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RESUMO

BIANCHIN, Mirelli. Atividade antioxidante de ervas aroméaticas e pélen apicola e
seus efeitos durante armazenamento de paté de frango. (76) f. Trabalho de
Concluséo de Curso (Bacharelado em Quimica), Universidade Tecnoldgica Federal

do Parana. Pato Branco 2014

Os produtores de alimentos tém se deparado cada vez mais com o desafio de
satisfazer os consumidores que exigem a adocdo de uma politica decrescente de
uso de conservantes sintéticos. O receio ao consumo desses antioxidantes deve-se
a sua toxicidade e por estar relacionado a diversas doencas. Assim, busca-se a
reducdo destes e a substituicdo por antioxidantes naturais, uma vez que estes nao
interferem na qualidade sensorial e nutricional de produtos. Neste contexto as ervas
aromaticas e o poélen apicola apresentam-se como alternativas de antioxidante por
possuirem compostos bioativos que inibem direta ou indiretamente o excesso de
radicais livres e a peroxidagdo lipidica dos alimentos Deste modo este trabalho
avaliou as propriedades bioativas do Alecrim (Rosmarinus officinalis), Salvia (Salvia
officinalis), Manjericdo (Ocimum basilicum) e Po&len Apicola Organico e suas
implicacbes como antioxidantes naturais durante o armazenamento de paté de
frango, em alternativa ao antioxidante comercial eritorbato de sddio. Os extratos das
plantas e do pélen mostraram-se agentes antioxidantes promissores apresentando
significativos resultados em relacdo aos compostos fendlicos e flavonoides. Dentre
0s métodos de atividade antioxidante o extrato de alecrim e de salvia se destacaram
mostrando em algumas analises resultados superiores aos antioxidantes comerciais.
Em relacdo a oxidacao lipidica, ndo houve a formacédo de peréxidos em nenhuma
formulacdo, durante o periodo de armazenamento do produto. Na andlise de
TBARS, a qual foi realizada durante 28 dias de armazenamento, os extratos foram
adicionados na mesma concentracdo que o antioxidante eritorbato de sédio, sendo
gue o extrato de alecrim e de salvia comportaram-se similarmente ao antioxidante
comercial.

Palavras-chave: Antioxidantes naturais, alecrim, salvia, manjericdo, poélen apicola,
eritorbato de sédio, substituicdo, paté de frango, oxidacao lipidica.



ABSTRACT

BIANCHIN, Mirelli. Antioxidant activity of herbs and bee pollen and its effects during
storage of chicken pate. () F. Working End of Course (Baccalaureate in Chemistry),

Federal Technological University of Parana. Pato Branco 2014.

Food producers have faced increasingly with the challenge of satisfying consumers
who require the adoption of a policy of declining use of synthetic preservatives. The
fear the consumption of these antioxidants is due to their toxicity and because it is
related to several diseases. Thus, attempts to reduce these and substitution of
natural antioxidants, as these don’t interfere with the sensory and nutritional quality
of products. In this context extracts of herbs, bee products and other biological
matrices are presented as alternative antioxidant compounds because these
matrices have bioactive compounds that directly or indirectly inhibit the excess free
radicals and lipid peroxidation of food. Thus this study evaluated the bioactive
properties of Rosemary (Rosmarinus officinalis), sage (Salvia officinalis), Basil
(Ocimum basilicum) and Organic Bee Pollen and its implications as natural
antioxidants during storage of chicken pate as an alternative to commercial
antioxidant sodium erythorbate. The plant extracts and pollen show promise
antioxidants have significant results in relation to phenolic compounds and
flavonoids. Among the methods of antioxidant activity extract of rosemary and sage
stood out in some analyzes showing results superior to commercial antioxidants. In
relation to lipid oxidation, there was no formation of peroxides in any formulation
during storage of the product. In TBARS analysis, which was performed during 28
days of storage, the extracts were added in the same concentration as antioxidant
sodium erythorbate, wherein the extract of rosemary and sage behaved similarly to
the commercial antioxidant.

Keywords: Natural antioxidants, rosemary, sage, basil, bee pollen, sodium
erythorbate, substitution, chicken pate, lipid oxidation.
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1 INTRODUCAO

Dentro da industria processadora de carnes e seus derivados, a
complexidade do processamento de alimentos, associada a necessidade de
aumentar o periodo de armazenamento destes torna-os vulneraveis a deterioracdo a
qual é ocasionada por reaces quimicas, como a oxidacéo lipidica.

Estas reacdes geram compostos como aldeidos, cetonas, acidos graxos de
cadeia curta, que se tornam indesejaveis por serem 0s agentes responsaveis pela
destruicdo de constituintes essenciais, ocasionando o0 decréscimo do valor
nutricional dos alimentos; por gerar compostos toxicos para o organismo humano,
tornando-o improprio para 0 consumo; e principalmente por alterar as caracteristicas
organolépticas do produto, limitar sua vida de prateleira e a sua estabilidade
comercial (BRUM, 2009; KAHL, HILDEBRANDT, 1986; PADILHA, 2007; SOUZA,
2006; TERRA, 2008; YUNES, 2010).

Portanto, para evitar tais inconvenientes a industria de carnes utiliza
substancias quimicas capazes de fornecer protecdo contra a oxidacao, os chamados
antioxidantes comerciais, como o BHA (butil-hidroxianisol), BHT (butil-hidroxitolueno)
e eritorbato de sodio.

Porém a industria de alimentos tem-se deparado com o desafio de elaborar
e produzir produtos que apresentem caracteristicas sensoriais e nutricionais
atraentes para a comercializacao e que ao mesmo tempo satisfaca os consumidores
que exigem a adocdo de uma politica decrescente de uso de conservantes
sintéticos, uma vez que o consumo exagerado destes esta relacionado a diversas
doencas carcinogénicas.

Neste cenario os antioxidantes naturais oriundos de ervas aromaéticas,
produtos apicolas, frutas, verduras e demais matrizes biol6gicas se apresentam
como alternativas aos antioxidantes comerciais, por possuir compostos bioativos que
inibem direta ou indiretamente o0 excesso de radicais livres e a peroxidacao lipidica
dos alimentos.

Deste modo estre trabalho objetivou avaliar as propriedades bioativas do
Alecrim (Rosmarinus officinalis), Salvia (Salvia officinalis), Manjericdo (Ocimum

basilicum) e Pélen Apicola Orgéanico e suas implicagdes como antioxidantes naturais
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durante o armazenamento de paté de frango, em alternativa ao antioxidante

comercial eritorbato de sédio.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo tem por objetivo determinar as propriedades bioativas do
Alecrim (Rosmarinus officinalis), Salvia (Salvia officinalis), Manjericdo (Ocimum
basilicum) e Polen Apicola, bem como, verificar suas implicacbes como
antioxidantes naturais durante o armazenamento de paté de frango, em alternativa

ao antioxidante comercial eritorbato de sodio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICIOS

e Determinar os teores de compostos fendlicos totais e flavonoides totais nos
extratos etanodlicos de alecrim, salvia, manjericédo e pdlen apicola.

e Verificar o potencial antioxidante in vitro dos extratos etandlicos e dos
antioxidantes comerciais BHA, BHT, a-tocoferol e eritorbato de sddio pelo
método de sequestro de radical livie DPPH’, captura do radical ABTS™, oxidacdo
do sistema B-caroteno/acido linoleico e pelo poder de reducao do ferro - FRAP.

e Formular e produzir diferentes tratamentos de paté de frango, utilizando como
antioxidantes naturais os extratos de alecrim, salvia, manjericdo e pélen apicola,
separadamente, e um tratamento padrdo com antioxidante sintético eritorbato de
sédio e um controle sem adi¢cdo de antioxidante.

e Verificar o efeito dos extratos na estabilidade oxidativa do produto elaborado,
através de analises como indice de peréxido e substancias reativas ao acido

tiobarbitdrico - TBARS, comparando-o com o tratamento controle e padrao.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 © MERCADO DA CARNE DE FRANGO

Na década de 60, teve inicio nos paises industrializados a tendéncia da
substituicdo do consumo de carnes vermelhas por carnes brancas, em decorréncia
do baixo custo da carne de frango quando comparado ao de outras proteinas
animais (COUTINHO; FERRAZ, 1993; SATO, 1995).

Essa tendéncia de consumo passou a ser observada no Brasil nas décadas
de 70 e 80 e desde entdo, a ingestdo da carne de frango, pelos brasileiros, so
aumentou. Fatores como, o menor valor para aquisi¢do, presenca de gordura em
niveis inferiores as demais carnes e oferta de cortes prontos e temperados que
oferecem praticidade ao consumidor, estéo relacionados a tendéncia no aumento de
consumo da carne de frango.

Na figura 1 estdo apresentados os dados referentes ao consumo da carne
frango no pelos brasileiros entre os anos de 2000 e 2011.

s 5t 554
oo T 9 409

Figura 1- Consumo per Capita (kg/hab) da carne de frango no Brasil
Fonte- Unido Brasileira de Avicultura, 2012.
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Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
censo de 2013, o Brasil é o maior exportador de carne de frango desde 2004 e o
terceiro maior produtor de carne de aves, atras somente de Estados Unidos e China
(IBGE, 2013).

Os estados da Regido Sul juntos abateram 59,0% do total do abate nacional,
mais do que o dobro da participacdo da Regido Sudeste (21,2%). Destaca-se o
estado do Paranad como principal Unidade da Federacdo no ranking nacional de
abate de frangos, com participacdo de 28,0%, seguida de Santa Catarina e Rio
Grande do Sul (IBGE, 2013).

A trajetdria de sucesso da avicultura brasileira foi desencadeada por uma
série de fatores que juntos contribuiram para que esta atividade se tornasse uma
das mais interessantes dentre as cadeias produtivas agroindustriais no Brasil e uma
das mais desenvolvidas no mundo. Marcada por constantes evolugdes técnicas, o
triunfo desta producdo pode ser explicado pelo desenvolvimento de pesquisas em
genética, o rigoroso controle das sanidades avicolas, as privilegiadas condi¢cfes de
producdo de grdos, clima extremamente favoravel, o aperfeicoamento dos
profissionais da atividade e a otimizacdo dos processos industriais e dos
equipamentos utilizados (SCHEEREN, 2011).

As industrias de maior porte utilizam linhas de abate automatizadas de
grande escala, permitindo assim a producéo de cortes de frango, com alto grau de
padronizacdo, oferecendo ao mercado um produto com maior valor agregado
(SCHEEREN, 2011).

3.2 A CARNE DE FRANGO

Considerada um alimento saudavel, a carne de frango constitui uma fonte
importante de proteinas, as quais tém, por conseguinte, um bom valor biolégico que
€ comparavel ao das outras carnes. A carne de frango € rica em ferro e vitaminas do
complexo B, em especial niacina (musculo escuro) e riboflavina (musculo claro).
Além de possuir varias proteinas indispensaveis ao ser humano, a carne de frango
também é uma fonte de energia e de outros nutrientes como vitaminas, minerais e
lipideos (VENTURINI et al, 2007).
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No Brasil a carne de frango pode ser comercializada como frango inteiro e
frango em carcaca, e os residuos gerados durante o processamento e a abate

podem ser empregados na producéo de outros produtos (VENTURINI et al, 2007).

3.3 PRODUTOS ELABORADOS A PARTIR DA CARNE DE FRANGO

Dentre os produtos elaborados a partir da carcaca do frango, estéao inseridos
a linguica frescal, medalhdes, peito de frango defumado, entre outros, enquanto os
produtos elaboradores a partir dos subprodutos do processamento do frango,
destacam-se os empanados, em molho, reestruturados e em pastas.

Segundo a Instrugdo Normativa n.4, de 31 de marco de 2000 que aprova 0s
regulamentos técnicos de identidade e qualidade de carne mecanicamente
separada, de mortadela, de linguica e de salsicha, entende-se por linguica o produto
carneo industrializado obtido de carnes de animais de acougue, adicionado ou nao
de tecidos adiposos, ingredientes, embutido em envoltério natural ou artificial e
submetido ao processo tecnolégico adequado.

Os produtos empanados podem ser definidos, como o produto cérneo
industrializado, obtido a partir de carnes de diferentes espécies de animais de
acougue, acrescido de ingredientes, moldado ou néo, e revestido de cobertura
apropriada que o caracterize, nesta categoria encontram-se 0s nuggets (BRASIL,
2001).

Enguanto os produtos em molho sdo partes de frango picadas, pré-cozidas e
adicionados a molhos. Podendo ser elaborados com cortes lesionados que estdo
fora dos padrdes dimensionais da empresa, como também, produtos obtidos de
desossa com residuos de carne aderida, porém, com a granulometria um pouco
maior do que a recomendada para produtos reestruturados (ROQUE, 1996).

De forma geral, os produtos reestruturados sédo elaborados a partir de
porcdes carneas magras e gordas, cortadas em pedacos medianos e/ou triturados,
sendo reduzidos a uma pasta fina. Geralmente sdo comercializados como produtos
crus (refrigerados ou congelados) ou como pré-cozidos ou cozidos, como O
hamburguer, os empanados, salsichas e mortadelas (GAVA, SILVA E FRIAS, 2008).
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Os produtos em pasta, segundo definicdo do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento, sdo considerados produtos carneos industrializados
cozidos, pasteurizados ou esterilizados, obtidos a partir de carnes e/ou produtos
carneos e/ou miados comestiveis, das diferentes espécies de animais de acougue,
transformados em pasta, adicionado de ingredientes e submetido a um processo
térmico adequado, dentre os produtos elaborados neste grupo, encontram-se 0S
patés (BRASIL, 2000).

3.3.1 O paté

O paté é um produto carneo com tradi¢cdes gastronémicas importantes e se
destaca devido as suas caracteristicas sensoriais. Ndo existem dados exatos na
histéria sobre a origem da elaboracdo e consumo de patés, porém sabe-se que 0S
primeiros eram feitos de figado de patos que migravam no inverno para as margens
do Nilo, nesta época o paté era um alimento requintado servido somente aos farags.

Os primeiros patés a serem comercializados foram os de figado de ganso
(foie-grass) e figado de porco.

No Brasil, o regulamento técnico que define a qualidade e identidade do paté
€ a Instrucdo Normativa N° 21, de 31 de julho de 2000, onde entende-se por Pasta
ou Paté, seguido das especificacdes que couberem, o produto carneo industrializado
obtido a partir de carnes e/ou produtos carneos e/ou miudos comestiveis, das
diferentes espécies de animais de acougue, transformados em pasta, adicionado de
ingredientes e submetido a um processo térmico adequado (BRASIL, 2000).

Os patés podem ser classificados em cremosos e pastosos. O paté cremoso
€ produzido com parte da matéria-prima crua e outra cozida, enquanto o paté

pastoso € processado com a matéria-prima cozida (SCHMELZER-NAGEL, 1999).
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3.4 OXIDACAO LIPIDICA EM CARNES

Entre os componentes basicos da carne, a gordura € o mais variavel, tanto
no ponto de vista quantitativo como qualitativo. Os lipidios presentes na carne e em
seus derivados desempenham um papel determinante para a aceitacdo dos
mesmos, uma vez que a sua concentracdo e composicao influenciam intensamente
nas propriedades organolépticas dos produtos. Entretanto, os lipidios estdo
suscetiveis ao processo de oxidagdo, o qual é o principal responsavel pela perda da
qualidade sensorial e nutricional da carne e de seus produtos (ORDONEZ, 2005.;
PINO 2005).

Fatores como a composicdo de fosfolipidios, o teor de acidos graxos poli-
insaturados, presenca de ions de metais livres, processos mecanicos como
moagem, mistura, corte desossa, coccao intensificam o processo de oxidagao
lipidica da carne e derivados (ALMEIDA, 2005).

A oxidacdo lipidica acontece basicamente em trés etapas, sendo elas

iniciacdo, propagacao e término.

Iniciagao FH — R* + H"

Propagagao R" + Q;— ROO"

ROC" + RH — ROOH+R"

Término ROO" + R*—» ROCR

ROOT + ROO™ —® ROOR+ O3 Produtos estaveis
R* + R® = RF

FH = Acido grazo insaturada

R® = Radical Livre

ROO" = Radical Perdxido

R2OH = Radical Hidrope raxido

Figura 2 - Etapas da oxidacéo lipidica em alimentos
Fonte: Ramalho e Jorge, 2006.
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Na fase de iniciagdo, um atomo de hidrogénio é retirado do grupo
metilico de um &cido graxo insaturado, formando-se assim um radical
livre R. Nesta fase a energia de ativagcdo é bastante elevada, desta
forma ha certa dificuldade da reacdo iniciar-se de forma esponténea,
necessitando, assim, de temperaturas elevadas e agentes catalisadores,
como a luz e a presenca de certos metais (cobre, ferro, niquel, cobalto e
manganés). Na segunda fase, a de propagacdo, os radicais livres
formandos na primeira fase, reagem com oxigénio produzindo peréxidos
que por sua vez subtraem o hidrogénio de outra molécula insaturada,
produzindo hidroperoxidos e mais um novo radical livre, promovendo
assim uma reacdo em cadeia, estas reacbes s6 cessam na etapa de
término. Nesta fase, as alteragcdes no sabor e no aroma do alimento
tornam-se perceptiveis devido aos produtos de decomposicdo dos
hidroperoxidos. No término, ocorre a interrupcdo das reac¢des de
propagacdo devido ao consumo e reducdo dos A&cidos graxos
insaturados, desta forma os radicais livres associam-se formando
substancias estaveis e finalizando seu papel como agentes oxidantes. As
caracteristicas organolépticas do alimento, nesta fase, sdo intensamente
alteradas, sendo facilmente perceptivel a rancificacdo através do aroma
e do sabor (ORDONEZ, 2005).

Segundo Andersen et al. (2003), Morrisey et al. (1998) e Padilha (2007) “a
oxidacdo lipidica em carnes de aves, envolve os lipidios poli-insaturados das
membranas celulares e esta relacionada também com a oxidacdo dos pigmentos
das carnes, provocando perda da cor”. As alteragdes bioquimicas que acompanham
a conversao do musculo em carne oferecem condicfes favoraveis para que ocorra a
oxidagdo na fragcdo mais insaturada de fosfolipidios nas membranas sub-celulares,
onde o balanco entre os fatores pré-oxidativo e a capacidade antioxidativa ndo esta
controlado, favorecendo a oxidacdo lipidica, que pode ser acelerada por
processamento tecnoldgico anterior a estocagem como 0 corte e 0 cozimento, 0S
quais rompem as membranas celulares do musculo (ANDERSEN et al., 2003.;
MORRISEY et al., 1998; PADILHA, 2007).
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3.5 METODOS DE AVALIACAO DA OXIDACAO LIPIDICA

Existem diferentes formas de se avaliar o estado oxidativo de fracdes
lipidicas dos alimentos. Dentre os testes mais utilizados estdo o indice de peroxido e
determinacdo substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). Esses métodos
geralmente envolvem a extracdo da fracao lipidica do alimento em estudo seguido
de analise (SOARES et al., 2012).

3.4.1 indice de Peroxido (IP)

A medida do indice de peroxido é bastante utilizada para determinar os
produtos primarios da oxidacdo, os hidroperéxidos, os quais podem ser
quantificados com base na propriedade de oxidar fons de Fe?" a Fe** ou de liberar
iodo (AOCS, 2004).

O método mais empregado € o iodométrico, no qual a extracdo da fracao
lipidica do alimento ocorre através da reacao com cloroférmio e a quantificacdo do
teor de peroxido baseia-se na proporcédo direta que ha entre iodo liberado na reacéo
e quantidade de peroxido presente nha amostra.

A figura 3 exemplifica as rea¢des decorridas no método iodométrico.

Os peréxidos que sao formandos no inicio da rancificacdo, devido a sua
acado oxidante, atuam sobre o iodeto de potassio liberando o iodo, a quantificacéo
desses compostos € realizada com uma solucéo de tiossulfato de sédio, e os valores
expressos em miliequivalentes de perdxido por kg de amostra (SILVA, BORGES,
FERREIRA, 1998).

OOH oH
R Kl —— R I + K50
MR' * / R- 2 2

|2 +2 Nag 5203 - N325406+ 2 Nal

Figura 3- Reacdes de oxidacdo e reducédo na titulacdo iodométrica
Fonte: SILVA, BORGES, FERREIRA (1998).
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A medida do indice de peréxido reflete a qualidade do alimento mesmo que
0s acidos graxos encontrem-se na fase inicial de oxidac&o, entretanto, este método
nao fornece o valor total de peroxidos presentes na amostra, pois o iodo liberado
pode fixar-se nas duplas ligacbes dos acidos graxos poliendicos causando um
decréscimo ao valor de indice de peréxido, outro ponto que se deve considerar € a
interacdo do iodeto com o oxigénio atmosférico (VOGEL, 1992; SILVA, BORGES,
FERREIRA, 1998).

Assim, como complemento ao IP pode se realizar o teste de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico e testes de analise sensorial.

3.4.2 indice de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

A determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) é
utilizada como indicador do grau de oxidacéo lipidica, quantificando o malonaldeido
(MDA), um dialdeido com trés carbonos, um dos principais produtos formados
durante o processo oxidativo do alimento e caracterizados como téxico devido a
degradacdo dos 4&cidos graxos (DOTAN; LICHTENBERG; PINCHUK, 2004,
KIRSCHNIK; MACEDO-VIEGAS, 2009).

Este método esta baseado na quantificacdo do grau de oxidacao lipidica no
alimento, partindo do principio que os produtos primarios desta oxidacdo constituem-
se principalmente de hidroperéxidos, 0s quais sdo rapidamente decompostos em
varias substancias, dentre elas o malonaldeido, que sob aquecimento e na presenca
do &cido 2-tiobarbitarico (TBA) reagem formando um complexo cromogénio
vermelho, indicador de gordura oxidada, o qual pode ser identificado
espectrofotometricamente na regido de 500 a 550 nm (CECCHI, 1999; OSAWA;
FELICIO; GONCALVES, 2005).



25

OH HO

\rx Sy M Ny -SH
2 | + SO CH, W Y | Y + 2H0
N ? 0 CHy 0 NG NG

OH OH

OH

TBA DA Crom ogénio

Figura 4- Reacao entre o0 acido 2-tiobarbitlrico e o malonaldeido formando o composto
cromogénio

Fonte: Osawa; Felicio; Gongalves (2005).

O método empregado neste trabalho baseia-se no principio descrito acima,
porém para a realizacdo deste sdo empregados antioxidantes nos processos de
filtracdo e extracdo da fracdo lipidica do alimento. Através da hidrolise acida,
realizada com &cido tricloroacético (TCA) juntamente com propil galato (PG) e acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), o malonaldeido presente na amostra € liberado
e em reacdo com o TBA forma o cromogénio. O meio &cido juntamente com a
temperatura elevada aumentam a velocidade e a sensibilidade da reacdo. A adicéo
de um antioxidante e de um agente quelante como o EDTA evita a formacéo errénea
de malonaldeido ou outras substancias reativas ao TBA durante a mistura e filtracédo
da amostra (OSAWA et al, 2005; VYNCKE, 1970).

Para a quantificacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico é
necessario construir uma curva de calibracdo com concentracdes conhecidas de
malonaldeido, usualmente utiliza-se o como 1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) como
padrdo, o qual sob condicbes de hidrolise acida resultam na liberacdo do
malonaldeido e etanol (SILVA et al, 1999).

Apesar da analise de TBARS ser, particularmente, relevante quando
introduzida em carnes, pescados e principalmente em derivados, pois processos
como moagem, mistura e cozimento favorecem a formag¢ao do malonaldeido, sendo
fundamental o emprego do teste na avaliacdo da qualidade do produto final, para
empregar-se este teste, € importante conhecer a composi¢cdo em acidos graxos do
alimento em analise, uma vez que o teste mede a extenséo da oxidacao de lipidios
com trés ou mais duplas ligacdes. Para sistemas mais complexos, em que estao

presentes misturas de constituintes, a medida de TBA tem apenas significado
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qualitativo e comparativo, embora seja de grande utilidade na comparagcdo de um
anico material em diferentes estagios de oxidacao (OSAWA et. al, 2005)

3.5 ANTIOXIDANTES

Segundo a Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), antioxidantes
sdo substancias empregadas para preservar e estender a vida de prateleira de
alimentos que contém lipidios através de acBes como o retardo da deterioracéo,
rancidez e descoloracao decorrentes da auto-oxidacédo (SOUZA et al., 2007).

Os antioxidantes podem atuar de diversas maneiras, sejam elas, ligando-se
competitivamente ao oxigénio, retardando a etapa de iniciagcdo, interrompendo a
etapa de propagacao pela destruicdo ou pela ligacdo de radicais livres, inibindo os
catalisadores ou estabilizando os hidroperéxidos (OETTERER, 2006).

Essas substancias podem ser classificadas em primarias ou secundarias
dependendo da maneira que atuam sobre os radicais livres.

As primarias promovem a remoc¢do ou inativacdo dos radicais livres
formados durante a iniciacdo ou propagacdo da reacdo, através da doacdo de
elétrons ou de hidrogénio a estes radicais, convertendo-os em produtos
termodinamicamente estaveis, ou também podem reagir com radicais livres,
formando o complexo lipidio-antioxidante que, por sua vez, pode reagir com outro
radical livre (MILANI et al 2002; RAMALHO, JORGE 2006).

A figura 5 ilustra o mecanismo de acdo desses antioxidantes. O atomo de
hidrogénio ativo do antioxidante (AH) é sequestrado pelos radicais livres R'e ROQO’,
assim formam-se espécies inativas para a reacdo em cadeia e um radical
relativamente estavel (A") procedente do antioxidante (RAMALHO, JORGE 2006).

ROO* + AH > ROOH + A*
R*+AH > RH+A*

ROO* e R* — Radicais livres;
AH — Antioxidante com um atomo de hidrogénio ativo
A* - Radical inerte

Figura 5- Mecanismo de acdo de antioxidantes primarios
Fonte: Ramalho;Jorge (2006)
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Neste grupo estdo inseridos os antioxidantes comerciais como butil-hidroxi-
tolueno (BHT), butil-hidroxi-anisol (BHA), e os antioxidantes naturais como oS
tocoferdis, componentes derivados da vitamina E e os compostos fendlicos (MILANI
et al., 2002).

Nos antioxidantes secundarios existem diferentes mecanismos de reacao
que incluem complexacdo com metais, sequestro de oxigénio, decomposicao de
hidroperoxidos, entre outros, porém eles ndo convertem radicais livres em
compostos estaveis (GORDON, 1990).

Eles sdo capazes de quelar metais pro-oxidantes e desativa-los, doar
atomos de hidrogénio a antioxidantes primarios e decompor hidroperoxidos em
espécies ndo radicais, desativar o oxigénio singlete e agir como suspensores de
oxigénio. Comumente sao referidos como agentes sinérgicos, pois atuam em

conjunto aos antioxidantes primarios (OETTERER, 2006)

3.5.1 Antioxidantes Comerciais

Os antioxidantes sintéticos como o butil-hidroxianisol (BHA — INS 320), butil-
hidroxitolueno (BHT-INS 321), Galato de Propila (GP-INS 310) e eritorbato de sddio
(INS 316) sdo amplamente usados como aditivos alimentares a fim de aumentar a

vida util dos alimentos, especialmente das carnes e dos produtos carneos.
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OH OH
(HBC)SC C(CH3)3 C(CH3)3
CH3 O.
BHT BHA
HO

HOw-
HY
Na*'O  OH

Eritorbato de sddio

Figura 6 - Estrutura dos antioxidantes sintéticos
Fonte — Autor desconhecido (2014)

O BHA é um antioxidante primario largamente utilizado em alimentos pois
apresenta a propriedade retardar, principalmente, a oxidacdo da vitamina A,
gorduras e dleos insaturados e sementes. Apresenta pouca estabilidade frente a
elevadas temperaturas, mas € particularmente efetivo no controle de oxidacdo de
acidos graxos de cadeia curta (REPORT ON CARCINOGENS, 2011; BAILEY,1996).

O BHT apresenta propriedades similares ao BHA, entretanto difere-se por
nao agir como sinergista no propil galato. Quando empregados juntos, o BHA e o
BHT atuam como sinergistas entre si, onde o primeiro age como sequestrante de
radicais peréxidos e o segundo como sinergista, ou regenerador de radicais
(OMURA, 1995).

O eritorbato de sodio, devido a sua estrutura, € um forte agente redutor com
a funcdo de prevenir ou minimizar as reacbes oxidativa, quando aplicado em
concentragcbes acima de 100 ppm, caso contrario, em concentracbes mais baixas
pode acelerar o desenvolvimento da rancidez, provocando, assim, alteracdes no
sabor e a cor dos alimentos (GRAY; PEARSON, 1987).

Segundo a Greats Foods Brasil (2009) gquando este antioxidante é
empregado em carne processada, tais como as salsichas e beef sticks, ele reduz a
taxa na qual o nitrato reduz-se a oOxido nitrico, conservando a coloragéo résea do
alimento (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009.; Greats Foods Brasil, 2009).
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Em decorréncia dos efeitos deletérios ao organismo humano uso e o limite
do emprego dos antioxidante nos alimentos passou a ser regulamentado. No Brasil a
Instrucdo Normativa n° 51, de 29 de dezembro de 2006 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), limita-se o uso de BHA, do BHT e do GP em 0,1
g/kg em produtos carneos industrializados frescos embutidos ou ndo embutidos,
enquanto o uso do eritorbato de sodio ndo é limitado (BRASIL, 2006).

3.5.2 Antioxidantes Naturais

Nos vegetais, a capacidade antioxidante esta relacionada com os compostos
de baixo peso molecular que eles apresentam em sua constituicdo. Esses
compostos por serem considerados ndo-funcionais, ou seja, nao estdo diretamente
relacionados a processos como fotossintese, respiracdo, etc. denominam-se
metabdlitos secundarios (ARAUJO, 2008).

Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios: terpenos,
compostos nitrogenados e os compostos fendlicos.

Os terpenos destacam-se por atuarem nos processos de comunicacao e
defesa, como atrativos, polinizadores, dispersores de sementes, competitivos de
fitoxinas, antibioticos e repelentes de herbivoros e toxinas, sdo derivados do
isopreno (C5) e séo classificados em monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15),
diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (DEWICK, 2009;
HARBORNE, 1993).

SN

Figura 7 - Estrutura quimica do Isopreno
Fonte: Nunes et al, 2000.

Estes compostos podem ser encontrados em frutas e vegetais, e € em

grande parte responsavel pelo aroma agradavel destes, como o odor caracteristico
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da laranja e do limdo. Dentre os terpenos o mais difundido é o caroteno, que esta
presente principalmente em frutas que apresentam coloragédo vermelha, laranja e
amarela.

Os compostos fendlicos sdo derivados do acido chiquimico ou acido
malbnico. Quimicamente sao definidos como substancias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos
funcionais (LEE et al, 2005).

OH

Figura 8 - Estrutura quimica de um fenol simples
Fonte: Lee et al, 2005.

Esses compostos podem ser classificados de acordo com a sua cadeia
carbbnica principal, sendo distribuidos em trés classes principais, os flavondides
(antocianinas, flavondis e seus derivados) e &acidos fendlicos (acidos benzbico,
cinamico e seus derivados) e cumarinas (ANGELO; JORGE, 2007).

Os flavonoides e isoflavondides sdo grupos de compostos fendlicos
antioxidantes encontrados nos alimentos na forma glicosidica, o que os torna menos
reativos aos radicais livres e mais sollveis em agua. Entre os compostos fendlicos
encontrados em gréos e 6leos estao os tocoferdis, considerados fontes de vitamina
E e os tocotriendis, conhecidos como inibidores da sintese do colesterol. Os fendis
acidos, como o acido benzoico e cindmicos sdo encontrados abundantemente em
graos e oleaginosas (ARAUJO, 2008).

Por desempenharem papéis fundamentais nas plantas, os compostos
fendlicos sdo essenciais para 0 seu crescimento e reproducdo, sendo formandos
sob condi¢cbes de estresse como, infec¢des, ferimentos, radiagcdes UV, dentre outros
(NACZK; SHAHIDI, 2004).

Os compostos nitrogenados geralmente apresentam alto grau de toxicidade,
entretanto destacam-se pelas suas propriedades medicinais. Sao derivados de
aminoacidos aromaticos (triptofano e tirosina), os quais derivam do acido chiquimico
e de aminoacidos alifaticos (ornitina e lisina) (BERGAMASHI, 2010).



31

Neste grupo estdo inseridos os alcaloides e glicosideos cianogénios,

agentes responsaveis pela a¢ao protetora do vegetal.

3.5.2.3 Alecrim

7

O alecrim, Rosamarinus officinalis, € uma planta perene e aromatica que
pertence a familia das Lamiaceae é utilizado principalmente na culinéria, e durante
muito tempo foi utilizada de forma empirica e intuitiva, para fins terapéuticos e a
partir do avanco da ciéncia passou incorporar as diferentes especialidades da
pesquisa relacionada a comprovacdo da seguranca a eficacia de seu uso (LEITE,
2009; RIBEIRO, et al, 2012).

Nativo da regido do Mediterraneo, o alecrim cujo nome é derivado do latim
rosmarinus, possui porte lenhoso e ereto e pouco ramificado podendo atingir 1,5 m
de altura. As folhas apresentam abundancia em aromar, e em geral medem de 1,5 a

4 cm de comprimento por 1 a 3 mm de espessura (LEITE, 2009).

Figra 9- Alcrim
Fonte: Autor desconhecido (2014)

No processamento de alimentos, o alecrim é uma das especiarias mais

utilizadas, e ainda € a Unica especiaria comercialmente disponivel para o uso como
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antioxidantes na Europa e nos Estados Unidos. Algumas pesquisas indicam que
esta planta demonstra um 6timo potencial antioxidante o qual pode ser atribuido a
presenca de compostos como rosmanol, diterpenos rosmaridifenol e rosmariquinona
(DOSSIE ANTIOXIDANTES, 2009).

3.5.2.4 Salvia

A sélvia (Salvia officinalis) pertence a familia das Lamiacae e tem sua
origem no mediterrdneo entretanto adaptou-se bem as condicdes climaticas da
regido Sul do Brasil. E utilizada como tempero e em alimentos para incrementar o
sabor, mas também tem seu emprego difundido na industria farmacéutica e
cosmética (POVH, et al 2008; ANTIOXIDANTES NATURAIS,2014).

Figura 10 — Salvia
Fonte: Autor desconhecido (2014)

Os seus extratos destacam-se por apresentar efeitos biol6gicos notaveis,
como antibacteriana, fungicida, antioxidante e analgésico e apresenta atividades
terapéuticas contra varias doencas (KOZICS, et al 2013).

Muitos estudos indicam que as propriedades antioxidantes dos extratos de
sélvia pertencem a diversos compostos, principalmente os fendlicos, diterpenos,

triterpenos, acidos fendlicos, e os flavonoides. Os derivados de acido cafeico e acido
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rosmarinico sdo os principais responsaveis pelo efeito da atividade antioxidantes dos
extratos de salvia (FARHAT, et al 2014).

3.5.2.5 Manjericao

7z

O manjericdo, Ocimum basilicum, pertencente a familia Lamiaceae € uma
erva popularmente utilizada na culinaria e tem sua origem na india, Africa e sul da
Asia. Antigamente, o manjericio era somente utilizado na culinaria, hoje seu
emprego s esta associado as formula¢des de fragrancias comerciais, aromas e em
de produtos alimenticios. Os extratos de manjericdo sdo conhecidos por
apresentarem propriedades sedativas e anticonvulsivas, antimicrobiana, antifangica
e antioxidante (KWEE et al, 2011, NGUYEN et al 2010).

Submetido a varias pesquisas 0 manjericdo tem apresentado resultados
satisfatorios em relacdo a sua atividade antioxidante, sendo esta associada ao
compostos fendlicos que ele apresenta, principalmente ao 4cido rosmarinico. Outros
compostos fendlicos derivados do acido cafeico, também estdo associados a
atividade antioxidante (KWEE et al, 2011, NGUYEN et al 2010).

Figura 11 — Manjericao
Fonte: Autor desconhecido (2014)
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3.5.5.6 Pélen

Segundo a Normativa n® 03, de 19 de janeiro de 2001, o pélen apicola é
definido como o resultado da aglutinacdo do poélen das flores, efetuada pelas
abelhas operarias, mediante néctar e suas substancias salivares, o qual é recolhido
no ingresso da colmeia (BRASIL, 2001).

Figura 12- Pellets de Pélen Apicola
Fonte: Do autor, 2014.

O pdlen apicola tornou-se comercialmente interessante por agregar
macronutrientes tornando-o um bom suplemento alimentar, principalmente devido as
proporcdes bem equilibradas de proteinas, de lipidios e carboidratos que contém. A
ingestdo diaria de podlen apicola pode regular fungbes intestinais, reduzir a
fragilidade capilar e fornecer beneficios sobre o sistema cardiovascular, a viséo e a
pele (XUE et al., 2012).

Além das propriedades nutricionais, o pélen apicola tem se destacado no
cenario cientifico devido as suas propriedades bioativas, como atividade
antibacteriana, antifingica, anti-inflamatéria, imunolégica e anti-carcinogénica,
exercendo fungbes antioxidantes e inibindo a acédo lesiva dos radicais livres
(CARPES et al., 2007; NEVES; ALENCAR; CARPES, 2009).
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3.5.3 Métodos de Avaliacao de Atividade Antioxidante

O aumento no uso da avaliacdo da capacidade antioxidante em alimentos,
produtos naturais, farmacos e cosmeéticos deu-se a partir da década de 90, quando
comecou a ser constatada a influéncia benéfica de muitos produtos naturais na
salde humana. Assim, tornou-se crescente também a busca e a validacdo de
metodologias para a avaliacdo da atividade antioxidante em matrizes complexas
como alimentos, produtos naturais e fluidos biologicos (SANCHEZ et al., 1998.;
TOMEI, SALVADOR, 2007).

Desta maneira, diversas técnicas tém sido utilizadas para se determinar a
atividade antioxidante in vitro, de forma, a permitir rapida selecdo de substancias
e/ou misturas promissoras (TIVERON, 2012).

Para a determinagao da atividade antioxidante, normalmente, faz-se uso de
dois métodos, os diretos e os indiretos.

Os métodos diretos baseiam-se no efeito que uma amostra contendo
antioxidantes provoca sob a degradacdo oxidativa de um sistema em analise. Este
sistema caracteriza-se pela presenca da competicdo entre um objeto oxidavel e o
antioxidante através de radicais gerados por uma fonte promotora de radicais livres
Essa abordagem apresenta determinadas limitacGes, pois 0os métodos empregados
sdo sensiveis e tempo-dependentes, 0o que sugere que suas aplicacdes requerem
experiéncia em reagfes de cinética quimica. Dentre essa abordagem, esta inserido
o método de oxidagdo do B-caroteno/acido linoléico (ROGINSKI, LISSI, 2005.;
TOMEI, SALVADOR, 2007).

Por sua vez, os métodos indiretos sdo caracterizados por reacdes de
transferéncias de elétrons que acontecem entre um agente oxidante e o
antioxidante. Nestas reacdes de oxi-reducdo, o0 substrato oxidado forma
cromogénios com diferentes bandas de absorcdo e a intensidade desta calorimetria
€ proporcional ou inversamente proporcional a atividade antioxidante dependendo
do método empregado. Fazem-se presentes nesta série os métodos do sequestro
do radical livre DPPH, reducéo do ferro FRAP, sequestro do radical ABTS, ensaio
com reagente Folin-Ciocalteu, entre outros (BENZIE et al, 1999).

Segundo Tomei e Salvador (2007) métodos indiretos “sdo adequados, de

facil manipulacéo e, apesar de ndo apresentarem a mesma especificidade, também
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permitem uma adequada avaliacdo da atividade antioxidante. No entanto, um
impasse na aplicagdo dos métodos indiretos € a sua baixa reprodutibilidade, sendo a
razao principal o fato dos resultados serem altamente dependentes da concentracao
de reagentes e do tempo de incubacao”.

Devido as vantagens e limitagbes de cada método, torna-se criterioso e de
maior confiabilidade analitica avaliar a capacidade antioxidante de uma amostra

correlacionando diferentes abordagens.

3.5.3.1 Método do sequestro do radical livre DPPH

O ensaio do DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) tornou-se bastante popular no
estudo dos antioxidantes em produtos naturais e alimentos, por ser um método
simples e altamente sensivel.

A capacidade antioxidante medida pelo método DPPH baseia-se no principio
de que o DPPH, sendo um radical de coloracéo violeta, por acdo de um antioxidante
ou uma espécie radicalar (R"), é reduzida para se tornar uma molécula estavel, que
raramente pode ser oxidada irreversivelmente, formando 2,2-difenilpicril-hidrazina
(DPPH- H), de coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da banda de
absorcdo, sendo a mesma monitorada pelo decréscimo da absorbancia, conforme
descrito na figura 13. Na forma de radical, o DPPH possui uma absorcao
caracteristica a 514 nm, que desaparece a medida que ele vai sendo reduzido pelo

hidrogénio doado por um composto antioxidante (MENSOR et al., 2001).

O+
0N OH @\ O;N
N—N —NO,
N_

N° NO, — A" !

0O:N

Figura 13- Reacao de captura do radical DPPH.
Fonte - Cheng et al.,2003.
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3.5.3.2 Auto-oxidagao do sistema B-caroteno/acido linoléico

A analise do B-caroteno/acido linoléico € considerada como um método
direto, uma vez que € baseada no estudo de alimentos contendo antioxidantes na
oxidacao degradativa de um sistema em teste. O substrato da oxidagéo pode ser
lipidios individuais, mistura de lipidios (6leos), proteinas, DNA, entre outros
(ROGINSKY; LISSI, 2005).

A medida da atividade antioxidante pelo método de oxidacdo do [-
caroteno/4cido linoleico consiste a um sistema modelo que ao ser submetido em
condicGes de oxidacdo, gera um radical livre a partir da oxidacdo do acido linoléico,
que ira abstrair o hidrogénio da molécula insaturada do B-caroteno. Como resultado
da oxidacdo desta molécula, o sistema perde a coloracdo alaranjada caracteristica,
que é monitorada espectrofotometricamente do modo a quantificar o grau de inibicao
da oxidacgéo pelo antioxidante a ser testado (ABIDILLE et al, 2005).

Este método € amplamente utilizado principalmente por néo recorrer a altas
temperaturas, permitindo a determinacdo do poder antioxidante de compostos
termossensiveis e a avaliagdo qualitativa de extratos vegetais (AMIN;
NORAZAIDAH; HAINIDA (2006).

3.5.3.3 Atividade antioxidante pelo método de ABTS™

O método de sequestro do radical ABTS 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfénico) foi primeiramente introduzido por Miller et al. (1993) e desde entao
tem sido amplamente utilizado na avaliacdo da atividade antioxidante em alimentos,
bebidas, devido a sua aplicabilidade na fase aquosa e lipidica e por oferecer
resultados reprodutiveis (MACDONALD- WICKS; WOOD; GARG, 2006).

Este método se assemelha com o de DPPH’, ambos apresentam excelente
estabilidade em determinadas condicdes de analise, no entanto radical DPPH" é
solivel em solventes organicos e é comercializado pronto para o uso, diferente do

ABTS™ que necessita ser gerado antes por reagdes quimicas (como o perssulfato de
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potdssio) ou enzimaticas (peroxidase de rébano-bastardo), e, é solavel tanto em
dgua como em solventes organicos, permitindo a analise tanto de amostras
hidrofilicas como lipofilicas (ARNAO, 2000).

Este método esta baseado na habilidade dos antioxidantes em capturar o
cation ABTS*®*. O radical ABTS estavel, que tem uma absor¢do cromdforo azul-
verde, é formado pela adicdo de perssulfato de potassio. Na medida em que o

s

antioxidante é misturado com esse radical, ocorre a reducdo do ABTS®" & ABTS
(Figura 14), provocando a perda da coloracio do meio reacional e
consequentemente um decréscimo na absorbéncia, que pode ser monitorada pelo

espectrofotometricamente no intervalo de 600-750 nm.

+a ntlomdante

- L=

Figura 14- Redugao do ABTSe+ por um antioxidante e sua formagao pelo perssulfato de
potassio
Fonte: Huang; Ou; Prior, (2005)

3.5.3.4 Atividade antioxidante total pelo método de reducéo do ferro — FRAP

O poder Antioxidante de Redugcdo do Ferrro- FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) foi desenvolvido como uma alternativa para determinar a redugéo
do ferro em fluidos biolégicos e solu¢des aquosas de compostos puros. O método
pode ser aplicado ndo somente para estudos da atividade antioxidante em extratos
de alimentos e bebidas, mas, também, para o estudo da eficiéncia antioxidante de
substancias puras, com resultados comparaveis aqueles obtidos com outras
metodologias mais complexas (PLUIDO; BRAVO; SAURA-CALIXTO, 2000; RUFINO
et. al, 2006).
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Este método esta baseado na capacidade de um antioxidante em reduzir o
Fe®* em Fe?* na presenca de 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ) e sob condicées
acidas. A reacao ocorre, conforme demostrado na figura 15, através da formacéo de
um complexo TPTZ com o Fe (lll), de cor amarelada, que sob um antioxidante reduz
o ferro presente dando origem ao [Fe(Il)(TPTZ)?**, de colocacdo azul escura, que

apresenta uma absor¢do maxima a 593 nm (APAK et al., 2004)

;..f’ "" _*antiokdante o r“' =N
/J\/ N = Toe NZ M =
[Fe(m)(TPTZ) 1> [Fe (I){TPTZ)2]%*

Figura 15 - Reducéo do Fe (lll) a Fe (ll) pela adicdo de um antioxidante
Fonte: Huang; Ou; Prior, (2005).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Aquisicdo da matéria prima

As amostras de Alecrim, Sélvia e Manjericdo foram adquiridas na forma in
natura, na Feira do Produtor Rural na cidade de Pato Branco — Parana, no més de
outubro de 2013. A amostra de Pdélen Apicola Organico Heterofloral foi gentilmente
fornecida em sua forma desidratada pela empresa Breyer & Cia LDTA de Uni&do da
Vitéria — PR, do lote de setembro de 2011.

4.1.2 Processamento das amostras

A amostra de pdlen apicola foi seca em estufa a 37 °C, afim de promover a
retirada de agua em excesso deste material jA que este possui caracteristicas
higroscopicas. Este mesmo processo de secagem foi aplicado nas partes aéreas
das plantas, logo apés a colheita, com a finalidade de inativar enzimas através da
remocado da agua. ApOsS O processo secagem, as amostras foram trituradas em
moinho de bancada (Marconi modelo MA — 630), embaladas individualmente, e

armazenadas sob congelamento até o momento do preparo dos extratos.

4.2 METODOS

4.2.1 Preparo dos extratos etanolicos alecrim (EEA), sélvia (EES) e manjericédo
(EEM)
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Dois gramas de planta, previamente secas e moidas, foram extraidas com
15 mL de etanol 80% (v/v) em banho-maria a 70 °C durante 30 minutos. As solucdes
foram filtradas em papel filtro qualitativo e o filtrado obtido armazenado em tubos de
ensaio com roscas a 0 °C, até a determinacdo dos compostos fendlicos totais,
flavonoides totais e demais analises de atividade antioxidante.

4.2.2 Preparo do extrato de pélen apicola (EEP)

O preparo do extrato de polen apicola (EEP) foi realizado segundo estudos
de SERAFINI et al. (2012). Dez gramas do pélen, previamente desidratado e moido,
foram extraidas com 100 mL de etanol 80% (v/v), homogeneizadas em incubadora
Shaker a 40 °C por 60 minutos a 150 rpm. O liquido foi filtrado em papel filtro
qualitativo e armazenado em tubos de ensaio com roscas a 0 °C para as analises de

fendlicos totais, flavonoides e demais analises antioxidantes (SERAFINI et al., 2012).

4.2.3 Preparo dos extratos para aplicacao no produto

Para a aplicacdo no produto, os extratos das ervas aromaticas e do podlen
apicola foram submetidos ao processo de rotaevaporacdo em evaporador rotativo
(Fisatom® 802) com temperatura da agua do banho a 45 °C, com o objetivo de
eliminar o solvente contido nos mesmos.

As partes remanescentes foram congeladas e liofilizadas por 48 horas, em
seguida armazenadas ao abrigo da luz e mantidas em freezer at¢é o0 momento a
serem empregadas.

A quantidade de extrato aplicado no produto deu-se conforme os estudos
realizados por Serafini (2013), Brum (2009) e Pereira e Pinheiro (2012).
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4.2.4 Determinagdo de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton, Orthofer, Lamuela
(1999).

Para a determinacéo do teor de compostos fendlicos totais construiu-se uma
curva analitica utilizando como padrdo de referéncia o acido galico nas
concentracbes de 10, 20, 40, 70, 85 e 100 ppm. Uma aliquota de 500 pL das
diluicbes do padrédo foram adicionadas a 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau em
solugdo aquosa 1:10 (v/v), o qual permaneceu em repouso durante 5 minutos, na
sequéncia adicionou-se 2 mL de carbonato de sodio 4% (v/v). Repousado por duas
horas a auséncia de luz, realizou-se a leitura da absorbancia da curva em
espectrofotometro a 740 nm. O branco foi conduzido com 500 pL de agua destilada
juntamente com 2,5 mL reagente Folin-Ciocalteau e 2 mL de carbonato de sodio.

As analises com os extratos foram regidas nas mesmas condi¢des da curva
padréo, substituindo o acido galico pelas diluicdes dos extratos, sendo elas, alecrim
1:100 (1,33 mg/mL), sélvia 1:100 (1,33 mg/mL), manjericdo 1:50 (2,66 mg/mL), pélen
1:50 (2,0 mg/mL).

A curva analitica e as analises com os extratos foram realizadas em triplicata

e 0s resultados expressos em EAG/g de amostra (equivalente em acido galico).

4.2.5 Determinacéo de flavonoides totais

A andlise de flavonoides totais foi realizada pelo método descrito por Park et
al. (1995).

Uma curva analitica utilizando 10, 20, 30, 40, 50 e 60 ug quercetina como
padrdo foi construida, em triplicata, a partir da adicdo de aliquotas de 500 uL das
diluicbes do padrdo a 4,3 mL de etanol 80%, 0,1 mL de cloreto de aluminio 10%
(m/v) e 0,1 mL de acetato de potassio 10% (m/v). ApOsS permanecer em repouso
durante 40 minutos a auséncia de luz, as absorbancias da curva foram lidas em
espectrofotometro a 415 nm. Tubos em branco foram conduzidos nas mesmas

condi¢bes, porem sem adicao de cloreto de aluminio.
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As andlises com os extratos foram realizadas da mesma forma que a curva
padrao, substituindo a quercetina pelas diluicdes dos extratos, sendo essas, alecrim,
sélvia e manjericéo 1:50 (2,66 mg/mL) e polen 1:10 (10 mg/mL).

Os resultados foram expressos em mg quercetina/g de amostra.

4.2.6 Determinacéo da atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical
DPPH’ (2,2 difenil-1-picridrazina)

4.2.6.1 Atividade antioxidante pelo método do coeficiente de inibicdo ECsy €

porcentagem de atividade antioxidante

A atividade antioxidante pelo método sequestro do radical DPPH foi
realizada pela metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995).

Em triplicata, uma aliquota de 500 pL das diluicbes dos extratos® foram
adicionados 3 mL de etanol 80% e 300 yL da solugdo de DPPH (0,5mM). Um
controle negativo foi feito substituindo-se o volume do extrato pelo volume do
solvente utilizado, ou seja, 3,5 mL de etanol 80% e 0,3 mL da solucdo de DPPH
(0,5mM). Mediu-se a reducdo do radical DPPH por meio de um monitoramento
continuo do declinio da absorbancia, em espectrofotbmetro & 517 nm, em tempo
inicial e a cada 20 minutos até valores estaveis de absorcéao.

Construiu-se uma curva cinética para determinar o tempo necessario que a
reacao leva para atingir estabilidade. Os resultados obtidos foram expressos de
duas maneiras, através do coeficiente de inibicdo (ECsp), ou seja, a concentracao
minima necessaria para os extratos reduzirem em 50% o DPPH inicial da reacéo
(KULISIC, DRAGOVIC-UZELAC; MILOS, 2006), e por porcentagem de inibicao
(AA%).

! Diluicdes utilizadas: Para alecrim e sélvia: 666,7 pg/mL, 444,4 ug/mL, 333,3 pg/mL, 266,7 pg/mL, 222,2 pug/mL.
Para manjericdo: 1,330 mg/mL, 0,860 mg/mL, 0,660 mg/mL, 0,530 mg/mL,0,444 mg/mL. Para polen: 2,000
mg/mL , 1,000 mg/mL, 0,660 mg/mL, 0,500 mg/mL, 0,400 mg/mL.
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Os valores para ICsy serdo determinados por regressao linear de graficos
onde o eixo das abscissas (X) representa a concentragdo em pg/mL e o eixo das
ordenadas (Y) a % meédia da atividade antioxidante das triplicatas segundo a

Equacédo 1 de Mensor et al. (2001).

%AA=100 - {[(Abs.— Absp) X 100)/Absc} (Eq.1)

Onde Abs, corresponde a absorbancia da amostra, Abs, a absorbancia do

branco e Abs. a absorbancia do controle negativo.

4.2.6.2 Atividade antioxidante expressa em referencia ao Trolox

A atividade antioxidante expressa em referencia ao Trolox baseia-se no
mesmo principio do método do coeficiente de inibicdo ECso e/ou porcentagem de
inibicdo, diferenciando-se apenas, que neste método emprega-se uma curva padrao
de Trolox, um composto sintético hidrossollvel estruturalmente e similar a Vitamina
E, que é lipossolavel.

Aliguotas de 500 pL das diluicdes dos extratos, sendo elas, alecrim 1:600
(0,22 mg/mL), sélvia 1:400 (0,33 mg/mL), manjericdo 1:200 (0,66 mg/mL) e polén
1:300 (0,33 mg/mL), foram adicionadas & 3 mL de etanol P.A e & 300 pL da solugéo
de DPPH (0,5mM). O controle negativo foi conduzido nas mesmas condi¢des, porém
sem adicdo do DPPH e com um volume de 3,3 mL de etanol P.A.

Em seguida, realizaram-se as leituras das absorbancias em
espectrofotdbmetro a 517 nm no tempo zero e apds 30 minutos de reacdo, sendo as
amostras mantidas a auséncia de luz.

Construiu-se a curva padrao de Trolox nas seguintes concentracdes 0,0075,
0,0125, 0,025, 0,05, 0,0625 umol de trolox, o procedimento para andlise seguiu o
mesmo citado para as amostras, substituindo as diluicbes dos extratos pelas do
trolox.

Aos resultados referentes as amostras foram expressos em pmol de trolox/ g

de amostra.
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4.2.7 Atividade antioxidante pelo sistema 3-caroteno/4cido linoleico

A medida da atividade antioxidante pelo sistema de oxidagcdo do [-
caroteno/acido linoleico foi realizada de acordo com o método de Emmons, Peterson
e Paul (1999) e Ahn et al. (2004).

Para a emulsdo, dissolveu-se 10 mg de B-caroteno em 100 mL de
cloroférmio, uma aliquota de 3 mL desta foi adicionada a 40mg de acido linoleico e
400 mg de tween. A remocao do cloroférmio da emulsdo deu-se através de corrente
de gas nitrogénio, e o residuo obtido foi dissolvido em 100 mL de agua areada.

Aliguotas de 300 pyL dos extratos, nas seguintes concentracdes, alecrim,
sélvia e manjericao 1:20 (6,66 mg/mL) e pdélen 1:10 (10 mg/mL), foram adicionadas a
3 mL da emulsao acido linoleico/ B-caroteno e incubadas em banho-maria a 50 °C.

Monitorou-se a oxidacao em espectrofotdmetro a 470 nm no tempo inicial e
em intervalos de 20 minutos até atingir a estabilizacdo final da solucdo ha 120
minutos. Como controle, utilizou-se 300 yL de etanol 80% juntamente com 3 mL da
emulséo.

Um controle foi conduzido com 300 pL de etanol 80% juntamente com 3 mL
da emulséo.

A taxa de atividade antioxidante (AA%) foi expressa como percentual de
inibicdo relativa comparada ao controle apds 100 minutos de reacgéo, utilizando a
Equacéo 2.

AA(%) = (DR¢ - DRs)/DR¢ x 100 (Eq. 2)

Em que: DRc¢ = taxa de degradacéo do controle (= In(a/b)/100); DRs = taxa
de degradagao da amostra contento a substancia teste (= In(a/b)/100); “a” e “b”
representam as absorbancias no tempo inicial (O min) e no tempo final (100 min),

respectivamente.
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4.2.8 Atividade antioxidante pelo método ABTS™

A andlise foi realizada conforme metodologia descrita por Re et al. (1999) e
Rufino et al. (2007).

O radical ABTS™ foi formado pela reagdo de 5 mL de ABTS (7mM) com 8,8
ML de perssufato de potassio (140mM), onde permaneceram a temperatura
ambiente durante 16 horas a auséncia de luz.

Apbs o periodo de incubacgédo, o radical formado foi diluido em etanol P.A.
até apresentar uma absorbancia de 0,700 & 734 nm. Em ambiente escuro,
realizaram-se as analises em triplicata, adicionando-se 30 uL dos extratos, sendo
alecrim, salvia e manjericao 1:20 (6,66 mg/ mL) e polen 1:20 (5,0 mg/mL), com 3 mL
do radical formado.

A leitura da absorbéancia foi realizada em espectrofotdometro a 734 nm apos 6
minutos de reacdao, utilizando alcool P.A como branco. Como referéncia utilizou-se
Trolox, um antioxidante sintético equivalente a vitamina E, nas concentracbes de
0,045 a 0,0015 pmol para a curva padréo.

Os resultados da atividade antioxidante foram expressos em pmol TEAC/g
de amostra (TEAC — capacidade antioxidante equivalente ao Trolox).

4.2.9 Atividade antioxidante pelo método de reducéo do ferro — FRAP

Para a determinacéo da atividade antioxidante por meio da reducéo do ferro
(FRAP - Ferric Reducing Antioxidant Power), seguiu-se a metodologia descrita por
Rufino et al. (2006) e Kukic et al. (2008).

O reagente FRAP foi preparado no momento da andlise através da mistura
de 25 mL de tampéao acetato (300 mM em pH 3,6), 2,5mL de solu¢cdo TPTZ (10 mM
TPTZ em 40 mM HCI) e 2,5 mL de FeCl; (20 mM) em solucdo aquosa. Uma aliquota
de 100 pL dos extratos, sendo alecrim, salvia e manjericdo 1:100 (1,33 mg/mL) e
poélen 1:50 (2,0 mg/mL), foi adicionada a 3 mL do reagente FRAP e mantida em

banho-maria a 37 °C durante 30 minutos.
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Apés este periodo, foram realizadas as leituras das absorbancias em
espectrofotometro a 593 nm sendo o aparelho zerado com a solugcéo FRAP.
Construiu-se uma curva padrdo com sulfato ferroso (100-2000 uM), e os

resultados serdao expressos em pmol Fez”g amostra.

4.2.10 Elaboracao do produto

O paté de frango foi desenvolvido na Universidade Tecnoldgica Federal do
Parand — Campus Pato Branco, e conduzido segundo a formulacéo e procedimentos
propostos por Schossler (2009) e Almeida (2004) com algumas modificacdes.

O produto foi elaborado a partir de uma massa carnea controle, onde os
ingredientes e proporc¢des utilizados estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Formulacdo da massa controle para Paté de Frango

Matéria prima Quantidade de matéria prima (%)

Corte da coxa e sobrecoxa 32,82
Cortes do peito 7,87
Gordura de frango 24,58
Agua 27,38
Sal refinado 1,30
Mix de condimentos” 0,37
Proteina isolada de soja 0,60
Fécula de mandioca 4,0

Tripolifosfato 0,50
Nitrato de Sodio (INS 251) 0,30
Eritorbato de Sédio 0,00
Corante carmim 0,073

Fonte: ALMEIDA (2004)
Notas: *Alho, cebola, cebolinha, salsa e pimenta desidratados.

O preparo da massa carnea controle ocorreu conforme o fluxograma da

figura 16.
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Preparo de paté de frango

Massa Crua Massa Cozida
(30%) (70%)
Moagem Moagem

Cutter J

|
| Mistura dos ingredientes |
I

| Emulsificagdo |
|

| Divisdo da pasta |
|

T1- Controle T2- Erlt’or.bato de
sédio

T3- Alecrim T4~ Sélvia | | T5—- Manjericio | | T6—Pdlen Apicola

Acondicionamento

Cozimento
|
Resfriamento
[

Armazenamento

Figura 16 - Esquema geral para preparo de paté de frango
Fonte: ALMEIDA (2004), SCHOSSLER (2009) modificado pelo autor.

Os cortes da coxa, sobrecoxa, peito e a gordura foram divididos em 30% de
massa crua e 70% de massa cozida.

Na temperatura de aproximadamente -2 °C, moeu-se em moedor elétrico
com disco de 5 mm os 30% de massa crua. Enquanto, a por¢cao de 70% foi cozida
lentamente a temperatura de aproximadamente 60+3 °C, a fim de promover o
amaciamento do tecido conjuntivo.

Posteriormente aos processos acima, emulsionou-se em cutter, as massas
cruas e moidas juntamente com as cozidas, a fim de promover o rompimento dos
tecidos das células e a melhor distribuicdo da gordura. Em seguida, adicionou-se a
proteina de soja, hidratada em agua mineral gelada, provocando assim a
modificacdo estrutural nas proteinas auxiliando na formacédo da massa. Os demais
ingredientes foram acrescentados ap0s este processo.

Assim, dividiu-se a massa em 6 tratamentos: o tratamento 1 (T1 - sem
adicao de eritorbato de sodio e extratos naturais), o tratamento 2 (T2 - adicdo do
eritorbato de sodio — 0,2%), tratamento 3 (T3 - adicdo de 0,2% de extrato de



49

alecrim), tratamento 4 (T4 - adicdo de 0,2% do extrato de sélvia), tratamento 5 (T5 -
adicao de 0,2% do extrato de manjericdo) e o tratamento 6 (T6 - adicdo de 0,2% do
extrato de pélen apicola).

Apoés adicdo dos respectivos antioxidantes, 50 g dos tratamentos foram
acondicionados em potes de vidro, previamente esterilizados e submetidos ao
processo de cocgao em banho-maria sob controle de temperatura. Este controle se
deu através da manutencao de termdmetros inseridos dois potes abertos dispostos
em diferentes pontos do banho-maria, até que o banho atinge-se a temperatura de
80 °C, assim os produtos foram mantidos durante 30 minutos para que seu interior
alcance a temperatura de 72 °C.

Encerrada a etapa de cozimento, os pote de vidros contendo os tratamentos
foram resfriados com agua e gelo, sendo em seguida armazenados sob refrigeracéo

durante 28 dias.

4.2.11 Indice de peroxido

A andlise de indice de peréxido foi realizada segundo a Instrucdo Normativa
n° 20, de 21 de julho de 1999 (BRASIL, 1999).

Em duplicata, por¢cbes de 30 g de cada tratamento foram, individualmente,
fragmentadas durante 3 minutos em dispersor ultraturax com 250 mL de cloroférmio
P.A., em seguida, filtradas em papel filtro. O filtrado obtido foi refiltrado em papel
filtro contendo sulfato de sédio anidro, sendo utilizados 100 mL de cloroférmio para a
lavagem do recipiente.

Em erlenmeyers aliquotas de 25 mL do filtrado foram adicionadas a 37 mL
de acido acético P.A. e 1 mL de solucédo saturada de iodeto de potassio, sendo
ocasionalmente agitada durante 1 minuto em auséncia de luz.

Em seguida, 30 mL de &gua foram adicionados, e realizou-se a titulagdo com
tiossulfato de sodio (0,01 mol/L) utilizando-se a solugdo de amido (1%) como
indicador.

Uma prova em branco foi preparada nas mesmas condicdes, excluindo-se a

amostra.
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A andlise foi realizada no dia do processamento em 7, 14, 21 e 28 dias de
armazenamento, e o resultado foi calculado a partir da Equagao 3 e expresso em

miliequivalente por kg de amostra (mEqg/kg).

IP = (A-B).N.1000/P (Eq. 3)

Onde: A, B, N e P equivalem a mL de solucéo de tiossulfato de sodio 0,01
mol/L gasto na titulacdo da amostra, mL de solucdo de tiossulfato de sodio 0,01
mol/L gasto na titulacdo do branco, normalidade real da solucdo de tiossulfato de

sédio e peso da amostra (em gramas), respectivamente.

4.2.12 Teor de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS)

As substéncias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) resultantes da
oxidacao lipidica das amostras de paté frango foram determinadas pelo método de
extracdo em acido tricloroacético (TCA), segundo a metodologia proposta por
Vyncke (1970).

Para a obtencdo da reta que foi empregada na andlise, construiu-se uma
curva padréo utilizando o tetrametoxipropano.

Um extrato aquoso acido foi preparado a partir de 5 gramas de cada
tratamento, homogeneizadas em dispersor Extratur com 25 mL de acido
tricloroacético 7,5% (TCA) em solugéo com galato de propila e EDTA.

Apoés o processo de homogeneizacgao, o extrato foi filtrado e aliquotas deste
foram transferidas para tubos de ensaio contendo 1 mL de TCA (7,5%) e 5 mL TBA
(0,02 mol/L), os quais foram agitados e mantidos sob aquecimento a 95 °C durante
40 minutos.

A reacdo do TBA com a amostra oxidada forma um complexo vermelho que

pode ser identificado espectrofotometricamente no comprimento de onda de 538 nm.
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Os resultados foram expressos em “valor de TBARS”, definido como mg de
malonaldeido por Kg de amostra. Esta analise foi realizada no dia do processamento

eem 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES TOTAIS

Realizar a caracterizacdo quimica de uma amostra através dos métodos de
quantificacdo de fendlicos totais e flavonoides totais traz a perspectiva do quéo
promissor sdo as propriedades bioativas da amostra, uma vez que estas estao
relacionadas com a atividade antioxidante. O conteudo de compostos fendlicos totais
e flavonoides presentes no extrato de alecrim, salvia, manjericdo e polen estédo

disponiveis na tabela 2.

Tabela 2 - Teor de compostos fendlicos totais e flavonoides nos extratos de alecrim,

salvia, manjericdo e polen.

Compostos Fendlicos Flavonoides

Amostras (mg EAG*/ g de amostra)** (mg quercetina/ g de amostra)**
Alecrim* 46,480° + 0,08 11,893+ 0,58
Salvia*+* 41,613°+ 0,91 15,0332 + 0,44
Manjericéo” 12,797 + 0,005 2,173+ 0,22
Polen™ 18,733°+ 0,17 5,807°+ 0,59

* EAG: Equivalente em acido gélico **Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo. Médias seguidas de
letra diferente na mesma coluna diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). *** 1,33 mg/mL
#2,66 mg/mL 2,0 mg/mL

Verifica-se, que tanto para o teor de compostos fendlicos totais quando para
o de flavonoides totais, houve diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras,
sendo que o extrato de alecrim apresentou o maior teor de compostos fendlicos
(46,480 mg EAG/ g de planta), entretanto o extrato de salvia apresentou
superioridade no teor de flavonédides (15,033 mg de quercetina/ g de planta).

Em comparacdo a demais estudos, o teor de compostos fendlicos e
flavondides para EEA reportados neste trabalho sdo superiores aos de Silva (2012),
que estudou o extrato aquoso de alecrim oriundo da cidade de Sao Paulo, obtendo
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11,12+0,46 mg EAG/g de amostra, aos de Santos et al (2007) que analisou o extrato
hidrodlcoolico de alecrim (75%) provenientes de Londrina — Parana e obteve 6,9 mg
EAG/ g de planta?, aos de Kim et al (2011) determinou 0,269 mg de quercetina/ g de
planta no extrato aquoso de alecrim originario da Coreia.

Para a salvia, os valores encontrados neste estudo também se apresentam
superiores os de Shimano (2012), que determinou 13,83 mg EAG/ g de planta no
extrato hidroalcoolico (85%) de salvia da regido de Piracicaba — Sdo Paulo; aos de
Roby et al (2012), 5,80+ 1,0 mg EAG/ g de planta para o extrato alcodlico de salvia
oriunda da Shambolia.

Entretanto para esta planta, o teor de flavonoides foi inferior ao de Babili et al
(2013) que determinou 195,490 mg de quercetina/ g de planta para o extrato aquoso
de sélvia de regibes da Franca.

Resultados similares para o extrato de manjericao foram verificados nos
trabalhos de Nguyen et al (2010) e Tupe et al (2012) ,que quantificou 11,58 + 3,34
mg GAE/g para o extrato metanolico de manjericdo e 15,33 £ 1,82 mg EAG/g de
planta para o extrato metanolico de manjericao indiano, respectivamente.

De modo geral a quantidade de fendlicos totais e flavonoides totais diferem
significativamente para cada planta, independentemente se pertencem a mesma
familia, pois fatores ambientais, de cultivo e de extracdo desses compostos
influenciam diretamente a quantidade dos mesmos.

Segundo Degaspari et al (2004) a distribuicdo dos fendlicos e flavondides
nos vegetais dependem de diversos outros fatores de acordo com a
fila/ordem/familia do vegetal, bem como da variacdo das espécies. Os padrbes de
distribuicdo dependem do grau de acesso a luminosidade, especialmente raios
ultravioletas B, pois a formacéao dos flavondides é acelerada pela luz.

Os compostos fendlicos e flavonoides totais verificados neste estudo para o
polen, encontram-se similares aos de Liberato et al. (2009) , os quais analisaram
extratos etandlicos (70%) de pdlen apicola provenientes da regido de Trairi- CE e
determinaram 19,52 mg EAG/g de amostra e 8,258 mg EQ/ g amostra, e superiores
aos de Neves et al. (2009) , os quais também analisaram extratos etanolicos 70%
(v/v) de pdlen apicola oriundos de Maceio- AL, sendo 13,78 mg EAG/g de pdlen e
4,68 mg EQ/ g de pdlen.

? Valores convertidos a partir do valor real de 0,46 mg EAG/ mL
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Porém os resultados reportados neste estudo foram inferiores aos de
Prelipcean (2012), que quantificou o teor de compostos fendlicos e flavonoides totais
em extratos metanolicos de pdlen, sendo eles 27,64 mg EAG/g de podlen e 8,57 mg
EQ/g de pdlen, respectivamente.

As guantidades variadas dos compostos fendlicos e flavonoides no pdlen
sdo consequéncias das diferentes floradas que cada abelheiro estd exposto,

condicBes climaticas também favorecem essas variacoes.

5.2 ATVIDADE ANTIOXIDANTE METODO DE SEQUESTRO DO RADICAL DPPH-
(2,2 DIFENIL-1-PICRIDRAZINA)

5.2.1 Coeficiente de inibicdo ECsp e porcentagem de atividade antioxidante

O método do sequestro do radical DPPH tem sido frequentemente
empregado para se avaliar a capacidade sequestrante de radicais livres em produtos
naturais. Como a medida da atividade antioxidante por este método se baseia da
reducdo de uma espécie radical em presenca de um antioxidante, faz-se prudente
realizar a evolucdo cinética deste, ja que existem substancias antioxidantes que
reagem de formas distintas.

Segundo Brand-Willians, Cuviler e Berset (1995) compostos com atividade
antioxidante, em geral, podem apresentar trés modelos de comportamento cinético:
a cinética rapida é caracterizada por substancias que reagem rapidamente com o
DPPH (cerca de 1 minuto); a cinética intermediaria ocorre em até 30 minutos e a
cinética lenta demoram mais de uma hora para completar a reacao.

Devido a existéncia desses diferentes modelos cinéticos, os extratos foram
avaliados em diferentes concentracdes para que pudesse ser definido o tempo em
gue os substratos levam para atingir a estabilidade em presenca do radical.

As figuras 17,18,19 e 20 demostram o perfil cinético para cada extrato.
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Figura 17- Cinética do potencial antioxidante do EEA pelo método de DPPH.
Fonte: Do autor (2014)
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Figura 18 - Cinética do potencial antioxidante do EES pelo método de DPPH.
Fonte: Do autor (2014)
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Figura 19- Cinética do potencial antioxidante do EEM pelo método de DPPH.
Fonte: Do autor (2014)
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Figura 20- Cinética do potencial antioxidante do EEP pelo método de DPPH.
Fonte: Do autor (2014)

Nota-se através dos graficos que cada extrato possui um comportamento
diferente de acordo com a concentracdo testada, entretanto, o consumo do radical
pelos compostos com atividade antioxidante presentes nos extratos tornaram a
reacdo estavel entre 40 e 60 minutos, caracterizando assim os comportamentos

cinéticos dos extratos como intermediario e lento.
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Portanto, como a presenca de compostos de acgéo intermediéria é um indicio
que o0 objeto em andlise apresenta-se como um bom antioxidante, devido ao fato
que os radicais livres sdo moléculas muito instaveis, possuindo meia vida muito curta
e quanto mais rapida a acao do antioxidante na neutralizacéo do radical livre, melhor
sera seu efeito tanto em alimentos como no organismo animal, os extratos testados
neste trabalho apresentam-se como uma fonte promissora de antioxidantes
(OLIVEIRA, 2011).

Além da cinética, umas das melhores maneiras de interpretacdo dos
resultados encontrados por este método sdo pelo meio do ECsy, ou seja, a
concentracdo de substrato que reduz em 50% o radical DPPH inicial da reacéo e
através da porcentagem de atividade antioxidante do substrato.

Ressalta-se que a atividade antioxidante em termos de porcentagem de
reducdo foi determinada no tempo de 80 min, onde a cinética jA se encontra
estabilizada.

Na tabela 3 estdo dispostos os resultados encontrados para os extratos das

ervas, do polen em comparacdo aos antioxidantes comerciais.

Tabela 3 - Atividade de sequestro do radical DPPH: ECsy e porcentagem de

atividade antioxidante

Amostras ECso (Hg/mL) * % AA*

Alecrim 254,72°+ 0,66 92,25% 0,46
Sélvia 398,86°+ 0,10 79,81°+ 0,56
Manjeric&o 1376,24%+ 0,50 43,43°+ 0,34
Pélen 1087,57°+ 0,36 89,48°+ 0,22
BHT 114,67°+0,15 53,37'+0,11
BHA 72,246'+0,18 73,69°+0,13
a-tocoferol 61,229+ 0,17 90,53+ 0,06

Eritorbato de sodio

49,03"+ 0,06

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo. Médias seguidas de letra diferente na mesma coluna

diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Em relacdo aos resultados expressos pelo ECsy nota-se que para todas as
amostras, tanto os extratos como 0s antioxidantes comerciais apresentaram
diferenca estatistica (p<0,05) entre si.

Entre os extratos, o de alecrim apresentou o menor valor de ECsy €
consequentemente o maior valor em porcentagem de reducdo do radical, enquanto
entre os antioxidantes comerciais, o eritorbato de sédio apresentou menor valor de
ECso.

Estudos realizados por Santos (2007), que obteve para o extrato
hidrodlcoolico de alecrim (75%) 90,14% de inibicdo do radical encontram-se
similares aos deste trabalho, porém resultados foram inferiores aos de Rocha et al
(2013), que determinou que 125,0 pg/mL do extrato etandlico de alecrim (95%) sao
necessarios para inibir 50% do radical DPPH.

Para salvia, Roby et al (2012) e Farhat et al (2013), encontraram
0,0019+0,0003% de inibicdo do radical DPPH para o extrato de etandlico e valor de
ECso de 7,32+0,03 pg/mL para o extrato de metanolico, respectivamente, logo o
EES investigado neste projeto demostra resultados superiores de inibicdo do radical
porém sendo necessario uma concentracdo superior para reduzir o 50% do radical.

No caso do manjericdo, os resultados deste trabalho foram inferiores aos de
Albayrak et al (2013) que determinou o ECso de 41,80 pug/mL para o extrato
metandlicos de manjericdo e aos resultados de Gobetti (2012) que estudou extrato
hidroalcoolico de manjericdo da cidade de Pato Branco- Parana e obteve
88,74+0,36% de inibigao.

Os resultados da atividade antioxidante do EEP apresentados neste estudo
mostraram-se superiores aos encontrados por Morais et al. (2011) que analisaram
oito amostras diferentes de pdlen apicola de cinco parques nacionais em Portugal,
onde determinaram valores de ECsy que variaram entre 2160,0 e 5870,0 pg/mL.
Valores superiores também foram encontrados em comparagdo os estudos de
Nogueira (2012) que verificou as propriedades bioativas de oito amostras de pdlen
comercial da regido de Braganca- PA, determinando que os valores de ECsy que
variaram entre 2745,0 e 545 pug/mL, enquanto as percentagens de inibicdo variaram
entre 45,99% e 54,12%.



59

5.2.2 Atividade antioxidante expressa em referencia ao Trolox

A quantificacdo da atividade antioxidante atravées do padrdo de trolox
possibilita determinar o quéo promissor sdo o0s substratos em analise, uma vez que
este composto desempenha as mesmas fungdes antioxidantes que a vitamina E,
porém apresenta a vantagem de ser hidrossolavel (DAVIS et al, 1988.; SILVA et al,
2009).

Na tabela 4 encontram-se os valores obtidos para a capacidade antioxidante

expressa em relacdo ao trolox sob o mecanismo de oxidacédo do DPPH.

Tabela 4 - Atividade de sequestro do radical DPPH quantificacdo através do trolox

Amostras pmol trolox/g de amostra*
Alecrim** 4745,72° + 0,47
Salvia*** 2462,82° + 0,03
Manjericao**** 1575,24'+ 0,03
Poélen*** 1042,29%+ 0,08

BHT* 4277,33"+ 73,53

BHA * 4716,37°+ 66,37
a-tocoferol * 5270,03°+ 97,27
Eritorbato de sédio * 7087,18%+ 171,467

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrao. Médias seguidas de letra diferente na mesma coluna
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). **0,22 mg/mL *** 0,33 mg/mL **** 0,66 mg/mL
# 0,1 mg/mL

Nota-se a partir da tabela acima que somente o extrato de alecrim e o BHA
nao diferiram estatisticamente (p>0,05).

Para esta analise o eritorbato mostrou melhores resultados, seguido do o-
tocoferol, do BHA e do extrato de alecrim, enquanto o extrato de pélen apresentou o
menor resultado.

Estudos realizados por Ravelli (2012), que determinou 1,46 umol trolox/g
planta para o extrato hidroalcoolico de alecrim, encontram-se inferiores ao

encontrado neste trabalho.
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O extrato de sélvia avaliado neste trabalho apresentou valores superiores
aos Salem et al (2013) e Neagu et al (2010) que estudando o extrato de sélvia
(acetona-agua) que determinaram 0,212 umol trolox/g e 59,49 umol trolox/g para o
extrato hidroalcoolico (50% v/v), respectivamente.

Valores superiores também foram encontrados aos de Nguyen et al (2010)
que determinaram 40,5+0,18 pymol trolox/g para o extrato hidroélcoolico.

5.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO SISTEMA B-CAROTENO/ACIDO
LINOLEICO

No sistema de oxidacdo do [-caroteno/acido linoleico a atividade
antioxidante de uma amostra é determinada com base acéo inibidora que os
compostos bioativos dessa amostra tém sob os radicais livres que sédo gerados pelo
acido linoléico (CARPES et al, 2008).

A tabela 5 mostra os resultados da atividade antioxidante dos extratos
analisados e para dos antioxidantes comerciais, BHA,BHT, a-tocoferol e eritorbato

de soédio.

Tabela 5- Atividade antioxidante pelo sistema [(3-caroteno/acido linoleico

Amostras Atividade antioxidante (%)*
Alecrim** 85,67"+ 0,66
Séalvia** 89,29%+ 0,10
Manijericao** 44,70°+ 0,50
Polen*+ 71,45+ 0,36
BHT**** 63,68'+0,15
BHA**** 68,05°+0,18
a-tocoferol+* 70,29%+ 0,17
Eritorbato de sodio**** 77,27°+ 0,06

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo. Médias seguidas de letra diferente na mesma coluna

diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). ** 6,66 mg/mL ***10 mg/mL **** 0,1 mg/mL
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Através da andlise estatistica nota-se o extrato de pélen e o a- tocoferol ndo
diferiram estatisticamente, este mesmo comportamento é observado entre o a-
tocoferol e o BHA.

Entre os antioxidantes comerciais 0 que apresentou maior eficiéncia em
percentual de inibicdo da oxidacéo foi eritorbato de sodio, entretanto verifica-se que
0s extratos de alecrim e o de salvia mostraram maior percentual de inibicdo que
esse substrato. Porém, deve-se considerar que a concentracdo utilizada nesta
andlise, para os antioxidantes comerciais, é inferior a utilizada pelos extratos, desta
forma o percentual de inibicdo realmente € maior nos antioxidantes comerciais, pois
eles se apresentam de forma pura.

Athamena et al (2012) estudando o extrato metanolico de alecrim (7:30 v/v)
determinaram 45,41% de inibicdo para o sistema [B-caroteno/acido linoléico em 2
mg/mL, logo o resultado encontrado no presente trabalho apesar de apresentar uma
inibicdo de aproximadamente 2 vezes mais que a de Athamena (2012), é necessario
uma concentragdo maior para que isto aconteca.

O extrato de salvia e de manjericdo apresentaram-se inferiores aos de Shio
et al (2012) que estudaram os extratos metandlicos dessas ervas provenientes da
regido de Juiz de Fora- Minas Gerais, e determinaram 61,66 + 2,80 % de inibicao
para a salvia e 32,76 + 11,20 para o manjericdo nas concentracdes de 0,04 mg/ mL.

O extrato etandlico de pdlen apresentou menor inibicdo de radicais livres
gerados durante a peroxidacdo do acido linoleico quando comparado aos estudos de
Karling et al. (2012) que avaliaram atividade antioxidante do extrato de polen

apicola obtendo uma inibicéo de 89,71% (10 mg/mL).

5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO ABTS™

O método de captura do radical ABTS oferece resultados bastante
reprodutiveis, pois permite analisar compostos de natureza lipofilica e hidrofilica
(KUSKOSKI et al., 2005).

A tabela 6 traz os resultados referentes a atividade antioxidante dos extratos

em comparacao aos antioxidantes comerciais.
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Tabela 6- Atividade antioxidante equivalente ao Trolox pelo método ABTS™

Amostras Atividade antioxidante (umol TEAC/g)*
Alecrim** 301,47°+ 0,759

Sélvia** 182,89 + 0,526
Manijericao** 71,62d+ 0,804

Pélen*** 91,75% 0,405

BHT**** 4277,33°+ 73,533

BHA 4743,04° £ 66.37
a-tocoferol**** 5270,03% + 97,275

Eritorbato de sédio*++* 5026,41%+ 158,23

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo. Médias seguidas de letra diferente na mesma coluna
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). **6,66 mg/ mL ***5,0 mg/mL ****0,1 mg/mL

Na Tabela 6, pode-se visualizar que houve diferenca estatistica (p<0,05)
entre a atividade antioxidante dos extratos e dos antioxidantes comercias.

Apesar de ndo apresentar diferenca estatistica significativa (p>0,05), dentre
0s extratos, o de alecrim, foi o que apresentou melhor resultado, seguido do extrato
de sélvia, pélen e manjericdo. Este mesmo extrato mostrou superioridade também
ao trabalho de Pereira, Carpes (2012) que determinaram 190,96 + 13,35 umol
TEAC/g planta.

Resultados superiores para o EES e para o EEP foram encontrados aos
trabalhos de Salen et al (2013) e Perez et al (2012), que determinaram 0,0403 umol
TEAC/g de salvia e 0,0184 umol TEAC/ g de pélen, respectivamente.

Em comparacdo aos antioxidantes comerciais, 0s extratos apresentaram
atividade antioxidante inferior, entretanto como se trata de substancias puras, estas
apresentam elevada capacidade de sequestro de radicais livres.

Entre aos antioxidantes comerciais eritorbato de sodio e o a- tocoferol n&o

houve diferenca estatistica (p>0,05).
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5.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE REDUGAO DO FERRO -
FRAP

As amostras também foram avaliadas pelo método de redugéo do ferro-
FRAP, no qual é testada a capacidade que um substrato tem em reduzir o Fe** em

Fe?*, uma vez que o Fe** age como catalisador de reacées de oxidacao.

Tabela 7- Atividade antioxidante pela reducédo do ferro (FRAP)

Amostras umol de Fe “'/g de amostra
Alecrim 180,0902 + 0,01
Sélvia 133,993"+ 0,681
Manjeric&o 55,4679+0,851

Polen 30,4733"+ 0,454

BHT 63,680' £ 0,18

BHA 68,060° + 0,22
a-tocoferol 70,290 + 0,17
Eritorbato de sédio 73,680° + 0,07

*Valores das médias das triplicatas *+ desvio padrdo. Médias seguidas de letra diferente na mesma coluna

diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Através da andlise estatistica pelo teste de tukey observa-se que houve
diferenca estatistica (p<0,05) entre as amostras e que o extrato de alecrim obteve o
melhor resultado quando comparado os demais extratos e com 0s antioxidantes
comerciais.

Entre os extratos, o que conseguiu reduzir maior quantidade de Fe** em
Fe?* foi o alecrim, enquanto entre os antioxidantes comerciais o0 melhor resultado foi
do eritorbato de sodio.
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5.6 INDICE DE PEROXIDO

Nesta analise sdo quantificados os produtos primarios da oxidacao, ou seja,
aqueles que se formam na fase inicial de oxidagdo, na qual h& liberacdo de
peréxidos e consequentemente alteragcdes nas propriedades organolépticas do
produto.

A andlise de indice de peréxido, empregada neste trabalho, foi realizada até
os 28 dias de armazenamento do produto, e a quantidade de peréxido estimada foi a
mesma para todos os tempos e tratamentos (<0,2 mEg/Kg), resultados similares
foram encontrados nos estudos de Golcalves et al (2009) que determinou o IP para
a carne mecanicamente separada de frango produzidas no estado de Goias.

Segundo Nawar (1993) o valor de indice de perdxido cresce até um maximo
a partir do qual volta a diminuir, correlacionado a sua presenca com O
desenvolvimento de aromas e sabores a rango, entretanto este comportamento nao
foi observado para o paté frango.

A legislacao brasileira estabelece o limite maximo 10 mg de peréxido/kg de
amostra, logo os resultados para o paté de frango encontram-se bem abaixo do

limite.

5.7 ANALISE DE TBARS

O TBARS é um método comumente empregado para medir a extensdo da
oxidacdo de uma amostra quando esta se encontra na fase de término, na qual
ocorre a formacdo de compostos secundarios, como malonaldeido. Os peréxidos
sdo produtos primérios da oxidagcdo, no decorrer da sua decomposicdo geram
compostos de natureza muito diversa, os quais sdo designados como produtos
secundarios (SILVA et al., 1999).
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Tabela 8 - Valores médios de TBARS nos diferentes tratamentos de paté de frango

durante o periodo de armazenamento

TBARS (mg malonaldeido/kg amostra)*

Tratamentos -
Dias
0 7 14 21 28
EEA 0,9823+0,02° ©1,228+0,04° °2,234+0,01*  ?1,870+0,02° '1,876+0,02°
EES P°1,17740,10° 21,706+0,04° 22,693+0,01" ?1,857+0,03°  92,369+0,04°
EEM 1,293+0,06°  %1,696+0,09° °1,625+0,04° °1,459+0,06°° = °2,141+0,02"
EEP ©1,248+0,04° °1,489+0,03° °©1,632+0,01° °1,549+0,01®  "2,972+0,04"
E.S** a1 583+0,04° 1,725+0,05° °2,181+0,01° 21,999+0,03°  ©2,599+0,04"*
Controle 21,706+0,23°  21,868+0,02° 91,250+0,03°  °1,063+0,02° 23,758+0,28"

*Valores apresentados como média + desvio padrdo. Letras minasculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p<0,05) pelo Teste de Tukey. Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam
diferenca significativa (p<0,05) pelo Teste de Tukey. ** Eritorbato de sddio

Os resultados apresentados na tabela 8 demostram que no dia do
processamento o tratamento controle e o tratamento com adicdo de eritobarto de
sédio ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (p>0,05) pelo teste de
tukey, este mesmo comportamento foi 0 observado entre o tratamento com extrato
de pdlen, manjericdo e com eritorbato de sodio.

O tratamento com extrato de alecrim néo diferiu estatisticamente (p>0,05)
entre o0 extrato de salvia, que por sua vez também ndo apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos que receberam manjericdo e pélen.

Ainda referente ao dia de processamento, as amostras que receberam
extrato de alecrim e salvia apresentaram o menor teor de malonaldeido formado ao,
comportamento contrario observado para o tratamento controle.

Nota-se que nos tratamentos com adi¢do de extrato de alecrim, salvia, polen
e 0 antioxidante comercial houve o desenvolvimento de malonaldeido até os 14 dias
de armazenamento, seguido entdo de uma queda desta quantidade, a qual foi
identificada aos 21 dias. Nos tratamentos com adicdo de manjericdo e o tratamento
controle esta queda foi observada aos 14 dias de armazenamento, indicando que o
nivel maximo de eventos oxidativos aconteceram primeiro, demostrando assim que

os produtos gerados durante a oxidacado do paté sdo pouco estaveis, entretanto o
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eritorbato de sodio e os extratos de alecrim, salvia e pdlen atuaram como agentes
redutores de oxidacao, retardando a formacao do malonaldeido.

Aos 28 dias de armazenamento o controle apresentou a maior oxidagcdo em
termos de malonaldeido, enquanto o tratamento com extrato de alecrim, salvia e
manjericdo mostram-se mais eficientes a reducdo da formacdo de MDA que o
eritorbato de sodio, entretanto este apresentou menor gquantidade de malonaldeido
formado do que os tratamentos com adicdo de extrato de pélen.

Dentre os extratos nota-se que o de alecrim foi superior aos demais na
reducdo ao nivel de degradagédo da amostra.

Borba et al (2012) e Ramalho e Jorge (2006) também verificaram a eficacia
do alecrim como agente redutor de oxidacdo em produto fresco embutido elaborado
com carne mecanicamente separada e em gordura animal, obtendo resultados
superiores aos antioxidantes sintéticos como o BHA (butil-hidroxi-anisol) e BHT
(butilhidroxitolueno), respectivamente.

Estudos relacionados a outras ervas da familia das Lamiacae, como a
manjerona demostram que a aplicacdo do extrato aquoso desta erva em linguicas
frescais de frango proporcionou melhores resultados em relacdo a estabilidade
oxidativa das amostras (KUFNER, 2010).

No Brasil, ndo existe um legislacdo que limite a quantidade de
malonaldeido/kg em produtos cérneos, entretanto alguns autores consideram que
valores inferiores a 3 mg malonaldeido/Kg de amostra satisfatorios para a qualidade
dos produtos (AL-KAHTANI; ABU-TARBOUSH; BAJABER, 1996). Assim, observa-se
que os extratos empregados no paté apresentaram resultados satisfatorios durante
os 28 dias de armazenando, somente o controle no ultimo dia de armazenamento

mostrou resultado superior a 3 mg malonaldeido/Kg de amostra.
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6 CONCLUSAO

Com base nos dados apresentados pode-se concluir que entre os extratos
testados o de alecrim e o de salvia apresentaram os melhores resultados para a
maioria das analises.

Na andlise de porcentagem de reducdo do radical DPPH, o extrato de
alecrim, mostrou-se mais eficiente que os antioxidantes comerciais, enquanto na
analise de oxidacdo do B-caroteno/acido linoleico, este mesmo extrato juntamente
com o EEP e EES mostraram superioridade aos antioxidantes comerciais, entretanto
considera-se a atividade antioxidante dos padrdes superior a dos extratos, uma vez
gue a quantidade utilizada nessas analises sdo muito baixas e que se tratando de
substancias isoladas e puras esses antioxidantes ja tem func¢des definidas.

Através do emprego diversas métodos de avaliacdo da atividade
antioxidante foi possivel analisar as amostras em diferentes perspectivas,
determinando-se assim que todos o0s extratos testados apresentam potencial
antioxidante, uns mais que os outros, dependendo do método empregado, e que
este potencial antioxidante pode estar correlacionado com o teor de compostos
fendlicos e flavonoides presentes nestes substratos.

Em relacdo a oxidacao lipidica, a formulacdo controle do paté foi o que
apresentou maior formacao de malonaldeidos durante o armazenamento, enquanto
0s demais tratamentos adicionados com 0s extratos comportaram-se similarmente
ao tratamento com eritorbato. Sendo que o extrato de alecrim, salvia e manjericao
apresentaram maior capacidade de interacdo antioxidante com o produto e como
consequéncia resultados superiores a protecdo a oxidacao lipidica do produto.

Com este resultado, em especifico, conclui-se que os extratos adicionados
funcionam como antioxidantes uma vez que inibem a formacdo dos compostos
primérios, diminuindo assim a propagacao dos secundarios.

Por fim, as amostras testadas apresentam-se como fonte promissora de
agentes antioxidantes podendo ser empregadas na industria de alimentos visando
diminuir ou até substituir o uso de antioxidantes sintéticos. Aléem disso, podem ser
utilizadas para elaboracdo de novos produtos que apresente flavor diferenciado,
proporcionando um alimento mais saudavel e satisfazendo diversos grupos de

consumidores.
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