UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

CENTRO DE TECNOLOGIA
INSTITUTO DE QUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DOS ALIMENTOS

ALICE RAQUEL FORTUNATO

EXTRACAO DE COMPOSTOS EENOLICOS DE SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS
RADDI E APLICACAO EM SARDINELLA BRASILIENSIS

Rio de Janeiro
2018



EXTRACAO DE COMPOSTOS EENOLICOS DE SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS
RADDI E APLICACAO EM SARDINELLA BRASILIENSIS

ALICE RAQUEL FORTUNATO

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa
de Pos-graduacdo em Ciéncia de Alimentos,
Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio
de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios a
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncia de

Alimentos.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Adam Conte Junior
Co-orientador: Dr. Bruno Costa Lima

Rio de Janeiro
2018



Alice Raquel Fortunato

Extracéo de compostos fendlicos de Schinus terebinthifolius Raddi e aplicagdo em

Sardinella brasiliensis

Rio de Janeiro, 27 de marco de 2018.

Prof. Dr. Carlos Adam Conte Junior — UFF

Prof. Dra. Vania Margaret Flosi Pascoalin — UFRJ

Dra. Maria Lucia Guerra Monteiro - UFF



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por minha vida, por minha satde, por Ele ter guiado meus passos até
aqui, me dado a oportunidade de cursar uma pds-graduacdo e me capacitado dia ap6s dia,
renovando minha fé, paciéncia, me concedendo sabedoria, humildade ao reconhecer meus
erros, e tantas outras béncéos incontaveis, renovando sua misericordia a cada amanhecer. Em
meio a diversas lutas e desafios, Ele sempre esteve presente, me segurando em seus bragos e
me dando forgas para continuar, para cumprir Seu prop6sito na minha vida. A Ele toda
Honra, Gloria e Louvor sejam dados para sempre. “Por isso ndo tema, pois estou com vocg;
ndo tenha medo, pois sou o seu Deus. Eu o fortalecerei e 0 ajudarei; eu o segurarei com a

minha mé&o direita vitoriosa” (Isaias 41.10).

A minha familia, onde pude encontrar abrigo, prote¢io e incentivo. Ao meu esposo
Felipe Rocha por todo suporte emocional, financeiro, por todo incentivo, carinho, respeito e
amor. Ao meu filho Nicolas por tantas alegrias, amor, companheirismo e muitos Sorrisos

durante todo esse tempo.

A minha amada igreja oceénica, onde tive muitos momentos de reflexdo sobre minha
conduta, exortacdo, alegrias e exposicdo da Palavra. Muito obrigada por toda acolhida e
cuidado com minha vida. A minha familia espiritual, célula 81, que esteve comigo nessa
trajetoria desde o inicio, acompanhando minhas lutas e fraquezas, me dando suporte
emocional através de suas oracGes e presenca. Ao meu grupo de discipulado pela caminhada
rumo ao amadurecimento e tratamento de carater: Ana Habibe, Fernanda Ventura, Tharsila

Mattos, Suzana Resende e Thalize Bernardes.

Ao meu orientador Prof. Dr. Carlos Conte, pelo auxilio prestado, por suas
experiéncias compartilhadas, pelo profissionalismo e dedicacéo ao trabalho, pela confianca e
incentivo dado a mim para a realizacdo deste trabalho. A Maria Lucia pela contribuicdo e
auxilios oferecidos. A Leda Muzzi por sua amizade, parceria, confianca, dedicacdo e ajuda

neste trabalho.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria pelo apoio financeiro oferecido em forma de

bolsa de Mestrado.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho ao meu pai Antbnio Fortunato, que, apesar de tantas
dificuldades, sempre lutou para termos uma boa educagio. A minha mée, Nair Fortunato (in
memorian) pela sua dedicacdo a mim enquanto esteve em vida. A minha irma, Darla

Fortunato Tomm, por ser meu exemplo e inspiracao.



Resumo

O pescado possui uma importante fracdo lipidica consituida de acidos graxos mono e
poliinsaturados os quais sdo mais susceptiveis aos processos oxidativos. Estas alter¢fes séo
as principais causas da deterioracdo desta matriz, causando rejeicdo por parte dos
consumidores. Visando minimizar esses processos, as industrias alimentares utilizam
antioxidantes sintéticos para reduzir a deterioracdo em matrizes carneas, no entanto, existem
evidencias cientificas que correlacionam o uso destes antioxidantes com efeitos nocivos a
saude. Desta forma, pesquisas em busca da aplicacdo de antioxidantes naturais vem
crescendo ao longo dos anos. Neste estudo, avaliamos a eficiéncia na obtencdo de compostos
fenolicos de pimenta rosa (Schinus terebintifolius Raddi) através da extracdo assistida por
micro-ondas e sua aplicagcdo em sardinha (Sardinella brasiliensis), investigando alteracoes
fisico-quimicas como pH, estabilidade de cor (L, a e b) e atividade de reducdo da
metamioglobina (MRA). Na obtencdo dos compostos fenolicos, o &cido acético a 70%
mostrou-se mais eficaz em relacdo ao etanol a 70%, mostrando assim, que o tipo de solvente
escolhido exerceu influéncia na obtencdo dos compostos. Entretanto, nas avaliagdes fisico-
quimicas apos a aplicacdo dos extratos polifendlicos em sardinha, percebeu-se que os extratos
obtidos a partir do etanol se mostraram mais eficientes em relacdo ao &cido acético,
mantendo-se similar ao antioxidante sintético (BHT) utilizado como controle positivo. Em
relacdo ao pH, o tratamento com pimenta rosa e acido acético mostrou resultados melhores
em relacdo ao controle positivo, mantendo os niveis de pH mais baixos durante todos os dias
de estocagem. Na avaliacdo instrumental de cor, ambos os tratamentos com extrato de S.
terebinthifolius Raddi mostraram eficacia na preservacao da cor. A partir destes resultados,
conclui-se que os antioxidantes naturais obtidos a partir de extratos de pimenta rosa e
aplicados em sardinha exerceram influencia positiva na contencdo dos processos oxidativos.

Palavras-Chave: sardinha, pimenta rosa, antioxidantes naturais, extracao assistida por
micro-ondas.



Abstract

Fish has an important lipid fraction consisting of mono and polyunsaturated fatty acids which
are more susceptible to oxidative processes. These alterations are the main causes of the
deterioration of this matrix, causing rejection by the consumers. In order to minimize these
processes, the food industry uses synthetic antioxidants to reduce deterioration in meat
matrix, however, there is scientific evidence that correlates the use of these antioxidants with
harmful effects on health. In this way, research in search of the application of natural
antioxidants has been growing over the years. In this study, we evaluated the efficiency of
obtaining phenolic compounds of pink pepper (Schinus terebintifolius Raddi) through
microwave assisted extraction and its application in sardines (Sardinella brasiliensis),
investigating physicochemical alterations such as pH, color stability (L , a and b) and
metamioglobin reduction activity (ARM). When the phenolic compounds were obtained,
70% acetic acid was more effective than 70% ethanol, thus showing that the type of solvent
chosen exerted influence in obtaining the compounds. However, in the physico-chemical
evaluations after the application of the polyphenolic extracts in sardine, it was observed that
the extracts obtained from the ethanol showed to be more efficient in relation to the acetic
acid, remaining similar to the synthetic antioxidant (BHT) used as control positive. Regarding
pH, the treatment with pink pepper and acetic acid showed better results in relation to the
positive control, keeping the pH levels lower during all the days of storage. In the
instrumental evaluation of color, both treatments with extract of S. terebinthifolius Raddi
showed efficacy in color preservation. From these results, it is concluded that the natural
antioxidants obtained from rose pepper extracts and applied in sardines exerted a positive
influence on the containment of the oxidative processes.

Key words: sardine, polyphenols, natural antioxidants, pepper tree, microwave assisted
extraction.
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1 INTRODUCAO

A carne de peixe € conhecida como uma 6tima fonte de proteina animal e acidos
graxos poli-insaturados (do inglés - PUFA), que estdo associados a beneficios para a satde
humana (Arab-Tehrany et al., 2012). Peixes marinhos tém maior quantidade de acidos
graxos poli-insaturados comparados com os peixes de 4gua doce (Huynh and Kitts, 2009),
e as sardinhas estdo entre as espécies mais populares, contendo maior quantidade de
PUFA do que as outras espécies marinhas (Mesias et al., 2015). Além desta composicao
lipidica, a sardinha apresenta a carne escura com elevados teores de mioglobina e
proteases (Chaijan et al., 2004; Fernandes et al., 2014), o que favorece 0s processos
oxidativos, limitando assim, sua vida de prateleira e varejo (Khan, 2014).

Desta forma, industrias alimenticias utilizam antioxidantes sintéticos para
minimizar as mudancas lipidicas e proteicas e retardar o processo de deterioracao, porém,
esses aditivos alimentares foram relacionados com lesbes hepaticas, bem como efeitos
mutagénicos e neurotdxicos que sao prejudiciais para a saide humana (Nieva-Echevarria
et al., 2015; Vijayabaskar and Shiyamala, 2012). Antioxidantes naturais sdo encontrados
em uma vasta gama de frutas e vegetais ricos em compostos fendlicos, representando
assim, uma potencial alternativa para a substituicdo de antioxidantes sintéticos
(Rupasinghe et al., 2010). Estudos anteriores relataram que uma diversidade de extratos
antioxidantes oriundos de fontes naturais apresentaram capacidade antioxidante similar ou
superior aos antioxidantes sintéticos (Kumar et al., 2015; Sampaio et al., 2012), entretanto
0 potencial antioxidante sobretudo depende do tipo da fruta e de suas partes (Duda-
Chodak and Tarko, 2007).

Schinus terebinthifolius Raddi é um arbusto brasileiro conhecido como Aroeira,
Pimenta-Rosa ou pimenta brasileira (Lorenzi, 2002), e € uma fonte viavel de fitoquimicos
devido a sua ampla distribuicdo geogréfica e rapido desenvolvimento. Seu potencial
antioxidante é bem conhecido através de seu Gleo essencial, folhas e casca (Bendaoud et
al., 2010; Santana et al., 2012), entretanto, as informagcfes quanto a quantidade de

fendlicos nos extratos dos frutos de S. terebinthifolius Raddi sdo limitadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARNE DE PEIXE

A producdo mundial do pescado vem crescendo de forma acelerada nos ultimos
anos. Em 2014, o consumo de pescado atingiu um marco historico de 20Kg por pessoa
(FAO, 2016). A preocupacdo populacional por uma ingestdo de alimentos saudaveis e
funcionais pode ter contribuido para o aumento da producdo e da comercializacdo de
pescado.

Dentre os pescados produzidos mundialmente (peixes, crustaceos, moluscos,
anfibios, quel6nios e mamiferos aquéticos), a carne de peixe é conhecida como uma 6tima
fonte de proteina animal e &cidos graxos poli-insaturados (do inglés - PUFA), que estdo
associados a beneficios para a saide humana (Arab-Tehrany et al., 2012). Ela também
fornece outros constituintes importantes, como vitaminas lipossolUveis, microelementos e
proteinas. Peixes marinhos tém maior quantidade de acidos graxos poli-insaturados
quando comparados com os peixes de agua doce (Huynh and Kitts, 2009) e, dentre os
peixes marinhos, as sardinhas estdo entre as espécies mais populares. Sua popularidade se
deve ao fato de ser um peixe de baixo custo, facil captura e comercializagdo, contendo
maior quantidade de PUFA do que as outras espécies marinhas (Mesias et al., 2015). Além
desta composicdo lipidica importante, a sardinha apresenta a carne escura com elevados
teores de mioglobina e proteases (Chaijan et al., 2004; Fernandes et al., 2014), o que
favorece os processos oxidativos, limitando assim, sua vida de prateleira e dificulta o
comércio varejista (Khan, 2014).

As sardinhas sdo peixes de pequeno porte, de corpo lateralmente comprimido e
prateado, com barbatana dorsal de natureza espinhosa, formam cardumes e habitam aguas
costeiras, entrando em baias e estuarios. No litoral do Brasil, ocorre entre os estados do
Rio de Janeiro (Cabo de Sdo Tomé) e Santa Catarina (ao sul do Cabo de Santa Maria), ao
longo de mil quilémetros de costa. (IBAMA, 2011).

A sardinha verdadeira (Sardinella brasiliensis), segundo dados estatisticos do
IBAMA, é o peixe de maior importdncia econdmica no Estado do Rio de Janeiro,
destacando-se pelo alto consumo, em funcdo do preco acessivel ao consumidor e das
caracteristicas nutricionais e funcionais que apresenta. Porém, pela alta captura desta

espécie, a sardinha-verdadeira vem sendo submetida ao controle oficial, por intermédio do
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periodo de defeso, que proibe o exercicio da pesca durante os picos de reproducdo (01 de
novembro a 15 de fevereiro) e de recrutamento (15 de junho a 31 de julho) da espécie
objetivando a recuperacdo da biomassa, podendo, neste periodo, ser comercializada
apenas na forma beneficiada (IBAMA, 2008).0 alto teor de &cidos graxos poli-
insaturados, presentes na sardinha, torna a carne deste peixe mais favoravel a oxidacao
lipidica, que é considerada uma das principais causas de deterioracdo dos alimentos. A
oxidagéo destas gorduras insaturadas alteram indesejavelmente o sabor, odor, cor e textura
dos alimentos (Shaidi & Zhong, 2010). No processo de oxidacao lipidica ocorre uma série
de reacdes, produzindo inicialmente produtos primarios (peroxidos), que, estando expostos
a condicdes prolongadas de oxidagdo, como por exemplo, luz, calor, concentracdo de
oxigénio, presenca da enzima lipoxigenase, entre outros, ddo origem aos produtos
secundarios como aldeidos e cetonas, alguns dos quais prejudicam avaliacfes sensoriais e
produzem propriedades bioldgicas indesejaveis (Marquez-Ruiz, et al., 2007; Kanner, J.,
2007; Shaidi & Zhong, 2010).

2.2 Antioxidantes

2.2.1 Antioxidantes sintéticos

IndUstrias alimenticias geralmente utilizam antioxidantes sintéticos para minimizar
as mudancas lipidicas e proteicas durante o processo de deterioracdo, com o objetivo de
estabilizar quimicamente os alimentos, mantendo sua qualidade nutricional (Carocho and
Ferreira, 2013). Os antioxidantes sdo substancias que, quando presentes em baixas
concentracbes em comparacdo com a de um substrato oxidavel, atrasam
consideravelmente os processos oxidativos nos alimentos. (ANVISA, 1961; Shaidi &
Zhong, 2010).

A atividade antioxidante destas substancias podem ser exercidas através de
diferentes mecanismos, como por exemplo, sequestradores dos radicais livres, acdo
quelantes de ions metélicos, eliminadores de produtos de oxidac&o secundéria e inibidores
de enzimas pro-oxidativas, entre outros (Shaidi & Zhong, 2010). Dentre os antioxidantes
sintéticos mais comuns utilizados pela industria, de forma geral, para a estabilizacdo
oxidativa dos alimentos, estdo o butil-hidroxi-tolueno (BHT) ou o butilhidroxi-anisol
(BHA). Estas substancias possuem limites de concentragdo maximos regulados pelo
Codex Alimentarius de 100 mg/kg para o BHT e 200 mg/kg para o BHA (FAO, 2015).
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Mesmo com limites de concentracdo pré-estabelecidos, seu uso tem sido cada vez mais
questionado atraves de evidencias cientificas que relatam seu potencial téxico para
animais e humanos. Esses aditivos alimentares foram relacionados com lesfes hepaticas,

bem como efeitos mutagénicos e neurotdxicos, prejudiciais para a saide humana (Nieva-

Echevarria et al., 2015; Vijayabaskar and Shiyamala, 2012).

Figura 1: Representacdo da estrutura quimica dos antioxidantes sintéticos butil-
hidroxi-tolueno (BHT) e butilhidroxi-anisol (BHA).
Fonte: http://www.ebah.com.br/content/ ABAAAf6JEAH/banco-dados-qui-ii-rea-es-

org-nicas-geral?part=4

Muitos questionamentos sobre a seguranca dos antioxidantes sintéticos tem sido
levantados. Devido a isso, um aumento do interesse de consumidores por produtos naturais,
tem mostrado que o uso de antioxidantes naturais seria uma alternativa para estabilizar os

processos oxidativos dos alimentos, que ocorrem naturalmente nas matrizes alimentares

2.2.2 Antioxidantes naturais


http://www.ebah.com.br/content/ABAAAf6JEAH/banco-dados-qui-ii-rea-es-org-nicas-geral?part=4
http://www.ebah.com.br/content/ABAAAf6JEAH/banco-dados-qui-ii-rea-es-org-nicas-geral?part=4
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Antioxidantes naturais sdo encontrados em uma vasta gama de frutas (polpa,
cascas e sementes) e vegetais ricos em compostos fendlicos, como legumes, especiarias,
ervas, grdos, chas, oleaginosas e cereais, representando, assim, uma alternativa para a
substituicdo de antioxidantes sintéticos (Rupasinghe et al., 2010; Shaidi & Zhong, 2010).
Estudos anteriores relataram que uma diversidade de extratos antioxidantes oriundos de
fontes naturais apresentaram capacidade antioxidante similar ou superior aoss
antioxidantes sintéticos (Kumar et al., 2015; Sampaio et al., 2012), entretanto o potencial
antioxidante sobretudo depende do tipo da fruta e de suas partes (Duda-Chodak and Tarko,
2007).

Dentre os principais antioxidantes naturais estdo os polifendis, com grande
diversidade estrutural, constituindo o maior grupo de antioxidantes, nos quais estdo presentes
classes como os flavonoides, &cidos fenolicos e taninos. Eles tém sido amplamente estudados
quanto a estrutura quimica, fontes, atividade antioxidante e efeitos na satde (Shaidi & Zhong,
2010). Os polifendis, ou compostos fenolicos, sdo produtos do metabolismo secundéario das
plantas, surgindo de dois caminhos sintéticos principais: a via de shikimato e a via de acetato.
Estes podem variar tanto de moléculas simples, tais como acidos fendlicos — compostos
altamente polimerizados - como taninos. Ocorrem principalmente de forma conjugada com
um ou mais residuos de acucar ligados ao grupo hidroxila, contendo um anel aromatico
(Bravo, 1998).

Muitas fontes de antioxidantes de origem vegetal foram estudadas nos ultimos anos, e
estes vegetais sintetizam compostos que possuem atividade antioxidante e podem ser
utilizados como uma fonte natural de substancias que possuem a capacidade de sequestrar 0s
radicais livres (Lachman et al., 2010; Zhang et al., 2010). Os materiais vegetais contém
varios tipos de antioxidantes com atividades variadas. Entre estes, os 6leos e oleaginosas,
especiarias e ervas, cereais, grdos, hidrolisados de proteinas e chas foram estudados

extensivamente (Shaidi, 2000).

2.3 Pimenta Rosa (Schinus terebinthifolius Raddi)

Dentre as varias fontes de antioxidantes estudadas, estd a espécie Schinus
terebinthifolius Raddi. Trata-se de uma planta brasileira conhecida popularmente como
aroeira, pimenta-rosa ou pimenta brasileira e € pertencente a familia Anacardiaceae (Lorenzi,
2002; Carvalho, 2006). Sua distribuicdo geogréafica é tropical e subtropical, sendo originaria

da América do Sul, nativa do Brasil, Paraguai, Uruguai e leste da Argentina (Lorenzi, 2002;
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Souza 2005). Pode ser encontrada na Europa, onde a cultivam como espécie ornamental,
Ameérica Central e Sul dos Estados Unidos, principalmente na Flérida, onde tem um
comportamento invasor (Fleig, 1989).

Schinus terebinthifolius Raddi atinge de 5-10 m de altura e 20-30 cm de didmetro e
pode ser encontrada na forma de arbusto ou arvore. Seus frutos sdo pequenos e bastante
numerosos, em forma de drupa. Eles possuem coloracdo vermelho brilhante apds a
maturacdo. A frutificacdo predomina durante os meses de janeiro a julho. Sua raiz é
pivotante, bastante desenvolvida, favorecendo sua sobrevivéncia em ambientes adversos
(Lorenzi, 2002; Degaspari, 2004; Almeida, 2005).

Devido a sua ampla distribuicdo geografica e rapido desenvolvimento, considera-se
que a espécie Schinus terebinthifolius Raddi seja uma fonte viavel de fitoquimicos. Seu
potencial antioxidante ¢ bem conhecido através de seu dleo essencial, folhas e casca
(Bendaoud et al., 2010; Santana et al., 2012), entretanto, as informacGes quanto a quantidade
de fenolicos nos extratos dos frutos de S. terebinthifolius Raddi ainda séo limitadas. Em
frutos da aroeira, apenas o acido eldgico e dois flavonoides foram identificados, naringina e
apigenina (Degéaspari et al., 2005), o que torna os frutos desta planta alvo de pesquisas para
uma provavel aplicacdo em matrizes susceptiveis a processos oxidativos, com o objetivo de

aplicar na matriz e melhorar a performance de contencéo da oxidacéo.
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Figura 2: frutos e folhas de Schinus terebinthifolius Raddi (pimenta rosa).

Fonte: O autor.

2.4 Extracdo de compostos fendlicos

Devido a sua atividade bioldgica, os compostos fendlicos tem um valor elevado como
nutracéuticos, aditivos alimentares ecosméticos (Crespo e Brazinha, 2010). Estudos tém
mostrado que os extratos apresentam maior atividade bioldgica que os compostos purificados,
em razdo da positiva interacdo sinérgica entre os diferentes compostos presentes (Bastos et
al., 2009; Ribeiro, 2012; Huber et al., 2012).

Para a utilizacdo destes compostos fendlicos em matrizes oxidaveis, se faz necessario
realizar a extracdo das moléculas bioativas de interesse para sua aplicacdo na matriz de
estudo. Varios métodos de obtencdo de compostos podem ser aplicados, visando melhorar a
eficiéncia da extracdo. Dentre os metodos mais utilizados, estdo a extracdo por Soxhlet,
extracdo com o uso de solventes organicos como metanol, etanol, acetona; extracao assistida
por ultrassom, extracdo assistida por micro-ondas, entre diversas outras técnicas. A utilizacéo
de uma combinacdo de solvente orgénico e &gua para a extracdo de compostos, tem

demonstrado resultados promissores devido a diferentes polaridades e solubilidades dos
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compostos, otimizando, desta forma, a recuperacdo das moléculas de interesse devido a

afinidade hidrofilica e lipofilica destas moléculas (Li et al., 2012; Dahmoune et al., 2014).

2.5 Extracdo assistida por micro-ondas (EAM)

Trata-se de um processo que utiliza a energia da micro-onda para facilitar a particdo
dos analitos da matriz da amostra para o solvente (PARE et al., 1994). Micro-ondas sdo
campos eletromagnéticos em frequéncias variadas (entre 300 MHz a 300 GHz) e sdo
compostas de dois campos perpendiculares que oscilam entre si: 0 elétrico e 0 magnético.
Muitas moléculas existem como dipolos elétricos, isto €, eles tém extremidades carregadas
negativamente e positivamente. Quando colocados em um campo eletromagnético estes
dipolos tentam se orientar de acordo com a polaridade do campo. Quando um dipolo nao
consegue se realinhar e comeca a vibrar, gera calor devido ao atrito (Eskilsson et al., 2006;
Camel, 2001).

A extracdo assistida por micro-ondas aumenta a eficiéncia do processo com redugéo
do tempo de extracdo e do volume de solvente se comparada a extracdo convencional, e tem
maior rendimento de substancias ativas pois usa a energia do micro-ondas para aquecer o
solvente e fracionar mais facilmente a amostra com difusdo dos componentes para o solvente
(Li et al., 2012; Dahmoune et al., 2014). Uma das principais vantagens desta técnica é a
possibilidade de varias amostras serem extraidas simultaneamente de forma mais rapida do
que a extracdo com Soxhlet (técnica convencional) (Garcia-Sales et al., 2010; Routray e
Orsat, 2012). Além disso, o tempo de extracdo é reduzido (menos de uma hora) e a extracao
assistida por micro-ondas é também reconhecida como uma técnica limpal devido a utilizagdo
reduzida de solventes organicos (Alupuli, 2012).

Esta técnica tem sido amplamente utilizado na extracdo de fendlicos de amostras de
residuos agroindustriais, como a pectina do bagaco de macd (Wang et al., 2007), fendlicos
das cascas de amendoim (Ballard et al., 2010), folhas de batata (Chen et al., 2001),
flavonoides da erva chinesa Radix puerariae (Wang et al., 2010), entre outros. A maioria dos
pesquisadores relataram que o processo MAE proporcionou um rendimento
significativamente maior que os métodos convencionais de extracdo. O aquecimento por
micro-ondas também permite a reducdo no volume de solvente e amostra necessarios para a

extracdo, sendo portanto rentavel e eficiente (Ballard, et al., 2010).
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Trés passos sobre o mecanismo da extracdo por micro-ondas foram propostos:
primeiro, a separacdo dos solutos dos locais ativos da matriz da amostra sob temperatura e
pressdo elevadas; segundo, difusdo do solvente através da matriz da amostra; terceiro, a
liberagéo dos solutos da matriz da amostra para o solvente (Alupuli, 2012).

Ap0s o sucesso inicial de algumas pesquisas que compararam métodos tradicionais de
extracdo com a extracdo assistida por micro-ondas (Ganzler et al. 1986), o processo MAE
tem sido amplamente utilizado para a extragao de fitonutrientes de fontes naturais e poluentes
de amostras ambientais (Shing et al., 2011).

2.6 Solventes

A selecdo de um determinado solvente para fins analiticos deve ser feita considerando
as propriedades fisico-quimicas necessarias para uma tarefa especifica e as questfes
particulares dos solventes. A utilizacdo de solventes de fontes naturais ou renovaveis, envolve
uma estratégia desafiadora que busca reduzir o impacto ambiental, de salde e seguranca de
solventes organicos, fornecendo novos rumos em diferentes areas cientificas e tecnolégicas.
Alguns guias de selecdo de solventes vem sendo bastante utilizados por muitos
pesquisadores, pois 0s mesmos fornecem uma estrutura onde se avalia as alternativas
adequadas para substituicdo de solventes organicos por solventes alternativos mais seguros.
(Pena-Pereira, et al., 2015).

Dos solventes organicos mais comumente utilizados no processo de extracdo assistida
por micro-ondas, o etanol e 0 metanol estdo entre os mais populares. Estudos mostraram que
ambos os solventes absorveram menos micro-ondas em comparagdo com a agua, porém,
dissiparam mais energia no calor, o que otimizou a extracdo das amostras utilizadas. Ja 0s
solventes ndo-polares como a acetona e 0 hexano, ndo possuem fator de dissipacao, pois sdo
transparentes para as micro-ondas (Shing et al., 2011).

Desta forma, os pesquisadores sdo, portanto, encorajados a avaliar a aplicabilidade de
solventes alternativos derivados de recursos naturais e renovaveis em diferentes etapas do
processo analitico para dar um passo adiante em direcdo a praticas sustentaveis na area (Pena-
Pereira, et al., 2015).
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3 Objetivos
3.1 Objetivo geral

v' Extrair polifendis dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi e aplicar na sardinha

armazenada sob refrigeracdo para conter 0s processos oxidativos;

3.2 Objetivos especificos

v Avaliar a capacidade de extracdo de polifendis dos frutos de Schinus terebinthifolius
Raddi utilizando 0 método de extracdo assistida por microondas;

v" Investigar o efeito do extrato antioxidante dos frutos de S. terebinthifolius Raddi sobre
0 pH e a estabilidade de cor das sardinhas armazenadas a 4°C por 9 dias.
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4 Material e Métodos

4.1 Obtencéo do material botanico

Aproximadamente 500 g dos frutos de pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi)
foram coletados de uma propriedade particular no municipio de Armacao dos Buzios, Rio de
Janeiro, Brasil (22° 44’ 45.70” S and 41° 59’ 33.84” W). Apds a coleta, a amostra foi
devidamente acondicionada em sacola plastica, etiquetada com anotacdes como data e local,
e conduzida diretamente ao laboratorio da Universidade Federal Fluminense, Niterdi, Rio de
Janeiro, Brasil. Os procedimentos em laborat6rio consistiram em higienizagdo dos frutos em
agua filtrada e secagem por ventilacdo forcada a temperatura ambiente durante 72 h. Apos a
secagem, os frutos foram triturados utilizando um moedor de uso doméstico (MSS-1 1101,
Hario Glass, Tokyo, Japan) e o p6 obtido foi armazenado a 4°C para o procedimento de

extracdo dos compostos fendlicos.

4.2 Extracdo dos compostos fendélicos

A obtencdo dos compostos fendlicos se deu através da Extracdo Assistida por Micro-
ondas (MAE), para avaliar a melhor condicdo de extracdo dos compostos fendlicos. As
condicdes de extracdo testadas foram: poténcia do micro-ondas (400 e 600W), tempo de
extracdo (60 e 90s), tipo de solvente (etanol e acido acético) e concentracdo do solvente (40 e
70%). Para as extracOes, foi utilizado o Micro-ondas analitico (DGT 100 Plus, Provecto
Analitica, S8o Paulo, Brazil). Ap6s a irradiacdo por micro-ondas, 0s extratos foram
centrifugados (Z360K, Herlme, Wehingen, Alemanha) a 3000 x g por 15 min a 4°C.

Os compostos fendlicos totais (TPC) foram determinados seguindo a metodologia
proposta pelo método Folin-Ciocalteu (Ainsworth & Gillespie 2007) e a absorbancia foi lida
a 765 nm, utilizando um espectrofotdmetro UV-1800 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japéo).
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4.3 Aplicacdo em matriz carnea de pescado

Um total de 5 kg de sardinhas (Sardinella brasiliensis) foram adquiridas em um
mercado local em Jurujuba, Niterdi, Rio de Janeiro, Brasil (22°55'51.2"S 43°06'57.2"W),
transportadas ao laboratorio fisico-quimico da Universidade Federal Fluminense, evisceradas,
moidas e divididas igualmente em 5 porcBes de 900 g cada. Os tratamentos foram: NC1
(Controle negativo 1 — carne de peixe com etanol a 70%), NC2 (carne de peixe com &cido
acético a 70%), PC (Controle Positivo — carne de peixe com 100 ppm de hidroxitolueno
butilado — BHT), BPP1 (carne de peixe com 100 ppm de p6 da pimenta rosa em etanol a
70%, 600W e 90s) e BPP2 (carne de peixe com 100 ppm de pd da pimenta rosa em acido
acético a 70%, 600W e 90s). Apos a aplicacdo dos tratamentos, foram fabricados modelos
bioldgicos de sardinha em placas de Petri (935 x 10 mm), pesando 37 g cada, embalados em
bandejas de isopor e envoltos com filme plastico, e entdo estocados a 4°C durante 9 dias para

as andlises de composicao centesimal (dia 0), pH e instrumental de cor (dias 0,3, 6 € 9).

5. Analises

5.1 Composic¢ao centesimal

Na composicdo centesimal, realizada no dia 0, a umidade, proteinas e cinzas foram
realizadas de acordo com o método da Association of Official Analytical Chemists (AOAC,
2012). O conteudo total de lipideos foi determinado seguindo a metodologia proposta por
Bligh and Dyer (1959), utilizando uma mistura de metanol:cloroférmio:agua (2:2:1 v/viv)
(Conte-Junior et al., 2007).

5.2 Medida de pH
Os valores de pH foram diretamente determinados nas amostrasde sardinha utilizando

um pHmetro (Hanna Instruments, Woonsocket, RI, USA), equipado com eletrodo tipo

insercdo (Samuel & Trabelsi, 2012).
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5.3 Instrumental de cor

Para a avaliagdo de instrumental de cor, foi utilizado um espectrofotometro CM-600D
(Konica Minolta Sensing Inc., Osaka, Japan), programado para iluminante A, 8mm e
observador padrdo de 10° (AMSA, 2012) onde o valor CIE L* (luminosidade), valor de a*

(vermelho) e valor de b* (amarelo/azul) foram mensurados.

5.4 Atividade de reducéo da metamioglobina (ARM)

A atividade de reducdo da metamioglobina (ARM) foi determinado seguindo a
metodologia proposta por Joseph et al. (2012). Cubos (2cm x 2cm x 2cm) foram submergidos
em solucdo de nitrito de sodio (0.3%) durante 20 min para a indugdo da formacdo da
metamioglobina, embalados a vacuo e os valores de reflectancia (400 a 700 nm) foram
mensurados utilizando um espectrofotdmetro portatil CM-600D (Konica Minolta Sensing
Inc., Osaka, Japan). Depois de duas horas a temperatura ambiente, os valores de reflectancia
foram novamente mensurados. A equagdo desenvolvida por Krzywick (1979) foi utilizada
para calcular a formacdo de metamioglobina nos modelos biolégicos de sardinha antes e
depois de 2h de incubagdo. A reducdo da metamioglobina (%) foi determinada através da
formula (AMSA, 2012): Atividade de redugdo da metamioglobina (ARM) =

((metamioglobina inicial — metamioglobina final) / (metamioglobina inicial)) x 100.

6. Analises estatisticas

As analises de variancia de dupla classificacdo (To-Way ANOVA) e teste de Tukey

foram realizadas através do software XLStat (Addinsoft, Paris, France)
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6 Resultados e discussao

6.1 Extragéo dos polifenois

A extracdo dos compostos fendlicos da pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi)
através da Extracdo Assistida por Micro-ondas (MAE) mostrou-se eficaz em todos os niveis
de interacdo e de forma individual, assim como reporta Singh et al., (2011). Analisando de
forma individual cada fator estabelecido para a extracdo (poténcia, tempo, tipo de solvente e
concentragdo do solvente), pudemos observar que todos os fatores influenciaram
significativamente a obtencgdo dos fendlicos totais. Para melhor visualizar o efeito de cada um
destes componentes, temos inicialmente a representacdo gréfica do efeito dos fatores
individuais (figura 2), onde pode ser observado que com o aumento no nivel dentro de cada
fator, ha o aumento dos valores de fenolicos extraidos, e que o acido acético extraiu mais que
o0 etanol, visto que em se tratando de um &cido, hd a melhoria da degradacdo do material

vegetal aumenndo assim a taxa de extragdo de polifenois (Oliveira, 2014).
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Figura 3. Fatores individuais da extracdo de polifendis da pimenta rosa (Schinus

terebinthifolius Raddi)

Em relacdo as interagdes entre os fatores, analisando a interacdo do fator poténcia com
tempo e concentracdo, e a interacdo entre tempo e concentracdo, conforme aumentao tempo
de extracdo e concentracdo do solvente, hd um aumento nos valores de fendlicos totais
extraidos. Em relacdo ao tipo de solvente, a poténcia e o tempo de extracdo ndo afetaram a
eficiéncia de extracdo do etanol, ao passo que, com o acido acético, quanto maior a poténcia e
0 tempo de extracdo, maior o conteudo de polifendis extraido. Referente a concentracdo dos
solventes podemos observar que na menor concentracdo, de 40%, ambos os solventes
apresentaram valores iguais para a variavel em questdo; e, o aumento da concentracdo do
solvente afetou positivamente sua capacidade de extracdo de fendlicos totais onde, o acido
acetico a 70% apresentou valores maiores do que o etanol a 70%, como podemos ver na

figura 4. O tipo de solvente influencia a eficiéncia na obtencao de polifendis por micro-ondas.
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Figura 4 - Interagdes dos fatores (poténcia, tempo, concentracdo e tipo de solvente) de

extragdo de polifendis da pimenta rosa (Schinus terebinthifolius  Raddi).
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6.2 Matriz Carnea

6.2.1 Composigéo Centesimal

A composicao centesimal da carne de sardinha (Sardinella brasiliensis) foi realizada
no dia 0 do experimento, obtendo-se uma porcentagem de 73% de umidade, 2,91% de cinzas,
8,76% de proteinas e 14,2% de lipideos totais. Os resultados obtidos foram similares aos
relatados na literatura para essa espécie marinha. Burt e Hardy (1992) observaram que as
sardinhas (Sardina pilchardus) exibiram uma composicdo de aproximadamente 57-78% de
umidade, 17-21% de proteinas e 1-21% de lipideos. As diferencas existentes na forma de
nutricdo, area de cultivo, tamanho do peixe, estacdo de captura, variagdes sazonais e sexuais,
bem como outras condi¢fes ambientais, podem afetar a composi¢do quimica entre as
sardinhas (Pacheco-Aguilar, Lugo-Sanchez e Robles-Burgueno, 2000). A ocorréncia de
alteracbes na composicdo quimica, devido aos fatores apontados acima, pode levar a
mudancgas nos atributos do pescado, como por exemplo, o sabor, odor, textura, cor e
aparéncia da superficie, que influenciam a aceitabilidade dos peixes como alimento (Flick &
Martin, 1992; Love, 1970).

O alto teor de lipidios encontrados nestas espécies marinhas, constituido
principalmente por &cidos graxos poli-insaturados, torna a carne deste peixe mais susceptivel
a oxidacdo lipidica, que € considerada uma das principais causas de deterioracdo dos
alimentos. A oxidacdo destas gorduras insaturadas alteram indesejavelmente o sabor, odor,

cor e textura dos alimentos (Shaidi & Zhong, 2010).
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6.2.2 pH

Os resultados relacionados ao pH estéo representados na figura 5. Observou-se que 0s
tratamentos PC, NC2 e o0 BPP2 néo apresentaram diferenca (p>0,05) nos dias 0, 6 e 9, sendo
que no dia 3 o tratamento NC2 apresentou o menor valor (p<0,05) entre eles (5,50). Os
tratamentos NC1 e BPP1 apresentaram valores similares (p>0,005) nos dias 3 e 9, enquanto

que nos dias 0 e 6 o tratamento BPP1 exibiu maiores valores (p<0,005) de pH.
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Figura 5 — Valores de pH de Sardinha (Sardinella brasiliensis) adicionada de BHT ou de pd

de pimenta rosa durante 9 dias de estocagem sob refrigeracdo a 4°C.

Os resultados sdo exibidos como médias. Diferentes letras mailsculas indicam diferengas (p<0,005) entre os
tratamentos e diferentes letras mindsculas indicam diferencas (p<0,005) entre os dias de armazenamento de um
mesmo tratamento.

PC - Controle positivo (carne de peixe com 100 ppm de hidroxitolueno butilado - BHT com &gua destilada);
NC1 - Controle Negativo 1 (carne de peixe com etanol a 70%); NC2 - Controle Negativo 2 (carne de peixe com
acido acético a 70%); BPP1 - Extrato de Pimenta Rosa 1 (100 ppm de p6 de Pimenta Rosa em etanol a 70%, em
600W a 90s); BPP2 - Extrato de Pimenta Rosa 2 (100 ppm de p6 de Pimenta Rosa em acido acético a 70%, em
600W e 90s).

Em relacdo aos dias de estocagem, o tratamento NC1 se manteve estavel do dia 0 ao
6, aumentando seu valor apenas no dia 9. O tratamento NC2 apresentou uma diminui¢&o no
valor do pH no dia 3, voltando a aumentar nos outros dias de estocagem. O tratamento BPP1
aumentou seu valor do dia 0 ao dia 3, voltando a diminuir no dia 9, enquanto o tratamento

BPP2 se manteve constante durante todos os dias de estocagem.
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Em geral, as mudancas pds-mortem, principalmente o declinio de glicogénio e
respiracdo anaerobica, levam ao acumulo de acido latico e a uma diminuicdo no pH do
masculo do peixe. O aumento do pH estd relacionado ao aumento das bases volateis
produzidas por enzimas enddgenas ou microbianas, sendo que a decomposic¢ao de compostos
nitrogenados também causa um aumento do pH na carne de peixe (Sikorski, Kolakowska &
Burt, 1990). Benjakul et al. (2002), relataram que a decomposicdo de compostos nitrogenados
causa um aumento do pH em carne de peixe. Sikorski, Kolakowska e Burtt (1990) relataram
que a mudanca de pH dependia também da liberacdo de fosfato inorgénico e aménia devido a
enzima de degradacao de ATP (adenosina trifosfatase). A degradacao protéica que ocorre nos
pescados e em seus derivados gera amonia e aminas, dentre outras substancias, que resultam
no aumento do valor de pH (OGAWA & MAIA, 1999). Chaijan et al. (2005) no seu estudo
sobre mudancas na coloracgdo de sardinhas congeladas, observaram que, para sardinha, o pH
permaneceu constante durante os primeiros 12 dias e aumentou acentuadamente no dia 15. O
aumento no pH do musculo de duas espécies de sardinha, também foram relatados para S.
pilchardus e Sardinops sagax caerulea, durante o armazenamento em gelo (Nunes, Batista, &
Campos, 1992; Pacheco-Aguilar et al., 2000). O pH inalterado foi encontrado no presente
estudo no tratamento BPP2, que se manteve constante durante todos os dias de estocagem.
Semelhante resultado do aumento do pH foi encontrado no tratamento BPP1, onde entre o dia
0 e 3 de estocagem, aumentou seu valor de 3,81 para 4,41.

Os processos oxidativos que ocorrem na carne de pescado sdo responsaveis por causar
uma deteriora¢do muito rapida, diminuindo sua validade comercial. Devido a diminui¢do do
tamanho de particula e a incorporacdo de oxigénio, os musculos de peixes picados ou
triturados podem ter a oxidacao lipidica acelerada (Besbes, et al. 2016).

A aplicagdo de antioxidantes naturais para minimizar os processos oxidativos é de
grande interesse pela comunidade cientifica e pelas industrias de alimentos. Hussain et al.,
2016, em seu estudo sobre o efeito de alguns extratos naturais em Lucioperca lucioperca,
observaram que houve um aumento gradual no pH dos tratamentos adicionados de salsa,
coentro e cha verde. Este aumento foi devido a presenca de compostos fendlicos em extratos
naturais que podem aumentar a inibicdo bacteriana, contribuindo para a preservagdo das
amostras de peixes. No presente trabalho, o tratamento BPP2 apresentou valores similares
com o tratamento PC durante todos os dias de estocagem, ndo diferindo significativamente
(p<0,005) entre si. Essa estabilidade nos valores de pH e similaridade dos tratamentos, pode
estar relacionada com a eficiéncia antioxidante dos compostos fendlicos obtidos a partir de

extrato de pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi), j& que 0os mesmos também podem
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atuar como sequestradores de radicais livres em matrizes oxidaveis. Em relacdo ao tratamento
BPP1, houve uma diminuicdo nos valores de pH, que se mantiveram entre 3,81 e 4,41.
Embora a medida de pH n&o seja segura para indicar a decomposicdo quando usada
isoladamente, ela é um dos indicativos de qualidade e da conservagdo da carne de pescado
(Larosa, 2011). Uma queda nos valores de pH durante o periodo de estocagem por 40 dias a 0
°C em salsichas elaboradas com carne mecanicamente separada (CMS) de tilapia foi
observada por Oliveira Filho e seus colaboradores (2010). De acordo com Franz & Holy
(1996) esta situacdo é decorrente da acidificacdo do meio causado por bactérias laticas,
psicrotroficas e competidoras das bactérias patogénicas. Neste estudo, o tratamento BPP1

mostrou uma melhor eficiéncia na contencdo do aumento do pH em relacdo ao PC e ao BPP2.
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6.2.3 Cor Instrumental

A importancia da cor e aparéncia nos produtos carneos esta intimamente ligada com a
rejeicdo ou aceptabilidade destes produtos pelos consumidores, pois ha uma exigéncia cada
vez maior em relacdo a qualidade do aspecto fisico, odor, a cor e a aparéncia dos produtos da
pesca (Knowles et al., 2008; Haard, 1992). Em relacdo as caracteristicas sensoriais, a cor e 0
sabor sdo considerados os atributos mais importantes, pelos quais 0s consumidores avaliam
imediatamente o frescor e a qualidade do pescado (Risvik, 1994). A principal responsavel
pela cor dos musculos em produtos carneos é a mioglobina, que é uma proteina sanguinea
com grupo prostético heme que confere coloracdo vermleha, que esta localizada nas fibras
musculares. Sua concentracdo geralmente depende da espécie, raca, sexo e idade do animal,
nutricdo, atividade muscular, disponibilidade de oxigénio, entre outros fatores (AMSA, 2012;
Chaijan et al., 2005; Postnikova, Tselikova, Kolaeva, & Solomonov, 1999). A estabilidade da
mioglobina afeta diretamente a cor da carne (AMSA, 2012; Chen, 2003; Suzuki & Kisamori,
1984; Tajima & Shikama, 1987). Assim sendo, as mudancas de cor na carne Sao
principalmente decorrentes de reacdes da mioglobina com outros componentes musculares,
especialmente proteinas miofibrilares (Hanan & Shaklai, 1995). Estas reacdes levam a
formacdo de outras formas quimicas da mioglobina: a desoximioglobina (DMb),
oximioglobina (OMb), carboximioglobina (COMb), e metamioglobina (MMb) sendo que a
formacdo de metamioglobina ocorre oxidacdo lipidica (AMSA, 2012; Lee, Phillips, Liebler &
Faustman, 2003).

Os resultados relacionados a luminosidade (L*), coloracdo vermelho (a*) e coloracao

amarelo (b*) estdo representados na tabela 1 e serdo discutidos separadamente.
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Tabela 1 — Valores de cor instrumental de Sardinha (Sardinella brasiliensis) adicionada de
BHT ou de p6 de pimenta rosa durante 9 dias de estocagem sob refrigeracdo a 4°C.

Dias de Estocagem

Pardmetros Tratamentos

0 3 6 9
PC 48,47°A 46,808 64,16 60,45¢A8
NC1 48,70%A 63,04°A 70,7134 62,654
L* NC2 49,08°A 64,894 68,8248 62,3628
BPP1 47,634 63,64°A 70,084 60,128
BPP2 49,37°A 63,974 70,08 61,5648
PC 8,463 6,420A 5,65°C 5,668
NC1 7,834 5,768 6,64°A8 3,49°C
a* NC2 7,724 5,06°C 6,72%A 6,904
BPP1 8,328 3,64°P 7,26"A 6,68"A
BPP2 7,263 6,27°AB 7,264 5,548
PC 11,524 8,019 20,80%8 16,6648
NC1 8,728 20,9104 19,9828¢ 18,20°A
- NC2 11,44°%A 17,46 19,47%C 17,44PA
BPP1 11,76% 15,67°¢ 22,304 15,678
BPP2 9,568 20,384 22,234 17,120A8

Os resultados sdo exibidos como médias. Diferentes letras maiusculas indicam diferengas (p<0,005) entre 0s
tratamentos e diferentes letras minusculas indicam diferengas (p<0,005) entre os dias de armazenamento de um
mesmo tratamento.

PC - Controle positivo (carne de peixe com 100 ppm de hidroxitolueno butilado - BHT com agua destilada);
NC1 - Controle Negativo 1 (carne de peixe com etanol a 70%); NC2 - Controle Negativo 2 (carne de peixe com
4cido acetico a 70%); BPP1 - Extrato de Pimenta Rosa 1 (100 ppm de p6 de Pimenta Rosa em etanol a 70%, em
600W a 90s); BPP2 - Extrato de Pimenta Rosa 2 (100 ppm de p6 de Pimenta Rosa em acido acético a 70%, em
600W e 90s).

L* - Luminosidade; a* - vermelho/verde; b* - amarelo/azul.

Luminosidade (L*)

Os tratamentos com extrato de pimenta rosa (BPP1 e BPP2) ndo apresentaram
diferencas (p>0,005) em relacdo ao teor de luminosidade durante todos os dias de estocagem.
O controle negativo NC2 foi igual (p>0,005) ao BPP1 e BPP2, enquanto que o NC1
apresentou, em geral, valores similares nos dias 0, 3, 6 sendo que no Ultimo dia de estocagem
foi maior que o tratamento BPP1 (p<0,005). No dia 3, o tratamento PC apresentou o menor
(p<0,005) valor de luminosidade (46,80) se mantendo similar aos outros tratamentos no dia 9.

Durante a estocagem, notou-se uma tendéncia de aumento da luminosidade entre os
dias 0 e 3, sendo que o tratamento NC2 permaneceu constante até o final da estocagem, e 0s
tratamentos NC1, BPP1 e BPP2 aumentaram até o dia 6, diminuindo no ultimo dia de

estocagem. Em relagdo ao tratamento PC, 0 mesmo permaneceu constante entre os dias 0 e 3,
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apresentando maiores valores (p<0,005) no dia 6 e uma diminuicdo no ultimo dia de
estocagem.

A tendéncia do aumento da luminosidade durante a estocagem pode ser explicada por
alteracBes na estrutura proteica durante o periodo de armazenamento, onde a desnaturacéo
proteica expde seus grupos hidrofobicos, ocorrendo perda de agua, levando a um aumento de
agua livre na superficie da matriz, podendo influenciar a reflectancia da luminosidade (Zhang
et al., 2015; Truong et al., 2016). Concordando com os presentes resultados, também foi
observado um aumento geral nos valores de L* em filés de til&pia do Nilo (Oreochromis
niloticus) tratadas com luz UV-C (Monteiro, et al., 2017) e em Jacaré do papo amarelo
(Caiman crocodilos yacare) tratados com alta presséo hidrostatica (Canto, et al., 2015).

Em relacdo a adigdo de antioxidantes naturais, nosso estudo mostrou que a aplicacéo
de antioxidantes obtidos a partir de extratos de pimenta rosa (S. terebinthifolius Raddi)
mantiveram os valores de luminosidade sem diferenca significativa entre si (tratamentos
BPP1 e BPP2) durante todos os dias de estocagem, mostrando uma estabilidade nos valores
de L*, sendo similares (p>0,005) ao tratamento PC. Messina e seus colaboradores (2015), em
estudo realizado sobre o efeito de antioxidantes naturais na prevencdo da oxidacao lipidica
em filés de golfinhos (Coryphaena hippurus), relataram que o valor de L* durante o
armazenamento aumentou apenas no grupo controle, porém ndo se observou alteragcdo no
grupo armazenado com atmosfera modficada e o de atmosfera modificada combinado com
antioxidante natural. No presente estudo, os grupos tratados com antioxidante natural (BPP1
e BPP2) apresentaram uma tendéncia a aumento dos seus valores em relacdo a luminosidade,

diminuindo apenas no ultimo dia de estocagem.

Vermelho (a*)

Em relacdo ao valor de a*, no dia 0 ndo foi observado diferenca (p>0,005) entre 0s
tratamentos. O tratamento BPP2 apresentou valores similares (p>0,005) em relacdo ao
controle positivo no dia 3 de estocagem, voltando a apresentar esse mesmo padréo no dia 9.
No dia 6, os maiores valores (p<0,005) foram dos tratamentos NC2, BPP1 e BPP2 (p>0,005),
sendo que os tratamentos com o extrato de pimenta rosa (BPP1 e BPP2) apresentaram
maiores valores (p<0,005) em relagdo ao PC. No ultimo dia de estocagem, o BPP1 e 0 NC2
apresentaram os maiores valores de a*.

Durante a estocagem, tanto o tratamento PC quanto o NC1 diminuiram o valor de a*

do dia 0 ao 3, sendo que o PC se manteve constante e 0 NC1 apresentou constancia a partir
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do dia 6. Em relacdo aos tratamentos NC2, BPP1 e BPP2, a tendéncia geral foi uma
diminuicao do dia 0 ao 3, aumentando no dia 6 e se mantendo constante até o ultimo dia de
estocagem.

Resultados similares foram relatados por Chaijan et al. (2005) que também
observaram uma diminuicdo geral nos teores de vermelho em um estudo sobre a mudanca na
coloracdo para outra espécie de sardinha (Sardinella gibbosa) durante o periodo de
armazenamento, sendo que essa diminuicdo dos valores de a* pode estar relacionada ao
escurecimento da carne, resultante da formacgéo da metamioglobina (Carlez, Veciana-Nogues,
& Cheftel, 1995; Chaijan et al., 2004; Mancini e Hunt, 2005), ja que a mioglobina é
considerada o principal fator que contribui para a cor muscular (Chaijan et al., 2007). A
oxigenacdo da mioglobina depende do tempo, temperatura, pH e competicdo pelo oxigénio
pelas mitocondrias. Mais especificamente, a competicdo por oxigénio entre mioglobina e
mitocéndria determina a penetracdo de oxigénio na superficie da carne, o que afeta
significativamente a intensidade da cor da superficie (AMSA, 2012). O mesmo padréo de
diminuicdo dos teores de vermelho, também foi observado em outras espécies de pescado
como, por exemplo, filés de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) tratadas com luz UV-C
durante um periodo de armazenamento, e carne de jacaré do pantanal (Caiman crocodilus
yacare) tratadas com alta pressdo hidrostatica (Monteiro et al., 2017; Canto et al., 2015).

A tendéncia geral durante a estocagem €é que os valores de a* diminuam, porém, a
adicdo de antioxidantes proporcionou uma estabilidade do teor de vermelho. Como os
antioxidantes podem agir por varios mecanismos, como sequestradores de radicais livres,
minimizando a disponibilidade de pro-oxidantes e substancias reativas de oxigénio, acdo
quelante de metais, entre outros (Shahidi & Zhong, 2010), a adi¢do de antioxidantes obtidos a
partir da pimenta rosa (S. terebinthifolius Raddi) em sardinhas pode ter retardado a acdo da
oxidacdo, mantendo os valores de a*, mais especificamente no tratamento BPP2, onde nao
apresentou diferencas significativas (p<0,005) do dia 0 ao 6. Larsson e Undeland (2010),
relataram que o &cido cafeico (CaA) inibiu a formacdo de perdxidos, odor, ranco e perda de
vermelhiddo em uma concentracdo de 50 ppm ou mais, em seu estudo sobre o efeito deste
acido na oxidagdo lipidica em pedacos de bacalhau lavados, sendo considerado um inibidor

eficiente de oxidacéo.

Amarelo (b*)
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No dia 0, os tratamentos PC, NC2 e BPP1 apresentaram os maiores valores de teor de
amarelo (p<0,005) em comparacdo aos tratamentos BPP2 e NC1 que foram similares
(p>0,005). No dia 3 os menores valores foram dos tratamentos PC, seguido pelo BPP1, NC2,
NC1 e BPP2, sendo que dois ultimos ndo diferem entre si (p>0,005). No dia 6, o tratamento
BPP2 apresentou o maior valor (22,23), o NC1 foi maior que o BPP1 (p<0,005), e similar
(p>0,005) ao PC e NC2. No dia 9, o BPP1 apresentou menor valor em relacdo ao NC1 e NC2

(p<0,005), porém ndo apresentou diferenca (p<0,005) entre o restante dos tratamentos.

Entre os dias de estocagem, o tratamento PC diminuiu o seu valor entre os dias 0 e 3,
houve um aumento entre os dias 3 e 6, e ap0s esse periodo, entre os dias 6 e 9, voltou a
apresentar valores mais baixos, diminuindo de 20,32 no dia 6 para 16,66 no dia 9. Os
tratamentos NC1 e BPP2 aumentaram seus valores do dia 0 ao dia 6, diminuindo entre os dias
6 e 9. O BPP1 apresentou uma constancia entre os dias 3 e 6, diminuindo seu valor no dia 9 e
o tratamento NC2 aumentou os seus valores do dia 0 ao 3, mantendo-se constante do dia 3 ao

6, diminuindo o valor de teor de amarelo entre os dias 6 e 9.

Niveis elevados de oxidagcdo em sardinha durante o periodo de armazenamento pode
ser atribuida ao alto grau de insaturacdo de &cidos graxos (Serdaroglu and Felekoglu, 2003).
Foi relatado que o musculo de peixe picado ou triturado cria uma area superficial maior e, em
seguida, os lipidios sdo facilmente oxidados (Pastoriza et al., 1994). Alteracdes quimicas,
bioguimicas e microbioldgicas, sdo induzidas devido a manipulacdo e armazenamento do
peixe, ocorrendo por consequéncia a descoloragdo (Chaijan, et al. 2005). A tendéncia ao
aumento nos valores de b* pode ser explicada devido ao aumento de coloracdo amarelada,

que € uma das caracteristicas do processo oxidativo (Geada, 2012).

Essa mesma tendéncia de aumento de valores de b* também foi observado para a
espécie Sardina pilchardus, podendo ser explicado pela oxidacdo da mioglobina para
metamioglobina, durante a filetagem e o processo de trituracdo (Karayannakidis et al., 2007).
Uma alteracdo nos teores de b* coincidiu com um ligeiro aumento da metamioglobina em
amostras com maior tempo de armazenamento, em um estudo realizado por Chaijan e seus
colaboradores (2005), onde foram estudadas alteracdes da coloracdo de sardinha (Sardinella
gibbosa) e cavala Indiana (Rastrelliger kanagurta) durante o armazenamento em gelo.
Antonini & Brunori (1971) relataram que uma mudancga nos teores de amarelo de 418 para
409 nm foi observada quando a oximioglobina de cachalote foi alterada para
metamioglobina. Yagiz et al. (2007) relataram aumento nos valores de b* para espécie de

truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) expostas a alta pressdo hidrostatica. Esta observacdo



35

foi relacionada ao desenvolvimento de uma "aparéncia cozida”, uma vez que o musculo
coagulou e adquiriu uma aparéncia amarelada/esbranquicada. Essa aparéncia cozida deve-se
a desnaturacdo de proteinas sarcoplasmaéticas e miofibrilares em musculo (Angsupanich &
Ledward, 1998). No presente estudo, os tratamentos com adicdo de antioxidante natural
(BPP1 e BPP2) apresentaram um aumento geral no valor de b* do dia 0 ao 6, diminuindo no
ultimo dia de estocagem. Em contrapartida com os resultados apresentados no presente
estudo, Messina e seus colaboradores (2015) em seu estudo sobre o efeito de antioxidantes
naturais na prevengdo da oxidacdo lipidica de filés de golfinho (Coryphaena hippurus),
observaram um aumento nos valores de b* apenas no grupo controle, sendo que 0s grupos
com embalagem em atmosfera modificada, e atmosfera modificada combinada com

antioxidantes naturais, ndo foram observados aumentos no teor de amarelo.

A adicédo de antioxidantes naturais em pescado com o objetivo de inibir ou diminuir a
oxidacdo da matriz vem sendo largamente estudada. A aplicacdo de extratos de compostos
fenolicos de pimenta rosa (S. terebinthifolius Raddi) em Sardinella brasiliensis mostrou-se
eficaz em relagdo aos teores de amarelo. Enquanto a tendéncia geral € de um aumento dos
valores, o tratamento BPP1 no dia 0 apresentou valores similares (p<0,005) ao PC, diferindo
significativamente (p>0,005) apenas do BPP2. Nos dias 3 e 6, 0 tratamento BPP1 apresentou
valores mais baixos de b*, sendo que no dia 9 de estocagem ndo apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos PC e BPP2, o que pode indicar mais uma vez, que a
aplicacdo de compostos fendlicos extraidos de S. terebinthifolius Raddi em sardinha foi

eficaz na contencédo dos processos oxidativos avaliados através da cor instrumental.

6.2.4 Atividade de reducao da metamioglobina (ARM)

Os resultados da atividade de reducdo da metamioglobina estdo representados na
figura 6. De forma geral, os tratamentos ndo apresentaram diferencas entre si (p>0,005), com
excecao do tratamento PC, BPP2 e NC2, que apresentaram os maiores valores (p<0,005) nos
dias 0, 3 e 6, respectivamente, com o valor de 4,00 para o PC no dia 0, 1,44 para o BPP2 no
dia 3 e 2,80 para 0 NC2 no dia 6.
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Figura 6- Valores ARM (reducéo da atividade da metamioglobina) em Sardinha (Sardinella

brasiliensis) adicionada de BHT ou de p6 de pimenta rosa durante 9 dias de estocagem sob

refrigeracdo a 4°C.

Os resultados sdo exibidos como médias. Diferentes letras mailsculas indicam diferengas (p<0,005) entre o0s
tratamentos e diferentes letras minusculas indicam diferengas (p<0,005) entre os dias de armazenamento de um
mesmo tratamento.

PC - Controle positivo (carne de peixe com 100 ppm de hidroxitolueno butilado - BHT com agua destilada);
NC1 - Controle Negativo 1 (carne de peixe com etanol a 70%); NC2 - Controle Negativo 2 (carne de peixe com
4cido acetico a 70%); BPP1 - Extrato de Pimenta Rosa 1 (100 ppm de pd de Pimenta Rosa em etanol a 70%, em
600W a 90s); BPP2 - Extrato de Pimenta Rosa 2 (100 ppm de p6 de Pimenta Rosa em acido acético a 70%, em
600W e 90s).

Em relacdo aos dias de estocagem, o tratamento PC apresentou um maior valor no dia
0, diminuindo no dia 3 e se mantendo estavel até o Gltimo dia de estocagem. O tratamento
NC1 se manteve com valores similares durante todos os dias, ja os tratamentos NC2 e o
BPP2, mantiveram valores similares do dia 0 ao dia 3, aumentando no dia 6 e diminuindo no
dia 9, enquanto que o tratamento BPP1 aumentou do dia 0 ao 3, diminuindo até o altimo dia
de estocagem. Durante 0 armazenamento e processamento de carne, a mioglobina é
reversivelmente convertida em oximioglobina ou metamioglobina, na presenga ou auséncia

de oxigénio, respectivamente, resultando em diferentes cores de carne (Nisa, et al., 2015). Em
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estudos similares sobre a atividade de reducdo da metamioglobina para a espécie de sardinha
Sardinella gibbosa (Chaijan et al., 2005), também ndo foram encontradas diferencas no
contetido de metamioglobina no musculo de sardinha durante 12 dias de armazenamento (p>
0,05), sendo que Haard (1992) relatou uma descoloracdo durante 0 armazenamento na carne

de atum, associado a formacao de metamioglobina.

N&o havendo estudos sobre adicdo de antioxidantes em pescado e a avaliacdo da
atividade de reducdo da metamioglobina, Sampaio (2009) em seu estudo sobre o efeito de
mel e especiarias na oxidagdo lipidica em carne de frango, observou que o tratamento
controle com BHT e o tratamento com adi¢do de antioxidantes naturais (orégano e salvia)
apresentaram similaridade de valores da ARM, entretanto, foram estatisticamente diferentes
dos outros grupos (orégano, salvia e 5% de mel e orégano, sélvia e 10% de mel). No presente
estudo, os tratamentos adicionados de antioxidantes naturais (BPP1 e BPP2) apresentaram
valores mais baixos em comparacdo ao grupo controle (PC) no dia 0 de estocagem, sendo que
nos dias 3 e 6, o tratamento BPP1 foi similar (p<0,005) ao PC. Sabe-se que a metamioglobina
A redutase € um componente das células sanguineas da série vermelha e podem ser
encontradas no musculo do peixe (Al-Shaibani Price, & Brown, 1977). Devido a um residuo
de sangue ter sido mantido no mdsculo, em consequéncia da trituracdo da sardinha, a
atividade residual desta enzima poderia estar presente e poderia resultar em atraso na
deterioracdo. Neste estudo, a adicdo de compostos fendlicos obtidos do pdé de pimenta rosa
(S. terebinthifolius Raddi) n&o influenciou positivamente a atividade de reducdo da

metamioglobina.

Concluséao

Neste estudo, a obtencdo de compostos fendlicos através da extracdo assistida por
micro-ondas foi influenciada pelo tipo de solvente que foi utilizado. Foram obtidos
resultadosmelhores com o 4cido acético na extracdo dos compostos fendlicos do que em
relacdo ao etanol, porém, de forma geral, os extratos obtidos a partir do etanol apresentaram
melhores resultados quando aplicados em matriz carnea de sardinha em relacdo a avaliacdo
de pH, parametros de cor, e atividade de reducdo da metamioglobina, apresentando inclusive

similaridade com o antioxidante sintético em alguns parametros avaliados.
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OXIDATIVE STABILITY OF GROUND LAMB ENHANCED WITH EXTRACTS FROM PEEL AND SEED OF CAMU
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Objectives: Lamb meat exhibits chemical composition that favors lipid and protein oxidation processes affecting color,
texture, eating quality, and nutritional value. Plant extracts are rich in phenolic compounds which are potential
antioxidants. Peel and seeds contain increased levels of such phytochemicals. The objective of the present study was to
evaluate the antioxidant potential of camu camu peel and seed extracts on the chemical stability of ground lamb.
Materials and Methods: Extracts were obtained utilizing either water or 50% (v/v) ethanol in water solvents at a solute-to-
solvent ratio of 1:10. Total phenolic content of the extracts was estimated by Folin-Ciocalteu method. 8 lamb Longissimus
dorsi muscle cuts, 36h post mortem were ground, enhanced to 110% of the intial weight with either water (negative
control; NC); 100 ppm BHT (positive control; PC); 100 ppm peel extract (PE); or 100 ppm seed extract (SE), formed into
30g patties, aerobicaly packed, and stored at 4°C for 9 days. Six batches were elaborated for each treatment totaling six
replicates (N=6). Instrumental color, lipid oxidantion (TBARS), and protien oxidantion (carbonyls) were evaluated on days
0, 5, and 9. Data were analyzed using ANOVA and Tukey test at 95% confidence level utilizing XLStat.

Results: Camu camu extracts (PE and SE) affected (P < 0.05) L* values of ground lamb on days 5 and 10. PE and SE
patties exhibited lower lightness then NC and PC on day 5 while on day 9 only SE samples were darker (lower L* value)
then their counterparts. NC, PC, and SE patties exhibited an increase (P < 0.05) on the L* values during storage while on
PE this parameter was not affected (P> 0.05). NC and SE patties were more red (P < 0.05; a* value) than PC and PE on
day 0 whereas, on day 9 PC exhibited the highest (P < 0.05) values. Storage decreased (P < 0.05) the a* values in all
treatments. Although on day 0 all patties exhibited similar (P> 0.05) b* values, on day 5 and 9 PE and SE samples were
lower (P < 0.05) than NC and PC. Similar to a* value, storage negatively affected (P < 0.05) the b* values. In terms of
lipid oxidation, PE and SE patties exhibited lower (P < 0.05) TBAR values than NC and PC during storage. In addition,
although storage promoted increase (P < 0.05) on TBAR values, in PE and SE patties the increase of less acentuated
than in controls.

Concluslon: Peel and seed extracts of camu camu are potentially sources of lipid antioxidants with limited stabilizing
effect on grond lamb color and formation of protein carbonyls.
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