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A atividade oxidativa € considerada como importante causa da deterioracdo dos
alimentos carneos. Recentemente, ha um crescente interesse no uso de antioxidantes naturais
substituindo antioxidantes sintéticos, j4 que estes podem trazer maleficios a sadde do
consumidor. Neste estudo objetivou-se avaliar a atividade antioxidante do extrato aquoso de
manjerona (Origanum majorana) aplicado em linguica de frango frescal. Inicialmente, foi
identificada atividade antioxidante no extrato pelo método do DPPH. O extrato aquoso de
manjerona apresentou um ICsy de 0,040 mg mL”. Para a determinacdo da atividade
antioxidante do extrato de manjerona em linguica de frango, as amostras foram divididas em
quatro lotes contendo: lingui¢ca sem adicdo de antioxidante, lingui¢a com adi¢é@o de eritorbato
(1%), linguica contendo concentragdes de 0,125% e 0,250% de extrato aquoso de manjerona.
A linguica de frango foi mantida sob refrigeracdo a 5°C durante 21 dias em bandejas plasticas
envolvidas com filme de PVC e submetidas a iluminagdo artificial por 12 horas/dia para
simular uma goéndola de supermercado. Foram avaliadas as amostras nos 1°, 6°, 10°, 12°, 14°e
21° dias em relacdo ao pH e indice de substancias reativas ao dcido tiobarbittrico (TBARS).

A adi¢do do extrato aquoso de manjerona ndo afetou o pH das lingiiicas frescais de frango. Na
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analise da atividade antioxidante do extrato aquoso de manjerona, a melhor concentracéo foi a
de 0,250% similar a amostra contendo eritorbato. A amostra com concentragdo de 0,125% de
extrato mostrou eficiéncia até o 10° dia, a partir dai foi significativa a oxidagc@o da amostra. Os
resultados mostraram que houve um aumento expressivo da oxidacdo nas amostras de
linguica que ndo continham antioxidantes. Pode-se concluir que o uso do extrato aquoso de
manjerona na salsicha frescal de frango pode evitar a oxidacao de lipidios e, aumentar assim o

tempo de conservacgao do produto, sem a necessidade de se usar antioxidantes sintéticos.
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Abstract of Dissertation presented to Food Engineering Program as a partial fulfillment of the

requirements for the Degree of Master in Food Engineering.

ANTIOXIDANT ACTIVITY OF AQUEOUS EXTRACT OF MARJORAM
(Origanum majorana L.) IN CHICKEN SAUSAGES

The oxidative activity is considered an important cause of spoilage of meat products. There is
a recent interest in the use of natural antioxidants in place of the synthetic ones. This tendency
is justified by the alleged potential health risks that the synthetic antioxidants may offer. In
this study the antioxidant activity of aqueous extract of marjoram (Origanum majorana L.) in
fresh chicken sausages was investigated. Firstly, the antioxidant potential of the extract was
tested by the method of DPPH. The aqueous extract presented an ICsg of 0,040 mg mL. For
determining the antioxidant activity of the marjoram extract in chicken sausage the samples
were divided into four batches as follows: sausage without addition of antioxidants, sausage
with addition of sodium erythorbate (1%), sausage with 0.125% and 0.250% of aqueous
extract of marjoram. The products were kept under refrigeration at 5°C for 21 days in plastic
trays packed with PVC film. The trays were submitted to artificial light by 12 h/day to
simulate the storage at a supermarket. Samples from the product were taken at the 1%, 6", 10",
12", 14™ and 21" days for analysis of pH and substances reactive to the thiobarbituric acid
(TBARS). The addition of aqueous extract of marjoram did not affect the pH of the fresh
chicken sausages. The analysis of antioxidant activity showed that the best results were
obtained with 0.250% of extract, which showed the same level of oxidation than the samples
with erythorbate. The product with 0.125% of extract was effective only up to the 10* day,
when an increase in the oxidation of the sample was observed. The results showed that there
was an expressive increase in the oxidation of chicken sausages that did not contain
antioxidants. It can be concluded that the use of the extract of marjoram in chicken sausage
may avoid lipid oxidation and thus shelf-life of the product, without the need of using

synthetic antioxidants.
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1. INTRODUCAO

A oxidagdo dos lipidios que ocorre durante o armazenamento de matérias-primas, no
seu processamento, tratamento térmico e posterior armazenamento dos produtos finais € um
dos processos bdsicos que causam rancidez em produtos alimentares levando a sua
deterioragdo. O sabor e aroma de um produto pode ser o critério para a rejeicdo de qualquer
tipo de alimento. Produtos com oxidagdo lipidica influenciam outros constituintes dos
alimentos, por exemplo, eles interferem a absor¢do de proteinas (Karpinska e Danowska,

2001).

A oxidacdo lipidica é normalmente associada a carnes que sdo cozidas ou cujas
membranas sofreram um processo de desintegracdo, como no caso de moagem. Os lipideos
ligados as membranas sdo constituidos, na maioria das vezes, de fosfolipidios altamente
insaturados, que sdo especialmente susceptiveis a oxidacdo lipidica (Pearson et al., 1977).
Aquecer, moer ou emulsificar expde esses fosfolipidios ldbeis ndo apenas ao oxigénio, mas

também a outros componentes cataliticos como enzimas, pigmentos heme e fons metalicos.

Para prolongar a estabilidade no armazenamento de alimentos sdo utilizados
principalmente os antioxidantes sintéticos. Porém, estudos toxicoldgicos t€ém demonstrado a
nocividade de alguns antioxidantes sintéticos como o BHA (hidréxianisol butilado) e BHT
(hidréxitolueno butilado) que sdo utilizados no processamento de alimentos. O BHA e o BHT
sdo poderosos antioxidantes sintéticos empregados na industria de alimentos, mas acredita-se
que apresentem atividade carcinogénica. Portanto, o desenvolvimento de antioxidantes
naturais eficazes tem sido investigado, visando retardar a oxidacao lipidica (Ahn e Fernando,
2002). Contudo, a principal desvantagem dos antioxidantes naturais é que os consumidores

em geral os percebem no alimento mais facilmente do que os aditivos sintéticos.

Os fenois sdo um dos grupos mais importantes de antioxidantes naturais. Eles ocorrem
apenas no material de origem vegetal e sdo conhecidos por proteger facilmente os alimentos
da oxidagdo. Dentre os compostos fendlicos presentes nas ervas se destacam os flavonoides,
dcidos fendlicos e tocoferol, que sdo encontrados em ervas e especiarias. Estas tém sido

utilizada durante muitos anos como aditivos para melhorar as caracteristicas sensoriais dos
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alimentos (Pokorny, 1991). As especiarias e ervas podem cumprir mais de uma fungdo em
alimentos a que sdo adicionadas (Shelef e Bogen, 1980). Além de transmitir sabor, certos
temperos prolongam a vida util de armazenamento dos alimentos por uma atividade
bactericida e alguns previnem o rango por sua atividade antioxidante. Ervas utilizadas como
temperos, também sdo conhecidas por possuirem atividade antioxidante. O orégano,
manjerona, estévia, manjericdo, alecrim, gengibre e horteld, por exemplo, sdo temperos muito
utilizados na culindria e também na medicina popular.

O interesse renovado pela utilizacdo de substincias naturais, biologicamente ativas,
tem encorajado a utilizacdo dos Oleos essenciais e extratos vegetais como agentes
antimicrobianos e antioxidantes em alimentos. Para tal, muito contribuiu o fato de os 6leos
essenciais e extratos aliarem o seu papel aromatizante a condi¢do de serem produtos naturais e
biodegraddveis, apresentarem baixa toxicidade para os mamiferos e poderem desempenhar,
simultaneamente, as funcdes de mais do que um dos seus equivalentes sintéticos (Melo e
Guerra, 2002).

Os condimentos usados, principalmente para tornar os alimentos mais agradaveis ao
paladar, apresentam acfo conservadora por inibirem ou retardarem a atividade microbiana,
bem como por retardarem a oxidacdo dos lipideos. Estima-se que pelo menos a metade do
total de condimentos utilizados pela inddstria nos Estados Unidos se d4 pela industria de
produtos carneos (Sharma et al., 1981; Oliveira, 1991).

Das centenas de compostos que tém sido propostos para inibir a deterioragdo
oxidativa, somente alguns podem ser usados em produtos para consumo humano (Ramalho;
Jorge, 2006). Na sele¢do de antioxidantes, sdo desejdveis propriedades como a eficicia em
baixas concentragdes, auséncia de efeitos indesejaveis nas caracteristicas sensoriais (cor, odor,
sabor) do alimento, compatibilidade com o alimento, fécil aplica¢do, estabilidade nas
condi¢des de processo, armazenamento e ndo podem ser téxicos. Além disso, deve-se
considerar também fatores como a legislacdo vigente e o custo na escolha e utilizagdo do

antioxidante em escala industrial.

A carne e seus derivados devido ao seu elevado valor nutricional e a sua grande
quantidade de agua disponivel torna-se uma presa muito facil tanto dos microrganismos
deteriorantes como dos microrganismos capazes de ocasionar danos a saide do consumidor,
além destes inconvenientes as carnes e seus derivados também estdo sujeitos a alteragdes

quimicas e fisicas que decorrem principalmente da degradacao de proteinas e lipideos.



16

1.2 Objetivo

Dentro desse cendrio, esse trabalho teve como principal objetivo avaliar a atividade
antioxidante do extrato de Manjerona (Origanum majorana L.), familia Lamiaceae (Labiatae)
aplicado em linguica de frango, substituindo o eritorbato, antioxidante quimico comumente

utilizado nas industrias de carnes.

Este trabalho estd estruturado em cinco capitulos. No Capitulo 2 serd apresentada uma
breve revisdo sobre a utilizacdo e os mecanisms dos antioxidantes naturais em alimentos. No
Capitulo 3 ¢é descrita a parte experimental deste trabalho. No Capitulo 4 sido apresentados e
discutidos os resultados obtidos, sendo as conclusdes e sugestdes para trabalhos futuros

relatadas no Capitulo 5.
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2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Origanum majorana L.(Manjerona)

Origanum majorana L. € conhecida como manjerona, manjerona-doce, manjerona-
verdadeira. Espécie da familia das Lamiaceae é uma planta herbicea nos climas nérdicos,
com folhas verde-claras de aroma agridoce e flores brancas ou purpuras que se inserem em
fasciculos; apresenta uma altura que varia de 15 a 60 cm e cresce em forma de touceiras

(Figura 2.1) (Cardoso, 2005).

(A) (B)

Figura 2.1 — Aspecto geral da manjerona. A) folhas frescas, B) folhas secas

E origindria das dreas naturais do Egito e leste do Mediterraneo, cultivada em solo
arejado, seco, alcalino e rico em nutrientes, preferindo clima tropical, quente e imido. A

melhor época para o plantio é o inverno (Vera et al. 1999).

O ¢leo essencial de manjerona é de cor amarela, com odor picante, canforiceo e
amadeirado. E utilizado para combater a tosse, problemas na bexiga e célicas
gastrointestinais. O extrato de manjerona (p6) é de cor escura cristalina, cheiro caracteristico,
altamente hidrdfilo. Na culindria, a manjerona € empregada em molhos para carnes, enlatados
e aplicada para introduzir um sabor fresco, levemente aromatico-medicinal e uma nota quente.
E também conhecida pelas propriedades antimicrobianas, antioxidantes e inseticidas. O 6leo
essencial das folhas é volatil, podendo ser obtido pela técnica arraste a vapor de 4gua,
apresentando o 4-terpineol (38%) como composto majoritario, seguido do cis-sabineno (15%)

e para-cimeno (7%) (Vera et al. 1999; Grossman, 2005).
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Nakatani (1997) observou em extratos obtidos com solventes tanto polares como
apolares de O. majorana a presenga de compostos fendlicos com alta atividade antioxidante
quando purificados, como 4cido rosmarinico, dcido fenilpropidnico, 4-(3,4-dihidroxibenzoil-
oximetil) fenil-B-D-glucopiranosideo, 6-O-4-hidroxibenzoil arbutina e dcido 2-hidroxi-3-(3,4-

dihidroxifenil) propidnico, estes dois tltimos com moderada atividade antioxidante.

A atividade antioxidante de algumas plantas aromadticas da familia das Lamiaceae é
muito estudada, especialmente porque os extratos dessas plantas exibem alta atividade em
baixas concentracdes (Baratta et al., 1998; Sarer et al., 1985). Segundo Dapkevicius et al.
(1998), os antioxidantes sintéticos podem causar alguns problemas como a instabilidade em

altas temperaturas.

Segundo a ex-CNNPA (Comissido Nacional de Normas e Padrdes de Alimentos) (Abia,

1978-1987), a manjerona deve apresentar as seguintes caracteristicas:
- Caracteristicas organolépticas:
aspecto: folha ovalada seca ou p6 grosso
cor: verde-pardacenta
cheiro: préprio
sabor: proprio
- Caracteristicas fisicas e quimicas:
residuo mineral fiXo, MAXIMO........ccceeerviirrriieriie et 12% plp

residuo mineral fixo, insolivel em 4acido cloridrico a 10% Vv/v,

2.1.1 — Familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae consiste em aproximadamente 3500 espécies que sdo nativas
principalmente na drea do Mediterraneo, embora algumas tenham origem na Australia, no

Sudoeste da Asia e na América do Sul (Cuppett e Hall, 1998). Sdo exemplos as espécies de
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alecrim (Rosmarinus sp.), salvia (Salvia sp.), orégano (Origanum sp.), tomilho (Thymus sp.),
manjericdo (Ocimum sp.), manjerona (Origanum majorana), menta (Mentha sp.), segurelha
(Satureja sp.), dentre outras, as quais sdo estudadas devido as suas propriedades

antioxidantes, antimicrobianas e medicinais.

2.2 — Extrato de manjerona

Usando diferentes técnicas extrativas € possivel se obter uma grande variedade de
produtos a partir de plantas medicinais e aromdticas. De acordo com Serafini et al (2001), trés
processos merecem atengdo especial no que se refere a obtengdo de dleos em niveis
laboratoriais: arraste a vapor, hidrodestilacio e extracdo com fluidos supercriticos.
Geralmente, as esséncias sdo extraidas industrialmente por arraste a vapor, e em escala
laboratorial, por hidrodestilacdo das plantas ou parte das plantas (folhas, flores, sementes e

raizes).

Extratos secos sdo preparagdes obtidas pela eliminacdo total da fase liquida através de
operacdo de secagem em pressdo atmosférica ou reduzida e por liofilizagdo. Devem
apresentar uma umidade residual méxima de 5% (Deutsches, 1992). A declaracdo dos extratos
secos deve conter, além da denominagdo da droga, a mistura extrativa que deu origem ao
produto, a relagdo ponderal da droga para uma parte de extrato, a concentracdo da substancia

marcadora e os adjuvantes presentes (Mouette, 1988).

Os extratos secos de manjerona podem ser obtidos por percolacdo em dgua destilada
seguida de filtracdo, evaporacdo do percolado e liofilizagdo. Sdo constituidos por particulas
sOlidas, de granulometria definida e, na maioria dos casos, destinada a preparagdes
extemporaneas, tais como os pds constituidos por drogas vegetais moidas empregadas na
obtencdo de chds, normalmente por infusdo, ou por extratos e/ou produtos secos para a
dissolug¢do, a quente ou a frio, em um liquido adequado (4gua, misturas hidroalcodlicas, dleos,

etc.) (Palma et al., 1999).

O acondicionamento deve assegurar, ainda, a manuten¢do do teor de umidade
preconizado para o produto e sua qualidade microbioldgica, através da escolha de materiais de

embalagem primdria impermedveis ao vapor d’dgua e com sistema de fechamento hermético.
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Em geral, tais produtos sdo muitos sensiveis a umidade e, para poderem ser
conservados nas devidas condi¢des, deverdo ser acondicionados de maneira a evitar a
influéncia desse fator, podendo ser providos de substiancias exsicadoras na embalagem

priméria (Simdes et al., 1999).

Os extratos compreendem, modernamente, um conceito vasto de produtos
fitoterdpicos e condimentares. Entendidos sob ponto de vista amplo, podem se referir a
extratos liquidos, moles, espessos ou secos. No primeiro caso, consideram-se todos aqueles
produtos obtidos a partir de matérias-primas vegetais, através de varias metodologias de
extragcdo ou dissolucdo, através do emprego de misturas solventes adequadas, em qualquer
relacdo de concentracdo entre a matéria-prima vegetal e o meio liquido, com o objetivo de

retirar, com maior ou menor especificidade, determinados componentes (Schilcher, 1997).

2.3 — Antioxidantes

2.3.1 — Antioxidantes naturais

A determinagdo da atividade de produtos naturais teve inicio com Chipault et al. (1952)
em especiarias, ingredientes utilizados em alimentos desde os primérdios da histéria, nio
somente para melhorar ou ressaltar as caracteristicas sensoriais dos alimentos, mas também

para preserva-los.

A protecido dos lipidios frente a degradagdo autoxidativa é garantida pelos antioxidantes.
O interesse na pesquisa por novos antioxidantes naturais tem aumentado nos ultimos anos,
levando as inddstrias de alimentos, de cosméticos e farmacé€uticos a ter maior atencdo em

novas fontes de antioxidantes naturais.

Compostos antioxidantes naturais t€m sido isolados de diferentes partes de plantas tais
como sementes, frutas, folhas e raizes, e muitos estudos tem sido realizados na determinacao

da sua acdo antioxidante (Mancini-Filho, et al., 1998).

No inicio dos anos 80, diante da comprovacgéo de efeitos maléficos causados por doses

elevadas de BHT (butil hidroxitolueno), BHA (butil hidroxianisol) e T-BHQ (t-butil
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hidroquinona) sobre o peso do figado e marcada proliferacdo do reticulo endoplasmatico, deu-

se inicio o interesse pelos antioxidantes naturais (Duran e Padilla, 1993).

Estudos preliminares demonstraram que alguns extratos de ervas sdo tdo eficientes

quanto os antioxidantes sintéticos (Herndndez et al., 2009).

A capacidade antioxidante dos condimentos estd relacionada aos seus compostos
fendlicos. Desta forma, sua agdo serd semelhante a dos compostos sintéticos, ou seja,
interrompendo a cadeia de radicais livres na etapa de iniciacdo do processo oxidativo. (Lai et

al., 1991).

Os condimentos podem ser adicionados aos alimentos sob vdrias formas, como
condimentos integros, condimentos moidos ou extratos isolados dos condimentos. Cada uma
destas formas pode apresentar diferentes compostos, em quantidades variadas e com
diferentes atividades antioxidantes. Quando usados na forma de extratos, os compostos
presentes dependem, principalmente, do método de extracdo e do solvente utilizado. Além
disso, a concentracido e a composi¢do dos compostos presentes nos condimentos sofrem a
influéncia de alguns fatores como o cultivar, a origem geogréfica, a estacdo climdtica, as
préticas agricolas e a parte da planta que foi utilizada. Finalmente, a a¢do antioxidante de cada
condimento depende ainda da metodologia analitica utilizada para sua determina¢do (Madsen

e Bertelsen, 1995).

O uso de antioxidantes deve atender aos seguintes requisitos: ser compativel com o
substrato, ndo conferir odor ou sabor estranhos ao produto, ser efetivo durante o periodo de
armazenamento do produto alimenticio, ser estivel ao processo de aquecimento e ser
facilmente incorporado ao alimento (Melo e Guerra, 2002). Existe uma grande quantidade de
compostos, tanto naturais quanto sintéticos, com propriedades antioxidantes, embora para seu
uso em alimentos devam ser cumpridos certos requerimentos, sendo um deles a seguranga

para a saude (Nawar, 1996).

A utilizagdo de produtos antioxidantes durante a fase de processamento dos produtos
carneos € um importante recurso adotado pela industria como forma de retardar as alteracdes

oxidativas nos mesmos.

A incorporagdo de aditivos com funcdo antioxidante em produtos cdrneos é

regulamentada por legislacdo (Brasil, 1998). Os antioxidantes podem ser utilizados
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individualmente ou combinados, sendo que para esta utilizacdo deve-se ter experiéncia e
conhecimento de causa, garantindo assim a melhor qualidade dos produtos e a seguranga

alimentar.

2.4 — Linguiga frescal

No Brasil, linguica frescal é um dos produtos cdrneos mais consumidos. Com
processamento relativamente simples e, empregando-se normas higi€nico-sanitarias
adequadas, a producdo pode ser bastante rentivel. E, também, um produto facilmente
perecivel, uma vez que a extensiva manipulacdo inerente ao processo permite contaminacoes
cruzadas. A matéria prima quando ndo corretamente selecionada pode comprometer a
seguranga do produto final por se tratar de um produto frescal. O emprego de baixas
temperaturas € muito importante, pois em valores superiores aos de refrigeracdo, o
desenvolvimento de microrganismos deterioradores e/ou patogé€nicos e a atividade oxidativa
pode ocorrer muito rapidamente. No caso de linguigas frescais adicionadas de gordura suina,
esta pode tornar-se rancosa em curto espago de tempo quando altas temperaturas sdo mantidas

durante o processamento, armazenamento e durante exposi¢do na comercializacdo (Cleide,

2005).

As principais causas do desenvolvimento da rancidez s@o hidrdlise e oxidagdo lipidica.
A rancidez hidrolitica provoca a libera¢do de 4cidos graxos, sendo geralmente as lipases
(microbianas ou da prépria carne) que iniciam o processo de rancificacdo das gorduras. No
caso da rancidez oxidativa, o inicio da reagdo € catalisado pela acdo do oxigé€nio do ar sobre
os 4cidos graxos insaturados presentes na gordura da carne a ser processada e sdo
influenciadas por diversos fatores, além de serem desencadeadas pela atividade das
lipoxidases e outras enzimas similares. O contato da gordura presente na formulagdo com
certos metais, particularmente o ferro, também acelera o aparecimento do rango, dai a
recomendacdo do uso de equipamentos de aco inoxiddvel. Além disso, uma higiene perfeita
dos equipamentos, utensilios e de toda a drea de processamento deve ser observada. A
linguica, mesmo mantida sob refrigeracdo, comeca a apresentar certas modificagdes no quinto
ou sexto dia, apds o processamento. No entanto, sob condi¢cdes adequadas de processamento

incluindo uso de aditivos permitidos como nitrito de sédio, condimentos esterilizados, os
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antioxidantes naturais e com boas praticas de fabricagéo, a vida ttil pode ser prolongada por

15 a 25 dias sob refrigeragdo adequada (Ibrac, 1980; Prandl et al., 1994).

Um fato relevante diagnosticado nesse segmento € a tendéncia em reembalar produtos
cidrneos no ambiente de supermercado, apesar dos indmeros esforcos da inddstria em
combater essa pratica através de lancamento de produtos ja porcionados, estratégia nem
sempre lucrativa para a empresa. O objetivo dos supermercados tem sido ampliar seus
volumes de venda junto a grupos de consumidores com diferentes necessidades de consumo
de forma prética e conveniente. No entanto, a busca da redugdo de custos sugerida pela
utilizacdo de embalagens mais baratas, falta de instalacdes higiénico-sanitarias adequadas,
manipuladores ndo especializados para a tarefa e, muitas vezes, porcionamento de produtos ja
a beira da extin¢do do prazo de validade originalmente estabelecido pela indistria, acarretam
riscos para a saude e satisfacdo desse consumidor, bem como para a empresa fabricante em
funcdo da perda da qualidade e seguranca do produto associada a marca em questdo (Cleide,

2005).

Por outro lado, grandes redes tém se preocupado com a manutengio da qualidade e
seguranga de seus produtos reembalados. E sabido, de acordo com promotores de vendas de
supermercados que, na maioria das vezes, o produto carneo fresco chega ainda congelado aos
pontos de venda depois de transportados em caminhdes com sistema de refrigeracdo. O
aumento da preocupagdo quanto ao controle de qualidade tem estimulado o monitoramento
desses produtos no momento da recepgdo, principalmente no que tange as condicdes de
temperatura, integridade da embalagem e aspectos sensoriais. No caso da linguica frescal,
quase sempre embalada a vdcuo, em quantidade ao redor de 5kg, o produto geralmente é
vendido no varejo de duas formas: a granel, pesado diante do consumidor ou reembalado em
porcdes de aproximadamente 500g. Para as duas formas, a linguica ainda congelada ¢é levada
da cimara para uma sala refrigerada em temperatura em torno de 20°C e, muitas vezes,
mergulhadas em cubas de ago inoxiddvel com dgua, pritica ndo recomendada, porém rotina

em muitos pontos de venda (Cleide, 2005).

Apo6s o descongelamento, a linguica € lavada para a retirada do exsudado formado,
acondicionada em recipiente de agco inoxiddvel ou de polietileno e encaminhada ao balcio
refrigerado para venda a granel ou fracionada em bandejas de isopor submetidas a um

equipamento que acondiciona o produto em filme de alta permeabilidade ao oxigénio
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(geralmente € utilizado o filme de cloreto de polivinila - PVC). Em seguida, o produto é
encaminhado as gbéndolas para venda. Ocorre com frequéncia que, pela falta de
manipuladores devidamente treinados e cadeia do frio ineficiente, tais produtos porcionados
rapidamente deterioram-se antes do prazo de validade estabelecido aleatoriamente pelo
préprio ponto de venda. Um risco, em tais condicdes, ¢ de que o produto alcance o
consumidor pouco sensivel a essas alteragdes de qualidade, podendo, inclusive ter sua

seguranc¢a de consumo comprometida (Cleide, 2005).

Como o processo de porcionamento e reembalagem da linguica frescal mostra-se uma
realidade nos pontos de venda, com forte tendéncia de ampliacdo, um ponto a ser considerado
¢ o investimento na implantacdo efetiva de sistemas que visam a seguranga alimentar como é
o caso das Boas Préticas de Fabricacdo as quais se constituem em um poderoso mecanismo de
controle e prevencdo de contaminacdes e falhas de processamento (Canto, 1998). Deve ser
utilizada, assim, de forma clara e transparente no processo de fabricacdo desses produtos,
através de seus componentes fundamentais e principios minimos bésicos, para a obtenc¢do da

qualidade assegurada.

2.5 — Oxidacao Lipidica

Um dos maiores desafios para a inddstria de carnes é oferecer produtos macios,
suculentos e com cor e sabor agraddveis, e que estas caracteristicas de frescor mantenham-se

estaveis durante toda a vida de prateleira, com a maior seguranca € 0 menor custo possiveis.

Os alimentos cdrneos, devido a sua riqueza na composi¢do quimica (umidade,
proteinas, gorduras e outros nutrientes) sdo produtos bastante susceptiveis a alteracdes de
ordem fisico-quimica e microbioldgica. Dentre estas altera¢des, a oxidagdo lipidica e a
oxidacdo da cor sdo dificeis de serem controladas, principalmente devido a sua complexidade
e variabilidade. Sdo rea¢des de ordem fisico-quimica, podendo ser potencializadas por acgdo

microbioldgica (Olivo et al., 2006).

A oxidagdo lipidica estd na origem do desenvolvimento do rango, da producdo de
compostos responsaveis por off flavors e off odors, da reversdo e da ocorréncia de um elevado

nimero de rea¢des de polimerizacio e de cisdo. Este tipo de rea¢des ndo s6 diminui o tempo
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de vida e o valor nutritivo dos produtos alimentares, como podem gerar compostos nocivos

(Figura 2.2) (Frankel, 1993; Jadhav et al., 1996; Sherwin, 1978).

Os fendmenos de oxidagdo dos lipidios dependem de mecanismos reacionais diversos e
extremamente complexos, os quais estdo relacionados com o tipo de estrutura lipidica e o
meio onde esta se encontra. O nimero e a natureza das insaturagdes presentes, o tipo de
interface entre os lipidios e o oxigénio (fase lipidica continua, dispersa ou em emulsdo), a
exposicdo a luz e ao calor, a presenca de pré-oxidantes (por exemplo fons metdlicos de
transicdo) ou de antioxidantes, s@o fatores determinantes para a estabilidade oxidativa dos

lipidios (Berset et al., 1996; Coupland et al., 1996; Frankel et al., 1994).

Acidos graxos
insaturados
(triglicerideos)

»
L

Oxidacéo de

Radicais Livres pigmentos, vitaminas,
proteinas, etc

Oxigénio

A

q
Hidroperoxidos Insolubilizagdo
/ de proteinas

Produtos de cisdo:
Aldeidos
Alcodis, L
Hidrocarbonetos e Polimerizagao
peréxidos (Escurecimento,
) formagdo de produtos
toxicos)

Figura 2.2. Esquema geral da oxidacdo lipidica (Jadhav et al., 1996)
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2.5.1 Mecanismos da Oxidacdo Lipidica

Os lipidios podem ser oxidados de diferentes formas, em fun¢do do meio e dos agentes
catalisadores. Os mecanismos mais conhecidos sdo a oxidagdo enzimdtica, a fotoxidacdo e a

autoxidagao.

2.5.1.1 Oxidagdo Enzimética

A oxidacdo lipidica pode ocorrer por catilise enzimdtica, nomeadamente por acdo da
lipoxigenase. Esta enzima atua sobre os dcidos graxos poli-insaturados (por exemplo: 4cidos
linoléico e linolénico, e seus ésteres), catalisando a adicdo de oxigénio a cadeia
hidrocarbonada poli-insaturada. O resultado é a formacgdo de perdxidos e hidroperéxidos com
duplas ligagdes conjugadas, os quais podem se envolver em diferentes reagdes degradativas,
semelhantes as observadas para os processos de autoxidagdo, originando diversos produtos
(Halliwell et al., 1995). O processo de catdlise enzimética decorre com maior especificidade,

em termos de substrato e de produtos finais, de que o processo de autoxidacao.

Um aspecto importante da atuacdo da lipoxigenase € o que se relaciona com a sua
capacidade para co-oxidar substratos (carotenoides, tocoferois, clorofila, proteinas, etc.),

sendo responsével pela iniciagdo de novos processos oxidativos (Hamilton et al., 1983).

2.5.1.2 Fotoxidacdo

O mecanismo de fotoxidacdo de gorduras insaturadas € promovido essencialmente pela
radiacdo UV em presenca de sensibilizadores (por exemplo: clorofila, mioglobina), e envolve

.. o A . . 1 . . .
a participacdo de oxigénio singleto (‘O,) como intermedidrio reativo.
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O processo envolve reagdes via radicais livres, cujo resultado € a formacdo de
hidroperéxidos diferentes dos que se observam na auséncia da luz e de sensibilizadores, e que
por degradacgéo posterior originam aldeidos, alcodis e hidrocarbonetos (Jadhav et al., 1996;

Hamilton et al., 1983).

A velocidade da reagdo ndo ¢é afetada por sequestrantes de radicais peroxila

(scavengers) e é inibida pelos carotenos (Berset et al., 1996); Sims et al., 1980).

2.5.1.3 Autoxidacdo

A autoxidagdo € o principal mecanismo de oxidagdo de alimentos, estd associada a
reacdo do oxigénio com &cidos graxos insaturados e ocorre em trés etapas distintas: iniciagao,

propagacio e terminagdo (Cosgrove et al., 1987, Porter et al., 1995).

Na etapa de iniciagdo hd a formagdo dos radicais livres do dcido graxo, devido a
remocdo de um dtomo de hidrogénio de um grupamento metil, adjacente a dupla ligagdo do
dcido graxo insaturado, deixando um elétron desemparelhado no carbono (Kahl; Hildebrandt,

1986).

Radical livre é qualquer espécie quimica capaz de existir independentemente, que
contém um ou mais elétrons ndo pareados ocupando orbitais atdmicos ou moleculares. Em
geral, s@o instdveis e reagem com diversos compostos e estruturas celulares (Halliwell;

Guitteridge, 2000).

Durante a propagagdo, os radicais livres formados na etapa de iniciacdo sdo
convertidos em outros radicais, formando os produtos primdrios de oxidacdo: perdxidos e
hidroperéxidos. S@o os radicais livres formados na etapa inicial os responsaveis pela

propagacio da reacdo (Silva et al., 1999; Coupland; Mcclements, 1996).

Na etapa de terminacdo ocorre a interrup¢io das reagdes em virtude da redugdo da
quantidade de 4cido graxo insaturado no sistema, o que faz com que os radicais livres se
liguem entre si formando compostos estaveis (Nicki et al., 2005). Formam-se os produtos

secunddrios de oxidagdo, obtidos por cisdo e rearranjo dos perdxidos (epéxidos, compostos
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volateis e ndo volateis) (Silva et al., 1999). Um diagrama esquemético do mecanismo da

autooxidacdo lipidica é apresentado na Figura 2.3.

Iniciagéo: RH— R- + H-

Propagacdo: R-+ O, — ROO:
ROO: + RH — ROOH + R-

Terminagdo: ROO- + R- — ROOR
ROO- + ROO- — ROOR + O,
R-+R-—RR

Figura 2.3 — Mecanismo geral da autoxidacao lipidica

Onde:
RH = 4cido graxo insaturado; R- = radical livre;
ROO-= radical peréxido e

ROOH = hidroperéxido

A oxidacdo lipidica é considerada importante causa de deterioragdo das carnes e
derivados. Os fendmenos envolvidos nestas alteragdes sdo diversos e complexos e, por esta
razdo, de dificil controle. Assim, a utilizacdo de antioxidantes e cuidados dispensados nas
diversas fases da cadeia do produto, inclusive “in vivo”, sdo importantes para amenizar os
efeitos oxidativos indesejdveis. Estes procedimentos poderdo amenizar as oxidacdes e, desta
forma, auxiliar na garantia da qualidade e na seguranca alimentar, durante a vida util dos

produtos (Shimokomaki et al., 2006).
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2.6 — Aplicagdo tecnoldgica de antioxidantes em produtos alimenticios

2.6.1 — Carnes e derivados

O uso de condimentos como antioxidantes naturais em produtos cirneos tem sido objeto
de estudo em diversas matrizes como sistemas modelo, hambirgueres, almondegas,

embutidos e cortes marinados.

2.6.1.1 — Carnes de Frango

Alguns estudos sobre a aplicacdo de extratos vegetais em produtos carneos podem ser
encontrados na literatura. Nissen et al. (2000) estudaram a aplicacdo de extrato de alecrim
(1000 ppm) em carne de pescogo de frango mecanicamente separada, mostrando que o
produto resultante apresentou boa estabilidade em relagdo a oxidagdo lipidica durante o

armazenamento.

Bragagnolo et al. (2005, 2007) verificaram, através da formagdo de radicais livres
detectados por espectroscopia de ressonancia paramagnética (EPR) e de produtos secundarios
da oxidagdo lipidica, que 0,1% de folhas moidas de alecrim foram um excelente antioxidante
quando adicionado em peito de frango submetido & alta pressdo. Beltran et al. (2004)
obtiveram resultados semelhantes em frango moido, com adi¢do de sal e de extrato de
alecrim, e processado sob alta pressdo, porém o alecrim apresentou pouco efeito antioxidante

nas amostras cozidas.

Estudos dos efeitos antioxidantes e antimicrobianos dos extratos etandlicos e
metandlicos de ché verde, ché preto e erva mate na CMS (carne mecanicamente separada) de
frango, ndo apresentaram prote¢do antimicrobiana, no entanto todos demonstraram acdo
antioxidante quando comparados com as amostras sem tratamento (Milani et al., 2001). Foi
demonstrado em estudo comparativo que o efeito antioxidante de extratos hidroetandlico e
metilico de casca de mac, folhas de alcachofra e erva mate em CMS de frango, mantidas sob

refrigeragdo a 5°C por 9 dias e congelamento a -18°C por 4 meses. Constatou-se através do
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indice de TBARS (substancias reativas ao dcido tiobarbitirico) que o extrato metilico de erva
mate apresentou maior poder antioxidante com determinagdo de 1,68mg de malonaldeido/kg
amostra, e os demais extratos testados com 7,95mg de malonaldeido/kg de amostra, (Milani et

al., 2001).

Hoffmann (2003) avaliou a aplicagdo de antioxidante natural proveniente de extrato
bruto de caqui e de extrato de alecrim em diferentes concentracdes aplicadas em CMS de
frango. O extrato bruto de caqui apresentou efeito antioxidante, sem diferenca em relagdo ao

extrato de alecrim.

Furtado et al. (2004a), aplicaram os extratos hidroetandlicos de marcela (Achyrocline
satureioides) e de erva mate (Ilex paraguariensis) em linguica, mantida a 5°C por 35 dias. Os
extratos apresentaram agdo protetora contra a rancificacdo da linguica, sendo que o extrato

hidroetandlico de marcela apresentou ag¢do superior ao extrato etandlico de erva mate.

Souza (2006) verificou a acdo antioxidante dos extratos aquoso obtidos da casca de
batata inglesa em cortes de frango. O extrato foi obtido através de uma separagdo seqiiencial,
utilizando-se solventes de polaridade crescente, segundo Simdes et al (1999). Durante 8
meses sob temperatura de congelamento os extratos demonstraram ser efetivos no controle da
oxidacdo lipidica. A qualidade sensorial do produto ndo foi afetada pela incorporacdo do
extrato purificado, mas houve reducio nos valores dos atributos sensoriais (sabor da carne)

quando do uso do extrato aquoso.

2.7 — Avaliagdo da oxidagdo lipidica pelo teste do &4cido 2-tiobarbitdrico (TBA) e

malonaldeido

Existem vdrios métodos utilizados no controle de qualidade de alimentos que contém
gordura, caso dos produtos cdrneos. Testes como indice de peréxido e TBA (4cido 2-
tiobarbitiirico) geram informa¢des importantes em relacdo ao estado oxidativo e consequente

tendéncia a rancidez do alimento analisado.
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A fracdo fosfolipidica da carne mecanicamente separada (CMS) de ave, por exemplo,
¢ altamente insaturada e, portanto, muito susceptivel a oxidacdo, mostrando um grande
potencial para produzir substincias reativas ao 4cido 2-tiobarbitirico (TBARS) (Dawson;

Gartner,1983).

O teste de TBA quantifica o malonaldeido, um dos principais produtos de
decomposicdo dos hidroper6xidos de dcidos graxos poliinsaturados, formado durante o
processo oxidativo (Osawa et al., 2005). O malonaldeido é um aldeido de cadeia curta, cuja
concentragdo tem sido utilizada para estimar a intensidade da peroxidacdo lipidica em

sistemas bioldgicos, em células e tecidos.

A reacdo envolve o 4cido 2-tiobarbitirico com o malonaldeido (figura 2.4),
produzindo um composto de cor vermelha, medido espectrofotometricamente a 532 nm (de
acordo com a metodologia, esse comprimento de onda pode variar, situando-se ao redor de

500 a 550 nm) (Osawa et al., 2005).

HS. _N._ _OH -
L B 20 g N e™ HO_ N, .5
o ; C—CH—C " | . 7y

“H | | & IHs
H H NS ScH-C=cH—\_N H:0

Malonaldeido
(¥H -
Cromogénio OH

Figura 2.4 - Reacio do teste de TBA entre o acido 2-tiobarbitiirico e o malonaldeido,

formando o composto colorido, medido espectrofotometricamente (OSAWA et al., 2005).

Diversos autores sugerem metodologias diferenciadas para a andlise de TBA. Para
Ferndndez et al. (1997) por exemplo, o teste de TBA quando realizado com o procedimento
de destilagdo, é considerado ser mais sensivel e também mais adequado para amostras com

alto teor de gordura (> 10%), onde a turbidez pode ocorrer nas amostras extraidas.
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O presente trabalho foi realizado com a finalidade de verificar a agdo antioxidante do
extrato de manjerona sobre lingiiica frescal, porém, ainda ndo foram encontrados outros

trabalhos que avaliam a atividade do extrato de manjerona nesse produto.

Os estudos dos antioxidantes naturais sdo de extrema importincia para obtencdo de

produtos com vida de prateleira segura e com qualidades sensoriais adequadas.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Materiais

3.1.1 — Matéria prima

As amostras de manjerona (Origanum majorana L.) utilizadas neste estudo foram
adquiridas de uma empresa de fracionamento de ervas e temperos, localizada na cidade de
Palhoga - SC, importadas por Cotia Vitéria Servicos e Comércio S/A e distribuidas por JTC
Distribuidora Ltda. Estas amostras sdo origindrias do Egito, com data de fabricacdo em

06/2008, validade em 06/2010 e lote 3833/B.

Para o preparo das linguigas frescais de frango foram utilizados cortes resfriados de

frango, filé de coxas e sobrecoxas do mesmo lote, marca Nobre.

Os ingredientes e envoltdrios foram adquiridos na empresa Tripoeste Ltda, localizada na

cidade de Chapeco-SC.

3.1.2 — Embalagens

As embalagens utilizadas foram bandejas de isopor e filme PVC adquiridas no comercio

local.

3.1.3 — Equipamentos
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Para a anédlise de DPPH foi utilizado o espectrofotdometro UV-Visivel marca Agilent

Technologies, modelo 8453E.

Para a concentracdo do extrato de manjerona foi utilizado o equipamento Rotavapor®

MARCONI, modelo MA 120 (Figura 3.1).

A desidratacio do concentrado foi realizada com o equipamento Liofilizador®

EDWARDS (Figura 3.2).

Na andlise do teor de fendlicos totais do extrato de manjerona e para as leituras de TBA
na linguica frescal de frango foi utilizado o espectrofotdmetro UV-Visivel PerkinElmer

(Lambda Z 150).

Figura 3.2 — Liofilizador
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3.2 — Métodos

3.2.1 - Obtengdo do extrato seco de manjerona

Ao produto vegetal seco (manjerona) foi adicionada dgua destilada (14,5 gramas em

100 ml, respectivamente) em erlenmeyers protegidos por papel aluminio.

As amostras ficaram em estufa a 27°C por 24 horas, sendo que nas seis primeiras horas

eram submetidas a agitacdo manual a cada meia hora.

Posteriormente, estas amostras foram filtradas e adicionou-se novamente dgua destilada

ao s6lido, mantendo-se em estufa por mais 24 horas, como descrito anteriormente.

Transcorrido este periodo, os dois filtrados foram reunidos e concentrados em
evaporador rotativo a 60°C. No final obteve-se um produto semelhante a um xarope, como

mostra a Figura 3.3.

Esse produto foi distribuido em vérias placas de Petri e posteriormente congelado em
freezer a -80°C. Para a obten¢@o do extrato seco de manjerona, essas placas de Petri foram

levadas ao liofolizador, onde foram desidratadas até a obtencdo do p6 (Figura 3.4).

Figura 3.3 — Extrato aquoso de manjerona antes da desidratacao.
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Figura 3.4 — Extrato aquoso de manjerona

3.2.2 —Atividade antioxidante in vitro pela captura de radicais livres com o teste do DPPH

A metodologia foi fundamentada na medida da extincdo da absor¢do do radical
difenilpicrilhidrazil (DPPH) em 515 nm (Miranda e Fraga, 2006). A determinacdo da
atividade antioxidante foi realizada em triplicata, por método espectrofotométrico. A técnica
consistiu na incubacio por 10 minutos, de 500 pL de uma solugio etandlica de DPPH 0,1 mM
com 500 pL de solugdes contendo concentracdes crescentes de extrato de manjerona em
etanol. Procedeu-se da mesma forma para a preparacdo da solu¢do denominada “controle”,
porém substituindo 500 pL. da amostra por 500 uL de solvente etanol. Para a solucdo
denominada “branco” foi utilizado solvente etanol. O percentual de captacdo do radical DPPH
foi calculado em termos da porcentagem de atividade antioxidante (AA%), conforme a

seguinte expressio:

AA% =100 - {[(ADS. amostra — AbS.pranco) X 100] + Abs. controle } -

A determinacdo foi feita em espectrofotometro UV-Visivel marca Agilent

Technologies, modelo 8453E. Para verificacdo de interferentes da metodologia empregada,
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diluiu-se o extrato de manjerona em etanol, na mesma faixa de concentracdo em estudo.
Analisaram-se as amostras em espectrofotometro em comprimento de onda de 515 nm, com o
objetivo de avaliar a absorbincia das diferentes concentracdes das amostras. Apos,
determinou-se a faixa de concentracdo na qual ndo ocorreria inferéncia da coloragdo do
extrato. ApOs a avaliacdo da faixa de concentracdo ideal, calculou-se a concentragdo de
extrato necessdria para capturar 50% do radical livie DPPH (ICsy) por andlise de regressdo

(Carbonari, 2005).

3.2.3 — Avaliagdo do teor de compostos fendlicos totais

A andlise do teor de fendlicos totais do extrato de manjerona foi efetuada de acordo
com Molin (2009) com adapta¢des. Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,04 g do extrato
diluido na solug@o aquosa de acetona 50% na proporcdo de 1:25, 2 mL de dgua destilada e
0,25 mL de reagente de Folin-Ciocalteau. Apds 3 minutos a temperatura ambiente (25°C)
adicionou-se 0,25 mL de uma solucdo saturada de carbonato de sodio (75 g/L). Os tubos
foram colocados em banho-maria a 37°C durante 30 min para o desenvolvimento da cor. A
leitura da absorbéncia no comprimento de onda de 765 nm foi realizada em espectofotométro
UV-visivel, (Lambda Z 150). Foi efetuada a diluicdo de 9,5 mL de acetona 50% e 4gua
destilada 50% e 0,5 mL da amostra, pela alta concentragdo observada. O aparelho foi zerado
com a solucdo aquosa de acetona 50%. O acido pirocatecol foi utilizado como padrdo. Para o
preparo da curva de calibracdo foram utilizados aliquotas (0,25 mL) de uma solugdo de
acetona e dcido pirocatecol nas seguintes concentracdes: 0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05 mg/mL..
Para a leitura em espectrofotdmetro UV-visivel foi realizada a diluicdo de 9,5 mL de acetona
50% e agua destilada 50% e 0,5 mL de amostra. O método para a obten¢do do branco foi o
mesmo realizado para os extratos descritos acima, incluindo a solu¢do de pirocatecol. O
conteudo total de fendlicos nos extratos foi calculado a partir da curva padrio.

Os resultados foram expressos em mg/g (de residuo seco) em equivalente de 4cido

pirocatecol (mg/g/EAP).
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3.2.4 — Aplicacdo do extrato de manjerona na linguica frescal de frango

3.2.4.1 — Elaboracdo das linguigas frescais de frango

Para avaliag¢@o da atividade antioxidante do extrato de manjerona em linguiga frescal de
frango, foram produzidos quatro lotes com diferentes concentracdes de extrato contendo:
linguica sem adicdo de antioxidante, linguica com adicdo de eritorbato, linguica contendo
concentracdes de 0,125% e 0,250% de extrato aquoso de manjerona, respectivamente (Tabela

3.1).

Os lotes de linguica frescal de frango foram produzidos de acordo com a legislacdo
vigente (MAPA, 2003). A matéria prima foi moida em disco de 10 mm e homogeneizada com
os demais ingredientes. A formulacdo utilizada neste trabalho é comumente utilizada em
pequenas e médias industrias do setor carneo. Sendo o extrato de manjerona um produto
hidréfilo, o veiculo utilizado para inserir o extrato na formulacdo da linguica, foi o amido de

milho.

Para todos os lotes, foram adicionados na formulagao 3% de dgua gelada.

Tabela 3.1 — Formulagéo dos diferentes lotes da linguicga frescal de frango/kg massa.

Lotes Sal (g) Eritorbato (g) Agua (ml) Extrato (g)
1 10 - 100 -
2 10 1 100 -
3 10 - 100 1,25
4 10 - 100 2,5

3.2.4.2 — Plano de Amostragem
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As linguicas frescais controle e as adicionadas com o extrato aquoso de manjerona
foram armazenadas durante 21 dias a 5°C (x1°C), submetidas a iluminagdo artificial por 12
horas/dia para simular uma gondola de supermercado. As amostras para andlise foram

coletadas nos 1°, 6°, 10°, 12°, 14° e 21° dias e avaliadas em relagdo ao pH e TBARS.

Para cada dia de andlise utilizou-se uma bandeja com aproximadamente 100g amostra

de linguica frescal de frango, sendo que para cada uma foram realizadas andlises em triplicata.

Foram realizadas andlises de pH e TBARS para a matéria prima in natura no 1° dia.

3.2.5 - Indice de TBARS - Oxidacdo dos lipideos

O nivel de oxidacdo dos lipidios foi medido através do teste com o &cido 2-
tiobarbitdrico (TBA) de acordo com Raharjo et al. (1992), onde o malonaldeido foi obtido da
amostra pelo processo de extragdo, seguindo as recomendagdes de Shaidi et al. (1985), no que

se refere a adi¢do de sulfanilamida para as amostras que contém nitrito.

Em béquer de 50 mL foi adicionado 5g de amostra, posteriormente 0,5SmL de butil-
hidroxitolueno (BHT) 0,15%, 2mL de sulfanilamida 1,5% e 18mL de 4cido tricloroacético
(TCA) 5%, homogeneizado e deixado reagir por 10 minutos. O contetido do béquer foi
filtrado em papel filtro, completando o baldo com solu¢do de TCA 5%. Apods, foram retirados
2mL do contetddo do baldo e colocados em tubo de ensaio com tampa juntamente com 2mL
de TBA. Os tubos foram colocados em banho-maria a 40 °C por 80 minutos, resfriamento até
temperatura ambiente e leitura em espectrofotometro em comprimento de onda de 531nm. Os
valores de TBARS (substancias reativas ao dcido tiobarbitiirico) sdo expressos em mg de

malonaldeido/Kg de amostra, calculados a partir da curva padrio.

3.2.6 — Determinagdo de pH

Para determinar o pH foi utilizado 10g de cada amostra, homogeinizadas em 100 ml de

dgua destilada por 5 minutos e, a seguir foi procedida a leitura do pH (Terra e Brum, 1988).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 — Fenolicos

A andlise de compostos fendlicos totais do extrato liofilizado de O. majorana

apresentou um teor de 7,0 mg. g'l.

De acordo com Shahidi et al. (1992), antioxidantes fendlicos funcionam como
sequestradores de radicais livres e como quelantes de metais, apresentando ag@o tanto na
etapa de iniciacdo quanto na etapa de propagacdo durante o processo oxidativo. Entdo,

compostos fendlicos podem prevenir a oxidagéo lipidica.

Segundo Jolivet et al., 1971 e Baser et al., 1993 a manjerona € rica em componentes
fendlicos principalmente em timol e carvacrol. Em extratos de manjerona foram observados
os compostos fendlicos acido rosmarinico, dcido fenilpropidnico, 4-(3,4-dihidroxibenzoil-

oximetil) e fenil-B-D-glucopiranosideo, com alta atividade antioxidante (Nakatani, 1997).

Os produtos intermedidrios formados pela agc@o destes antioxidantes sdo relativamente
estdveis devido a ressondncia do anel aromdtico apresentada por estas substincias (Nawar et
al., 1985). Diversos autores realizaram estudos visando verificar o potencial antioxidante dos
dcidos fenodlicos, com o objetivo de substituir os antioxidantes sintéticos, largamente
utilizados na conservacdo de alimentos lipidicos por aumentarem a vida ttil de muitos

produtos (Duran et al., 1993).

A extracdo pode ser um fator que influenciard no resultado de compostos fendlicos. A
dgua extrai com efici€ncia os compostos fendlicos com atividade antioxidante devido a sua
polaridade. Em estudo realizado com cogumelos “ling Chih”(Ganoderma tsugae), o extrato
metandlico apresentou maior atividade antioxidante, porém baixa concentracdo de compostos
fendlicos (24,0 a 35,5 mg/g) (Mau et al., 2005a). J4 no extrato aquoso, a concentracdo de
fendlicos obtida foi de 40,86 a 42,34 mg/g (Mau et al., 2005b). Este resultado pode ter
ocorrido devido a alteracdes quimicas durante a extragdo, que reduziram a capacidade

antioxidante destes compostos.
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4.2 — Atividade Antioxidante do Extrato de Manjerona in vitro

Na determinagdo do ICsy foi elaborada a curva de calibracdo com diferentes
concentragdes do extrato, pois o IC50 deve ser calculado em intervalo de linearidade do
indice DPPH. Os resultados demonstram que o percentual antioxidante aumenta
proporcionalmente com a concentragdo de extrato adicionado atingindo o valor maximo de

93,22% de atividade antioxidante para a concentragdo de 0,25 mg mL" (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 — Porcentagem da neutralizagdo do DPPH do extrato aquoso de Origanum

majorana em diferentes concentragdes.

0,25 93,22
0,175 84,07
0,1 70,48
0,075 63,19
0,05 61,23
0,025 53,68
0,01 52,98
0,0075 38,88
0,005 33,24
0,0025 21,28

A correlacdo entre a atividade antioxidante (%) e a concentracdo de extrato utilizado
(Figura 4.1) forneceu um ICsy de 0,04 mg mL’l, que é a concentracdo de extrato necessdria
para causar 50 % de atividade antioxidante. De acordo com a definicdo de Sousa et al. (2007),
quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor serd seu ICsy € consequentemente
maior a sua atividade antioxidante. Esta concentragdo € alta, se comparada com antioxidantes
por exceléncia como o dcido ascérbico (ICsp = 0,002 mg mL’l) e o BHT (ICs5p = 0,005 mg mL"
b,

Entretanto, considerando-se antioxidantes naturais, o extrato vegetal de Ginkgo biloba é
considerado com alta atividade antioxidante, pois possui um ICsy de 0,039 mg mL! (Mensor
et al.,, 2001), sendo que diversas plantas reconhecidamente antioxidantes como a erva-mate

(Illex paraguariensis) tem ICsy com esta magnitude (Rivelli, et al., 2007; Cansian et al.,



42

2008). Portanto, os resultados obtidos para a atividade antioxidante, utilizando o método do

DPPH, mostram que o extrato avaliado apresentou atividade antioxidante satisfatoria.

100

y = 240,89x + 40,363
30 ¢ R®=10,8172

Atividade Antioxidante
%
(9,1
o

0 T T T T T T T T T 1

o0 0,025 0,05 0,075 0,1 0,125 0,15 0,175 0,2 0,225 0,25
Concentragdo (mg mL™)

Figura 4.1 — Curva de calibracdo da atividade antioxidante do extrato de

manjerona (0. majorana).

Cabe salientar que diferentes autores tem apresentado valores de IC50 de antioxidantes
naturais com grandes diferencas, dificultando a comparacdo dos resultados. Em estudo
realizado por Jun et al., (2001) a concentragdo inibitéria de um componente isolado da
manjerona foi de 0,0014 mg mL’. Jesus (2007) relata em estudos realizados com 6leo
essencial de orégano (Origanum vulgare L.) que o mesmo apresentou um ICsy 0,0004 mg mL"
!. Diversos autores avaliaram a atividade antioxidante de Gleos essenciais de algumas plantas
e encontraram os seguintes resultados: Hippomarathrum microcarpum com ICsy de 10,7 mg
mL™, Chaerophyllum libanoticum com ICsy superior a 30,0 mg mL", Rosmarinus officinalis
com ICsy de 20,0 mg mL", Artemisia fragrans com ICsy de 7,8 mg mL™", Cinnamomum
camphora com ICsy de 12,9 mg mL'l, Artemisia austriaca com ICsy de 8,0 mg mL! e
Petroselinum crispum L. com ICsy de 80,2 mg mL" (Ozer et al., 2007; Demirci et al., 2007;
Wang et al. 2007; Delazar et al., 2007; Cansian et al., 2009; Zhang et al., 2006).

A validacdo de métodos analiticos para a determinacio da atividade antioxidante de
extratos, juntamente com o desenvolvimento de procedimentos de extracdo eficientes, sdo

importantes ferramentas para o 6timo uso de antioxidantes provenientes de fontes naturais em
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diferentes tipos de alimentos. A andlise da atividade antioxidante € importante, pois auxilia na
selecdo dos extratos antioxidantes que podem ser usados em alimentos por serem efetivos

(Schwarz et al., 2001).

Através dos resultados da concentracdo inibitéria (ICso- 0,04 mg mL™") obtida para o
extrato aquoso de manjerona, foi determinada a concentracdo deste extrato para aplicacio

como antioxidante no produto linguica de frango (Tabela 4.1 e Figura 4.1).

4.3 — Avaliacdo do pH das diferentes formulacdes

Os resultados obtidos para o pH est@o apresentados na Tabela 4.2 e na Figura 4.2. O pH
da linguica frescal de frango é uma varidvel que depende de vérios fatores, dentre os quais o

estado de conservacdo da linguica bem como de suas condi¢des microbioldgicas.

Os valores médios de pH obtidos ficaram entre 5,90 e 6,30 nos diferentes lotes
analisados, comportamento similar ao trabalho de Malavota et al., (2006) que estudou a

analise micoldgica de lingiiica de frango embalada em atmosfera modificada.

Segundo a literatura os valores normais para coxa de frango sao de pH entre 6,4 ¢ 6,7 e
também para carne de peito e coxa de frangos valores de 5,94 e 6,10, respectivamente (Olivo,
2006). Enquanto que para carne de sobrecoxa desossada manualmente, um pH de
aproximadamente 5,8 e 6,2 (Beraquet, 2001). Portanto, os resultados de pH para a carne in

natura mantiveram-se em média dentro dos valores normais recomendados pela literatura.

Tabela 4.2 — Valores de pH da linguica das diferentes formulagdes de linguica de

frango durante o tempo de estocagem.

1° 6° 10° 12° 14° 21°
Lote 1 (sem antioxidante) 6,25 6,15 6,02 6,02 6,09 5098
Lote 2 (Eritorbato) 7,13 598 6,06 592 621 6,02
Lote 3 (0,125% extrato) 6,29 590 596 592 6,18 6,03
Lote 4 (0,25% extrato) 6,30 6,10 598 6,04 6,15 6,12
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Na Tabela 4.2 observa-se que os valores médios de pH encontrados em todos os lotes
foram numericamente muito préximos e nio apresentaram grandes variacdes ao longo dos 21
dias de estocagem. Estes valores sdo considerados satisfatérios para este tipo de produto ja

que ndo existe nenhum parametro para esta varidvel na legislacdo vigente.

A adi¢do do extrato aquoso de manjerona néo afetou o pH inicial das linguicas frescais
de frango formuladas com diferentes concentracdes do extrato em questdo, onde a
concentracdo de 0,125% apresentou o menor valor (5,90) no 21° dia, ndo havendo aumento
ou diminui¢do expressiva comparado aos outros lotes no 1° dia. Todos os tratamentos
adquiriram aproximadamente o mesmo valor de pH (~6,12). A amostra in natura e moida

apresentou um pH de 6,48.

Brum (2009) descreve em seu trabalho a ag@o antioxidante natural de marcela
(Achyrocline satureioides) e de erva mate (Illex paraguariensis) na elaboracdo de linguica
toscana, e mostra que os valores de pH nio apresentaram diferenca significativa (p>0,05)

entre todos os tratamentos realizados.

Sallam et al. (2004) em seus resultados avaliou a atividade antioxidante do alho em
linguica de frango e mostra que o pH variou de 6,65, na amostra controle, para 6,78 na
amostra formulada. Apés 21 dias de armazenamento, ndo houve diferenca significativa entre
o pH da linguica formulada com alho das outras formulagdes de linguica de frango, que

ficaram entre 6,85-6,90.

7,57

—&— S em antioxidante

pH

—=— Eritorbato

1,25 g/kg amostra
—m—2,5 g/kg amostra

5,5 -

5,0
o] 5 10 15 20

Tempo (dias)

Figura 4.2 — Evolug¢éo do pH ao longo do tempo de estocagem
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4.4 — Avaliacdo do indice de TBARS das diferentes formulacdes

Os resultados obtidos para TBARS estao apresentados na Figura 4.4. O teste de TBARS
quantifica malonaldeido, um dos principais produtos da decomposi¢ao dos hidroperdxidos de

dcidos graxos polinsaturados, formado durante o processo oxidativo.

Em relagdo aos valores médios de TBARS, observa-se que a aplicacdo do extrato de
manjerona proporcionou melhores resultados em relagéo a estabilidade oxidativa das amostras
quando comparada ao controle negativo (sem adi¢do de antioxidante), apresentando diferenga

em relacdo a esse dltimo.

O lote 3, com 0,125% de extrato, obteve diferenca entre os valores de TBARS,
indicando estabilidade oxidativa até o 12° dia de armazenamento, ap0s este periodo o valor de
TBARS foi maior que 0,5 mg malonaldeido/kg de amostra. Portanto, esta concentragdo de
extrato ndo deve ser considerada eficiente para o produto analisado.

A amostra com extrato a 0,25% foi a que apresentou melhor desempenho, pois ndo

apresentou diferenca (p>0,05) em relacdo a amostra com Eritorbato de Sédio (controle

positivo).

Uma vez que os valores das substincias reativas ao acido 2-tiobarbitirico (TBARS)
representam o conteiido dos produtos secunddrios (principalmente aldeidos) formados durante
a oxidacdo lipidica e contribuem para a perda de odores em alimentos (Wanasundara; Shahidi,
1998), pode-se dizer que o extrato natural de manjerona teve um efeito significativo na
reducdo dos compostos formados pela oxidagdo lipidica. Seu efeito foi comparado de forma
positiva em relacdo ao antioxidante Eritorbato de Sédio. Segundo esses mesmos autores,

antioxidantes naturais podem ser mais eficientes do que antioxidantes sintéticos.

4,5 -
4,0 -
3,5 -
3,0 -

2,5 —e—Sem antioxidante

—=— E ritorbato

2,0 o
1,25 g/kg amostra

1,5 —m—2,5 g/kg amostra

mg malonaldeidokg amostra

1,0

0,5

| — e
0,0
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Tempo (dias)

Figura 4.3 — Resultados do indice de TBARS
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Nota-se que no 6° dia do monitoramento houve uma redugdo no valor de TBARS
encontrado para o lote com adicdo de eritorbato, lote com 0,125% e lote com 0,25% de
extrato aquoso de manjerona. Alguns estudos t€m demonstrado um aumento nos valores de
TBARS até certo ponto durante o periodo de estocagem, seguido entdo pela reducdo desses
valores (Babji et al., 1998). Igene e Pearson (1979) estabeleceram que, durante a avaliacdo da
oxidacdo lipidica em alimentos estocados, os decréscimos dos valores de TBARS ocorrem

provavelmente devido a intera¢des entre o malonaldeido e as proteinas.

Os antioxidantes sintéticos e/ou naturais sdo amplamente utilizados e eficazes na
protecdo da oxidag@o nos lipidios insaturados, entretanto, a utilizacdo de antioxidantes
sintéticos causa alguns problemas como a instabilidade em altas temperaturas e as limitagoes
da legislacdo, direcionando o consumidor e consequentemente o fabricante, a dar preferéncia

a fontes de agentes antioxidantes naturais (Dapkevicius et al., 1998).

Encontrar um antioxidante natural equivalente a um antioxidante sintético € importante
para a satide humana, pois alguns antioxidantes sintéticos tém atividade carcinogénica e seu
uso na industria de alimentos € maior ou mesmo predominante em relagdo ao uso do

antioxidante natural (Bozkurt, 2006).

Dentre do exposto, verifica-se que as pesquisas envolvendo agentes antioxidantes em
espécies vegetais devem continuar, pois as mesmas se mostram de suma importincia para a
inddstria alimenticia. Neste ramo as pesquisas de agentes antioxidantes se mostram
importantes no sentido de obter aditivos alimenticios com menos efeitos colaterais possiveis,
caracteristicas indesejdveis estas que sdo observadas nos atuais antioxidantes empregados em

produtos alimenticios.
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5 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos comprovam que a atividade antioxidante do extrato aquoso de

manjerona foi satisfatria na reducio da oxidacao lipidica da lingiiica frescal de frango.

As amostras com 0,25% do extrato exibiram a menor atividade antioxidante durante
todo o periodo de armazenamento, demonstrando que o extrato aquoso de manjerona tem um

efeito significativo na reducéo da oxidacgdo do produto analisado.

Considerando a preocupagcdo com os efeitos adversos que os antioxidantes sintéticos
podem causar ao organismo, observa-se que os extratos de plantas podem apresentar-se como

uma alternativa para a substitui¢do dos antioxidantes sintéticos.

Mais estudos sdo fundamentais para melhor entendimento dos mecanismos de ag¢do do

extrato de manjerona sobre a oxidacgdo lipidica em produtos carneos.
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