acidos graxos saturados, sendo que a formacdo de um radical livre
€ energeticamente desfavoravel, somente por situacdes drasticas de temperatura,
por ruptura hemolitica da ligagdo C-H de uma cadeia carbénica saturada, poderia
ocorrer a formacao de radical livre, 0 que exigiria aproximadamente 100 kcal/mol de
energia. A presenca de duplas ligagcbes na cadeia carbdnica dos acidos graxos
insaturados reduz a energia necessaria para a ruptura hemolitica das ligagbes C-H
para 60 kcal/mol, viabilizando sua oxidacéo (BOBBIO e BOBBIO, 2001). Portanto,
guanto maior a proporcdo de acidos graxos insaturados, maior se torna a
probabilidade do alimento a oxidacéo.

Com o processamento, muitos produtos carneos sofrem algumas
modifica¢des fisicas. Nos produtos carneos emulsificados, moidos e restruturados,
os graus se diferem pelo efeito de destruicdo da estrutura do musculo e exposicao
dos lipidios a um ambiente pré-oxidante (MONAHAN, 2000). Com tudo, essas
alteracdes nos comprimentos celulares resultam na liberacdo de ferro. Esses e
outros agentes pré-oxidantes passam a interagir com os compostos de baixo peso
molecular como aminoéacidos, nucleotideos e fosfatos, com os quais formam
guelatos responsaveis pela catalise da oxidagéo lipidica in vitro (MORRISSEY et al.,
1996).

3.8 PRINCIPAIS CONSEQUENCIAS DO PROCESSO OXIDATIVO EM CARNES

A oxidacdo lipidica € o principal processo pelo qual ocorre perda da
qualidade das carnes e seus derivados e um fator determinante na vida util do
produto, na medida em que gera produtos indesejaveis do ponto de vista sensorial.
Este processo esta relacionado com a producdo de substancias potencialmente
toxicas como malonaldeidos e oOxidos de colesterol, e apresenta como

consequéncias, a modificacao do flavor original, o aparecimento de odores e gostos
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caracteristicos do ranco e a perda do valor nutricional decorrente da destruicdo de
vitaminas lipossollveis e &cidos graxos, além de tornar o alimento improprio para o
consumo (OLIVEIRA, 2011).

A unido de aroma e sabor foi aportuguesada para saborama e tem sido usada
como sinénimo de flavour ou flavor, que € a combinacdo de sabor, aroma, textura e
outras propriedades fisicas como temperatura alta (calor) e temperatura baixa
(frescor).

O mecanismo primario de degradacdo do sabor desejavel das carnes é
favorecido pela auto-oxidacdo dos lipidios, mas sua decomposi¢do leva a uma
mistura complexa de compostos volateis, com odores e flavours caracteristicos.
Destes alguns dos principais responsaveis pela perda de flavour desejavel em
carnes estéo, alcoois, hidrocarbonetos, cetonas aldeidos, acidos, ésteres.

Os problemas de flavour ligados a oxidacéo lipidica estdo ligados a carne
cozida, principalmente quando ela é reaquecida. O termo warmed-over flavour
(WOF) foi introduzido por Tims e Watts (1958), para descrever, o rapido ataque de
rancificacdo em carne cozida quando no armazenamento sob refrigeracdo. Os
sabores oxidados séo detectados, depois de 48 horas em contato com o rango, que
se desenvolve lentamente, e fica evidente somente depois de prolongado
armazenamento sobre congelamento.

Segundo Stangelo et al. (1987) € importante considerar que o0
desenvolvimento de off-flavour acontece no reaquecimento de carnes pré-cozidas. O
perfil e aroma de WOF caracteristico e o perfil de aroma relacionado a oxidacéo
lipidica da carne crua sdo diferentes, sdo diferentes, mais os compostos que
interferem no sabor sdo 0os mesmos, porém suas concentracdes séo diferentes.

A cor da carne é o mais importante atributo de qualidade que influencia na
aceitabilidade de produtos carneos pelo consumidor (MANSINI; HUNTI, 2005). A
oxidagao lipidica provoca a modificagdo de cor de carnes, pela transformacao de
pigmento oximioglobina, de coloragdo vermelha brilhante, em metamioglobina,
tornando a carne marrom-acizentada (KANNER, 1994). A oxidacdo do pigmento
pode catalisar a oxidacéo lipidica, assim como, os radicais livres produzidos durante
esse processo podem oxidar o atomo de ferro ou desnaturar a molécula de
mioglobina, alterando a cor do produto carneo (JAKOBSEN; BERTELSEN, 2000).

As reacdes de oxidagao de gorduras no organismo tem sido associadas a

diversos estados patoldgicos e doencas (KEHERER, 1993). Por outro lado, a
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ingestdo de produtos que contem produtos da oxidacao lipidica também representa
risco toxologico cronico ao ser humano (KUBOW, 1992).

3.9 METODOS PARA AVALIAR A PEROXIDACAO LIPIDICA EM CARNES

Varios métodos sao utilizados para avaliar a oxidacgéo lipidica, entretanto os
mais utilizados séo o indice de peroxido e andlise de substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBARS).

O indice de peréxido é um dos métodos mais utilizados para medir o estado
de oxidacao de Oleos e gorduras. Como os peréxidos sao 0s primeiros compostos
formados quando uma gordura deteriora, toda gordura oxidada fornece resultado
positivo nos testes de peroxidos. O indice de peroxido de gordura é facilmente
determinado dissolvendo-se um peso de gordura em uma solucdo de acido acético-
cloroférmio, adicionando-se iodeto de potassio e titulando o iodo liberado com
solucéo padrao de tiossulfato de sodio, usando amido como indicador. O resultado é
expresso como equivalente de peroxido por 100g (CECCHI, 2003).

O método TBARS ¢é utilizado para estudos de peroxidacao lipidica. A
avaliacdo de peroxidacdo lipidica € realizada pela deteccdo de seus derivados
liporeroxidos, por meio de substancias que reagem com o acido tiobarbitarico , como
o malonaldeido, produzindo uma base de Shiff de coloracdo rosa (OHKAWA, 1979;
BIRD e DRAPER, 1984). E um método simples e sensivel para a mensuracéo da
peroxidacao lipidica, embora ndo seja muito especifico (MEAGHER e FITZGERALD,
2000).

Portando o método de TBARS é utilizado para avaliar a protecdo a
lipoperoxidacdo, sendo o principal método utilizado para quantificar os produtos
finais da peroxidacéo lipidica provocada por um pro-oxidante, peréxido de terc-butila,
gue causa dano oxidativo em tecidos e células.

A oxidacdo de gorduras produz compostos que reagem com agido 2-
tiobarbiturico dando produtos de coloracdo vermelha. Essencialmente, o método
compreende a dissolucdo da amostra de gordura em volume organico como
benzeno, cloroférmio ou tetracloreto de carbono e extracdo do material reativo com
uma solucdo de acido acético, acido tiobarbitdrico, agua. O extrato aquoso, com

aguecimento, desenvolvera uma coloracao vermelha se a gordura estiver oxidada. O
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método torna-se quantitativo quando a intensidade de cor é medida no
espectrofotdmetro, através da medida da absorbancia.

O teste TBA so6 pode ser corretamente aplicado nos primeiros estagios da
oxidacdo, porque nos estagios mais avancados vai haver muita modificacdo nos
compostos produzidos. A cor produzida ir4 variar com o tipo de &cidos graxos
existentes na amostra. O pigmento produzido na reagéo colorimétrica é resultante da
condensacao de duas moléculas de TBA e uma de dialdeido malonico. O método foi
utilizado inicialmente para leite e produtos lacteos, porém ele tem sido considerado
um bom método para gorduras vegetais e animais (CECCHI, 2003). Particularmente
para carnes e derivados, a informagédo do numero de TBARS € bastante relevante.

Processos envolvidos na elaboracdo de produtos carneos que incluam
moagem, homogeneizacdo (mistura) e cozimento favorecem a formacdo do
malonaldeido, sendo fundamental o emprego do teste na avaliacdo da qualidade do

produto final.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 COLETA DAS AMOSTRAS E PREPARO DOS EXTRATOS ETANOLICOS

As ervas aromaticas foram coletadas na regido do sudoeste do Parana. Apos
a coleta, foram secas em estufa a 40°C, moidas em moinho Marconi modelo MA -
630 e guardadas em geladeira (7°C) para posteriores analises. Para o preparo do
extrato, foram pesados 2 g de erva desidratada e moida. A erva foi extraida com 15
mL de etanol a 80% v/v em banho-maria a 70°C, por 30 min (CARPES, 2008). Apos
a filtragem em papel de filtro Whatman n° 5, os EEEA (Extrato Etandlico da Erva
Aromatica) foram utilizados para as andlises de compostos fendlicos, flavonoides e
atividade antioxidante.

A quantidade do extrato de alecrim, adicionada na massa carnea para a
elaboracdo da partida dos produtos foi baseada em experimentos realizados para
testar a atividade antioxidante do extrato de alecrim em hamburgueres segundo
Trindade (2007). Onde o extrato etandlico de alecrim foi evaporado e liofilizado para

entdo ser acrescentado o produto carneo.
4.2 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A determinagéo de compostos fendlicos foi realizada de acordo com o0 método
espectrofotométrico de Folin-Ciocateau, descrito por Singleton et al. (1999). Uma
aliquota de 0,5 mL do respectivo extrato foi transferida para tubos de ensaio e
adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocateau (1:10). Ap0s 5 minutos de
repouso da mistura, foram adicionados 2,0 mL de uma solugéo de Na,COs3 4% (v/v).
As solucdes foram incubadas em local escuro, & temperatura ambiente e apos 2
horas, foi feita a leitura da absorbancia a 740nm. O padrdo utilizado foi o acido
géalico e os resultados foram expressos em mg g™ (equivalentes de acido galico).

Essas analises foram realizadas em triplicata.

4.3 FLAVONOIDES TOTAIS

A concentracdo de flavonoides totais foi determinada conforme meétodo
descrito por Park et al. (1995), com algumas modifica¢cdes. Aliquota de 0,5 mL do

respectivo extrato foi transferida para um tubo de ensaio e adicionado 4,3 mL de
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etanol a 80% (v/v), 0,1 mL de nitrato de aluminio a 10% (m/v) e 0,1 mL de acetato de
potdssio 10% (m/v). Ap6s 40 minutos de repouso, as leituras foram feitas em
espectrofotometro, a 415nm. Tubos em branco foram conduzidos nas mesmas
condicbes, sem adicdo de nitrato de aluminio. A curva analitica foi construida
contendo 10, 25, 40, 55, 70, 85 e 100 ppm de quercetina e os resultados expressos
em mg quercetina mL™ de extrato de Alecrim (DOWD, 1959). Essas anélises foram

realizadas em triplicata.

4.4 ATIVIDADE DE SEQUESTRO DO RADICAL DPPH-

A medida da atividade sequestrante do radical DPPHe foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995). O radical
DPPHe- (1,1-difenil-2-picrihidrazil) € um radical livre estavel que aceita um elétron
ou um radical hidrogénio para tornar-se uma molécula estavel e desta forma, é
reduzido na presenca de um antioxidante. Para avaliagdo da atividade
antioxidante os extratos hidroalc6olicos foram reagidos com o radical estavel
DPPHe em uma solucdo de etanol. Na forma de radical, o DPPHe possui uma
absorcao caracteristica a 517 nm, a qual desaparece apds a reducdo pelo
hidrogénio arrancado de um composto antioxidante. Os EEEA foram diluidos a
concentracdes finais de 0,32 mg/mL até 0,89 mg/mL.

A mistura de reacdo foi constituida da adicao de 0,5 mL das amostras, 3 mL
de etanol absoluto e 0,3 mL da solucdo do radical DPPHe 0,5 mM em etanol.
Para cada amostra e substancia de referéncia foi realizado em paralelo, um teste
branco com adicdo de etanol em substituicdo a solugcdo de DPPHe 0,5 mM.
Também foi realizado um controle contendo 3,5 mL de etanol e 0,3 mL de
DPPHe 0,5 mM. As substancias de referéncia — os antioxidantes sintéticos
comerciais BHT, BHA e a-tocoferol - foram avaliados nas concentragdes finais
de 10 ug mL™ até 125 ug mL™.

Fez-se uma curva cinética da atividade antioxidante de cada amostra e
das substancias de referéncia, para determinar o tempo necessario para chegar a
estabilizacdo das absorbancias. A reducao do radical DPPHe foi medida por meio
de um monitoramento continuo do declinio da absorbéancia a 517 nm, a cada 20

minutos até valores estaveis de absorcéao.
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A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) foi determinada apds 80
min de reacao (fase estavel) em relacdo ao controle conforme, através do ECsy,
Ou seja, a concentragcdo minima necessaria para o antioxidante reduzir em 50%
o DPPH-« inicial da reagéo.

Os valores de ECs, foram calculados por regresséo linear de gréficos onde
0 eixo das abscissas (X) representa as concentracdes em mg mL™, uL mL™ e pg
mL™ no caso dos EEEA e substancias de referéncia, respectivamente e o eixo
das ordenadas (Y) a %AA conforme a Equacdo 1. Essas andlises foram

realizadas em triplicata.

%AA = 100 — {[(AbSamostra — AbSbranco) X 100] / AbScontrole} (EQ.1)

4.5 ELABORACAO DE HAMBURGUER DE CARNE DE FRANGO

As matérias - primas utilizadas na obtencdo da massa-base das formulacbes
consistiram em 92% de carne de frango (10% carne de peito, 55% carne de coxa e
sobrecoxa, 15% de gordura e pele, 12% de agua gelada), 1% de proteina
texturizada de soja hidratada na proporcéo de 1:3 e 1% de proteina isolada de soja.
Os demais ingredientes foram: Sal 1,5%, cura rapida 0,5%, BHT 0,25%, Pimenta
branca moida 0,30%, glutamato monossaédico 0,20%, alho em pé 1,10%, aroma de
cebola 1,3%, fécula de mandioca 2%.

Os produtos foram elaborados conforme metodologia proposta por Terra
(1998) e observando-se as determinacdes de identidade e qualidade descritas na
legislagéo brasileira 21, sendo a carne moida em disco de 8 mm e misturados com
adicdo de proteina texturizada de soja, e demais ingredientes. Apds mistura, a
massa foi dividida em 3 porc¢bes para adicdo do antioxidante comercial e extrato de
alecrim, originando os seguintes tratamentos:

Tratamento 1 (T1): Controle negativo — sem adi¢&do de antioxidante e extrato;

Tratamento 2 (T2): Controle positivo — adicdo de 0,010% de antioxidante
comercial (BTH ou Eritorbato de sodio);

Tratamento 3 (T3): Extrato de alecrim — adicdo de 0,5%, em relacdo a massa
de carne, de extrato (EEEA);
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A legislagdo brasileira regulamenta o uso do eritorbato de sbédio na
quantidade suficiente para que exerca o efeito desejavel (Qquantum satis) enquanto
gque os antioxidantes naturais ndo possuem limite estabelecido para produtos
carneos (BRASIL, 1998). A quantidade dos extratos de alecrim, adicionada na
massa carnea serd baseada em experimentos realizados para testar a atividade
antioxidante de extratos de alecrim e orégano segundo Trindade (2007) e propolis
conforme Vieira (2012) que obtiveram melhores resultados com a concentracdo de
1% (m/v) na massa carnea.

Apés a completa homogeneizacdo das massas, 0os hamburgueres foram
moldados, sendo obtidos produtos com peso médio de 5 g, posteriormente
embalados em filme de polietileno, identificados e levados ao congelamento em
temperatura de -5 °C, por 21 dias, com coleta de amostras a cada 7dias para
avaliacbes, indice de peréxido e TBARS (substancias reativas ao acido
tiobarbitarico).

4.6 INDICE DE PEROXIDO

A quantidade de peroxido ndo constitui um indice inflamavel das
caracteristicas de conservagdo, porém indica até que ponto a oxidacdo progrediu.
Geralmente, quando a coloracao da reacao de Kreiss € intensa, pode-se inferir que
o valor do indice de peréxido sera elevado. Foi necessério pesar 5 g da amostra em
frasco Erlenmeyer de 125 mL. Adicionar 30 mL de solug&o acido acético-cloroformio
(3:2). Agitar o frasco até a dissolugdo da amostra. Adicionar 0,5 mL de solugéo
saturada de iodeto de potassio. Deixar em repouso por aproximadamente 1minuto.
Adicionar 30 mL de agua. Titular com solugéo de tiossulfato de sédio 0,01 N, com
agitacdo. Prosseguir a titulacdo até que a coloragdo amarela tenha quase
desaparecido. Adicionar 0,5 mL de solucdo de amido a 1% e prosseguir a titulacao
até o ponto final, quando todo o iodo se libera da camada de cloroférmio. Adicionar,
gota a gota a solucéo do tiossulfato de sédio 0,01 N, até que a coloracdo azul tenha
desaparecido. Preparar a prova em branco nas mesmas condi¢cdes. O indice de
peréxido foi expresso em miliequivalentes, por 1000g da amostra, usando a equacgao
2.

[(A-B) x N x 100]/ P (Eq. 2)
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Em que A representa o numero de mL de solugéo de tiossulfato de sédio 0,01
N gasto na titulacdo da amostra, B o numero de mL de solucdo de tiossulfato de
sédio 0,01 N gasto na titulacdo do branco, N a normalidade real da solucdo da

solucao de tiossulfato de sédio, P 0 peso da amostra, em gramas (CECCHI, 2003).

4.7 DETERMINACAO DA OXIDACAO LIPIDICA PELO TBARS

A oxidacdao lipidica dos produtos foi determinada nos tempos 0, 7, 14 e 21,
dias pelo método de TBARS modificado de acordo com o descrito por Raharjo,
Sofos e Schimidt (1992). Para amostras de hamburgueres a determinacdo do valor
de TBARS sera realizada nos tempos 0, 7 e 14 dias segundo Shirahigue (2008).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES TOTAIS DOS EEEA

Atualmente o interesse no estudo dos compostos fendlicos tem aumentado
muito, devido principalmente a habilidade antioxidante destas substancias em
sequestrar radicais livres, os quais sdo prejudiciais a saude humana (BOBBIO e
BOBBIO, 2003).

A quantidade de compostos fendlicos por grama de planta seca foi de 40,15
mg GAE (equivalente em &cido galico)/g de Alecrim. Esses resultados foram
possiveis pela equacéo de reta da curva padréo de acido galico (R*= 0,9974) (Figura
4).

60
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B 40
L ]
g 30
g y= 49,365x +0,1075
8 20 R?=0,9974
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0
0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2 1,4

Absorbancia

Figura 4. Curva padréo de acido galico.

Ja em analise dos flavonoides, foi possivel verificar a presenca de 22,43 mg
Quercetina/g no extrato de Alecrim, calculadas com base na curva padrao de
Quercetina (R? = 0,9978) (Figura 5).
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Figura 5. Curva padréo de quercetina.

Os resultados encontrados neste estudo diferem dos encontrados por Zheng
e Wang (2001), que estudaram plantas aromaticas da China. Os autores
encontraram 2,19 mg de GAE/g em extratos de Alecrim. J& Mata e colaboradores
(2007), obtiveram valores de compostos fendlicos em extratos aquosos e etandlicos
de alecrim (58,4 e 73,5 mg de GAE/g), respectivamente, resultados superiores aos
relatados neste trabalho.

Essas diferencas se devem provavelmente as diferencas geograficas,
climaticas, de solo e época de colheita.

O teor de compostos fendlicos e flavonoides dos extratos de Alecrim foram
altos, podendo ser considerados uma fonte de compostos fenélicos com possivel
atividade antioxidante, jA que muitos autores relacionam o teor de compostos
fendlicos com atividade antioxidante (CARPES, 2008).

5.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EEEA

O radical DPPH+s tem sido muito usado para se avaliar a capacidade
sequestrante de radicais livres em produtos naturais. A atividade antioxidante do
radical livre estavel DPPH- se baseia na transferéncia de elétrons de um composto
antioxidante para essa espécie radicalar, que ao se reduzir perde sua coloragédo
purpura (LEJA et al., 2007).

A evolucdo da reacdo cinética depende da natureza do antioxidante a ser

testado. Podem ocorrer trés tipos de comportamentos cinéticos entre as amostras:
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cinética rapida, quando reagem rapidamente com o DPPHe, atingindo o final da
reagcdo em menos de um minuto; cinética intermediéria, quando o final da reacéo é
atingido em até trinta minutos, e cinética lenta quando a reacdo demora mais de
uma hora para terminar (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

Sendo assim, € necessaria a determinacdo da cinética dos EEEA, pois ha
substancias antioxidantes que reagem de forma diferenciada. Além disso, os EEEA
possuem uma grande variedade de compostos com potencial antioxidante e, desta
forma, € imprescindivel se avaliar o comportamento da amostra, frente ao radical
DPPH-.

As Figuras 6 e 7 estdo representando a cinética de reacdo do DPPHe
com o EEEA e os antioxidantes sintéticos (BHA e BHT) e o antioxidante natural a-
tocoferol, usados como padrao. Na Figura (a) é possivel verificar que o tempo de
estabilizacdo da reacdo com o a- tocoferol foi de 40 min enquanto que 0S
antioxidantes sintéticos BHT e BHA precisaram de 80 min para estabilizar a
reacdo de sequestro do radical livre. Estes resultados coincidem com os estudos
feitos por BRAND-WILLIAMS et al. (1995) os quais, constataram que o BHT e
BHA apresentam uma cinética lenta de reacdo com o DPPHe, enquanto que a
cinética de reacdo do a-tocoferol com o DPPHe apresentam uma cinética

intermediaria.
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Figura 6. Cinética de reacdo extrato de Alecrim.
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Figura 7. Cinética de reducdo do DPPH (porcentagem de
atividade antioxidante) das substancias de referéncia, (a) a-
tocoferol, (b) BHA e (c) BHT.

Apés a avaliacdo da cinética de reacédo, a atividade antioxidante foi expressa
em termos de ECsp, OU seja, a concentracdo minima necessaria para o antioxidante
reduzir em 50% o DPPH inicial da reacdo no tempo em que o extrato atingiu a
estabilidade, no caso 80 min. Quanto menor o seu valor do ECsg, maior é a
capacidade antioxidante do extrato de Alecrim (CARVALHO e ALMANCA, 2003).

As figuras 8 e 9 apresentam o célculo de meia vida (ECsp), do EEEA e
substancias de referéncia como BHA, BHT e a-Tocoferol. Os valores de ECs foram

determinados pela equacédo da reta, onde o principio de reacdo € de primeira ordem,
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o gréfico expressa a atividade antioxidante pela concentracdo, utilizando a formula
de Mensor et al. (2001) (Eq. 3)

%AA = 100 - { [(AbSamostra - Absbranco) X 100] /AbSContr0|e} (Eq.3)

Os valores do ECsp do EEEA e substancias de referéncia podem ser

conferidos nas Figuras8e 9 e Tabela 1.
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Figura 8. Gréafico para célculo do EC50.

100 -~ 80 -
a) b)
80 60
60
3 < 40 -
® 40 - y =0,6793x + 8,4134 * y =0,4769x + 15,544
R?=0,9958 20 4 R?=0,9951
20
0 : . : : . . o
0 25 50 75 100 125 150 0 25 50 75 100 125 150
Concentragdo (ug/mL) Concentragdo (ug/mL)
Y =50 X =ECsy=61,220 ug/mL = 0,061 mg/mL Y =50 X =ECgy=72,250 ug/mL=0,072 mg/mL
60 -
C
50 )
40
I 30
X
20 | y=0,3361x + 11,461
R? = 0,9942
10 -
0 T . . T . .
0 25 50 75 100 125 150
Concentracdo (pug/mL)
Y =50 X =ECy,= 114,665 pg/mL=0,115 mg/mL

Figura 9. Célculo do EC50 para as substancias de referéncia, (a) a-tocoferol, (b) BHA e (c) BHT.
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Os valores de ECsy encontrados para as substancias de referéncia (BHA,
BHT, a-tocoferol) (Tabela 1) foram menores do que para os EEEA de Alecrim,
apresentando uma maior capacidade antioxidante. O BHT apresentou a menor
capacidade antioxidante entre os padrdes analisados. Por outro lado, o padrao a-
tocoferol apresentou a maior capacidade antioxidante (menor valor de EC50) entre
0s padrdes e entre os extratos etandlicos da erva aromatica.

A atividade de sequestro de radical livre também foi expressa em termos de
porcentagem de atividade antioxidante. Nesta andlise, ap6s 80 min de reacéo, o
extrato etandlico de alecrim foi avaliado na concentracéo de 0,533mg mL™ com uma
porcentagem de atividade antioxidante de 94,5%. Oselys e colaboradores (2008)
investigaram as propriedades antioxidantes pelo método de DPPHe de extratos
ativos de alecrim e gengibre, os métodos de analise foram 0s mesmos, e obteve-se
78,65% + 2,18, para o Alecrim do Parana, os valores encontrados pelo autor foi
inferior ao encontrado neste estudo, podendo considerar a regido em qual o alecrim
foi coletado, época do ano, entre outras. Martos et al. (2010) estudaram a atividade
antioxidante do 6leo essencial por hidrodestilacdo de seis especiarias amplamente
cultivadas no Egito, entre elas o Rosmarinus officinalis, neste estudo foi encontrado
valor de EC50 para o BHT 530 pug mL™. Desta forma o valor encontrado para o BHT
foi consideravelmente maior, ao encontrado neste projeto (114,66 pug mL ™ +0,07).

Os resultados de atividade antioxidante pelo método de DPPH, do extrato
etandlico do Alecrim, assim como dos antioxidantes comerciais estdo apresentados

na tabela 1.

Tabela 1. Atividade antioxidante do extrato de Alecrim e antioxidantes comerciais.

Amostras DPPH°
(Hg/mL)*
EE- Alecrim 127,32+0.14
BHT** 114.66+0.07
BHA** 72.25+0.07
a-tocopherol** 61.22+0.06

* ECso: concentragdo minima necessaria para reduzir a concentragao inicial do DPPH em 50%; **100 mg/mL.

Erkan et al. (2008) avaliou a atividade antioxidante de trés compostos puros,
utilizando como método extracdo Soxhlet como solvente metanol, para o extrato de
Alecrim, encontrou EC50 54,0 yg mL™, considerado um resultado menor quando

comparado com os métodos e resultados neste estudo.
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Os valores para BHT, BHA e a-tocopherol, neste estudo s&o valores
considerados altos e com alta capacidade de sequestro de radicais livres.

5.3 ELABORACAO DE HAMBURGUER DE CARNE DE FRANGO

Na fabricacdo dos hamburgueres a matéria prima utilizada foi carne de frango
(coxa, sobre-coxa, peito, recorte), adquirida jA& moida e homogeneizada, em um
supermercado na cidade de Pato Branco-PR.

Uma amostra de controle foi preparada nas mesmas condi¢Oes, sem adigcéo de
antioxidante, como controle positivo foi adicionado o BHT, 0,81 g e como
antioxidante natural foi adicionado extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis) (1,69),
totalizando 3 tratamentos (figura 10 e 11). As amostras foram embaladas em
porcbes de 5 g em sacos de polietileno, congeladas e estocadas a -5 C. As andlises
de indice de Peroxido e TBARS (Figura 12) foram realizadas no dia do

processamento e aos 7, 14 e 21 dias de armazenamento.

Figura 10. T1) Controle Negativo; T2) Controle Positivo; T3)
Extrato de Alecrim.
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Figura 11. EIabc;éo dos hamburgueres.
5.4 INDICE DE PEROXIDO

Segundo a legislacdo brasileira, o limite maximo permitido de indice de
peréxido em uma amostra € de 10 mg de peroxido O./kg.

No presente estudo realizado em hamburgueres de carne de frango o valor
para indice de perdxido, ndo teve variagcdo, sendo todas consideradas O, as
amostras tiveram seus valores constantes, ou seja sem variagdo, constatando que
nao houve producao do peréxido, e sim de compostos intermediarios, avaliados pelo
indice de TBARS, avaliadas nos dias 0,7,14,21.

Mathias et al. (2010) avaliou a aplicacédo de alta presséo a presunto de peru
nos processos oxidativos, em particular na oxidacao de lipidios e os efeitos na cor
do produto, quando tratados a pressdes de 200 a 400 mpa, por 5, 10 e 15 minutos
em temperatura ambiente. Dos resultados obtidos, pode-se observar que ndo foram
verificadas diferencas significativas entre amostras controle e pressurizada para
indice de per6xido. Na mesma pesquisa, pode-se verificar que os valores de indice
de peréxido foram abaixo deste limite maximo permitido, mas no 15° e 30° dia, no
caso da amostra pressurizada, e no 15° da amostra controle, esses valores foram
superiores, indicando que houve produgdo do composto. Dessa forma, houve uma
diferenca entre as amostras no 30° dia, indicando que a amostra pressurizada ainda
estava produzindo peréxidos, enquanto que na amostra controle o teor detectado foi

muito reduzido.
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5.5 DETERMINACAO DA OXIDACAO LIPIDICA PELO TBARS

Os peroxidos sdo produtos primarios da oxidacdo e, na sua decomposicao,
geram-se compostos de natureza diversa, 0s quais sao designados como produtos
secundérios (SILVA et al., 1999). Um dos parametros utilizados para avaliar a
extensdo da oxidacdo nessa fase € o numero de TBARS.

Durante o aquecimento da amostra (Iltem 6.7), € possivel observar a formacao
da cor rosa no tubo de ensaio (Figura 12), indicando que ha a presenca do aldeido
maldnico. Quanto mais intensa for a coloracdo résea, maior sera a concentracdo do
aldeido malbnico presente na amostra.

A figura 12 mostra a formacdo da coloracdo rosa devido a ocorréncia de

rancidez oxidativa.

Figura 12. Tubos retirados do banho-
maria para posterior leitura dos valores
de TBARS.

O pico de oxidacédo foi encontrado aos 7 dias de armazenamento congelado,
com queda aos 14 dias (Tabela 2). Este comportamento também foi encontrado por
Angelini (2010), com pico em 30 dias de armazenamento congelado para uma
espécie de tilapia, com quedas sucessivas até 120 dias. De acordo com Angelini
(2010), a queda se deveu provavelmente a sintese de produtos da oxidacdo que
passaram a ndo ser detectados por esta metodologia. No estudo feito por Cabral
(2012) em diferentes espécies de tilapias, foi encontrado resultado semelhante ao
ocorrido neste trabalho com pico de oxidacdo em 120 dias de armazenamento
congelado, tendo queda aos 180 dias.

Esse decréscimo também foi relatado por Rao et al. (1996) que observou

reducdes nos valores de TBARS em carne de bufalo crua, entre 30 e 60 dias de
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armazenamento sob congelamento, e esta reducéo foi atribuida as interacdes com
as proteinas deste alimento. De acordo com Shamberger (1980) e Nanan et al.
(2008) esta reducdo pode ser explicada pela provavel interacdo do malonaldeido
com a proteina presente no sistema, ou seja, 0 malonaldeido pode combinar-se
com outros componentes quimicos dos alimentos, tais como as proteinas, formando
compostos muito estaveis, que pode conduzir a uma subestimacgéo do valor final de
TBARS.

A Tabela 2 apresenta os resultados de indice de TBARS no hamburguer de
carne de frango, em diferentes tratamentos.

Tabela 2. Valores de indice de TBARS expresso em expresso em mg de malonaldeido/Kg de
amostra, hos hamburgueres de carne de frango em diferentes tratamentos.

amostras TBARS dias de armazenamento

0 7 14 21
T1 2,01 +0,03 2,93+0,17 1,85+0,23 1,77 0,16
T2 2,09 +0,06 2,06 £0,07 1,83+0,03 1,52 0,04
T3 2,14 +0,06 2,22+0,02 1,86+0,02 1,53+0,16

T1: sem antioxidante ; T2: antioxidante comercial; T3: extrato de alecrim

Na Tabela 2, verifica-se que, a partir do tempo 7 dias, o Tratamento 1 (Sem
antioxidante) apresentou resultados de TBARS maiores, quando comparado aos
tratamentos com adicdo de antioxidante, o que evidencia a maior oxidacao lipidica
naquele tratamento.

Através da tabela 2, observa-se que o tratamento controle ndo apresentou uma
média significativa maior do valor de TBARS em relac@o aos outros tratamentos com
antioxidantes em todos os tempos de armazenamento, o que difere do estudo feito
por Selani (2010). Observa-se também que nos tratamentos com antioxidantes
(sintéticos ou naturais) ndao ocorreram variagoes significativas nos valores de TBARS
0 que indica eficiéncia contra a oxidacgao lipidica da carne de frango durante 21 dias
sob armazenamento, o que condiz com o estudo de Selani (2010).

Milani et al. (2010) estudou, extratos hidroetandlicos de Diospyros kaki, L.
(caqui) das cultivares (cv.) Quioto e Rama Forte em carne de frango submetida a
moagem, foram feitas algumas analises entre elas determinaram-se o TBARS. Os
valores de TBARS da amostra controle aumentaram com o aumento do tempo de
estocagem, atingindo 5,91 mg malonaldeido/kg na amostra do 14° dia, enquanto que

os tratamentos T1 (carne de frango adicionada de 0,5% de extrato hidroetandlico de



39

caqui cv. Quioto) e T3 (carne de frango adicionada de 0,5% de extrato
hidroetandlico de caqui cv. Rama ) apresentaram aumento significativo de
malonaldeido do tempo 0 a 14 dias de armazenamento, diferindo do resultado
encontrado neste estudo, o qual o indice de malonaldeido diminuiu.

Bertolin et al. (2011), avaliou a prevencao da oxidagao lipidica em charque por
meio do uso de substancias antioxidantes naturais e do antioxidante sintético butil
hidroxitolueno (BHT), para isto realizou teste de TBARS, o qual indicou que o BHT
apresenta maior inibicdo dentre os naturais testados, o mesmo ocorreu neste
estudo.

A legislagdo vigente no Brasil ndo apresenta limite méximo para
malonaldeido/kg em produtos carneos e produtos derivados de pescado, entretanto,
o produto carneo pode ser considerado em bom estado, se apresentar valores
abaixo de 3mg de malonaldeido/Kg de amostra (AL-KAHTANI; ABU-TARBOUSH,;
BAJABER, 1996). Assim sendo, ap0s os 21 dias de armazenamento congelado, 0s

hamburgueres de carne de frango, apresentam resultado satisfatério.
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6 CONCLUSAO

Com base neste estudo, os extratos hidroalcoolicos de alecrim presente no
sudoeste do Parana apresentam elevados teores de compostos fendlicos e
flavonoides totais com elevada atividade antioxidante, o qual pode ser
considerado um excelente suplemento alimentar.

Com os resultados obtidos na avaliacdo da inibicdo da oxidacgéo lipidica dos
hamburgueres, foi possivel verificar que o extrato de alecrim inibiu a oxidacao
lipidica em 21 dias com uma baixa producdo de malonaldeido e com valores muito
proximo ao antioxidante sintético (BHT), o que torna possivel a substituicdo deste
antioxidante pelo extrato de alecrim.

Durante este estudo, foi possivel obter conhecimento tanto tedrico como
pratico do estudo fisico quimico do Alecrim (Rosmarinus officinalis. L), observou-se
que a utilizacdo de antioxidantes naturais pode se tornar uma alternativa no

retardamento da oxidacéo lipidica em hamburgueres e produtos similares.
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