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RESUMO

Objetivou-se avaliar o extrato etandlico de carogo de manga (EECM) como antioxidante
para suinos nas fases de crescimento e terminacdo e seus possiveis efeitos sobre o
desempenho, parametros sanguineos e sericos, caracteristicas de carcaca, carne e mortadelas
elaboradas com a carne desses animais. Foram utilizados 32 suinos machos castrados com
60 dias de idade e peso médio inicial de 20,20 +1,34 kg, em um delineamento de blocos ao
acaso, com 4 tratamentos e 8 repeti¢des. Os tratamentos consistiram nas ragdes: controle-
sem adic¢do de antioxidantes; BHT- com 200 ppm de butilhidroxitolueno (BHT); EECM200-
com 200 ppm de EECM; EECMA400- com 400 ppm de EECM. Rac¢bes contendo
antioxidantes apresentaram melhor estabilidade lipidica e potencial antioxidante que a
controle. Animais alimentados com ragdes contendo 400 ppm de EECM apresentaram maior
ganho de peso até os 110 dias de idade (P<0,05). Suinos que consumiram racdo contendo
200 ppm de EECM apresentaram reducdo da gquantidade de hemacias (P<0,001) e maior
volume corpuscular médio (P<0,0001). Observou-se o efeito da interacdo tratamento e dia
de coleta (P<0,05) para estabilidade lipidica, compostos fendélicos e potencial antioxidante
do soro, sendo os melhores resultados relacionados aos animais que consumiram ragado
contendo EECM. Animais que consumiram racdo contendo 400 ppm de EECM
apresentaram menor perda de liquido por coccdo e maiores valores de glutationa reduzida,
de compostos fendlicos e da atividade antioxidante total em relacdo aos demais tratamentos
(P<0,0001). Quanto ao potencial antioxidante, maiores valores foram encontrados na carne
de animais que consumiram racdo adicionada de BHT e 400 ppm de EECM em relacdo a
carne de suinos alimentados com a racao controle (P<0,01). Maior valor do componente L*
foi registrado nas mortadelas elaboradas com as carnes de animais que consumiram as ragdes
com BHT quando comparado com as dos que consumiram ragdo contendo 200 ppm de
EECM (P<0,05). Mortadelas elaboradas com a carne de animais que consumiram ragao
contendo 400 ppm de EECM apresentaram maiores niveis de compostos fenolicos em
relacdo aos demais tratamentos aos 60 dias de armazenamento. Ja aos 90 dias observou-se
maior valor para as mortadelas formuladas com a carne de animais que consumiram EECM
independentemente do nivel de inclusdo (P<0,0001). Para a atividade antioxidante total,
verificou-se maiores valores nas mortadelas elaboradas com a carne de suinos que
consumiram racdo com adicdo de BHT aos 30 dias de armazenamento, j& aos 60 dias a adi¢éo
de 400 ppm de EECM foi semelhante ao BHT e aos 90 dias os dois niveis de EECM foram



similares ao BHT (P<0,001). O EECM ao nivel de 400 ppm proporciona melhor desempenho
dos suinos até os 110 dias de idade, melhora a estabilidade lipidica, aumenta o teor de
compostos fendlicos totais e potencial antioxidante do soro, reduz as perdas de liquido por
coccdo, aumenta contetdo de glutationa reduzida e o potencial antioxidante da carne in
natura e aumenta o teor de compostos fendlicos a atividade antioxidante total da carne in

natura e processada.

Palavras-chave: Butilhidroxitolueno. Composto fendlico. Estabilidade oxidativa.
Mangifera indica. Mangiferina.



ABSTRACT

The objective was to evaluate the ethanolic extract of mango seed (EEMS) as antioxidant
for pigs in the growth and finishing phases and its possible effects on performance, blood
and serum parameters, carcass characteristics, meat and mortadella elaborated with the meat
of these animals. Thirty-two castrated male pigs with 60 days of age and initial mean weight
of 20.20 + 1.34 kg were used in a randomized complete block design with 4 treatments and
8 replicates. The treatments consisted of the diets: control- without addition of antioxidants;
BHT- with 200 ppm of butylhydroxytoluene (BHT); EEMS200- with 200 ppm of EEMS;
and EEMS400- with 400 ppm of EEMS. Antioxidant added ratios showed better lipid
stability and antioxidant potential than control. Animals fed rations containing 400 ppm
EEMS showed greater weight gain up to 110 days of age (P <0.05). Pigs consuming ration
containing 200 ppm of EEMS showed a reduction in the number of red blood cells (P <0.001)
and higher mean corpuscular volume (P <0.0001). The effect of the treatment interaction
and day of collection (P <0.05) on lipid stability, phenolic compounds and antioxidant
potential of the serum were observed, with the best results related to the animals that
consumed EEMS-containing ration. Animals that consumed ration containing 400 ppm of
EEMS showed lower loss of liquid by cooking and higher values of reduced glutathione,
phenolic compounds and total antioxidant activity in relation to the other treatments (P
<0.0001). Regarding the antioxidant potential, higher values were found in the meat of
animals that consumed added BHT ration and 400 ppm of EEMS in relation to the meat of
pigs fed the control ration (P <0.01). The highest value of the L * component was recorded
in the mortadellas made with the meat of animals that consumed the BHT rations when
compared to those consuming rations containing 200 ppm of EEMS (P <0.05). Mortadellas
made with the meat of animals that consumed ration containing 400 ppm of EEMS presented
higher levels of phenolic compounds in relation to the other treatments at 60 days of storage.
At 90 days, greater value was observed for mortadella formulated with meat from animals
who consumed EEMS regardless of the inclusion level (P <0.0001). For the total antioxidant
activity, it was verified higher values in the mortadellas elaborated with the meat of pigs that
consumed ration with addition of BHT at the 30 days of storage, already at 60 days the
addition of 400 ppm of EEMS was similar to the BHT and at 90 Days the two levels of
EEMS were similar to BHT (P <0.001). The inclusion of EEMS at the 400 ppm level

provides better performance of pigs up to 110 days of age, improves lipid stability, increases



total phenolic compounds content and serum antioxidant potential, reduces liquid losses by
cooking, increases reduced glutathione and the antioxidant potential of fresh meat and
increases the content of phenolic compounds to the total antioxidant activity of raw and

processed meat.

Keywords: Butylhydroxytoluene. Mangifera indica. Mangiferin. Oxidative stability.

Phenolic compound.
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1 INTRODUCAO GERAL

Suinos de linhagens comerciais apresentam elevada taxa de crescimento e alto
potencial de deposicdo de carne magra, tornando-os mais exigentes quanto a nutricdo. Esses
animais quando nas fases de crescimento e terminacdo tém suas necessidades energéticas
diérias aumentadas - de 6.330 kcal para 10.820 kcal respectivamente - e para atendé-las faz-se
necessario a adicdo de Oleos as ragfes dos suinos. Dessa forma, as racGes tornam-se mais
suscetiveis a rancidez oxidativa, o que afeta o valor nutricional do alimento, promovendo
efeitos sobre o desempenho e modificacGes fisioldgicas nos animais, inclusive efeitos sobre o
produto final, a carne suina.

Tanto as ragdes, quanto os animais e seus produtos finais, como a carne e derivados,
sdo suscetiveis a oxidacdo, que é um processo desencadeado por radicais livres e possui 3 fases:
a de iniciacdo, propagacdo e finalizacdo. Para que esse processo se inicie, é necessaria a
presenca de radicais livres, que sdo definidos como atomos ou moléculas que contém um ou
mais elétrons desemparelhados, sdo altamente reativos, podendo desestabilizar outras
moléculas e formar mais radicais livres. Essa alta reatividade € propicia para a fase de
propagacéo.

A oxidacdo ou rancidez oxidativa das ragdes pode ser desencadeada pela adi¢do de
produtos ja& oxidados ou pelas condi¢bes de armazenamento, tais como temperatura, luz,
contaminacdo flngica, etc. O consumo de races oxidadas, bem como enfermidades, calor,
estresse e outros podem desencadear a condicdo de estresse oxidativo em suinos, que ocorre
quando h& um desequilibrio entre a producéo de radicais e a neutralizacdo destes, tendendo para
0 excesso de radicais livres. Essa condicdo, por afetar o organismo como um todo, intensifica
os danos causados pelos processos oxidativos que se instalam no pds-morte, sendo responsaveis
pela deterioracéo do produto e perda de qualidade.

Em relacdo as racOes, para evitar os danos causados pela formacdo de radicais
livres, antioxidantes podem ser adicionados ao 0Oleo e as racGes a fim de proteger os nutrientes
dos processos oxidativos. Por sua vez, o organismo possui um sistema de defesa antioxidante,
classificado em enzimatico e ndo-enzimatico, ambos encarregados em manter o equilibrio entre
a producdo e a eliminagdo de radicais livres. O sistema ndo enzimético é composto por
moléculas produzidas pelo organismo e por substancias com atividade antioxidante oriundas da
alimentacdo como as vitaminas e os compostos fendlicos. Assim como o0s animais S&o
protegidos de danos oxidativos pelo sistema de defesa antioxidante, a carne também esta sob a

protecdo de antioxidantes tanto os de origem enddgena como os oriundos da dieta. Estes vém
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merecendo atencdo devido aos efeitos positivos sobre a conservagdo das racOes, sobre a
fisiologia animal e sobre a conservacéo e qualidade da carne e de seus derivados.

Antioxidantes podem atuar neutralizando radicais livres formados nas etapas
iniciais por meio da doacéo de hidrogénio, capturando oxigénio livre ou compostos reativos ou
ainda aumentando a atividade de outros antioxidantes. Antioxidantes sintéticos estdo presentes
em diversos alimentos, sendo comumente utilizados em produtos destinados ao consumo
animal como premixes, nucleos e racdes prontas. Ha relatos de que esses antioxidantes quando
consumidos em quantidades elevadas podem ser cancerigenos e hepatotdxicos, constituindo um
risco para humanos, nesse sentido, estudos tém revelado uma série de antioxidantes naturais em
substituicdo aos antioxidantes sintéticos, tais como as vitaminas e compostos fendlicos.

Compostos fenolicos de origem vegetal tém merecido atencdo, principalmente
aqueles extraidos de subprodutos da industria, devido ao baixo custo e por questfes ambientais.
Nesse contexto encaixa-se a manga (Mangifera indica) com uma produgdo representativa no
Brasil e seu processamento gerando grande quantidade de residuos que sdo fontes potenciais de
antioxidantes naturais. Esse potencial antioxidante de extratos dos residuos da manga — casca e
caroco - gerou grande expectativa devido a possibilidade de substituicdo dos antioxidantes
sintéticos da alimentacdo, de melhorias no desempenho animal e também na qualidade da carne
e em seus derivados. Inclusive ja foram relatados efeitos de extratos da casca e do carogo de
manga adicionados a racdo de frango de corte sobre a manutencao da estabilidade oxidativa da
carne e de embutidos elaborados com a carne desses animais, sendo os efeitos mais
pronunciados quando se utilizou o extrato do caro¢o como fonte de antioxidantes.

Diante do exposto, o propoésito deste estudo foi avaliar a inclusdo do extrato
etandlico de caro¢o de manga (EECM) como antioxidante para suinos nas fases de crescimento
e terminacdo e seus possiveis efeitos sobre 0 desempenho, os pardmetros sanguineos e séricos,

as caracteristicas de carcaga, a carne e mortadelas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Producé&o de suinos

A producdo de suinos no Brasil vem crescendo nas ultimas décadas, devido aos
investimentos em ampliacGes e também de uma evolugdo na produtividade das granjas. O
plantel reprodutivo brasileiro é de 2.100.301 matrizes, tendo produzido 3.643.000 toneladas de
carne suina em 2015, o que manteve o Brasil no ranking mundial como quarto maior produtor
e exportador de carne suina, sendo que 84,8% da carne suina produzida € destinada ao mercado
interno e apenas 15,2 % é exportada (ABPA, 2016).

No mercado brasileiro, 89% da carne suina consumida € processada e apenas 11% é
consumida in natura (ABPA, 2015). A justificativa para esta situacdo sdo de aspectos culturais
e histéricos ainda relacionados a uma imagem negativa da producéo da carne suina (SAAB,
2011). No entanto, estd havendo uma mudanca em curso dessa imagem por parte da cadeia
produtiva, que tem incrementado a disponibilidade de cortes e de produtos processados, com
isso tem-se conseguido um acréscimo no consumo per capita de 2007 para 2015, de 13,0 kg
para 15,1 kg (SAAB, 2011; ABPA, 2016).

Atualmente a producdo suinicola utiliza animais de elevado potencial para deposi¢édo
muscular, que é resultado de pesquisas e do melhoramento genético na espécie. Da década de
1980 para 2011, o rendimento de carne magra subiu de 47 % para 58% (ABCS, 2014). Portanto,
essa rapida velocidade de crescimento e deposicdo de tecido magro dos suinos de linhagens
comerciais aumenta a demanda sobre o sistema metabdlico desses animais, tornando-os mais

exigentes quanto ao manejo e a nutricao.

Nutrigdo e exigéncias nutricionais de suinos nas fases de crescimento e terminagéo

Dentre os custos de producgéo na suinocultura, as despesas com alimentacao respondem
pela maior participagdo, sendo responsaveis por 70 a 80% dos custos totais (ABCS, 2014). No
Brasil, os ingredientes mais utilizados nas ra¢es de suinos sdo o farelo de soja e o milho,
constituindo em torno de 80 a 90% das racOes e séo as principais fontes proteica e energética
das dietas, respectivamente. Tais ingredientes sdo importantes produtos do agronegdcio
brasileiro, de maneira que suas ofertas e pregos no mercado s&o influenciados pelas politicas
econdmicas e cambiais do pais, pelos precos internacionais do milho, da soja e de outras
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culturas que possam ser cultivadas no mesmo periodo agricola e pelos aspectos climéticos.
Assim, tais pontos estdo fora do controle do produtor de suinos e podem influenciar de maneira
significativa os custos de alimentacéo e de producdo (ABCS, 2016).

Segundo Mascarenhas et al. (2002), os suinos se alimentam a fim de atender
prioritariamente sua necessidade energética e, assim sendo, a qualidade e quantidade da energia
consumida irdo influenciar a deposi¢do de gordura e proteina na carcaga dos animais, variando
em funcéo da idade e o peso animal, ou seja, mudam conforme a fase de producdo dos suinos.

As exigéncias nutricionais dos suinos sdo dependentes de varios fatores, como raca,
linhagem, sexo, heterose, estadgio de desenvolvimento do animal, consumo de racédo, nivel
energético da racdo, disponibilidade de nutrientes, temperatura ambiente, umidade do ar, estado
sanitario do animal, além de outros. A temperatura exerce forte influéncia sobre o desempenho
de suinos em crescimento e terminacdo, como € observado em estudos de exigéncias
nutricionais (ROSTAGNO et al., 2011).

As exigéncias de suinos machos castrados de alto potencial genético com desempenho
superior aumentam muito nas fases de crescimento e terminacdo. Por exemplo, a exigéncia de
lisina digestivel passa de 18,47 para 25,06 g/dia e a de fosforo digestivel de 5,97 para 7,28g/dia
nas fases de crescimento e terminacdo respectivamente. Entretanto, os niveis nas racoes
decrescem com a idade, sendo compensados pelo aumento do consumo do animal. Nesse
contexto, as exigéncias diarias de energia metabolizvel também aumentam com a idade dos
suinos, variando de 6.330 kcal no inicio da fase crescimento até 10.820 kcal em animais na fase
de terminacdo (ROSTAGNO et al., 2011).

Sabe-se que o nivel energético da ragéo influencia o consumo de rag&o e principalmente
a conversdo alimentar quando suinos em crescimento recebem alimento a vontade
(ROSTAGNO et al., 2011). Em geral, o consumo de ra¢do diminui em funcdo do aumento da
densidade energética da dieta. Portanto, a utilizagdo de dietas com alta densidade energética na
fase de terminacdo torna o consumo voluntario dos animais reduzido e também tem sido
associado a melhora na eficiéncia alimentar (GONCALVES et al., 2015). Ja dietas com baixa
densidade energética sdo compensadas com o0 aumento da ingestdo diaria de alimento pelos
suinos, até que a demanda energeética seja atingida (GONCALVES et al., 2015). Portanto,
lipidios tém sido utilizados na dieta de suinos para um melhor ajuste energético da racéo, ndo
se limitando apenas ao fornecimento de energia, dentre suas funcGes estdo a melhora na
palatabilidade, no desempenho animal, na converséo alimentar, além de reduzir o pé das ragdes

e ajudar na manutencdo dos equipamentos facilitando a peletizacdo (VERUSSA, 2015).
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Lipidios na alimentacdo de suinos

Os lipidios desempenham func@es estruturais e funcionais no organismo, constituindo
uma importante fonte energética, sendo esta funcdo atribuida principalmente aos triacilglicerdis
(BERTECHINI, 2012), que representam a forma mais concentrada de energia disponivel para
os tecidos bioldgicos (GIBBONS; ISLMA; PEASE, 2000). Os triacilglicerdis sdo os principais
componentes dos 6leos vegetais, sendo estes compostos também por quantidades apreciaveis
de &cidos graxos livres decorrentes dos processos de extracdo dos 6leos vegetais. Os
triacilglicerdis sdo lipidios constituidos por trés acidos graxos esterificados a uma molécula de
glicerol (NELSON; COX. 2002). Os &cidos graxos sdo cadeias de hidrocarbonetos contendo
um grupo de metila, um grupo de carboxila e um nimero par de carbonos, variando entre 4 e
26 atomos e sdo classificados como saturados, monoinsaturados e poliinsaturados de acordo
com a auséncia e presenca de uma ou mais duplas ligacées (ROCHE, 1999; BELINATO, 2010).

Dentre as fontes lipidicas, o 6leo de soja € o mais utilizado na alimentacdo de suinos em
funcdo de sua disponibilidade e composicdo de &cidos graxos insaturados de cadeia longa,
contendo cerca de 8 a 9% de &cido linolénico (BUENO, 2011), sendo estes favoraveis a acdo
das lipases pancreaticas, entretanto, a digestibilidade e a absorcdo sdo influenciadas por fatores
como a idade do animal, a composicao da dieta, o tipo de lipidio usado e a oxidacdo lipidica
(POUZET, 1996). Nutricionalmente, os triacilglicerdis presentes em éleos e gorduras sao mais
eficientes que os glicidios quanto ao suprimento energético, enquanto a oxidacao de um glicidio
rende 4 kcal/g, a oxidacao total de um triacilglicerol rende aproximadamente 9 kcal/g, ou seja,
cerca de 2,25 vezes mais calorias, além disso, resultam em menor incremento calérico em
comparacao com carboidratos, sendo estratégia nutricional indicada para locais de clima com
elevada temperatura para minimizar o efeito ambiental sobre o consumo. (BERTECHINI,
2012).

A industria suinicola tem incluido fontes lipidicas nas ragdes de suinos entre 3 e 5 %
com a finalidade de proporcionar uma dieta de maior densidade energética aos suinos de
elevado potencial genético, além de algumas vantagens praticas, como no processamento da
racdo e na aceitacdo da mesma pelos animais, melhorando a aceitabilidade da racdo,
aumentando o consumo até determinado nivel de inclusdo e melhorando a conversdo alimentar
(PUPA, 2004).

Um dos principais beneficios da utilizacdo de 6leo como fonte energética nas dietas € a

melhora da conversdo alimentar, que pode ser devido aos seus efeitos positivos sobre a
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digestibilidade dos nutrientes e também na melhora da relagcdo energia: proteina das dietas
(MOURA, 2007). Existem evidéncias de que a suplementacdo de 6leo nas dietas pode reduzir
a velocidade do transito da digestdo, devido aos efeitos inibitorios que os lipidios exercem sobre
0 esvaziamento gastrico, o que possibilitaria maior tempo para a digestdo e absorcdo dos
nutrientes, melhorando assim a conversao alimentar (ADEOLA; ORBAN, 1995; DONZELE et
al., 1998).Contudo, a adi¢do de lipidios as ra¢des para suinos apresenta um inconveniente que
¢ a maior suscetibilidade a rancidez oxidativa das racdes, que € agravada pelo tipo de dleo

adicionado.

Oxidacdo lipidica e seus efeitos sobre a ragédo

A rancidez é a principal forma de deterioracao dos 6leos vegetais e pode comprometer
caracteristicas sensoriais como aroma, sabor, cor e textura, além de produzir substancias
toxicas, sendo causada por meio de duas vias: a hidrolitica e a oxidativa (SILVA; BORGES;
FERREIRA, 1999; RAMALHO; JORGE, 2006). A rancidez hidrolitica é muito comum durante
0 armazenamento de alimentos e resulta na formacéo dos acidos graxos livres, pela reacdo do
lipidio com a agua, sendo acelerada na presenca de um catalisador ou pela acdo de enzimas
como as lipases (CONEGLIAN et al., 2011).

Por outro lado, a rancidez oxidativa € iniciada pelo ataque de espécies reativas ao
oxigénio (ERO) as duplas ligacGes dos acidos graxos insaturados que compdem um lipidio
(GORDON, 2001; CONEGLIAN et al., 2011), seguida pelas fases propagacdo e término
(MELO; GUERRA, 2002). Como o oxigénio molecular presente no 6leo é quimicamente pouco
reativo, portanto, é pouco provavel que ele inicie um processo de rancidez oxidativa, exceto em
condigdes extremas, como sob alta temperatura e/ou pressao, através de catalisadores, como 0
aquecimento, a luz UV e substancias presentes no 6leo como um composto de nitrogénio, por
exemplo. A estrutura eletrdnica do oxigénio permite que ele possa receber ou perder elétrons,
fazendo com que ocorra um despareamento eletrénico que o converte em um radical livre de
alta reatividade quimica. Por este processo, o oxigénio pode sofrer diferentes tipos de reducdes
que o transformam em diferentes radicais livres como o radical superoxido e o radical hidroxil,
chamados espécies reativas ao oxigénio (VALENZUELA; NIETO, 2001; WANASUNDARA,;
SHAHIDI, 2005; BELINATO, 2010). Das espécies formadas, o radical hidroxil € a mais reativa
do metabolismo do oxigénio, pois tem alto poder oxidante e € responsavel por iniciar a oxidagédo

dos é&cidos graxos polinsaturados, além de inativar varias proteinas (HALLIWELL:
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GUTTERIDGE, 1986). Essas EROs ao atacarem a estrutura dos &cidos graxos insaturados do
6leo geram radical livre (R°) que, por sua vez, ap6s insercdo do oxigénio forma radical peroxil,
representado por RO2° conforme apresentado na Figura 1 (VALENZUELA; NIETO, 2001;
WANASUNDARA,; SHAHIDI, 2005; BELINATO, 2010).

Os radicais livres gerados na fase inicial reagem com uma nova molécula de dleo,
podendo formar outros radicais livres, como o hidroperoxido (RO2H) que juntamente com o
oxigénio formam mais radical peroxil e assim, a presenca de um unico radical pode iniciar uma
sequéncia de reacGes em cadeia de transferéncia de elétrons. Nesta fase de propagacdo, o
processo oxidativo é rapido e acompanhado de alto consumo de oxigénio, caracterizando-se por
dréasticas mudancas estruturais dos lipidios (FRIDOVICH, 1998; BELINATO, 2010).

Por fim, na fase de terminacdo, o hidroperoxido se decompde em dois novos radicais,
alcoxil e hidroxil, e ambos vao reagir com novas moléculas de éleo na presenca de oxigénio,
resultando em um composto hidroxilado (ROH), &gua e mais radical peroxil, dando
continuidade a reacdo de oxidagdo, conforme descrito abaixo (BELINATO, 2010).

Iniciacdo RH > R®
R° + O3 > RO?°
Propagacéo RO2° + RH > RO2H + R°
R°+ O > RO,°
Terminacao RO2H > RO° + °OH
RO° + RH + O > ROH + RO>°
°OH + RH + O2 > H.0 + RO°

Figura 1. Etapas de iniciacdo, propagacéo e terminagéo de processos oxidativos (BELINATO,
2010)

Na evolucdo oxidativa, primeiramente, ocorre o desaparecimento dos substratos de
oxidacdo, que sdo o oxigénio e o lipidio insaturado; em seguida ocorre o aparecimento dos
produtos primarios da oxidacdo (peroxidos e hidroperoxidos), que devido a sua fraca
estabilidade se decomp&em em produtos secundarios como epdxios, compostos volateis e ndo
volateis (por exemplo, malondialdeido), que atingem niveis elevados ao final do processo
(BERSET; CUVELIER, 1996). E esses compostos resultantes do processo de oxidagao lipidica
podem trazer prejuizos para o desempenho animal tanto por reduzir o valor energético das

racOes quanto por afetar o consumo e a digestiblidade de nutrientes.
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Efeitos da utilizac&o de lipidios oxidados na alimentagdo animal

O fornecimento de uma alimentacéo oxidada aos animais criados intensivamente resulta
na reducao do desempenho, devido a reducdo do contetdo energético da racdo, do consumo de
racao e do aproveitamento de nutrientes (SCOTT; NESHEIN; YOUNG, 1982). Engberg et al.
(1996) verificaram redugdo no conteldo energético e na quantidade de A&cidos graxos
polinsaturados do alimento oxidado. Da mesma forma, Racanicci et al. (2004) observaram uma
reducdo de aproximadamente 17% nos valores de energia metabolizavel do 6éleo de visceras de
aves oxidado em relacdo ao 6leo fresco, comprovando a reducdo do conteldo energético
decorrente do processo oxidativo. Lin et al. (1989) registraram uma reducgéo significativa no
peso ao abate e no peso das carcacas de frangos quando estes consumiram racdes contendo 6leo
oxidado. Ja Racanicci et al. (2008) ndo observaram efeitos do fornecimento de alimentos
oxidados sobre o desempenho de frangos de corte, porém registraram uma reducdo do
rendimento do peito, que foi justificada pelo déficit energético da racdo (cerca de 60 kcal/ kg)
comprometendo a deposicéo de proteina muscular.

Em relacdo ao consumo de alimentos oxidados, suinos sdo muito sensiveis a alteracdes
nas caracteristicas sensoriais dos alimentos, portanto, normalmente reduzem o consumo de
racdo na presenca de lipidios oxidados, em funcdo do odor e sabor de ran¢o (BELITZ;
GROSCH; SCHIEBERLE, 2009; SILVA et al., 2010).

Quanto ao aproveitamento de nutrientes, muitos compostos gerados na oxidacdo do
alimento apresentam efeitos toxicos apos ingestdo, provocam danos as células epiteliais do
intestino, inibem ou retardam a acdo da lipase pancreatica na hidrolise de triacilglicerdis ndo
oxidados, tornando a digestibilidade bastante diminuida com o aumento dos compostos
poliméricos, prejudicando a absorcao e o aproveitamento do 6leo na dieta (ENGBERG et al.,
1996; FREIRE; MANCINI-FILHO; FERREIRA, 2013).

Hidroperdxidos lipidicos presentes no alimento oxidado ao serem ingeridos reagem
agressivamente com células intestinais, podendo causar mudancas na permeabilidade da
membrana, na viscosidade e na sua atividade secretdria, culminando com o rompimento da
membrana celular (ROBEY; SHERMER, 1994) o que reduz o tempo de vida dessas células
(DIBNER et al., 1996). Dessa forma, a lesdo no epitélio intestinal causada pela ingestéo e
alimentos oxidados, prejudica a absorcéo, interferindo nos niveis de digestibilidade da proteina
e da energia metabolizavel da dieta, a0 mesmo tempo em que aumenta a taxa de renovacao
celular e consequentemente a exigéncia de mantenca destes animais (ROBEY; SHERMER,
1994; DIBNER et al., 1996; ROCHA, 2010). A principal consequéncia disso € a reducdo do
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desempenho desses animais, podendo também afetar a resposta imune e aumentar taxa de
mortalidade (ROBEY; SHERMER, 1994; ENGBERG et al., 1996).

Segundo Song e Miyazawa (2001), o plasma é um dos primeiros alvos para o estresse
oxidativo induzido pela alimentagdo. Uma dieta rica em acidos graxos polinsaturados por
aumentar a insaturacao dos acidos graxos essenciais das membranas das células dos tecidos, ja
as torna mais susceptiveis aos danos oxidativos (MONTEIRO, 2007). O impacto do consumo
de lipidios oxidados sobre a fisiologia dos animais depende do grau do dano oxidativo dos
componentes da dieta. Uma oxidacdo severa pode interferir no estado oxidativo do animal,
causando deficiéncia cléssica de vitamina E, uma das principais moléculas antioxidantes de
origem alimentar que sé&o consumidas por conta desse processo (CABEL et al., 1988;
VARADY, et al., 2012), além de afetar negativamente os niveis séricos de selénio e triptofano
(HANSON et al., 2016), ambos relacionados a sintese de moléculas com atividade antioxidante
no organismo (PAREDES et al., 2009; RODRIGUES, 2016).

Os genes que regulam enzimas antioxidantes do organismo séo ativados em resposta a
presenca de lipidios peroxidados da dieta de suinos. Porém, isto ndo pode ser interpretado como
um efeito benéfico, mas como uma resposta adaptativa do figado para lidar com o estresse
oxidativo induzido pela administracdo de lipidios oxidados, prevenindo assim o organismo dos
possiveis danos mediados por espécies reativas ao oxigénio (VARADY et al., 2012

A maioria dos produtos finais da oxidagdo, como aldeidos e cetonas, devido a sua
natureza hidrofilica e seu baixo peso molecular sdo facilmente absorvidos e levados pela
corrente sanguinea até os 6rgaos, onde promovem a oxidacdo lipidica in vivo (DIBNER et al.,
1996). Um dos primeiros 6rgdos atingidos pela oxidacdo é o figado, que atua no organismo
como um filtro biolégico (ROBEY; SHERMER, 1994). Além disso, o consumo de gorduras
oxidadas esta relacionado ao aumento da suscetibilidade a doencas, como observado em perus
expostos a infecgédo viral, os quais apresentaram aumento na massa do bago (ZDUNCZYK;
JANKOWSKI; KONCICKI, 2002). Somado a isto, a perda de fluidez das membranas causada
pelos produtos da oxidacdo, tem sido relacionada com a menor capacidade dos linfocitos em
responder aos desafios sanitarios (ADAMS, 1999). Células do sistema imunolédgico ndo s6
produzem espécies reativas ao oxigénio para atividade microbicida, mas sdo especialmente
sensiveis a radicais livres externos, devido aos elevados niveis de acidos graxos poliinsaturados
presentes na sua membrana plasmatica (BENDICH; MACHLIN, 1988). Nesse sentido, o
aumento do estresse oxidativo induzido pelo consumo de um alimento oxidado e/ou deficiéncia
dietética em nutrientes antioxidantes podem afetar respostas imunitérias levando a reducéo da

resisténcia do organismo a microrganismos infeciosos (PUERTOLLANO et al., 2011).
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Assim como ocorrem modificagdes no perfil lipidico do plasma devido & alimentacéo,
os tecidos e consequentemente a carne de suinos também tém sua composicao dos acidos graxos
essenciais alterados em funcdo da dieta. Dietas ricas em acidos graxos poliinsaturados
aumentam significativamente os niveis dos acidos linoleico e linolénico no mdasculo
Longissimus dorsi e na gordura subcutanea (MILINSK et al., 2007; MITCHAOTHAI et al.,
2008). Esse aumento da porcentagem de 4&cidos graxos insaturados resulta em maior
susceptibilidade a oxidacdo lipidica da carne e de seus produtos processados (MITCHAOTHAI
et al., 2007). Da mesma forma, lipidios oxidados adicionados a racdo também implicam
variacdo na composicdo de &cidos graxos da carne, Racanicci et al. (2008) observaram
pequenos incrementos nas quantidades de alguns acidos graxos saturados da carne de frangos,
enguanto a concentracao de acido linoleico diminuiu, resultado do ataque das EROs as duplas
ligacGes de acidos graxos poliinsaturados presentes na dieta.

Além disso, o consumo de alimentos oxidados, por apresentaram baixos niveis de o-
tocoferol, pode comprometer a estabilidade oxidativa dos tecidos musculares (ASGHAR et al.,
1989; LIN et al., 1989) devido a redugado da concentracao de a-tocoferol nos tecidos, que é a
principal linha de defesa antioxidante a nivel de membrana celular (GRAU et al., 2001,
VARADY, et al., 2012). Como consequéncia disso, hd aumento da peroxidacdo lipidica
iniciando-se na fracdo fosfolipidica das membranas celulares, com comprometimento da
segurancga microbiolégica, perda da qualidade, alteragcdes no sabor, aroma, textura e no valor
nutricional das carnes (BUCKLEY et al., 1995). Boler et al. (2012) observaram maiores niveis
de malondialdeido na carne de costela de suinos que consumiram dieta contendo 6leo oxidado,
relacionando esse resultado a menores niveis de vitamina E encontrados no plasma e no figado
e a reducdo da atividade da glutationa peroxidase plasmatica detectada nesses animais,
sugerindo uma relacéo entre o status oxidativo do animal e a qualidade da carne. Dessa forma,
a utilizacdo de antioxidantes dietéticos pode atenuar os efeitos negativos de uma alimentacéo
contendo gordura oxidada, melhorando o status oxidativo de suinos e contribuindo para a
producéo de uma carne com maior tempo de prateleira (BOLER et al., 2012)

Em resumo, processos oxidativos de origem alimentar, além de afetarem o valor
nutricional das ragdes, envolvem os prejuizos causados ao desempenho, os danos a nivel
celular, a instalagcdo da condicao de estresse oxidativo e 0 comprometimento da estabilidade
lipidica da carne desses animais. De forma complementar a oxidacéo lipidica que ocorre em
6leos e racOes, serd abordada a condicdo de estresse oxidativo e 0 processo de oxidacdo da carne
de animais, seguidos dos sistemas de defesa antioxidante, com énfase aos antioxidantes de

origem alimentar, em especial aos compostos fendlicos, alvos deste estudo.
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Estresse oxidativo

A oxidagdo € um processo normal e muito importante no metabolismo dos animais,
sendo capaz de gerar calor, produzir energia para 0s processos metabolicos e transformar
nutrientes (ADAMS, 1999). Das fontes enddgenas de producdo de radicais livres, destacam-se
as mitocondrias, seguidas das células do sistema imunologico (HEKIMI; LAPOINTE; WEN;
2011; LAMBETH; NEISH, 2014). Outros fatores, como medicagdes, doencas, dietas
excessivamente cal6ricas, altas temperaturas, manejo, ingestdo inadequada de antioxidantes,
alteracdes enzimaticas e outros, também podem induzir a formacdo de radicais livres no
organismo (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

As principais fungdes das mitocondrias sdo a obtencéo de energia na forma de adenosina
trifosfato (ATP), a manutencdo da homeostase e o controle da apoptose celular (DESAGHER;
MARTINOU, 2000). Para a producdo de energia elas utilizam dois processos metabdlicos
coordenados: o ciclo de Krebs e a fosforilacdo oxidativa (TURRENS, 2003). As EROs sdo
continuamente geradas nelas, assim como a cadeia de transporte de elétrons, que é a principal
via de metabolismo do oxigénio no organismo e envolve a sua completa reducéo a agua e a
incorporacdo de quatro elétrons ao final da cadeia. Porém de 1 a 3% desse oxigénio sofre
reducdo por um namero menor de elétrons ao longo da cadeia respiratéria, gerando elementos
intermediéarios reativos, o radical superoxido, o peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila,
que sdo correspondentes aos passos de uma reducdo por um, dois ou trés elétrons
respectivamente (JORDAO JUNIOR et al., 1998).

Ainda que a principal fonte de radicais livres seja as mitocondrias (LENAZ, 1998), eles
também podem originar-se das reacfes metabdlicas do sistema imunitario, como na fagocitose
de microrganismos infecciosos pelos polimorfonucleares e os macrofagos, que para destruir o
agente agressor experimentam um aumento no consumo de oxigénio catalisado pela enzima
NADPH, resultando no aumento da producdo de ERO (MOREL; DOUSSIERE; VIGNAIS,
1991). Entdo, ainda que a atividade dos fagocitos seja indispensavel, muitas vezes eles
produzem um aumento excessivo de radicais livres nos tecidos infectados com consequente
dano celular (DURAND, MACH, 2013).

No entanto, em condic¢Ges celulares normais, ha um equilibrio entre a produgdo de
radicais livres e a neutralizagdo destes pelos sistemas antioxidantes. Quando tal equilibrio tende
para uma producdo excessiva de radicais livres ou hd uma deficiéncia dos sistemas

antioxidantes, surge a condicdo de estresse oxidativo, a qual é prejudicial aos componentes
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celulares atingindo o individuo como um todo (CAROCHO; FERREIRA, 2013). Assim como
foi descrito para os 6leos e gorduras, a oxidacdo lipidica também ocorre no organismo sob
estresse oxidativo e € representada por trés fases: inicio, propagacdo e término (MELO;
GUERRA, 2002). Entretanto, os compostos ndo radicais atacados pelos radicais livres gerados
sdo principalmente os lipidios das membranas celulares e as lipoproteinas do plasma. Os
agentes pro-oxidantes mais importantes sdo as EROs, embora também existam espécies reativas
de nitrogénio (ERN) e ao enxofre (ERS), podendo ser considerados toxicos ao funcionamento
adequado da célula (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984).

Devido as grandes quantidades de acidos graxos poli-insaturados presentes na
membrana das células e organelas celulares, esses componentes celulares sdo 0s mais atingidos
pelas EROs, que lhes causam uma gama de lesbes como: peroxidacdo lipidica, oxidacdo de
receptores hormonais e de enzimas (LEONARDUZZI; SOTTERO; POLI, 2010). Como
consequéncia disso, ha alteracdes na estrutura, na permeabilidade das membranas celulares e
perda da funcdo metabolica (LEITE; SARNI, 2003), havendo liberagdo do conteldo de
organelas - como as enzimas hidroliticas dos lisossomas - e formacéo de produtos citotdxicos -
como o malondialdeido- culminando com a morte celular (HERSHKO, 1989), havendo fortes
evidéncias de que o estresse oxidativo tem um papel importante na patogénese de muitas
doengas (BAGCHI; PURI, 1998; KATARIA; KATARIA, 2012).

Oxidacéo e qualidade da carne

A oxidacdo lipidica é o principal processo pelo qual ocorre a perda da qualidade da carne
e seus produtos, depois da deterioracdo microbiana. Contudo, enquanto as reacOes
deteriorativas, microbioldgicas e/ou enzimaticas podem ser inibidas com o emprego de baixas
temperaturas, a oxidacao lipidica ocorre normalmente a temperatura de congelamento, embora
numa velocidade reduzida (PIEDADE, 2007).

No pds-morte, enquanto mecanismos antioxidantes do musculo entram parcialmente em
colapso devido a cessacdo do fluxo sanguineo, as mudangas bioquimicas que ocorrem durante
a conversao do musculo em carne favorecem a oxidacdo (MORRISSEY et al., 1998; HARRIS
et al., 2001). Além do declinio do pH conferido pela glicolise, outras mudancas bioquimicas
como altera¢cdes na compartimentalizacdo celular, liberacdo de ions ferro, enzimas oxidantes e
a propagacao das reacdes oxidativas (SOUZA, 2011).

Processos oxidativos tém sido relacionados a ocorréncia de carnes palidas, moles e
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exsudativas (PSE), sendo cerca de 42% maior que na carne normal (MAGANHINI, 2007).
Carne do tipo PSE é resultante de uma glicolise acelerada pds-morte que leva a valores de pH
relativamente baixos (< 5.8), enquanto a temperatura da carcaga ainda permanece elevada
(acima de 35°C). A répida queda do pH favorece a desnaturacéo das proteinas miofibrilares e
sarcoplasmaéticas, aumentando a suscetibilidade a reacGes oxidativas, como também a perda
excessiva de exsudato, comprometendo as propriedades funcionais, tecnoldgicas e sensoriais
da carne (MAGANHINI et al., 2007; BARBUT et al., 2008). A instalacdo de carnes do tipo
PSE tem sido relacionada a maior atividade da enzima fosfolipase A2 (CHEAH; CHEAH,;
WARING, 1986; CHEAH; CHEAH; KRAUSGRILL, 1995) induzida pelo processo
inflamatorio em resposta ao estresse pré-abate (EVANS et al., 2001), como também a uma
menor atividade da enzima glutationa peroxidase que compde o sistema de defesa antioxidante
do organismo (SANTOS et al., 2012).

As alteracBes na compartimentalizacdo celular que ocorrem no pés-morte séo
responsaveis pela liberagdo de ions calcio (Ca?*) que promovem o aumento da atividade de
enzimas céalcio-dependente como a fosfolipase A2 (CHEAH; CHEAH; WARING, 1986;
CHEAH; CHEAH; KRAUSGRILL, 1995) e as calpainas (SANTOS et al., 2008). A primeira €
uma enzima lipolitica envolvida em processos inflamatorios, que catalisa a hidrolise de
glicerofosfolipidios de membrana liberando 4cido araquiddnico e lisofosfolipidios
(MURAKAMI; KUDO, 2002). Esta reacdo enzimatica promove a formacédo de radicais livres
a partir do &cido araquidénico comprometendo as membranas celulares do masculo e induzindo
o reticulo sarcoplasmatico a liberar mais Ca* (CHEAH; CHEAH, 1981; SOARES et al., 2005).

J& as calpainas sdo as principais enzimas responsaveis pela resolucdo do rigor mortis,
por apresentarem um residuo de cisteina oxidavel, requerem a presenca de agentes redutores
para serem ativadas (KOOHMARAIE, 1990). Dessa forma, condig¢des oxidantes influenciam
negativamente a atividade das calpainas reduzindo a taxa de prote6lise e resultando em carne
mais duras (HARRIS et al., 2001).

Durante a transformacdo do musculo em carne, a liberacdo do ion ferro favorece a
oxidacdo da mioglobina, a mais abundante proteina ferro-dependente da carne, resultando em
alteracéo na cor, de um vermelho brilhante — oximioglobina - para um marrom acinzentado -
metamioglobina (SKIBSTED; MIKKELSEN; BERTELSEN, 1998; MAGANHINI et al.,
2007). No pos-morte com a acumulagdo de metamioglobina, hd formacao de intermediarios
reativos como o peroxido de oxigénio (H202), que contribuem para a formagéo de compostos
carbonilicos (PARK et al., 2006) que estdo relacionados a diminuicdo da maciez da carne
(ESTEVEZ, 2011).



30

Como visto anteriormente, a producéo de lipidios oxidados inclui a formacao inicial de
radicais livres, seguida de geracdo de produtos primarios e secundarios, como os radicais
lipidicos e hidroperoxidos que podem reagir com peptideos e aminoacidos livres, promovendo
a formacgdo de compostos carbonilicos (CHELH; GATELLIER; SANTE-LHOUTELLIER,
2007), que sdo os principais marcadores da existéncia de constituintes proteicos oxidados na
carne. Porém, reagdes especificas como em grupamentos sulfidrila e na tirosina também séo
importantes alteragdes oxidativas, pois os grupamentos sulfidrila séo parte integrante do sitio
ativo de enzimas reguladoras, relacionadas a manutencdo da homeostase celular, como a
glutationa peroxidase, glutationa redutase, inclusive as calpainas. Com o comprometimento da
acdo dessas enzimas, ha um aumento da oxidacdo acompanhada de perdas na qualidade e valor
nutritivo da carne (LUND et al., 2007).

Devido ao seu contedo de acidos graxos insaturados, a carne suina é particularmente
suscetivel a deterioragdo oxidativa, a qual pode ser acelerada por processamentos tecnol6gicos
anteriores & estocagem como o corte e o cozimento (GANHAO; MORCUENDE; ESTEVEZ,
2010), que rompem as membranas celulares do musculo facilitando a interacdo dos acidos
graxos insaturados com substancias pré-oxidantes (PADILHA, 2007). O grau de insaturacdo
dos acidos graxos que comp8em os lipidios € crucial na etapa de propagacao e quanto mais
insaturacBes apresentar o lipidio, mais susceptivel e rapida serd a rancidez oxidativa
(PADILHA, 2007).

Sistemas de defesa antioxidante

Os Os sistemas de defesa antioxidante tém a funcéo de inibir e/ou reduzir os danos
causados pela acéo deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas ndo-radicais. De acordo
com Koury e Donangelo (2003), tais acbes podem ser alcancadas por meio de diferentes
mecanismos de ac¢do: impedindo a formagdo dos radicais livres ou compostos ndo-radicais
(sistemas de prevencao), impedindo a acdo desses (sistemas varredores) ou, ainda, favorecendo
ao reparo e a reconstituicao das estruturas bioldgicas danificadas (sistemas de reparo).

Usualmente, o sistema de defesa antioxidante é dividido em enzimatico e ndo-
enzimatico. Este é constituido por grande variedade de substancias antioxidantes, que podem
ter origem endogena ou dietética. Nesse sentido, os antioxidantes podem ser definidos como
qualquer substancia que, presente em menores concentragdes que as do substrato oxidavel, seja
capaz de atrasar ou inibir a oxidacdo deste de maneira eficaz. Tais substancias podem agir

diretamente, neutralizando a acé@o dos radicais livres e espécies ndo-radicais, ou indiretamente,
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participando dos sistemas enzimaticos (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

Sistema de defesa enzimatico

O sistema de defesa enzimatico inclui as enzimas glutationa peroxidase (GPx),
glutationa redutase (GR), superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Essas enzimas agem
por meio de mecanismos de prevencgéo, impedindo e/ou controlando a formacdo de radicais
livres e espécies ndo-radicais envolvidos com a iniciacdo das reagcGes em cadeia que culminam
com propagacao e amplificacdo do processo e, consequentemente, com a ocorréncia de danos
oxidativos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A GPx catalisa a reducdo do perdxido de hidrogénio as custas da oxidacao da glutationa
reduzida (SHAN; AW; JONES, 1990), enquanto a glutationa redutase recupera a glutationa
oxidada, sendo uma enzima essencial para manter a integridade do sistema de defesa
antioxidante (GILBERT; MC LEAN, 1990). Uma maior atividade da GR faz com que a
glutationa oxidada seja rapidamente recuperada, apresentando-se em maior percentual em seu
estado reduzido (RANUCCI et al., 2015).

A SOD corresponde a uma familia de enzimas com diferentes grupos prostéticos em sua
composicdo, existindo duas formas nos sistemas eucariontes. A forma SOD-cobre-zinco esta
presente principalmente no citosol, enquanto que SOD-manganés esta localizada
primariamente na mitocéndria. Estas enzimas também tém papel antioxidante, ja que catalisam
a dismutacdo do radical superoxido em perdxido de hidrogénio (H202) e oxigénio, na presenca
do préton H* (ACHARYA, et al., 1991). Enquanto a CAT converte o H202 produzido em agua
e oxigénio molecular (SAHOO et al., 2015).

A expressdo das enzimas glutationa dependentes € induzida em resposta ao estresse
oxidativo (RODRIGUES NETO, 2010). Suinos em estado de estresse oxidativo causado por
doenca viral apresentaram aumento dos niveis séricos da catalase, da SOD, da GR e da xantina
oxidase (KATARIA; KATARIA, 2012), sendo esta Ultima considerada uma das principais
fontes biologicas de espécies reativas ao oxigénio, produzindo peroxido de hidrogénio e radical
superdéxido (DEW; DAY; MORGAN, 2005), conferindo aumento de substrato para as enzimas
catalase e SOD. Suinos submetidos a altas temperaturas também apresentaram aumento da
atividade da catalase e da GR em resposta ao estresse oxidativo incrementado pelo aumento da
frequéncia respiratdria e consumo de oxigénio (KATARIA et al., 2016). Ja leitGes sob estresse

oxidativo causado pelo desmame apresentaram niveis sericos aumentados de malondialdeido e
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de radicais livres como o 6xido nitrico e perdxido de hidrogénio, e ao contrario do que acontece
em casos de enfermidade ou estresse térmico, observou-se diminuicao da concentracdo de SOD,
além disso, o estresse do desmame regulou negativamente a expressdo génica da GPx e da
catalase (ZHU et al., 2012), o que pode ter relacdo com a reducdo do consumo de racao ou até
mesmo anorexia pos-desmame. Nesse sentido, condi¢fes estressantes, como no manejo pré-
abate, podem induzir a alteragdes na atividade enzimatica e consequentemente no estado
antioxidante do animal apresentando reflexos sobre a salde, podendo também afetar a

qualidade da carne desses animais.

Sistema de defesa ndo-enzimatico

O sistema de defesa ndo-enzimatico inclui a glutationa, peptideos de histidina, proteinas
ligadas ao ferro (transferrina e ferritina), acido dihidrolipdico, e os antioxidantes de origem
dietética ou exdgenos, classificados em antioxidantes sintéticos e naturais, que serdo abordados
em outro topico (SUETSUNA, 2000; JE; PARK; KIM, 2005; BARBOSA et al., 2010).
Componentes do sistema de defesa ndo enzimatico podem atuar como reguladores de enzimas
do sistema enzimatico, como precursores de moléculas com potencial antioxidante ou como
receptores de radicais livres.

Amplamente distribuida em células animais, vegetais e em micro-organismos, a
glutationa é um forte indicativo do estado fisiol6gico, pois quanto menor seu contetdo, maior
a probabilidade da ocorréncia de danos celulares (FORMAN; RINNA, ZHANG, 2009). A
glutationa atua como agente neutralizador de radicais livres € a0 mesmo tempo mantém a
funcionalidade de antioxidantes exdgenos como as vitaminas C e E. O estado nutricional,
hormonal e situagOes de estresse sdo condicionantes dos niveis de glutationa reduzida (GSH).
Em condicOes de estresse oxidativo a GSH converte-se em glutationa oxidada (GSSG)
diminuindo a razdo GSH/GSSG. A acdo da GSH como antioxidante relaciona-se com o sistema
de defesa antioxidante enzimatico, sendo crucial a presenca de GPx e GR (PENNINCKJX,
2000). Em tecidos saudaveis, cerca de 90% da glutationa encontra-se na forma reduzida
(RODRIGUES NETO, 2010), essa condicao e a presenca de outras moléculas antioxidantes séo
importantes para a manutencao da saude e estabilidade oxidativa dos tecidos, principalmente
do tecido muscular.

Anserina e carnosina sdo peptidios de histidina com atividade antioxidante derivados do

musculo esquelético animal e podem atuar como doadores de hidrogénio, capturando o radical
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peroxi-lipidico ou como agentes quelantes, inibindo a oxidacao lipidica catalisada pelo ferro
(HUANG; KUO, 2000). Park et al. (2001) ao estudarem a atividade antioxidante de peptideos
de histidina de gema de ovo, atribuiram essa atividade a habilidade quelante e de captura do
radical lipidico pelo anel imidazol. Segundo Suetsuna (2000), dipeptideos contendo histidina
no carbono terminal apresentam alta atividade antioxidante, como alanina-histidina isolada por
Tsuge et al. (1991) que também evidenciaram a atividade antioxidante do tripeptideo alanina-
histidina-lisina.

Ja as proteinas ligadas ao ferro, a ferritina e a transferrina, se encarregam de manter as
baixas concentragdes intracelulares e extracelulares de ferro livre, minimizando as reacdes de
geragdo de radicais livres catalisadas por esse metal (WELCH et al., 2002; HERNANDEZ;
CONTRERAS, 2010). Enquanto a transferrina é a proteina transportadora de ferro utilizado
para 0 consumo celular, a ferritina armazena o ferro nos tecidos e seus niveis séricos se
correlacionam com o ferro total (LADERO et al., 2009; WANG et al., 2010).

Outro antioxidante endégeno é o acido a-lipdico e sua forma reduzida (acido
dihidrolipoico), que nao s6 atuam como potentes neutralizadores de radicais livres e formadores
de quelatos metalicos, mas também agem como sinergistas recuperando outros antioxidantes
como a glutationa e vitaminas (BUSTAMANTE, et al., 1998; MANTOVANI, et al., 2003).

Antioxidantes exdgenos

Os antioxidantes sdo definidos como substancias empregadas para preservar alimentos
por retardar deteriorizacdo, rancidez ou descoloracdo devido a oxidacéao (SIES; STAHL, 1995).
De acordo com Bianchi e Antunes (1999), os antioxidantes atuam em diferentes niveis na
protecdo dos organismos. O primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres é impedir
a sua formacdo, principalmente pela inibicdo das reacfes em cadeia. Além disso, 0s
antioxidantes séo capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo metabolismo celular ou
por fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre os lipidios, 0os aminoacidos das proteinas, as
duplas ligacdes dos acidos graxos poli-insaturados e as bases do DNA, evitando a formacéo de
lesOes e a perda da integridade celular. Assim, os antioxidantes podem agir diretamente na
neutralizacdo dos radicais livres ou participar indiretamente de sistemas enzimaticos com essa
funcdo (SHAMI; MOREIRA, 2004).

Segundo Bailey (1996), os antioxidantes podem ser classificados em primarios,

sinergistas, removedores de oxigénio, agentes quelantes e antioxidantes mistos. Os
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antioxidantes primarios sao compostos fendlicos que promovem a remogdo ou inativacdo dos
radicais livres formados durante a iniciacdo ou propagacao da reacdo, através da doagdo de
atomos de hidrogénio a essas moléculas, interrompendo a reacdo em cadeia (SIMIC;
JAVANOVIC, 1994). Os antioxidantes principais e mais conhecidos deste grupo sdo 0s
polifendis, como butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), terc-butil-
hidroquinona (TBHQ) e propilgalato (PG), de origem sintética e os tocoferdis, que s&o
antioxidantes naturais (NAMIKI, 1990).

Os sinergistas sdo substancias com pouca ou nenhuma atividade antioxidante, que
podem aumentar a atividade dos antioxidantes primarios quando usados em combinacdo
adequada com eles (BAILEY, 1996). Compostos removedores de oxigénio atuam capturando
0 oOxigénio presente no meio através de reacOes quimicas estaveis tornando-o,
consequentemente, indisponivel para atuar como propagador da autoxidacdo. Os melhores
exemplos deste grupo sdo o acido ascorbico, seus isdmeros e derivados. O &cido ascdrbico pode
atuar também como sinergista na regeneracao de antioxidantes primarios, como a vitamina E
(BELITZ; GROSCH, 1988; BAILEY, 1996).

Os agentes quelantes ou sequestrantes complexam ions metalicos, principalmente cobre
e ferro, que catalisam a oxidacdo lipidica. Um par de elétrons ndo compartilhado na sua
estrutura molecular promove a acdo de complexacgdo, sendo 0s mais comuns, o acido citrico e
seus sais, fosfatos e sais de &cido etilenodiamino tetra-acético, 0 EDTA (LABUZA, 1971,
BAILEY, 1996). Os antioxidantes mistos incluem compostos de plantas e animais que tém sido
amplamente estudados como antioxidantes em alimentos, entre eles estdo os flavonodides e
derivados de acido cinamico (BAILEY, 1996). Os antioxidantes exdgenos podem ainda ser

classificados quanto a sua origem, em sintéticos e naturais.

Antioxidantes sintéticos

O BHA, BHT, PG e TBHQ sdo os antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria
de alimentos, devido ao menor custo e sua eficiente acdo. Sdo denominados de antioxidantes
primarios, atuando na etapa da iniciacdo da oxidacgéo lipidica, devido a sua estrutura fendlica
sdo potentes doadores de prétons hidrogénio, neutralizando radicais livres (BUCK, 1981;
GIESE, 1996).

A estrutura fenolica destes compostos permite adoacéo de um préton a um radical livre,

regenerando assim, a molécula do acilglicerol e interrompendo o mecanismo de oxidacao por
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radicais livres. Dessa maneira, os derivados fenolicos transformam-se em radicais livres.
Entretanto, estes radicais podem se estabilizar sem promover ou propagar reacdes de oxidacao
(BUCK, 1981). O BHA é o antioxidante mais efetivo na supressao da oxidacdo em gorduras
animais que em 0leos vegetais. Como a maior parte dos antioxidantes fenolicos, sua eficiéncia
é limitada em Oleos insaturados de vegetais ou sementes, mas é particularmente efetivo no
controle de oxidagdo de &cidos graxos de cadeia curta, como aqueles contidos em 6leo de coco
e palma. Ja o BHT tem propriedades similares ao BHA, diferindo quanto ao fato do BHA ser
um sinergista para propilgalatos e 0o BHT é um sinergista, regenerando radicais BHA. Tanto o
BHA como o BHT podem conferir odor em alimentos quando aplicados em altas temperaturas
como em condicéo de fritura, por longo periodo (BAILEY, 1996).

Os antioxidantes sintéticos sdo utilizados principalmente para prevenir a oxidacdo dos
nutrientes, principalmente os de natureza lipidica, e podem melhorar a estabilidade oxidativa
nos tecidos animais (FREITAS et al., 2012; FREITAS et al., 2015). Entretanto, quando
utilizado em niveis permitidos na alimentacéo animal (150 ppm) ndo interferem diretamente na
estabilidade oxidativa da carne de suinos nem na conservacdo da cor da carne armazenada por
longos periodos, mas podem afetar positivamente os parametros da andlise sensorial de odor e
sabor (HANCZAKOWSKA; SWIATKIEWICZ; GRELA, 2015).

A adicdo de 200 ppm de BHT na racdo de frangos de corte proporcionou maior
estabilidade lipidica da carne do peito in natura e da carne armazenada a -20 °C por 90 dias,
mensurada pelas substancias reativas ao acido tiobarbiturico (FREITAS et al., 2012; FREITAS
et al., 2015). Lin et al. (1989) também observaram melhora na qualidade da carne (resisténcia
a oxidacdo) de frangos alimentados com racGes que continham BHT ou BHA. Parke e Lewis
(1992) relatam em sua revisdo a boa capacidade dos antioxidantes sintéticos em preservar as
caracteristicas sensoriais dos alimentos, bem como garantir protecdo contra as EROs,
substancias de grande risco para a saude.

Embora alguns autores defendam que as dosagens normalmente utilizadas de BHA e
BHT séo seguras (KAHL; KAPPUS, 1993), estudos relacionam os antioxidantes sintéticos com
alteracBes hepéticas e mutagénicas quando utilizados em altas concentracdes (DURAN;
PADILLA, 1993). Por esses motivos, 0 uso destes antioxidantes em 6leos e gorduras € limitado,
no Brasil é controlado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2005). Os
indicios de problemas que podem ser provocados pelo consumo de antioxidantes sintéticos tém
impulsionado as pesquisas sobre produtos naturais com atividade antioxidante, os quais
permitirdo substituir os sintéticos ou fazer associagdes entre eles, com intuito de diminuir sua
quantidade nos alimentos (SOARES, 2002).
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Antioxidantes naturais

A partir do inicio dos anos 80, o interesse em encontrar antioxidantes naturais para o
emprego em produtos alimenticios ou para uso farmacéutico aumentou consideravelmente, com
0 intuito de substituir os antioxidantes sintéticos (MELO; GUERRA, 2002). Entre os
antioxidantes naturais mais utilizados podem ser citados os tocoferdis e os compostos fenolicos
de plantas. O tocoferol, por ser um dos melhores antioxidantes naturais, € amplamente aplicado
como meio para inibir a oxidacao dos 6leos e gorduras comestiveis, prevenindo a oxidacdo dos
acidos graxos insaturados (JORGE; GONCALVES, 1998). Os tocoferdis estdo presentes de
forma natural na maioria dos 6leos vegetais brutos, em alguns tipos de pescado e atualmente
sdo fabricados por sintese. A atividade antioxidante dos tocoferdis é principalmente devida a
capacidade de doar seus hidrogénios fenolicos aos radicais livres lipidicos interrompendo a
propagacdo em cadeia. (RAMALHO; JORGE, 2006).

Vérias substancias tém sido isoladas de diferentes partes de plantas, tais como sementes,
frutas e folhas, e seu potencial antioxidante se deve, principalmente aos compostos fendlicos
presentes em sua composicdo (MARTINS et al., 2011; HUBER et al., 2012). Diversos
compostos fenodlicos ja foram caracterizados quimicamente e apresentam acao antioxidante
comprovada in vitro e alguns apresentam ndo so atividade antioxidante, mas também atividade
anti-inflamatoria, antimicrobiana e anticarcinogénica (MARTINS et al., 2011; HUBER et al.,
2012).

Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a
acucares (glicosidios) e proteinas, eles englobam desde moléculas simples até outras com alto
grau de polimerizacdo (SOARES, 2002). Ha uma grande variedade desses compostos, sendo
dificil estimar o teor quantitativo nos tecidos das plantas de modo geral, pois a cada espécie
vegetal estd associada uma determinada familia de compostos fendlicos, cujos teores aumentam
com a idade e variam de acordo com a parte das plantas. Nesse contexto, as substancias
fenolicas mais encontradas em plantas sdo os acidos fendlicos, as cumarinas, os flavondides, os
taninos e as xantonas (SANTOS et al., 2001).

Os é&cidos fenolicos caracterizam-se pela presenca de um anel benzénico, um

grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, que
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conferem propriedades antioxidantes (FERGUSON; HARRIS, 1999). S&o divididos em dois
grupos, o primeiro é composto pelos acidos benzoicos, que possuem sete &tomos de carbono e
sdo os acidos mais simples encontrados na natureza, representados pelos acidos galico e elagico,
sendo este o derivado dimérico do acido galico e ambos séo precursores de taninos hidrolisaveis
e de polifendis (SIMOES et al., 2007). O segundo grupo é formado pelos &cidos cindmicos, que
possuem nove atomos de carbono, sendo 0s mais comumente encontrados no reino vegetal. Ja
as cumarinas sao derivadas do acido cindmico por ciclizacdo da cadeia lateral do &cido o-
cumarico (SOARES, 2002).

Os flavonoides sdo considerados um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios das
plantas sendo encontrados amplamente em frutas, folhas, chés e vinhos. Sdo pigmentos naturais
importantes e nas plantas tém como funcéo principal proteger estes organismos contra agentes
oxidantes (LOPES et al., 2010). Basicamente, todos os flavonoides sdo constituidos por trés
anéis, onde os seus carbonos podem sofrer variagdes quimicas, como hidroxilacdo,
hidrogenacédo, metilagédo e sulfonagédo, proporcionando a formacgdo de mais de quatro mil
compostos flavonoides, que sdo agrupados em classes (GEORGIEV; ANANGA; TSOLOVA,
2014).

Suas principais classes sdo as antocianinas, encontradas predominantemente em frutas
e flores e tm como principais representantes a cianidina, delfinidina e a peomidina; as flavanas,
encontradas em frutas, chés, lupulo, nozes e &gua de coco, representadas pelas catequinas,
epicatequinas, luteoforol eproceanidinas; as flavonas, encontradas nas frutas citricas, sendo a
hesperidina e a naringerina seus principais representantes; os flavonois, presentes nas frutas e
folhas, representados pelas quercetinas, rutinas, micertinas e canferois; e por Gltimo os
isoflavonoides, também chamados de isoflavonas, encontrados em legumes e representados
principalmente pela daidzeina e genisteina (LAZARY, 2010).

Ja os taninos sdo polifendis que apresentam alta afinidade para se ligarem a proteinas e
metais (GODQY, 2007), sendo classificados em taninos hidrolisaveis e taninos condensados.
Os taninos hidrolisaveis, como galotaninos e elagitaninos, apos hidrolise produzem é&cidos
fenolicos, os acidos galicos e elagicos, ja os condensados sdo resistentes a hidrélise, sendo
potentes inibidores de enzimas, responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e outros
vegetais, além de reduzirem a digestibilidade de alguns ingredientes (SILVA; SILVA, 1999;
SIMOES et al., 2007).

E por ultimo as xantonas, que sdo compostos fendlicos amarelados largamente
distribuidos entre angiospermas, fungos e samambaias como C-glicosideos. Sdo compostos de

sintese mista, derivados da via do acido chiquimico-acetato, apresentando a benzofenona como
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um dos intermediarios de sua sintese. A presenca de hidroxilas no ndcleo xantona contribui
para uma maior atividade antioxidante, podendo atuar como quelantes de metais, capturar
radicais livres e impedir a oxidacdo lipidica (SATO et al., 1992). Segundo Vieira e Killoa
(2005), as xantonas sdo divididas em seis grandes grupos: xantonas simples (fusarindina),
xantonas glicosiladas (mangiferina), xantonas preniladas (mangostina), xantonolignoides
(kielcorina), bisxantonas (globulixantona E) e as xantonas misceléneas (xantofulvina).

Tendo em vista a grande variedade de compostos fenolicos presentes nos vegetais,
quando se pretende avaliar a atividade antioxidante de um extrato vegetal, em muitos casos sdo
necessarias maiores quantidades desse extrato para se obter a equivaléncia de atividade
antioxidante com os antioxidantes sintéticos como o0 BHA e BHT. Uma explicacdo para isto é
que devido ao extrato ser bruto, parte dele é constituida por compostos, em quantidades
variaveis que ndo apresentam atividade antioxidante, enquanto os antioxidantes sintéticos sdo
substancias puras (HUBER et al., 2012). Entretanto, muitos autores relatam que os extratos
vegetais possuem propriedade antioxidante que em alguns casos exercem melhor efeito
antioxidante que o observado pelos antioxidantes sintéticos nas mesmas concentracdes
(OOMAH; KENASCHU; MAZZA, 1995; RICHHEIMER et al., 1996; FREITAS et al., 2015),
0 que pode estar relacionado ao efeito sinérgico entre seus componentes. Segundo Zheng e
Wang (2001), e bastante dificil caracterizar cada composto presente nos extratos vegetais e
avaliar ou comparar sua atividade antioxidante, sendo que em seu estudo, a atividade
antioxidante de alguns extratos fora atribuida a substancias ndo identificadas ou a possivel

existéncia de interacdes sinérgicas entre compostos.

Atividade antioxidante dos compostos fenélicos

Quase todos os extratos obtidos de vegetais sdo extremamente complexos em sua
composic¢do, em funcdo da presenca de uma grande variedade de compostos, tornando-se dificil
a analise dos seus componentes bioativos, sendo geralmente a bioatividade atribuida ao
constituinte majoritario nestes complexos, mas, que também pode ser atribuida a acdo sinergica
ou antagdnica de varios componentes presentes em um extrato vegetal (BURT, 2004).

Os antioxidantes fenélicos funcionam como sequestradores de radicais (PRIOR et al.,
2000) e, algumas vezes, como quelantes de metais (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA,
1992; SILVA et al.,1998), agindo tanto na etapa de inicia¢cdo como na propagacdo do processo

oxidativo. Os produtos intermediarios formados pela acdo destes antioxidantes s&o
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relativamente estaveis, devido a ressondncia do anel aromético apresentada por estas
substancias (NAWAR, 1985). Dessa forma, os compostos fenolicos de plantas podem reter ou
retardar o inicio da oxidacéo lipidica, influindo tanto na decomposicéo de hidroperdxidos nos
alimentos, como também, em tecidos animais (PAIVA-MARTINS et al., 2009).

Utilizagdo de compostos fenolicos na conservacgéo de lipidios

Diversos autores realizaram estudos visando verificar o potencial antioxidante dos
compostos fendlicos, com o objetivo de substituir os antioxidantes sintéticos, largamente
utilizados na conservacao de alimentos lipidicos por aumentarem a vida util de muitos produtos
(DURAN, PADILLA, 1993; GADOW; JOUBERT; HANSMANN, 1997; SHIMANO, 2012).

A fim de minimizar a oxidacdo de Oleos comestiveis durante o processamento e
armazenamento, recomenda-se diminuir a temperatura, auséncia de luz e oxigénio, remover
metais e compostos oxidados, e usar concentracBes adequadas antioxidantes, tais como
tocoferdis e compostos fendlicos (CHOE; MIN, 2006).

Em um estudo para avaliacdo do potencial dos acidos cafeico e protocatequinico em
banha, na concentracdo de 200 mg/kg, utilizando temperatura de 90°C, esses &cidos
apresentaram atividade antioxidante maior que o tocoferol e 0 BHT na mesma concentracdo
(GADOW; JOUBERT; HANSMANN, 1997).

Extratos de manjericdo, salvia, entre outros, ttm demonstrado efeito protetor sobre a
oxidacdo de diversos produtos lipidicos como os 6leos vegetais (BABOVIC et al., 2010;
HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2009; RAVELLI, 2011). As misturas de extratos
hidroalcoodlicos de alecrim, orégano e tomilho apresentam um potencial de aplicacdo como
antioxidante de 6leos vegetais e alimentos de base lipidica, sendo as misturas contendo extrato
alecrim mais efetivas em retardar a ocorréncia do processo oxidativo no oOleo de soja
(SHIMANO, 2012).

Ingestdo e mecanismos de acdo de compostos fenolicos

O desempenho dos antioxidantes in vivo depende de alguns fatores, tais como: tipos de
radicais livres formados; onde e como sdo gerados esses radicais livres; analise e métodos para
a identificacdo dos danos causados pelos radicais livres; e doses ideais de antioxidantes para se
obter protecdo contra os radicais livres gerados (BIANCHI; ANTUNES, 1999).
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Compostos fendlicos administrados através da alimentacdo sdo absorvidos pelo trato
intestinal de suinos, distribuidos e metabolizados em diversos 6rgaos e fluidos (BOCK;
WALDMANN; TERNES, 2008; AZORIN-ORTUNO et al., 2011). Azorin-Ortufio et al. (2011)
detectaram resveratrol e seus metabolitos em varios orgaos e fluidos de suinos, incluindo
musculo e plasma, seis horas apds a administracdo intragéstrica de resveratrol (5,9 mg/kg de
peso corporal). Da quercetina administrada a suinos na dosagem de 50 mg/ kg de peso vivo,
apos a digestdo quase toda a quercetina absorvida foi metabolizada a excecdo de uma pequena
fracéo (0,54%) biodisponivel na forma inalterada, enquanto seus metabdlitos somaram 17% do
total administrado (ADER; WESSMANN; WOLFFRAM, 2000). Segundo Serafini, Maiani e
Ferro-Luzzi (1998), o consumo de alimentos ricos em flavonoides causa um aumento transitorio
nos niveis plasmaticos de compostos fendlicos e na capacidade antioxidante, apresentando seu
valor mais alto depois de 50 min, diminuindo ap6s 2 h da ingestdo. A meia vida plasmatica dos
compostos fendlicos varia de acordo com o composto em questao e seus metabdlitos e ao tipo
de metabolizagdo que sofrem. Enquanto alguns metabdlitos sdo eliminados rapidamente por via
renal, j& os metabdlitos conjugados persistem no organismo por um longo periodo devido a
circulacdo entero-hepatica ativa (SHAHRZAD et al., 2001; ESPIN et al., 2007).

No organismo, além de sua capacidade antioxidante os compostos fenolicos
desempenham funcdo preventiva na oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL).
Deste modo, anulam os efeitos negativos destas lipoproteinas sobre as células (MARTINEZ-
FLORES et al., 2002). Apresentam atividade em meio aquoso devido a estrutura polifendlica
hidroxilada. Podem também neutralizar anions superoxidos produzidos por via gquimica ou
enzimética (YILMAZ; TOLEDO, 2004). Alguns compostos fenolicos apresentam também a
capacidade de eliminar os processos de peroxidacdo lipidica do acido linoléico e dos
fosfolipidios das membranas, bem como a peroxidacéo dos glébulos vermelhos (MARTINEZ-
FLORES et al., 2002).

Os compostos fendlicos também exercem seus efeitos antioxidantes através de outros
mecanismos. Primeiramente, podem agir como inibidores de enzimas responsaveis pela
producdo do anion superdxido como a xantina-oxidase (HANASAKI; OGAWA; FUKUI,
1994), a proteina quinase C (URSINI et al., 1994), a ciclo-oxigenase, a lipo-oxigenase, a mono-
oxigenasemicrossomal, a glutationa S-transferase, a succino-oxidase mitocondrial e a NADH
oxidase, todas envolvidas na geracdo de especies reativas de oxigénio (KORKINA;
AFANAS’EV, 1997). Além disso, atuam como quelantes de metais bivalentes, 0s quais

desempenham um papel importante no metabolismo do oxigénio, como captadores de espécies
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reativas ao oxigénio e como participantes da regulacdo da atividade de enzimas antioxidantes
(VAN ACKER et al.,1996).

Efeitos da adicdo de compostos fendlicos a racao sobre o desempenho de animais

Os flavonoides, miricetina, quercetina e canferol, e as flavonas, apigenina e luteolina
s&o0 0s compostos mais amplamente distribuidos nos alimentos e, portanto, os mais investigados
em estudos sobre compostos ativos (OLIVEIRA et al., 2009). Em suinos tém-se estudado a
adicdo de folhas de plantas (PAIVA-MARTINS et al., 2009) e de extratos vegetais (RANUCCI
et al., 2015) como fontes de compostos fenolicos na dieta, além do polifendis: resveratrol
(AZORIN-ORTUNO et al., 2011; ZHANG et al., 2015), verbacose (ROSSI et al., 2014) e
mangiferina (BOCK; WALDMANN;TERNES, 2008).

Em geral, compostos fendlicos de plantas ndo afetam o desempenho zootécnico de
suinos (ROSSI et al., 2010; HE; WANG; WANG, 2010; SILVA et al., 2013;
HANCZAKOWSKA; SWIATKIEWICZ; GRELA, 2015; RANUCCI et al., 2015). No entanto,
quando ha uso de partes de plantas na alimentacdo de suinos como fonte de compostos
fenolicos, folhas, por exemplo, observa-se reducdo no ganho de peso e piora da conversdo
alimentar, devido ao incremento da fibra dietética e ao contetdo de taninos (PAIVA-MARTINS
et al., 2009; NDOU; KHANYILE; CHIMONYO, 2015).

Yan, Meng e Kim (2011) observaram efeitos positivos da adi¢do de extrato de trigo
mourisco, clrcuma, pimenta preta e gengibre na racdo sobre o desempenho de suinos na fase
de crescimento, animais que consumiram racdo adicionada de extrato apresentaram aumento
do consumo de ragéo e do ganho de peso.

Bioflavonoides presentes em frutas (quercetina, rutina e naringenina) podem ser
palataveis e também resultar em aumento do consumo de ragdo e consequente ganho de peso,
porém, sem efeitos sobre a conversao alimentar (BENAVENTE-GARCIA et al., 1997; ADER,;
WESSMANN; WOLFFRAM, 2000; LEHNEN et al., 2012).

Efeitos fisiologicos da adi¢cdo de compostos fenolicos a ragao de suinos

Os compostos fenolicos presente ou adicionados intencionalmente nas racdes podem
reforcar os mecanismos de defesa antioxidante do organismo devido a propriedades inerentes
aos metabdlitos gerados ap0s ingestédo, seja protegendo os enterdcitos da a¢do de radicais livres,
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seja poupando vitamina E ou prevenindo o estresse oxidativo (LUEHRING; BLANK;
WOLFFRAM, 2011; ZHU et al., 2012; ZHANG et al., 2014).

Suplementos fitogénicos podem substituir parcialmente a vitamina E na racdo de
animais. O flavonoide quercetina pode atuar como poupador de vitamina E, apresentando efeito
antioxidante sobre a peroxidacdo lipidica em suinos em crescimento (LUEHRING; BLANK;
WOLFFRAM, 2011).

A administracdo de uma mistura de antioxidantes — vitamina E e C, polifenois de cha,
acido lipoico e antioxidantes de origem microbiana — a racao de leitGes recém desmamados foi
eficiente em reforcar o sistema de defesa antioxidante desses animais. Os antioxidantes
adicionados a racdo dos leitdes atuaram na reducdo da producdo de espécies reativas ao
oxigénio, como o 6xido nitrico e perdxido de hidrogénio, e no controle da oxidac&o lipidica do
soro. Além disso, permitiu o incremento da atividade de enzimas digestivas e antioxidantes,
tais como a catalase, glutationa peroxidase, pepsinogénio e sacarose-isomaltase e a melhor
conservacao da estrutura intestinal (ZHU et al., 2012).

Zhang et al. (2014) observaram que a suplementacdo de leitdes com uma mistura de
compostos fendlicos de macd, uva, cha verde e folhas de azeitona afetou favoravelmente a
atividade antioxidante do plasma, atuando no controle da oxidacdo lipidica do soro, traduzido
pela reducgdo dos niveis séricos de malondialdeido. Polifendis do vinho associados a uma dieta
rica em &cidos graxos poliinsaturados contribuiram para aumento das defesas antioxidantes, por
meio do aumento das concentracfes de antioxidantes séricos e para a diminuicdo dos niveis
séricos de espécies reativas ao oxigénio, triglicerideos e colesterol e para uma melhor
preservacao da funcdo hepéatica (MEINERI et al., 2015). Extrato de orégano quando adicionado
a alimentacdo aumentou quantidade de compostos antioxidantes no soro suino, sendo
necessario para isto, um consumo a longo prazo (155 dias) e essa maior capacidade antioxidante

do soro sugere melhora na qualidade da carne de suinos (RANUCCI et al., 2015).

Efeitos da adi¢do de compostos fendlicos na racéo sobre a carne

Extratos vegetais a base de orégano e da mistura de sélvia, urtiga, erva-cidreira e
coneflower, quando foram adicionados a alimentagdo de suinos, mostraram efeitos positivos
sobre a conservacgdo ao manter a estabilidade oxidativa da carne congelada por 5 a 8 meses de
armazenamento, sugerindo certo tipo de protecdo contra a oxidacdo (HANCZAKOWSKA,;
SWIATKIEWICZ; GRELA, 2015; RANUCCI et al., 2015). Extrato a base de salvia, urtiga,
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erva-cidreira e coneflower quando foi adicionado a rac&o conferiu maior estabilidade da cor da
carne de suinos confirmando sua capacidade antioxidante que pode estar relacionada a uma
menor oxidacdo proteica da carne (HANCZAKOWSKA; SWIATKIEWICZ; GRELA, 2015).

O extrato de orégano e o resveratrol podem interferir na atividade de enzimas do sistema
antioxidante dos suinos, aumentando sua atividade (RANUCCI et al., 2015; ZHANG et al.,
2015), inclusive sua expressao génica (ZHANG et al., 2015). Maiores atividades de GPx e de
glutationa redutase (GR) foram detectadas no musculo de suinos que consumiram racao
adicionada de extrato de orégano, rico em compostos fendlicos, sugerindo aumento da
capacidade antioxidante e consequentemente da vida de prateleira de carne (RANUCCI et al.,
2015).

A suplementacdo dietética de resveratrol em suinos é capaz de aumentar a atividade
antioxidante total, atividade da glutationa peroxidase (GPx) e nivel de RNA mensageiro GPx
no musculo, que indicam uma capacidade antioxidante melhorada. Além disso, a redu¢do do
contetdo de MDA no musculo foi observada como resultado da suplementagdo resveratrol
dietético, sugerindo diminuicdo da peroxidacdo lipidica, resultado do aumento da capacidade
antioxidante (ZHANG et al., 2015).

Rossi et al. (2014) relataram uma associacao benéfica entre vitamina E e o polifenol
verbacose, que ao ser administrada a suinos, resultou em maior peso final e na reducdo dos
fendmenos oxidativos na carne com aumento do prazo de validade desta. Isso demonstra o
potencial dos polifendis sobre a melhoria da qualidade da carne suina.

A alimentacdo interfere diretamente nos niveis de compostos fenolicos presentes dos
tecidos de suinos. Suinos ibéricos que se alimentam basicamente de bolotas que s&o ricas em
compostos fendlicos, apresentam também maiores teores de compostos fendlicos na gordura
subcutanea (GONZALEZ et al., 2007).

Residuo da manga - Mangifera indica |

A manga (Mangifera indica L.) € uma fruta tropical cuja parte da producéo de frutos é
processada para a producdo de polpa, sucos, néctar e pedagos enlatados, entre outros (AJILA et
al., 2007), produzindo grande volume de residuos com potencial para uso direto na alimentacao
animal (VIEIRA et al., 2008) ou como fonte de compostos antioxidantes (ABDALLA et al.,
2007; BARRETO et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008). A proporcao de cascas e carocos da fruta
varia de 20 a 30% e de 10 a 30%, respectivamente (LARRAURI et al., 1996).
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Devido a grande quantidade de residuos que séo gerados com o processamento da fruta,
pesquisas foram realizadas com o objetivo de utilizar os residuos de manga na alimentacdo
animal, sendo possivel a utilizacdo do 6leo e da farinha da améndoa da semente de manga na
alimentacdo de monogastricos sem prejudicar o0 desempenho desses animais (RUKIMINI;
VIJAYARAGHAVAN, 1984; OKAI; ABOAGYE, 1990). O residuo de manga pode ser
utilizado na alimentacdo de frangos de corte, porém a inclusdo deve ser limitada ao nivel de
5%, pois inclusdes maiores, devido ao elevado conteudo de taninos e fibras, causam piora da
conversdo alimentar e diminuicdo do ganho de peso das aves (VIEIRA et al., 2008). No entanto,
outros estudos tém destacado o residuo de manga como importante fonte de compostos
fendlicos, que apresentam elevada atividade antioxidante in vitro e resultados promissores
qguando utilizado na alimentacdo animal (BARRETO et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008;
FREITAS et al., 2015).

Extratos da manga e metabolismo in vivo de seus principais compostos fendlicos

A quantidade de fendlicos totais do farelo do residuo de manga representa cerca de 5%
da matéria seca do residuo (VIEIRA et al., 2008), sendo maior nos carocos, cerca de 8,25%
(RIBEIRO et al., 2008). A quantidade de compostos fendlicos da manga é alterada de acordo
com a variedade e a parte da planta, sendo maiores valores encontrados nas folhas, seguidas do
caroco e em menor quantidade na casca (BARRETO et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008;
FREITAS et al., 2015).

O extrato metanolico de folhas de mangueira (Mangifera indica) apresenta além da
atividade antioxidante, uma importante atividade anti-inflamatdria in vitro e um efeito
hipoglicémico (ADERIBIGBE; EMUDIANUGHE; LAWAL, 1999; MOHAN et al., 2013). As
folhas de mangueira apresentam em sua composi¢do a mangiferina, como composto bioativo,
e a homomangiferina como principais compostos fenélicos (SUBBARAYAN; CAMA, 1966;
SUBHA; PANDEY; SINGH, 2007).

A atividade antioxidante do extrato da casca da manga € atribuida a grande quantidade
de compostos fenolicos e pigmentos presentes na sua composicdo (AJILA et al., 2007). E
relatado que a casca da manga contém 4acido protocateico, catequina, mangiferina, acido
quinico, acido xiquimico e os triterpenoides tetraciclicos (SCARTEZZINI; SPERONI, 2000).
Maiores concentracbes do extrato da casca da manga Sdo necessarias para obter uma

equivaléncia de atividade antioxidante com o BHT (HUBER et al., 2012). J& o extrato etandlico
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da améndoa da manga apresentou atividade antioxidante similar ao BHT e ao trolox (analogo
da vitamina E) na concentragéo de 200 ppm (MARTINS et al., 2011).

Barreto et al. (2008), ao avaliarem o extrato metanodlico do caro¢co da manga de
diferentes variedades cultivadas no Brasil, observaram riqueza de compostos fendlicos como
galatos e galotaninos (89,50 %), mangiferina (10,03 %) e &cido el&gico (0,47 %). Estes
apresentam elevado potencial antioxidante in vitro, inclusive maior que o potencial antioxidante
do trolox ou do acido ascorbico.

Os galotaninos e o seu principal metabolito, o acido galico, apresentam elevada
atividade antioxidante e atividade antiproliferativa significativa, podendo servir como agentes
anticancerigenos naturais (LUO et al., 2014). Em humanos, a absor¢do do acido galico é rapida,
bem como sua eliminacao, apresentando baixas concentracdes (1,83 a 2,09 mmol/ L de plasma)
e meia vida plasmatica curta, de aproximadamente uma hora. Na urina, da quantidade
recuperada de acido galico, 60% foi metabolizada a &cido 4-o-metilgalico, entretanto ndo ha
informacdes sobre se este metabdlito pode contribuir para efeitos antioxidantes no organismo
(SHAHRZAD et al., 2001).

A mangiferina é a mais importante xantona presente no extrato etanélico do caroco de
manga, quando administrada a suinos na concentracdo de 74 mg/kg de peso vivo, seus
metabolitos puderam ser determinados no soro desses animais na concentracdo que variou de
7,8 a2 11,8 mumol/L ap6s 9 e 11 dias de administracdo respectivamente, cerca de 8,2% da dose
foi determinada nas fezes e 2% na urina. A mangiferina administrada via oral € hidrolisada por
bactérias intestinais produzindo a aglicona de mangiferina, que é absorvida e transportada na
circulacdo conjugada a proteinas podendo contribuir para efeitos antioxidantes no organismo.
Na urina foram encontrados trés metabdlitos da mangiferina: metilados da mangiferina,
aglicona de mangiferina enoratiriol, o principal metabdlito produzido in vivo. A eliminagdo
renal é lentapersistindo por mais de 72 horas apds ultima administracdo (BOCK;
WALDMANN; TERNES, 2008). A mangiferina apresenta elevado potencial antioxidante in
vitro, ha relatos de que a administracdo de mangiferina via oral restaura o conteddo de GSH
celular em até 60%, tornando o0 organismo menos suscetivel ao estresse oxidativo (AMAZZAL
etal., 2007). A mangiferina na dose de 10 e 20 mg / kg também apresenta potentes propriedades
antidiabéticas, anti-hiperlipidémicas e antiaterogénicas (MURUGANANDAN et al., 2005).

O acido elagico, presente em menor quantidade no extrato metandlico do caroco de
manga, ao ser administrado via oral ¢ metabolizado pela microbiota intestinal gerando urolitinas
que séo absorvidas pelo organismo (GARCIA-VILLALBA et al., 2013). Baixas concentragoes

de &cido elagico na forma livre sdo encontradas no plasma e nos tecidos, enquanto urolitinas e
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seus conjugados podem se acumular em diferentes tecidos (GONZALEZ-BARRIO et al.,
2011). Metabdlitos conjugados foram detectados na bile de suinos ibéricos, confirmando uma
circulacdo entero-hepatica ativa, responsavel por sua longa persisténcia no organismo (ESPIN
etal., 2007). Embora o principal fator limitante para o acido elagico exibir atividade metabolica
in vivo seja sua baixa biodisponibilidade, a suplementacdo alimentar com este composto tem

sido relacionada a atividades anti-inflamatoria e antioxidante (KANG, 2015).

Efeitos da utilizacdo dos extratos da manga como antioxidantes para animais de producéo

Devido as caracteristicas e biodisponibilidade de seus principais compostos fendlicos,
representados pelos galotaninos, mangiferina e &cido eldgico, o mecanismo de agdo
antioxidante predominante do EECM ¢é a transferéncia de elétrons seguida da perda de prétons
em fase aquosa (STEPANIC et al., 2013).

Extratos etanodlicos da casca e do caroco da manga apresentam elevado potencial
antioxidante in vitro, quando utilizados na alimentacdo de poedeiras e de frangos de corte na
concentracdo de 200 e 400 ppm foram eficientes no controle da oxidacdo lipidica da gema e da
carne do peito respectivamente, além disso produtos formulados com a carne desses animais
também apresentaram melhor controle da oxidacdo lipidica durante o armazenamento
(BORGES, 2009; FREITAS et al., 2012; FREITAS et al., 2013; FREITAS et al., 2015).

Os extratos etandlicos da casca e do carogco da manga empregados na alimentacdo de
frangos de corte na concentracdo de 200 e 400 ppm ndo apresentaram efeitos sobre o
desempenho, porém foram eficientes no controle da oxidagdo lipidica da carne do peito
armazenada tanto a 4°C por 15 dias quanto a -20°C por 90 dias (FREITAS et al., 2012;
FREITAS et al., 2015; BORGES, 2009). Extratos etandlicos da manga adicionados a ragédo de
frangos de corte ajudam no controle da oxidacdo lipidica de produtos carneos formulados com
a carne desses animais (coxas e sobrecoxas), dessa forma os antioxidantes incorporados na
carne de frangos atraveés da alimentacdo foram eficientes mesmo depois do processamento
térmico das mortadelas (BORGES, 2009).

Em todos esses trabalhos sobre os extratos etanolicos de manga, o extrato do carogo
mostrou-se mais efetivo no controle da oxidacdo lipidica in vivo que o extrato da casca da
manga (FREITAS et al., 2012; FREITAS et al., 2013). Partindo dessa premissa, é provavel que
a adicdo de EECM como antioxidante na racao de suinos possa proteger os nutrientes da ragdo

da rancidez oxidativa, reforcar os sistemas de defesa antioxidante dos suinos, reduzir os danos
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oxidativos que ocorrem no periodo p6s-morte e durante o armazenamento da carne, melhorando

parametros qualitativos da carne e de embutidos elaborados com a carne desses animais.
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3 EXTRATO ETANOLICO DO CAROCO DA MANGA COMO ANTIOXIDANTE
PARA SUINOS NAS FASES DE CRESCIMENTO E TERMINACAO

RESUMO

O extrato etanolico do caroco de manga (EECM) apresenta elevada atividade antioxidante e ao
ser administrado na alimentacdo pode reforcar o sistema de defesa antioxidante de suinos.
Portanto, o estudo teve o propoésito de avaliar os efeitos da inclusdo do EECM sobre a
estabilidade lipidica e potencial antioxidante da racdo, o desempenho animal, caracteristicas de
carcaca, parametros hematoldgicos e bioquimicos, estabilidade oxidativa, compostos fendlicos,
potencial e atividade antioxidante do soro de suinos nas fases de crescimento e terminacao.
Foram utilizados 32 suinos machos castrados com 60 dias de idade e peso médio de 20,20 +
1,34 kg, em um delineamento de blocos ao acaso, com 4 tratamentos e 8 repeti¢des. Os
tratamentos consistiram em: racdo controle - sem adicdo de antioxidantes; Racdo BHT - com
200 ppm de butilhidroxitolueno (BHT); Racdo EECM200 - com 200 ppm de EECM; e Racéo
EECM400 - com 400 ppm de EECM. Racgbes adicionadas de antioxidantes apresentaram
melhor estabilidade oxidativa e potencial antioxidante em relagdo ao controle. Os animais
alimentados com rac¢des contendo 400 ppm de EECM apresentaram maior ganho de peso até
0s 110 dias (P<0,05). Suinos que consumiram racao contendo 200 ppm de EECM apresentaram
reducdo da quantidade de hemacias (P<0,001) e maior volume corpuscular médio (P<0,0001),
ja 0s que consumiram a racdao controle apresentaram reducdo no valor da concentracdo de
hemoglobina corpuscular média em relacdo aos demais tratamentos (P<0,01). A estabilidade
lipidica, CF e potencial antioxidante do soro apresentaram efeito da interacdo tratamento e dia
de coleta (P<0,05), sendo os melhores resultados relacionados aos animais que consumiram
racdo contendo EECM. A atividade antioxidante total do soro ndo foi influenciada pelos
tratamentos (P>0,05). Concluiu-se que o0 EECM, quando administrado em rac¢des de suinos ao
nivel de 400 ppm, confere melhoras ao desempenho de suinos até os 110 dias de idade e
contribui para o aumento de compostos fenolicos circulantes, melhorando a estabilidade

lipidica e o potencial antioxidante do soro desses animais.

Palavras-chave: Butilhidroxitolueno. Compostos fendlicos. Estabilidade oxidativa. Mangifera
indica. Mangiferina. Sangue.
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ABSTRACT

The ethanolic extract of mango seed (EEMS) has high antioxidant activity and when
administered in feed can reinforce the antioxidant defense system of pigs. The objective of this
study was to evaluate the effects of the inclusion of EEMS on lipid stability and antioxidant
potential of feed, animal performance, carcass characteristics, hematological and biochemical
parameters, oxidative stability, phenolic compounds, antioxidant potential and activity of in the
growth and finishing phases. Thirty-two castrated male pigs with 60 days of age and average
weight of 20.20 + 1.34 kg were used in a randomized complete block design with 4 treatments
and 8 replicates. The treatments consisted of control diet - without addition of antioxidants;
BHT feed - with 200 ppm of butylhydroxytoluene (BHT); EEMS200 feed - with 200 ppm of
EEMS; and EEMS400 feed - with 400 ppm of EEMS. Antioxidant added feeds showed better
oxidative stability and antioxidant potential than control. Animals fed diets containing 400 ppm
of EEMS presented greater weight gain up to 110 days (P<0.05). Pigs which consumed diets
containing 200 ppm of EECM showed a reduction in the number of red blood cells (P <0.001)
and a higher mean corpuscular volume (P <0.0001), while those that consumed the control diet
had a reduction in the mean corpuscular hemoglobin concentration in relation to the other
treatments (P <0.01). The lipid stability, phenolic compounds and serum antioxidant potential
showed an effect of interaction treatment and day of collection (P <0.05), being the best results
are related to the animals that consumed feed containing EEMS. The total antioxidant activity
of the serum was not influenced by the treatments (P>0.05). It was concluded that EEMS, when
administered in pig feed at 400 ppm, improves the performance of pigs up to 110 days of age
and contributes to the increase of circulating phenolic compounds, improving the lipid stability

and the antioxidant potential of the serum of these animals.

Key words: Blood. Butylhydroxytoluene. Mangifera indica. Mangiferin. Oxidative stability.
Phenolic compounds.

Introducéo

Atualmente a producdo suinicola utiliza animais de elevado potencial para deposi¢éo
muscular, tornando-os mais exigentes quanto ao manejo e a nutricdo. A rapida velocidade de

crescimento e a deposicdo de tecido magro aumentam a demanda sobre o sistema metabolico
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destes animais, o que pode levar a um aumento da atividade oxidativa, a menos que os sistemas
antioxidantes sejam reforgados por meio da nutrigéo.

Fontes lipidicas tém sido incluidas nas rac6es de suinos com o propdsito de obter uma
dieta com maior densidade energética para suinos de elevado potencial genético, além de outras
vantagens como uma melhor conversdo alimentar (PUPA, 2004). A adi¢do de lipidios traz
também um inconveniente que é o aumento da suscetibilidade das racdes a peroxidacéo lipidica,
resultando em perda de desempenho (ENGBERG et al., 1996), sendo necessario a utilizacéo de
antioxidantes nas racfes para conter 0s processos oxidativos, mantendo o valor nutricional das
ragOes armazenadas.

Os antioxidantes sintéticos comumente usados nas ra¢des sdo o butilato de hidroxianisol
(BHA) e o butilato de hidroxitolueno (BHT), porém estes, nas doses recomendadas, ndo
apresentam efeitos sobre as defesas antioxidantes dos animais, tendo como Unico objetivo
prevenir os danos oxidativos que possam ocorrer durante o armazenamento das ragoes e de
manter os valores nutricionais e energéticos das dietas (FISCHER et al., 2005). Entretanto,
antioxidantes sintéticos quando utilizados em maiores concentracdes podem apresentar efeitos
in vivo e ser prejudiciais a saide (POWELL et al., 1986), embora ndo existam trabalhos mais
recentes sobre a toxicidade dessas substancias, a problematica acerca dos antioxidantes
sintéticos continua impulsionando pesquisas na area. Nesse sentido, aumentou-se 0 interesse
por antioxidantes naturais de origem vegetal, principalmente os que apresentam componentes
fenolicos, como flavonoides, acidos fenolicos e tocoferol, que retardam a oxidacdo e
apresentam sinergismo com antioxidantes sintéticos (MELO et al., 2003; AJILA et al., 2007;
HUBER et al., 2012).

A industria de processamento de alimentos e produtos agricolas gera grandes
quantidades de subprodutos ricos em compostos fendlicos, que podem ser valiosas fontes de
antioxidantes naturais (BALASUNDRAM; SUNDRAM. SAMMAN, 2006), como a manga. A
manga (Mangifera indica L.) € uma fruta tropical que apresenta no carogo componentes que
atuam como antioxidantes naturais, com destaque para a provitamina A, na forma de
[-caroteno; vitaminas C e E e o composto fenol glicosilxantona, sob a forma de mangiferina
(PURAVANKARA; BOHGRA; SHARMA, 2000; AJILA etal., 2007; ABDALLA etal., 2007;
RIBEIRO et al., 2008). Barreto et al. (2008), ao avaliar o extrato metandélico do carogo da
manga de diferentes variedades cultivadas no Brasil, observaram riqueza de compostos
polifendlicos e destacaram a atividade antioxidante da mangiferina, que ao ser administrada por
via oral a suinos € absorvida, metabolizada, podendo ser detectada no soro, fezes e urina
(BOCK; WALDMANN; TERNES, 2008).
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Devido ao elevado contetdo de éacido géalico, de &cido elagico e de mangiferina
(SOONG; BARLOW, 2004; BARRETO et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008), 0 mecanismo de
acao antioxidante predominante do EECM parece ser a transferéncia de elétrons seguida da
perda de prétons em fase aquosa (STEPANIC et al., 2013), e que essa caracteristica pode ser
mantida por seus metabdlitos produzidos in vivo, melhorando o estado oxidativo dos animais
com possiveis efeitos sobre o desempenho, pardmetros sanguineos e séricos e caracteristicas de
carcaga.

Portanto, objetivou-se avaliar o extrato etandlico do caro¢o da manga como antioxidante
em ragdes para suinos nas fases de crescimento e terminacéo e seus efeitos sobre o desempenho,
caracteristicas de carcaca, parametros sanguineos e bioquimicos, estabilidade lipidica,

compostos fenolicos totais, potencial e atividade antioxidante total do soro.

Material e Métodos

Preparacdo do extrato do caroco de manga

A preparacdo do extrato etandlico do caroco da manga (EECM) foi realizada no
Laboratdrio de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da Universidade Federal do
Ceara (UFC).

As variedades de manga utilizadas foram tommy e jasmim. Cerca de 200 kg de carocos
e cascas foram obtidos de uma empresa de processamento de frutas, situada no municipio de
Aquiraz - CE. O material foi lavado, os carocgos foram separados e expostos ao sol por 48 horas,
depois foram submetidos a secagem em estufa, a temperatura de 55 °C, por um periodo de 72
horas, obtendo-se 23,75 kg de carogo seco. Para iniciar o processo de extragao, os carogos foram
triturados, sofrendo uma perda de 10% do material durante o processamento.

O residuo moido (21,30 kg) foi acondicionado em recipientes de vidro de 5 litros e
submetido a extracdo a frio seguindo a metodologia de Barreto et al. (2008) com adaptacdes.
Adicionou-se hexano aos recipientes, que continham cerca de 1,45 kg de carogo moido, em
guantidade suficiente para manté-lo imerso durante sete dias a temperatura ambiente (25 °C).
Apos a extragdo, o material foi filtrado e o extrato concentrado em rotoevaporador (Marconi
MAZ120/TH) a 50°C, rotacao de 60 rpm e presséo reduzida para obtencdo do extrato hexanico.
As extragOes com hexano se repetiram por mais duas semanas, totalizando 21 dias de extragéo
para uma mesma quantidade de residuo, nessa etapa obteve-se 1,03 kg de extrato hexanico.
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Depois de seco em estufa, o carogo moido passou pelo mesmo processo de extracdo a frio
utilizando dessa vez etanol para extragdo, obtendo 2,46 kg de EECM. Devido ao extrato
apresentar caracteristicas de gel, este foi diluido em 6leo de soja degomado para ser misturado

nas ragoes.

Caracterizacdo do potencial antioxidante, fendlicos totais e atividade antioxidante total do
EECM

Foram retiradas aliquotas do extrato para avaliacdo do potencial antioxidante, atividade
antioxidante total e determinacdo de compostos fendlicos totais (Tabela 1). O butilato de
hidroxitolueno (BHT) foi usado como padrdo. O potencial antioxidante total dos extratos foi
avaliado pela capacidade de sequestro do radical livre DPPH, de acordo com o procedimento
descrito por Brand-Willians, Cuvelier e Berset (1995), resultados expressos em mg/L, referente
a metade da concentragéo inibitoria maxima (ICso). A atividade antioxidante total (AAT) foi
determinada pela captura do radical livre ABTS®* (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico)) e o resultado expresso em UM de capacidade antioxidante equivalente ao trolox
(TEAC) por g de extrato (RUFINO et al., 2007). A analise dos compostos fendlicos totais foi
realizada pelo método Folin-Ciocalteau, expresso em mg de equivalente de acido galico -
EqAG- por g de extrato (FOLIN; CIOCALTEAU, 1927; MUELLER-HARVEY, 2001).
Mesmo com o0 EECM apresentando potencial e atividade antioxidante total in vitro superior ao
BHT, adotou-se as mesmas concentragdes iniciais para 0 EECM e para o controle positivo com
BHT.

Tabela 1 - Potencial antioxidante, atividade antioxidante total e compostos fenolicos totais (CF)
do extrato etandlico do caro¢o de manga.

DPPH! ICs ABTSe "2 CF
(mg/L) (uM TEAC.g D) (mg EqAG/Q)
EECM 175,66 518,68 95,50
BHT 289,17 350,83 -

! Radical livre 2,2 difenil-1-picril-hidrazil; 2 Radical livre 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)
InstalagOes, animais e tratamentos
Todos os procedimentos realizados foram previamente aprovados pela Comissédo de

Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara, sob o protocolo n°
73/2012.



78

O experimento foi desenvolvido no Setor de Suinocultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal do Ceara, no municipio de Fortaleza. Durante o periodo
experimental a temperatura média registrada foi de 28,3°C e umidade relativa do ar de 70,7%.

Foram utilizados 32 suinos machos castrados de genética comercial com 60 dias de
idade, peso médio de 20,20 + 1,34 kg, que foram distribuidos entre quatro tratamentos, em um
delineamento em blocos ao acaso, com oito repeti¢cdes por tratamento, considerando o animal
como unidade experimental. O critério adotado para a formacédo dos blocos foi 0 peso inicial
dos animais.

O experimento foi realizado em galpdo construido em alvenaria, com pé-direito de 3,0
m e equipado com cortinas nas laterais para o controle da ventilagdo interna. Os animais foram
alojados em baias individuais equipadas com comedouro semi-automatico e bebedouro do tipo
chupeta.

Os tratamentos consistiram em: Controle = ragdo sem adigdo de antioxidante; BHT =
racdo com adicdo de 200 ppm de BHT; EECM200 = ragdo com 200 ppm de EECM; EECM400
= racdo com 400 ppm de EECM.

As ragdes experimentais (Tabela 2) foram formuladas para as fases de crescimento I (60
a 90 dias), crescimento Il (91 a 110 dias) e terminacdo (111 a 145 dias). Os valores da
composicdo quimica dos alimentos e das exigéncias nutricionais dos leitdes para o periodo de
crescimento e terminacdo, seguindo as recomendacgdes de Rostagno et al. (2011), sendo
isonutritivas. Em funcdo dos tratamentos, o ingrediente inerte da racdo foi substituido

proporcionalmente pelos antioxidantes nos niveis pré-determinados.

Estabilidade oxidativa e potencial antioxidante das ragdes

Foram coletadas amostras de ragéo de cada fase e de todos os tratamentos, totalizando
12, estas foram submetidas as analises de estabilidade lipidica e potencial antioxidante em dois
tempos, no dia da fabricagéo e ap6s 21 dias de estocagem em temperatura ambiente, a 28,3°C.

A analise de estabilidade oxidativa das amostras de racéo foi realizada no Laboratorio
de Produtos Naturais e Biotecnologia do Departamento de Quimica da UFC através do teste de
formacdo de substéncias reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS) de acordo com Cherian et
al. (2002). Dois gramas de ragdo foram homogeneizados com 18 mL de acido perclorico a
3,86% e 50 pL de BHT a 4,5%. Em seguida centrifugados a 10.000 g por 10 minutos a 4°C e
filtrados em papel filtro. Do sobrenadante retirou-se 1 mL que foi adicionado de 1 mL de
solucdo aquosa de &cido tiobarbitdrico (TBA) a 20 mM, depois levado a banho-maria a 95°C
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por 30 minutos. A reagéo foi interrompida com banho gelado e depois realizadas as leituras em
espectrofotémetro a 531 nm. Os resultados foram expressos em g de malondialdeido (MDA)

por g de racgéo.

Tabela 2- Composicao percentual e nutricional das rac6es controle para cada fase experimental.

Ingredientes, % Crescimento | Crescimento Il Terminagéo
Milho moido 68,895 71,882 75,798
Farelo de soja 26,613 23,395 19,113
Oleo de soja 1,000 1,000 1,000
Fosfato bicélcico 1,126 1,297 1,694
Calcario calcitico 0,651 0,603 0,580
Suplemento mineral e vitaminico® 0,300 0,300 0,300
Sal 0,356 0,335 0,314
Lisina HCI 0,195 0,223 0,269
L-Treonina 0,035 0,042 0,076
DL-Metionina 0,024 0,020 0,027
L-Triptofano 0,000 0,000 0,002
Inerte (areia lavada) 0,805 0,903 0,827
Total 100,000 100,000 100,000
Valores calculados

Energia metabolizavel, kcal/kg 3.230 3.230 3.230
Proteina bruta 18,250 17,070 15,530
Fosforo disponivel 0,314 0,269 0,250
Célcio 0,635 0,552 0,512
Sodio 0,180 0,170 0,160
Lisina digestivel 0,943 0,891 0,829
Metionina+Cistina digestivel 0,556 0,526 0,497
Treonina digestivel 0,613 0,579 0,555
Triptofano digestivel 0,187 0,170 0,149

INiveis por kg de ragdo: vitamina A (3.199,87 Ul), vitamina D3 (649,97 Ul), vitamina E (8,5 Ul), vitamina K3
(1,00 mg), vitamina B1 (0,33 mg), vitamina B2 (2,8 mg), vitamina B6 (0,60 mg), vitamina B12 (10,50 mcg), &cido
félico (0,25 mg), &cido pantoténico (9,34 mg), niacina (16,00 mg), selénio (0,30 mg), promotor de crescimento
(22,01 mg), manganés (14,93 mg), zinco (0,08 g), ferro (0,05 g), cobre (7,98 mg), iodo (0,30 mg)

O potencial antioxidante foi determinado utilizando-se dois gramas de ragéo, que foram
submetidos a extragdo metandlica (25 mL) por 3 horas sob agitacdo (250 rpm). Depois de
filtrado o residuo foi lavado com 20 mL de metanol e o volume ajustado para 50 mL (SMET;
RAES; SMET, 2006). O extrato metandlico obtido foi utilizado para realizacdo do teste de
captura do radical livre DPPH de acordo com Brand-Willians, Cuvelier e Berset (1995).
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Ensaio de desempenho

Durante os 90 dias do periodo experimental, 0os animais receberam ragdo e agua a
vontade. As racdes foram administradas na forma farelada a vontade, sendo disponibilizadas
quatro vezes ao dia, as sobras foram recolhidas e o peso dos animais registrados no fim de cada
fase experimental (60, 90, 110 e 145 dias de idade dos suinos).

O desempenho zootécnico foi avaliado quanto ao consumo diério de racdo (CDR),
ganho diario de peso (GPD) e conversdo alimentar (CA). O célculo do CDR foi realizado por
meio da diferenca entre o peso da ragdo fornecida e o peso das sobras recolhidas no periodo,
dividido pelo nimero de dias do periodo experimental, resultados expressos em kg/ dia. O
calculo do GPD foi feito a partir da diferenca do peso final de cada fase e peso inicial do suino,
dividido pelo numero de dias do periodo experimental, resultados expressos em kg/ dia. A CA
foi calculada em fungéo da relagdo entre o consumo de ragéo total e o ganho de peso total
durante cada periodo experimental.

Abate dos animais

Ao final do periodo experimental os animais foram abatidos, no dia seguinte a Gltima
pesagem, sendo submetidos a jejum solido de 12h. Os animais foram transportados por 15 km
até o abatedouro localizado na regido metropolitana de Fortaleza, CE, onde foram alojados em
baias de descanso até a hora do abate. O abate foi conduzido de forma humanitaria (LUDTKE
et al., 2010), os animais foram insensibilizados com choque elétrico, procedendo-se a pendura
e sangria, depois a escaldagem, depilacdo, toalete, evisceracéo e retirada da cabega. As carcacas
foram serradas longitudinalmente ao meio e pesadas, obtendo-se o peso da carcaga quente
(PCQ) e o rendimento de carcaca (RC) a partir da relagéo entre PCQ e peso final. Em seguida,
as meias carcacas foram levadas a camara fria, em temperatura de refrigeracdo (4°C),

permanecendo por 24 horas, para posterior avaliacao.

Avaliacdo das caracteristicas da carcaca

Seguindo o Método Brasileiro de Classificacdo de Carcagas (ABCS, 1973), na meia
carcaca de cada animal foram realizadas as seguintes medidas: comprimento da carcaca (CC),
espessura média de toucinho (EMT) - resultante das espessuras de toucinho na altura da

primeira e Ultima vértebra toracica e Gltima vértebra lombar. A profundidade de lombo (PL) e
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a espessura de gordura (EG) foram medidas na altura da Gltima costela, na regido de insercéo
da ultima vértebra toracica com a primeira lombar a seis centimetros da linha média de corte da
carcaca direita (ponto P2). Os valores foram obtidos com o auxilio do paquimetro digital e
expressos em milimetros. No mesmo ponto foi medida a area de olho de lombo (AOL), através
de captura da imagem da &rea de olho de lombo com o auxilio de cadmera fotografica digital e
do Software de Engenharia AutoCAD®.

Com os valores de PCQ, EG e PL, foram calculadas a quantidade de carne magra (QCM)
e porcentagem de carne magra (%CM), de acordo com as seguintes equacdes propostas por
Guidoni (2000):

QCM =7,38—-0,48 x EG + 0,059 x PL + 0,525 x PCQ

%CM = 65,92 - 0,685 x EG + 0,094 x PL — 0,026 x PCQ

Com os valores de %CM e PCQ determinou-se o indice de bonificacdo (IB), sendo este
um fator de correcdo do valor da carcacga, expresso em porcentagem, conforme descrito por

Favero, Guidoni e Bellaver (1997) e indicado a seguir:

IB =37,004721 + 0,094412 x PCQ + 1,144822 x %CM — 0,000053067 x PCQ X %CM
+0,000018336 x PCQ? + 0,000409 x %CM?

Avaliacdo de parametros sanguineos e bioquimicos

Foram realizadas duas coletas de sangue nos 32 animais sem jejum prévio, aos 40 dias
e aos 80 dias de experimento, correspondendo aos 100 e 140 dias de idade, respectivamente.
Foram avaliados parametros hematoldgicos, bioquimicos, de estabilidade oxidativa e atividade
antioxidante do soro.

Foram coletadas amostras de sangue por puncéo da veia jugular de cada animal. Uma
amostra foi coletada em tubos com &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para realizagdo
do hemograma completo, as outras em tubos sem EDTA para realizacdo de anélises
bioquimicas, estabilidade oxidativa e atividade antioxidante. As amostras de sangue foram
acondicionadas em isopor e imediatamente levadas ao Laboratério de Patologia Clinica da
Faculdade de Veterinaria da Universidade Estadual do Ceara.

As amostras de sangue em EDTA foram colocadas em homogeneizador automatico por



82

no minimo 15 minutos & temperatura ambiente antes da realizacéo das analises. O eritrograma
foi realizado pelo Analisador Hematoldgico Veterinario (Mindray® BC-2800 vet, China) de
forma automatizada utilizando 13 pL do sangue total para obtencdo da contagem de hemaécias
(HE), hemoglobina (HB), hematocrito (HT), volume corpuscular médio (VCM), concentracdo
de hemoglobina corpuscular média (CHCM), contagem de plaquetas (PLQ) e contagem de
leucdcitos totais. A contagem do diferencial de leucdécitos foi realizada em 1amina de esfregacgo
de sangue total corado pelo Panotico Rapido® (coloracdo hematoldgica instantanea) e avaliada
em microscépio optico (1000X) pela metodologia descrita por Jain (1993). A proteina total
plasmatica (PTP) foi medida através do refratdmetro manual (Quimis®) e o resultado expresso
em g/dL.

Para a realizacdo da analise bioquimica, as amostras de sangue foram deixadas em
temperatura ambiente para coagulacéo e posterior centrifugacéo a 1.500 g por 10 minutos. Ap6s
a centrifugacdo, foi retirado o sobrenadante (soro), sendo cada amostra dividida em dois tubos
de 2 mL para que cada aliquota fosse acondicionada e, posteriormente, utilizada nas respectivas
determinacoes.

Em uma porcao do soro foram dosados: colesterol total, colesterol HDL, triglicerideos
(TG), creatinina (CREA), transaminase oxaloacética (TGO) e transaminase glutaropiruvica
(TGP). Essas andlises bioquimicas foram realizadas pelo método de automacéo (Metrolab 2300
plus) com Kits cinéticos da Labtest conforme instrucdo do fabricante. O valor de colesterol LDL

foi obtido subtraindo o valor do colesterol HDL do colesterol total.

Andlises da estabilidade oxidativa, compostos fendlicos, potencial e atividade antioxidante

totais do soro

Em outra parte do soro, foram dosados a quantidade de substancias reativas ao acido
tiobarbitrico (TBARS), compostos fendlicos totais, potencial antioxidante e atividade
antioxidante total (AAT). Essas analises foram realizadas nas dependéncias do Laboratério de
Produtos Naturais e Biotecnologia do Departamento de Quimica da UFC.

A quantificagdo do MDA foi realizada em tubos nos quais foram adicionados 250 pL
de soro seguido por 400 L de &cido perclorico a 35% e mantidos em banho-maria (37°C; 1
hora). Posteriormente a mistura foi centrifugada (1.400g; 10 minutos) e 600 L do sobrenadante
foi adicionado a 200 pL a TBA (1,2%) essa mistura foi levada ao banho-maria (95°C; 30

minutos). Apos resfriada, a leitura foi realizada em espectrofotdometro (Femto® 700 Plus,
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Brasil) a 535 nm. Os resultados obtidos foram expressos em nmol de MDA/mL de soro
(DRAPER; HADLEY, 1990).

Para evitar a influéncia de proteinas séricas na avaliacdo da atividade antioxidante, o
soro foi desproteinado. Uma mistura de 0,5 mL de soro e 0,5 mL de acetona foram agitadas
durante 1 min e depois centrifugadas a 4°C (5.500 g; 5 minutos) para desproteinizacdo da
amostra. O sobrenadante foi filtrado com uma pipeta de Pasteur com algod&@o para remover
pequenas particulas, obtendo-se o extrato de soro (FERREIRA et al., 2014).

Os componentes fendlicos foram mensurados segundo Parker et al. (2007). Em 100 pL
do extrato final foi adicionado 0,5mL de reagente de Folin-Ciocalteu a 10% (v /v). Passados 3
min, foi adicionado 0,4 mL de carbonato de sédio (75%), incubado a 45°C por 25 min em banho
seco (ThermoMixer C, Eppendorf®) e a absorbancia medida em espectrofotometro a 765 nm.
A quantificacdo foi feita com base na curva padrdo gerada com acido galico e os resultados
expressos em equivalentes de acido galico pg/mL.

O potencial antioxidante no soro foi avaliado pelo percentual de captura do radical livre
DPPH, absorbancia medida em espectrofotometro (JANASZEWSKA; BARTOS, 2002). Uma
aliquota de 400 pL de solucdo metandlica do radical livre DPPH (0,1mM) foi adicionado a 360
uL de tampédo de fosfato (pH 7,4) mais 40 pL do extrato e homogeneizado em vortex. A
absorbancia foi lida em espectrofotometro (Femto 700 plus) a 505 nm em 20 minutos apds a
mistura. A inibicdo (descoloragéo) do radical livre DPPH foi calculada como a percentagem
relativa de absorbancia perdida da amostra no momento da leitura em relagdo ao controle (400
pL de solucdo do radical livre DPPH mais 400 pL de tampdo de fosfato).

A atividade antioxidante total foi mensurada pelo percentual de captura do radical
ABTS°" (RE et al., 1999). Uma aliquota de 10 pL de extrato foi adicionado a 1 mL da solugédo
diluida do radical ABTS®", e a absorbancia foi lida a 30 °C exatamente 6 minutos apds a mistura
inicial em espectrofotometro a 734 nm. A percentagem de inibi¢do da absorbancia em branco

(0,70 £ 0,02) foi calculada para cada amostra.

Analise estatistica

As andlises estatisticas dos dados foram realizadas utilizando-se o PROC GLM
(Statistical Analysis System, versdo 9.2). Para os dados de desempenho caracteristicas de
carcaca, a comparagdo entre as médias foi realizada pelo teste de SNK a 5% de probabilidade,
ja para os parametros sanguineos e bioquimicos, estabilidade oxidativa e atividade antioxidante

do soro, foi adicionado ao modelo de analise o efeito do dia de coleta aos 100 e 140 dias de
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idade e da interacdo tratamento x dia de coleta.

Resultados e Discussao

Estabilidade oxidativa e potencial antioxidante das racdes

Maior potencial antioxidante foi observado na ra¢do adicionada de 400 ppm de EECM,
tanto na ragdo recém-fabricada quanto na armazenada por 21 dias, enquanto o grupo controle
apresentou os menores valores (Tabela 3). A adicdo de ingredientes ricos em compostos
fenolicos, incrementam a quantidade desses compostos na racao total (VIEIRA et al., 2008),
relacionando-se positivamente com o aumento do potencial antioxidante da racéo.

Quanto ao TBARS, os tratamentos apresentaram valores com baixa variacdo, entretanto,
maior quantidade de MDA foi determinada nas amostras de racdo sem antioxidantes, tanto no
dia zero quanto apos 21 dias de armazenamento. Lipidios pouco oxidados implicam baixas
variagBes no valor de TBARS, por ndo ser um teste muito especifico (VARADY et al., 2012).
Portanto, os resultados deste estudo sugerem uma maior protegdo contra a oxidagdo nas ragoes

adicionadas de antioxidantes.

Tabela 3- Potencial antioxidante e valor de substincias reativas ao acido tiobarbitlrico
(TBARS) das racdes contendo BHT e EECM nos dias 0 e 21 de armazenamento.

Dia Tratamentos Média
Controle  BHT EECM200 EECM400
DPPH?, % 0 54,87 57,53 57,49 65,12 58,75
21 56,30 58,61 59,14 62,50 59,14
TBARS, ug/g 0 2,90 2,87 2,80 2,71 2,82
21 3,17 2,74 2,96 3,05 2,98

'Radical livre 2,2 difenil-1-picril-hidrazila

Ensaio de desempenho

Em relacdo ao desempenho dos animais (Tabela 4), dos 60 aos 90 dias de idade os
animais que receberam maior quantidade de EECM na racdo (400 ppm) apresentaram maior
consumo diario de racdo (P<0,05) quando comparado ao grupo controle e maior ganho diario
de peso em relacdo aos grupos controle e EECM200. J& dos 60 aos 110 dias de idade, nos
parametros analisados, observou-se apenas diferenca para o0 GPD (P<0,05), animais que

consumiram racdao contendo 400 ppm de EECM apresentaram maior GPD em relacdo aos



85

animais que ndo receberam racgdo contendo antioxidantes. Entretanto, quando se analisou todo

o0 periodo, ndo houve diferengas entre os tratamentos (P>0,05).

Tabela 4 - Desempenho de suinos na alimentados com rac6es contendo BHT e EECM.

Tratamentos Média CV*  Valor de
Controle  BHT EECM200 EECMA400 (%) P
60 aos 90 dias
CDRY, kg/dia 1,350  1,52% 1,482 1,672 151 14,38 0,0197
GPD? kg/dia  0,666° 0,779%®  0,710° 0,8322 0,747 14,23 0,0042
CA® 2,03 1,96 2,09 2,00 202 555 0,1088
60 aos 110 dias
CDRY, kg/dia 1,83 2,00 1,94 2,08 1,96 10,45 0,0785
GPD?, kg/dia  0,808° 0,890% 0,836 0,901 0,859 8,35  0,0216
CAS 2,28 2,29 2,31 2,31 2,30 11,77 0,9912
60 aos 145 dias
CDR?, kg/dia 2,16 2,34 2,28 2,37 229 932  0,2205
GPD?, kg/dia 0,856 0,925 0,869 0,896 0,887 7,79  0,2040
CA® 2,54 2,52 2,62 2,65 258 591 0,2274

IConsumo diério de ragio; 2 Ganho diério de peso; 3Conversdo Alimentar; “Coeficiente de variagdo. *® Médias
seguidas por letras distintas nas linhas diferem pelo teste SNK a 5% de probabilidade.

Os resultados encontrados neste estudo sdo semelhantes aos obtidos por Yan, Meng e
Kim (2011), que observaram efeitos positivos da adi¢éo de extrato de trigo mourisco, circuma,
pimenta preta e gengibre na racdo sobre o desempenho de suinos na fase de crescimento. Porém,
quando se analisou todo o periodo experimental (crescimento e terminacdo), o efeito dos
tratamentos sobre o desempenho ndo se manteve, concordando com a maioria dos trabalhos,
gue ndo relacionam a adi¢do de antioxidantes a racdo com melhorias no desempenho dos
animais (ROSSI et al., 2010; HE; WANG; WANG, 2010; SILVA et al., 2013;
HANCZAKOWSKA; SWIATKIEWICZ; GRELA, 2015; LI et al., 2015).

A adicdo de lipidios a ragdo de suinos aumenta a suscetibilidade & oxidag&o lipidica
durante o armazenamento, e o consumo de alimentos oxidados resulta em reducdo do
desempenho dos animais (BOLER et al., 2012), devido a reducdo do conteudo energético da
racao, do consumo de racédo e do aproveitamento de nutrientes (SCOTT; NESHEIN; YOUNG,
1982), e dessa forma estes efeitos podem ser amenizados pelo uso de antioxidantes. O EECM
adicionado as ra¢Ges pode ter contribuido para a maior aceitabilidade das ragdes na primeira
fase, resultando em maior consumo e ganho de peso diario, e nas fases seguintes como a
ingestdo de alimentos € limitada pelo consumo de energia (ROSTAGNO et al., 2011), ndo

foram observados efeitos da adi¢cdo do EECM.
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Caracteristicas de carcaca

A adicdo dos antioxidantes na racao de suinos ndo afetou as caracteristicas de carcaca
(P>0,05) desses animais (Tabela 5). Estudos anteriores também ndo observaram efeitos da
adicdo de antioxidantes a racéo sobre peso de carcaca, rendimento de carcaca, comprimento de
carcaca, quantidade de carne magra, espessura de toucinho e area de olho de lombo de suinos
(ROSSI, et al., 2010; SILVA et al., 2013; HANCZAKOWSKA,; SWIATKIEWICZ; GRELA,
2015).

Caracteristicas de carcaca podem ser afetadas pelo consumo de racdo adicionada de
compostos fendlicos. Extratos citricos, fontes de bioflavonoides e &cido ascorbico, quando
adicionados a racao de suinos foram responsaveis pelo aumento do percentual de carne magra
na carcaca (ROSSI et al., 2010). Polifendis, como o resveratrol, podem reduzir a massa de
gordura subcutanea e teor de gordura intramuscular de suinos, por meio da reducéo da atividade
de enzimas relacionadas a lipogénese e ativacao de enzimas responsaveis pela liplise (ZHANG
et al., 2015), entretanto, esta propriedade ainda ndo foi observada com o EECM.

Tabela 5 - Caracteristicas da carcaca de suinos alimentados com ra¢6es contendo BHT e EECM.

Tratamentos Média cv Valor de P
Controle BHT EECM200 EECMA400 (%)
PCQ?, kg 73,36 78,5 74,17 76,84 75,72 7,02 0,2131
RC?, % 73,07 73,61 72,78 74,62 73,52 239 0,1657
CC3 cm 90,51 93,99 93,00 92,44 92,48 3,28 0,0919
EMT#, mm 24,17 2472 25,87 25,73 25,12 15,73 0,8095
AOL®, cm? 46,91 46,72 37,83 41,57 43,26 29,02 10,4188
EG®, mm 12,35 11,03 14,09 14,15 12,90 39,72 0,5722
PL’, mm 62,20 65,35 61,56 63,05 63,04 15,18 10,8842
QCM?, kg 43,64 47,15 43,19 44,65 4466 9,80 0,2749
CM®, % 61,40 62,47 60,13 60,15 61,04 6,45 0,6059
1B, % 115,63 117,38 114,19 114,48 115,42 4,16  0,5590

Ipeso de carcaga quente; 2Rendimento de carcaga; 3Comprimento de carcaca; “Espessura média de toucinho; SArea
de olho de lombo; ®Espessura de gordura; “Profundidade de lombo; 8Quantidade de carne magra; *Percentual de
carne magra; “°indice de bonificacfo; *Coeficiente de variagio; Médias nio diferiram pelo teste SNK a 5% de
probabilidade

Existe uma alta correlagdo positiva entre 0 peso vivo dos animais, 0 abate e as
caracteristicas de carcacga, tais como, peso de carcaga quente, rendimento de carcaca,
comprimento de carcaga, area de olho de lombo e percentual de gordura interna (CARTAXO;

SOUSA, 2008). Portanto, como n&do foram observadas diferencas no desempenho dos suinos e



87

por consequéncia no peso ao abate, as caracteristicas de carcaca também ndo foram
influenciadas pela adicdo de BHT ou EECM a racdo dos animais, corroborando com outros
autores (SILVA et al., 2013; HANCZAKOWSKA; SWIATKIEWICZ; GRELA, 2015). Dessa
forma, o EECM pode ser empregado nas racdes de suinos sem prejuizos para as caracteristicas

de carcaca.

Parametros sanguineos e bioquimicos

Alguns parametros do eritrograma diferiram entre os tratamentos (Tabela 6), tais como
0 numero de hemacias (P<0,001), volume corpuscular médio (P<0,0001) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (P<0,01). Hematdcrito e hemoglobina média ndo sofreram
efeito dos tratamentos (P>0,05). Os animais que consumiram ra¢do com inclusdo intermediaria
de EECM (200 ppm) apresentaram maior volume corpuscular médio e menor numero de
hemacias em relacdo aos demais tratamentos. Suinos que consumiram racao sem antioxidantes
apresentaram menor concentracdo de hemoglobina corpuscular média quando comparado aos
outros grupos. J& em relacdo ao dia de coleta, 0os parametros: numero de hemacias, hemoglobina
média, hematdcrito e volume corpuscular médio, aumentaram com a idade do animal (P<0,05),
enguanto a concentracao de hemoglobina corpuscular média e nimero de plaquetas ndo foram
alterados (P>0,05).

De acordo com outros autores, antioxidantes naturais adicionados a racdo nao
influenciam pardmetros hematologicos (PACHECO et al., 2012; LI et al., 2015). Neste estudo,
suinos que consumiram racdo sem antioxidantes apresentaram menores valores de CHCM
(P<0,05), o que pode estar relacionado a auséncia da acdo protetora dos antioxidantes contra
lesBes oxidativas sobre a hemoglobina (RIBEIRO, 2013).

Estudos in vitro com extrato de casca de manga, demostraram seu potencial de inibir a
hemolise oxidativa de eritrocitos induzida por H2O2 em condices experimentais (AJILA;
RAO, 2008). Comparativamente, o extrato do caro¢co da manga apresenta maior contetido de
compostos fendlicos totais que o0 extrato da casca, e potencial antioxidante cerca de trés vezes
maior (FREITAS et al., 2015). Neste estudo, mesmo utilizando o caro¢o da manga como fonte
de antioxidantes, ndo se pode avaliar a extensdo dos efeitos mencionados anteriormente, pois
0s animais ndo foram submetidos a nenhuma condigéo intencional que desencadeasse estresse

oxidativo.
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Tabela 6- Eritrograma de suinos alimentados com dietas contendo BHT e EECM.

Tratamentos (T) cVv’ Valor de P
Controle BHT EECM200 EECM400 Meédia (%) T Dia TxDia
HE! x108/uL
100 dias 7,08 7,24 6,65 7,20 7,048 765 0,001 0,022 0,469
140 dias 7,69 7,37 6,78 7,48 7,33A 7,71

Médias 7392 7312 6,71P 7,342

HB? g/%

100dias 11,99 12,34 12,41 12,46  12,30® 6,42 0,841 <0,0001 0,219
140dias 13,46 12,80 12,98 13,15  13,10" 5,31

Médias 12,72 12,57 12,69 12,81

HT3%

100dias 39,88 39,88 39,88 40,63 40,06° 598 0,385 <0,0001 0,394
140dias 44,38 4163 4250 42,88 42,84 556

Médias 42,12 40,75 41,19 4175

VCM* um?

100 dias 56,39 55,11 60,03 56,36 56,97% 5,12 <0,0001 0,013 0,795
140dias 57,74 56,60 62,66 57,30 58,58" 5,94

Médias 57,06 55,86° 61,342 56,83°

CHCM>%

100dias 30,03 30,90 31,29 30,73 30,73 2,89 0,008 0,182 0,107
140dias 30,30 30,70 30,48 30,63 30,53 1,24

Médias  30,16° 30,80° 30,88° 30,67

PLQ®x10%/uL

100 dias 476,50 433,38 529,13 523,13 490,53 23,37 0,051 0,895 0,787
140 dias 461,13 455,63 568,38 491,63 494,19 22,52

Médias 468,81 44450 548,75 507,38

'Hemacias; 2Hemoglobina; SHematdcrito; “Volume corpuscular médio; °Concentragdo de hemoglobina
corpuscular média; ®Plaquetas; "Coeficiente de variagdo; *® Médias seguidas por letras distintas na linha diferem
pelo teste SNK a 5% de probabilidade; A8 Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem pelo teste SNK
a 5% de probabilidade.

Os resultados sugerem efeitos da adicdo de 200 ppm de EECM na racdo sobre
parametros eritrocitarios. A medida que o nimero de hemacias diminuiu, o volume corpuscular
médio aumentou de forma compensatoria. Embora tenham sido encontradas diferengas entre os
tratamentos para os parametros eritrocitarios estudados, os valores apresentados estdo dentro
da normalidade para a especie suina (JAIN; SHAKMS, 1986). Valores de hemacias,
hemoglobina, hematdcrito e VCM de suinos aumentaram no final da fase de terminacéo, o que
esta associado ao amadurecimento fisioldgico dos animais (BEZERRA, 2014).

Foram observados efeitos dos tratamentos sobre a quantidade de leucécitos (Tabela 7),

que se mostrou maior no grupo BHT (P<0,01). Em relacdo ao dia de coleta, observou-se
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aumento da quantidade de leucdcitos totais e de linfocitos com o aumento da idade (P<0,05).

Tabela 7- Parametros leucocitarios de suinos alimentados com dietas contendo BHT e EECM.

Tratamentos (T) Média Ccv* Valor de P

Controle  BHT EECM200 EECMA400 %) T Dia TxDia
LT x10%/uL
100 dias 15,65 1641 14,16 1354 14,948 1%’9 0,002 0,009 0,604
140 dias 16,35 1946 16,45 1475  16,75°
Médias  16,00° 17,948 15,31° 14,14°
SEGM? x103/uL
100 dias 6,83 572 4,96 501 563 3‘21 0,723 0,085 0,196
140 dias 6,22 8,29 6,08 5,58 6,54
Médias 652 7,01 5,52 5,30
LINF? x103/uL
100 dias 7,16 9,24 7,63 7,51 7,888 2%’6 0,052 0,026 0,739
140 dias 9,02 9,90 8,97 8,02 8,08~
Médias 809 957 8,30 7.76

!Leucdcitos totais; 2Neutrdfilos segmentados; 3Linfocitos; “Coeficiente de variagdo; *° Médias seguidas por letras
distintas na linha diferem pelo teste SNK a 5% de probabilidade; ~B Médias seguidas por letras distintas na coluna
diferem pelo teste SNK a 5% de probabilidade.

Yan, Meng e Kim (2011) observaram aumento do numero absoluto de leucdcitos e
relativo de linfocitos em suinos em fase de crescimento suplementados com extrato metanolico
de ervas (trigo mourisco, tomilho, cdrcuma, pimenta preta e gengibre) e relacionaram esse
achado com um melhor estado de saude com reflexos positivos no desempenho.

Em ratos, o consumo de BHT a curto prazo tem sido relacionado ao aumento do tempo
de coagulacdo sanguinea, potencializado pela lenta excrecdo do BHT e de seus metabdlitos,
devido a circulacdo entero-hepatica (POWELL et al., 1986; COTTRELL et al., 1994). Os
suinos, embora apresentem maior tolerancia a ingestdo de BHT quando comparado a outras
especies (MADHAVI; SALUNKHE, 1997), neste estudo apresentaram aumento na liberacao
de leucdcitos na circulacéo sugerindo uma possivel resposta a esse antioxidante sintético.

O aumento do namero de linfocitos ocorre com a idade e é caracteristico da espécie
(MEYER; HARVEY, 2004; BEZERRA, 2014). A quantidade de leucdcitos € elevada nos
suinos com mais idade, o que pode estar relacionado ao estresse que 0s animais sdo submetidos,
as condicdes de alojamento e aos desafios imunolégicos (BEZERRA, 2014). A liberacéo

leucocitos na corrente sanguinea é influenciada pelo estresse social e estresse térmico
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(MORROW-TESCH; MCGLONE; SALAK-JOHNSON, 1994). Neste estudo, 0 aumento do
namero de leucdcitos pode ser justificado pelo acréscimo de linfocitos circulantes que ocorre
naturalmente com a idade na espécie suina, devido a estimulagdo do sistema imunolégico que
ocorre com o tempo.

Os parametros bioquimicos ndo apresentaram diferencas significativas entre 0s
tratamentos (Tabela 8). Porém, os niveis de colesterol, LDL, HDL e creatinina aumentaram
com a idade (P<0,05).

A literatura apresenta resultados controversos em relacao aos efeitos de antioxidantes
adicionados a ragdo sobre os niveis de TG e colesterol sérico de suinos. Embora em alguns
estudos a adi¢do antioxidante natural na racdo ndo tenha alterado os niveis de TG e colesterol
(PACHECO et al., 2012), outros autores relataram reducdo nos niveis de colesterol sanguineo
em 12,9% (LANFERDINI et al., 2013) e de triacilglicerois em 26,3% (ZHANG et al., 2015).
Os diferentes resultados relacionam-se principalmente aos tipos de moléculas adicionadas aos
alimentos e seus mecanismos de acao.

Compostos fendlicos podem interferir no metabolismo lipidico. Os flavonoides
naringina, rutina e resveratrol quando adicionados a alimenta¢do sdo responsaveis pela elevacédo
do colesterol-HDL, diminuindo os fatores de risco para as doencas cardiovasculares (SILVA et
al., 2001; ZHANG et al., 2015). Entretanto, 0 EECM nas concentragdes adotadas neste estudo
ndo foi capaz de influenciar tais parametros bioquimicos. O avanco da idade dos suinos (dos
100 para os 140 dias) implica aumento dos niveis séricos de colesterol, LDL e HDL, conforme
ja evidenciado em estudo anterior (GODQY et al., 2008)

A creatinina é utilizada clinicamente para avaliar a funcdo renal, que neste estudo ndo
foi comprometida pela utilizagdo do extrato etandlico de caroco de manga. A creatina participa
nas reacfes metabolicas no interior das células e é catabolizada nos musculos gerando
creatinina que é entdo secretada pelos rins na urina (TERJUNG et al., 2000). Ao final da fase
de terminacao os niveis de creatinina no soro de suinos aumentam, fato atribuido a maior massa
e atividade muscular dos animais nesta fase (BEZERRA, 2014).

Os niveis séricos das enzimas TGO e TGP ndo foram afetados pelo consumo de ragdo
contendo antioxidantes, permanecendo dentro da faixa de normalidade para a espécie suina
(KANEKO; HARVEY:; BRUSS, 2008) e isentando 0 EECM de danos hepaticos ou musculares.
Em ratos, o consumo de polpa de manga foi relacionado ao aumento dos niveis séricos destas
enzimas (TGO/TGP), sugerindo uma ac¢do prd-oxidativa no figado (TOLEDO et al., 2013).
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Tabela 8 - Pardmetros bioquimicos de suinos alimentados com dietas contendo BHT e EECM.
Tratamentos (T) Média cV® Valor de P
Controle BHT EECM200 EECMA400 %) T Dia TxDia
COL!, mg/dL
100 dias 69,75 77,50 79,37 76,87 75,87% 11,50 0,099 <0,0001 0,309
140 dias 100,75 100,00 108,37 95,75 101,224

Médias 8525 88,75 93,87 86,31

LDL2, mg/dL

100 dias 31,62 36,12 40,87 33,87 35,628 23,70 0,171 <0,0001 0,757
140 dias 49,37 49,87 52,50 44,50 49,06"

Médias 40,50 43,00 46,69 39,19

HDL3 mg/dL

100 dias 38,12 41,37 38,50 43,00 40,258 15,89 0,747 <0,0001 0,264
140 dias 51,37 50,12 55,87 51,25 52,16"

Médias 44,75 45,75 47,19 47,12

CREA*, mg/dL

100 dias 1,06 1,11 1,24 1,20 1,158 16,28 0,599 0,030 0,221
140 dias 1,25 1,35 1,25 1,20 1,26

Medias 1,16 1,23 1,24 1,20

TGO?, UI/L

100 dias 22,50 19,62 18,12 29,25 22,37 47,21 0,238 0,655 0,592
140 dias 19,50 20,00 21,87 23,50 21,22
Médias 21,00 19,81 20,00 26,37

TGP®, UI/L

100 dias 25,37 33,87 26,87 28,50 28,66 29,45 0,188 0,378 0,900
140 dias 28,25 33,00 30,25 30,87 30,59

Medias 26,81 33,44 28,56 29,69

TG’, mg/dL

100 dias 34,62 32,37 43,50 29,25 3494 37,39 0,241 0,551 0,654
140 dias 32,12 33,12 35,25 31,62 33,03

Médias 33,37 32,75 39,37 30,44

PTP8, g/dL

100 dias 6,95 7,00 7,18 7,03 706 434 0556 0,072 0,936
140 dias 7,18 7,20 7,28 7,20 721 456

Médias 7,06 7,15 7,22 711

IColesterol total; 2Colesterol LDL; *Colesterol HDL; “Creatinina; STransaminase oxaloacética; ®Transaminase
glutaropiruvica; “Triglicerideo; 8 Proteina total plasmatica; °Coeficiente de variagdo; A8 Médias seguidas por letras
distintas na coluna diferem pelo teste SNK a 5% de probabilidade

Os teores de TGO sdo maiores nos animais mais jovens, quando comparados aos
animais em outras fases (BEZERRA, 2014). O aumento da atividade enzimatica de TGO no

sangue pode estar associado com fadiga e exercicio muscular (LAMA et al., 2010). De acordo



92

com Zhong et al. (2011), ha uma correlagdo positiva entre a TGO e o teor de gordura
intramuscular, que pode aumentar com a idade. Entretanto, nesta pesquisa, 0s niveis das
enzimas TGO e TGP ndo foram alterados com a idade, indicando auséncia de fatores

determinantes de possiveis danos hepaticos ou musculares.

Estabilidade oxidativa, compostos fendlicos, potencial e atividade antioxidante totais do

Soro

A quantidade de malondialdeido (MDA) sérico, de compostos fendlicos totais e 0
potencial antioxidante do soro (Tabela 9) apresentaram efeito da interagdo tratamento x dia. Na
fase final da terminacdo (140 dias de idade), suinos que consumiram racdo com 400 ppm de
EECM apresentaram menor quantidade de MDA sérico em relacdo aos demais tratamentos
(P<0,05). Os niveis de TBARS aumentaram com a idade dos animais (P<0,05).

Tabela 9 — Substancias reativas ao acido tiobarbiturico, compostos fenolicos totais, potencial
antioxidante e atividade antioxidante total do soro de suinos alimentados com ra¢@es contendo
BHT e EECM.

Tratamentos (T) Valor de P

Controle BHT EECM200 EECM400 Média CV° T Dia TxDia

TBARS!, MDA nmol/ mL

100 dias 1,27°A 1,183  120% 1,162 120 8,94 0,0004 <0,0001 0,0234
140 dias 2,853 2,70 2763 2,40°A 268

Média 2,06 1,94 1,98 1,78

CF?, EqAG pg/ mL

100 dias 27,85* 31,74* 28,0628 2931% 2924 859 0,0003 0,0011 <0,0001
140 dias 23,88°B 2547 31423 27834 2715

Média 25,86 28,60 29,74 28,57

DPPH?, %

100 dias 4,66°®2 4,68P8 55608 9912 6,20 19,87 <0,0001 <0,0001 0,0222
140 dias 8,35PA 7,35PA 7744 10,36%A 8,45

Média 6,50 6,01 6,65 10,14

ABTS®*™ %

100 dias 16,51 17,28 16,94 14,13 16,288 13,06 0,0933 <0,0001 0,3431
140 dias 31,36 33,86 33,00 30,41 32,167

Média 23,81 2557 24,97 22,81

Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico; 2 Compostos fendlicos totais; 3Radical livre 2,2 difenil-1-picril-
hidrazil;*Radical livre 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico); >Coeficiente de variagio; *° Médias
seguidas por letras distintas na linha diferem pelo teste SNK a 5% de probabilidade; ~B Médias seguidas por letras
distintas na coluna, diferem pelo teste SNK a 5% de probabilidade.



93

A peroxidacdo lipidica é uma cadeia de reagdes mediada por radicais livres que quando
iniciada resulta na degradacdo oxidativa dos lipidios poli-insaturados, sendo os alvos mais
comuns sdo os componentes de membranas biolégicas (GROTTO et al., 2009). Esse processo
resulta em uma variedade de intermediarios e produtos finais incluindo hidroperéxidos
lipidicos, aldeidos e 0 MDA (MOSELHY et al., 2013). A quantidade de MDA sérico é
influenciada pelo consumo de lipidios oxidados, que por sua vez reduz a quantidade de a-
tocoferol e selénio sérico, reduzindo as defesas antioxidantes (HANSON et al., 2016).

Neste estudo, o consumo de antioxidantes por 40 dias (aos 100 dias de idade) nao foi
suficiente para mostrar efeitos benéficos sobre a estabilidade oxidativa do soro, corroborando
com Nasser et al. (2011) que n&o observaram efeitos de antioxidantes a curto prazo sobre
marcadores da oxidacdo lipidica. Entretanto, aos 140 dias de idade e ap6s 80 dias de consumo
de racdo contendo 400 ppm de EECM observou-se reducdo da quantidade de MDA sérico,
sugerindo uma melhor estabilidade oxidativa do soro desses animais.

Bezerra (2014) relatou que concentragdes séricas de MDA s&o maiores nos animais mais
jovens (70 dias), devido as condicdes de estresse relacionadas com a fase de creche, apos esse
periodo, os niveis se mantém constantes até o abate. Porém, ao contrario deste estudo, observou-
se aumento dos niveis séricos de MDA nmol/mL entre as coletas realizadas aos 100 e as 140
dias de idade (P<0,05).

N&o foram observadas diferencas entre os tratamentos em relacdo a quantificacdo de
compostos fendlicos totais no soro de animais aos 100 dias de idade (P>0,05). Entretanto, aos
140 dias de idade, maior quantidade de compostos fendlicos totais foi encontrada no soro de
suinos que consumiram racao contendo 400 ppm de EECM, seguidos dos 200 ppm de EECM
em relacdo aos demais grupos (P<0,001). Com o aumento da idade dos suinos, observou-se um
decréscimo na quantidade de compostos fendlicos totais no soro de animais que consumiram
racdo sem antioxidantes e dos alimentados com ragdo contendo BHT, enquanto esses niveis
aumentaram nos suinos que consumiram ragdo adicionada de 200 ppm de EECM (P<0,05).

Informacdes sobre o destino metabolico de polifendis ingeridos é muito limitada
(BOCK; WALDMANN; TERNES, 2008; AZORIN-ORTUNO et al., 2011). A evidéncia de
gue os flavonoides sdo absorvidos por suinos é fornecida por Azorin-Ortufio et al. (2011), que
detectaram resveratrol e seus metabolitos em varios 6rgdos e fluidos de suinos seis horas apds
a administracdo intragastrica. A mangiferina, importante xantona presente no EECM, quando
administrada a suinos é metabolizada a aglicona de mangiferina, sob esta forma é absorvida e
transportada pela corrente sanguinea podendo contribuir para efeitos antioxidantes (BOCK;
WALDMANN; TERNES, 2008). Os metabdlitos da mangiferina parecem contribuir em maior
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grau para 0 aumento da quantidade de compostos fenolicos totais no soro de suinos, pois
diferentemente do que acontece com os &cidos galico e elagico, os metabdlitos da mangiferina
apresentam eliminacdo lenta, podendo persistir no organismo por mais de 72 horas apos a
retirada da suplementacdo (SHAHRZAD et al., 2001; BOCK; WALDMANN; TERNES, 2008;
GONZALEZ-BARRIO et al., 2011).

Estudos demonstraram que um consumo a longo prazo (24 semanas) de suco de manga
n3o foi suficiente para alterar os niveis de compostos fenélicos no sangue de ratos (GARCIA-
SOLIS; YAHIA; ACEVES, 2008) e que o consumo de alimentos ricos em flavonoides causa
um aumento transitorio nos niveis plasmaticos de compostos fendlicos e na capacidade
antioxidante, apresentando seu valor mais alto depois de 50 min, diminuindo apés 2 h da
ingestdo (SERAFINI; MAIANI; FERRO-LUZZI, 1998). Parecem existir diferencas em relacéo
ao metabolismo de diferentes compostos fenolicos e entre espécies animais, sendo verificado
neste estudo um periodo de consumo superior a 40 dias para que maiores niveis de fenolicos
fossem detectados no soro de suinos que consumiram racdo adicionada de EECM.

Animais que consumiram rac¢do contendo 400 ppm de EECM, apresentaram maior
potencial antioxidante no soro, devido ao maior percentual de captura do radical livre DPPH,
Com apenas 40 dias de consumo de racdo, ja foi observado um aumento significativo do
potencial antioxidante no soro desses animais quando comparado aos demais tratamentos
(P<0,05), que aumentou na segunda coleta de sangue, apresentando maior percentual de captura
do radical livre DPPH aos 140 dias de idade (p<0,05).

Antioxidantes como vitamina C, hesperidina e naringina foram relacionados com o
aumento do potencial antioxidante do soro, contribuindo para a prevencdo ou redugdo do
desenvolvimento de patologias associadas ao estresse oxidativo (NASSER et al., 2011). Da
mesma forma, a dieta contendo 400 ppm de EECM, administrada a longo prazo, foi capaz de
melhorar o potencial antioxidante do soro de suinos, reforcando o sistema de defesa
antioxidante desses animais contra o estresse oxidativo.

Quando se avaliou a atividade antioxidante total do soro, a diferenca entre 0s
tratamentos ndo foi mantida (P>0,05). Entretanto, a atividade antioxidante total aumentou com
a idade dos animais (P<0,0001).

A suplementacdo dietética com verbascose reduziu a formacao de espécies reativas ao
oxigénio no soro, melhorando o estado oxidativo de suinos (CORINO et al., 2007). Da mesma
forma, suinos suplementados com vitamina E apresentaram atividade antioxidante total no
sangue aumentada, sugerindo uma melhor resisténcia ao estresse oxidativo, bem como a

suplementacéo a longo prazo com 1 kg de extrato de Lippia spp. (Familia Verbenaceae) por kg
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de ragdo do desmame até ao abate tende a aumentar a atividade antioxidante total do sangue
(ROSSI; PASTORELLI; CORINO, 2013). Embora haja uma correlagdo positiva entre
conteudo de compostos fenolicos totais e atividade antioxidante total in vitro, neste estudo ndo
foi observada maior atividade antioxidante total no soro com maior conteddo de compostos
fendlicos. Pois os compostos fendlicos apo6s ingeridos podem seguir diferentes vias
metabolicas, gerando metabolitos com ou sem atividade antioxidante, ou ainda sem atividade
antioxidante comprovada. Pouco se sabe sobre os metabdlitos gerados ap6s ingestdo de EECM,
a forma na qual sdo carregados no sangue ou sobre sua atividade antioxidante no organismo,
dessa forma, a maior presenca de metabdlitos de compostos fenélicos no soro ndo se traduziu

em maior atividade antioxidante total.

Conclusodes

O extrato etandlico do caroco de manga pode ser utilizado como antioxidante nas ragées
de suinos nas concentrac6es de 200 e 400 ppm sem prejuizos para 0 desempenho, caracteristicas
de carcaca, parametros sanguineos e bioguimicos. O EECM adicionado as racdes de suinos na
concentracdo de 400 ppm confere melhoras ao desempenho de suinos até os 110 dias de idade
e contribui para o aumento de compostos fendlicos circulantes, melhorando a estabilidade

lipidica e o potencial antioxidante do soro desses animais.
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4. EXTRATO ETANOLICO DO CAROCO DA MANGA ADICIONADO A RACAO
AUMENTA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA CARNE SUINA

RESUMO

O presente estudo teve o propdsito de avaliar o extrato etandlico do caro¢o da manga (EECM)
como antioxidante em racGes para suinos nas fases de crescimento e terminagéo e seus efeitos
sobre as caracteristicas qualitativas, perfil lipidico da carne in natura, estabilidade oxidativa,
grupos sulfidrilicos ndo-proteicos (GS-NP), compostos fendlicos totais, potencial antioxidante
total (DPPH) e atividade antioxidante total (ABTS°*) da carne com 0 e 7 dias de
armazenamento sob refrigeragéo. Foram utilizados 32 machos castrados com 60 dias de idade,
peso médio de 20,20 + 1,34 kg, distribuidos entre quatro tratamentos, em um delineamento em
blocos ao acaso, com oito repeticdes por tratamento. Os tratamentos consistiram nas racoes:
controle = sem adicdo de antioxidante; BHT = com adig&o de 200 ppm de butilhidroxitolueno
(BHT); EECM200 = com 200 ppm de EECM; EECM400 = com 400 ppm de EECM. Os
resultados mostraram que animais que consumiram racdo contendo 400 ppm de EECM
apresentaram menor perda de liquido por coc¢do quando comparado aos demais tratamentos
(P<0,0001). A adicdo de antioxidantes a racdo ndo afetou o perfil lipidico e a estabilidade
lipidica da carne de suinos (P>0,05). Maiores quantidades de GS-NP e de compostos fendlicos
totais foram detectadas na carne de animais que consumiram ragéo adicionada de 400 ppm de
EECM (P<0,0001), observando-se também uma maior atividade antioxidante total (P<0,0001).
Quanto ao potencial antioxidante, maiores valores foram encontrados na carne de animais que
consumiram racgao adicionada de BHT e 400 ppm de EECM em relagéo ao controle (P<0,01).
Concluiu-se que o EECM na racdo de suinos ao nivel de 400 ppm implica aumento de
compostos fenolicos na carne, que contribuem para a reducdo das perdas de liquido por cocgdo
e aumento dos niveis de glutationa reduzida no musculo, do potencial e da atividade

antioxidante total da carne desses animais.

Palavras-chave: Compostos fendélicos. Glutationa reduzida. Mangifera indica. Mangiferina.

Perfil lipidico.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the ethanolic extract of mango seed (EEMS) as an
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antioxidant in feeds for pigs in the growth and finishing phases and its effects on the qualitative
characteristics, lipid profile of the meat in natura, oxidative stability, non-protein sulfhydryl
groups (NP-SG), total phenolic compounds, total antioxidant potential (DPPH) and total
antioxidant activity (ABTS °+) of the meat with 0 and 7 days of storage under refrigeration.
Thirty-two castrated males with 60 days of age, with medium weight of 20.20 + 1.34 kg, were
distributed among four treatments in a randomized complete block design, with eight replicates
per treatment. The treatments consisted of: control = no antioxidant added; BHT = with addition
of 200 ppm of butilhydroxytoluene (BHT); EEMS200 = with 200 ppm of EEMS; EEMS400 =
with 400 ppm of EEMS. The results showed that animals that consumed diets containing 400
ppm of EEMS presented less liquid loss per cooking when compared to the other treatments (P
<0.0001). The addition of antioxidants to the diet did not affect the lipid profile and lipid
stability of pork meat (P> 0.05). Higher amounts of NP-SG and total phenolic compounds were
detected in meat from animals that consumed 400 ppm of EEMS feed (P <0.0001), and a higher
total antioxidant activity (P <0.0001) was also observed. As for the antioxidant potential, higher
values were found in the meat of animals that consumed added BHT feed and 400 ppm of
EEMS in relation to the control (P <0.01). It was concluded that EEMS in pigs at the 400 ppm
level implies an increase of phenolic compounds in the meat, which contribute to the reduction
of liquid losses per cooking and an increase levels of NP-SG in muscle, potential and total
antioxidant activity of the pork meat.

Key words: Phenolic compounds. Reduced glutathione. Mangifera indica. Mangiferin. Lipid

profile.

Introducéo

E crescente a preocupacdo com a qualidade dos alimentos destinados & alimentac&o
humana. A legislacdo regulamenta o uso de inimeras substancias, inclusive algumas utilizadas
na alimentagdo animal, por apresentarem efeito residual (BRASIL, 2010). Dentre essas
substancias, estdo os antioxidantes sintéticos empregados nas ra¢6es de animais de producao.

Os antioxidantes sintéticos comumente usados nas ra¢fes para suinos sao o butilato de
hidroxianisol (BHA) e o butilato de hidroxitolueno (BHT). Estudos demostraram que 0S
antioxidantes sintéticos, em doses elevadas, podem causar alteracdes hepaticas (DURAN;
PADILLA, 1993) e ter efeito carcinogénico (CHEN; PEARSON; GRAY, 1992). Essa
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problemética acerca dos antioxidantes sintéticos tem impulsionado pesquisas na area,
objetivando diminuir seu uso e substitui-los por substancias mais seguras. Nesse sentido,
aumentou-se 0 numero de pesquisas sobre antioxidantes naturais extraidos de diferentes partes
das plantas, principalmente dos que apresentam, em sua composi¢do, componentes fenolicos,
como flavonoides, &cidos fendlicos e tocoferol, que retardam a oxidacdo e que possam substituir
os antioxidantes sintéticos, sem afetar o desempenho e as caracteristicas qualitativas da carne
(AJILA et al., 2007; RIBEIRO et al., 2008; HUBER et al., 2012).

Dentre as plantas que apresentam compostos antioxidantes, destaca-se a manga
(Mangifera indica L.) cuja parte da producdo de frutos é processada para a producédo de polpa,
sucos, néctar e pedagos enlatados, entre outros (AJILA et al., 2007), produzindo grande volume
de residuos com potencial para uso direto na alimentacéo animal (VIEIRA et al., 2008) ou como
fonte de compostos antioxidantes (ABDALLA et al., 2007; BARRETO et al., 2008; RIBEIRO
et al., 2008). A quantidade de compostos fendlicos varia de acordo com a variedade e parte da
planta, sendo maior no caro¢o que na casca da manga (BARRETO et al., 2008; FREITAS et
al., 2015). O extrato do caro¢o da manga apresenta elevado contetido de compostos fendlicos,
como o acido galico, o &cido elagico e a mangiferina (SOONG; BARLOW, 2004; RIBEIRO et
al., 2008; BARRETO et al., 2008). O mecanismo de a¢édo antioxidante predominante parece
estar relacionado a transferéncia de elétrons seguida da perda de protons em fase aquosa
(STEPANIC et al., 2013). O EECM apresenta maior potencial antioxidante que o BHT, cujos
efeitos podem ser estendidos inclusive para a carne e seus derivados (FREITAS et al., 2015;
BORGES, 2009). Dessa forma, a adicdo de EECM na racdo pode reforcar os sistemas de defesa
antioxidante dos suinos, reduzir os danos oxidativos que ocorrem no periodo pés-morte e
durante o armazenamento e melhorar pardmetros qualitativos da carne desses animais.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o extrato etanolico do caro¢co da manga como
antioxidante em racgdes para suinos nas fases de crescimento e terminagdo e seus efeitos sobre
as caracteristicas qualitativas, perfil lipidico da carne in natura, estabilidade lipidica (TBARS),
grupos sulfidrilicos ndo-proteicos (GS-NP), compostos fendlicos totais, potencial antioxidante
total (DPPH) e atividade antioxidante total (ABTS°") da carne com 0 e 7 dias de

armazenamento sob refrigeragéo.
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Material e Métodos

Preparacao do extrato do caro¢o de manga

A preparagdo do extrato etandlico do caroco da manga (EECM) foi realizada no
Laboratdrio de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da Universidade Federal do
Ceara (UFC).

As variedades de manga utilizadas foram tommy e jasmim. Cerca de 200 kg de carocos
e cascas foram obtidos de uma empresa de processamento de frutas, situada no municipio de
Aquiraz - CE. O material foi lavado, os carogos foram separados e expostos ao sol por 48 horas,
depois foram submetidos a secagem em estufa, a temperatura de 55 °C, por um periodo de 72
horas, obtendo-se 23,75 kg de caroco seco. Para iniciar o processo de extracao, os carogos foram
triturados, sofrendo uma perda de 10% do material durante o processamento.

O residuo moido (21,30 kg) foi acondicionado em recipientes de vidro de 5 litros e
submetido a extracdo a frio seguindo a metodologia de Barreto et al. (2008) com adaptacdes.
Adicionou-se hexano aos recipientes, que continham cerca de 1,45 kg de caro¢co moido, em
quantidade suficiente para manté-lo imerso durante sete dias a temperatura ambiente (25 °C).
Apos a extracdo, o material foi filtrado e o extrato concentrado em rotoevaporador (Marconi
MAZ120/TH) a 50°C, rotacdo de 60 rpm e pressdo reduzida para obtencdo do extrato hexanico.
As extracdes com hexano se repetiram por mais duas semanas, totalizando 21 dias de extracédo
para uma mesma quantidade de residuo, nessa etapa obteve-se 1,03 kg de extrato hexanico.
Depois de seco em estufa, o caroco moido passou pelo mesmo processo de extracdo a frio
utilizando dessa vez etanol para extracdo, obtendo 2,46 kg de EECM. Devido ao extrato
apresentar caracteristicas de gel, este foi diluido em 6leo de soja degomado para ser misturado
nas ragoes.

Foram retiradas aliquotas do extrato para avaliacdo do potencial antioxidante, atividade
antioxidante total e determinagdo de compostos fendlicos totais (Tabela 10). O butilato de
hidroxitolueno (BHT) foi usado como padréo. O potencial antioxidante total dos extratos foi
avaliado pela capacidade de sequestro do radical livre DPPH, de acordo com o procedimento
descrito por Brand-Willians, Cuvelier e Berset (1995), resultados expressos em mg/L, referente
a metade da concentracéo inibitoria maxima (ICso). A atividade antioxidante total (AAT) foi
determinada pela captura do radical livre ABTS®" (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico)) e o resultado expresso em pM de capacidade antioxidante equivalente ao trolox
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(TEAC) por g de extrato (RUFINO et al., 2007). A analise dos compostos fendlicos totais foi
realizada pelo método Folin-Ciocalteau, expresso em mg de equivalente de &cido galico -
EqAG- por g de extrato (FOLIN; CIOCALTEAU, 1927; MUELLER-HARVEY, 2001).
Mesmo com o EECM apresentando potencial e atividade antioxidante total in vitro superior ao
BHT, adotou-se as mesmas concentragdes iniciais para 0 EECM e para o controle positivo com
BHT.

Tabela 10 -Potencial antioxidante, atividade antioxidante total e compostos fenolicos totais
(CF) do extrato etan6lico do caroco da manga.

DPPH ICso? ABTSe* 2 CF
(mg/L) (UM TEAC.gY) (mg EqAG/g)
EECM 175,66 518,68 95,50
BHT 289,17 350,83 -

! Radical livre 2,2 difenil-1-picril-hidrazil; ? Radical livre 2,2’ - azinobis(3 — etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico);

Instalacdes, animais e tratamentos

Todos os procedimentos realizados foram previamente aprovados pela Comisséo de
Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara, sob o protocolo n°
73/2012.

O experimento foi desenvolvido no Setor de Suinocultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal do Ceara, no municipio de Fortaleza. Durante o periodo
experimental a temperatura média registrada foi de 28,3°C e umidade relativa do ar de 70,7%.

Foram utilizados 32 suinos machos castrados de genética comercial com 60 dias de
idade, peso médio de 20,20 + 1,34 kg, que foram distribuidos entre quatro tratamentos, em um
delineamento em blocos ao acaso, com oito repeti¢cdes por tratamento, considerando o animal
como unidade experimental. O critério adotado para a formacéo dos blocos foi o peso inicial
dos animais.

O experimento foi realizado em galpdo construido em alvenaria, com pé-direito de 3,0
m e equipado com cortinas nas laterais para o controle da ventilagdo interna. Os animais foram
alojados em baias individuais equipadas com comedouro semi-automatico e bebedouro do tipo
chupeta.

Os tratamentos consistiram em: Controle = ragdo sem adicdo de antioxidante; BHT =
racao com adicdo de 200 ppm de BHT; EECM200 = ragdo com 200 ppm de EECM; EECM400
= racdo com 400 ppm de EECM.

As ragdes experimentais (Tabela 11) foram formuladas para as fases de crescimento |
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(60 a 90 dias), crescimento 11 (91 a 110 dias) e terminacdo (111 a 145 dias). Os valores da
composi¢do quimica dos alimentos e das exigéncias nutricionais dos leitdes para o periodo de
crescimento e terminacdo, seguindo as recomendacdes de Rostagno et al. (2011), sendo
isonutritivas. Em funcdo dos tratamentos, o ingrediente inerte da racdo foi substituido

proporcionalmente pelos antioxidantes nos niveis pré-determinados.

Tabela 11 — Composicdo percentual e nutricional das racdes controle para cada fase
experimental.

Ingredientes, % Crescimento | Crescimento Il  Terminacdo
Milho moido 68,895 71,882 75,798
Farelo de soja 26,613 23,395 19,113
Oleo de soja 1,000 1,000 1,000
Fosfato bicalcico 1,126 1,297 1,694
Calcério calcitico 0,651 0,603 0,580
Suplemento mineral e vitaminico! 0,300 0,300 0,300
Sal 0,356 0,335 0,314
Lisina HCI 0,195 0,223 0,269
L-Treonina 0,035 0,042 0,076
DL-Metionina 0,024 0,020 0,027
L-Triptofano 0,000 0,000 0,002
Inerte (areia lavada) 0,805 0,903 0,827
Total 100,000 100,000 100,000
Valores calculados, %

Energia metabolizével, kcal/kg 3.230 3.230 3.230
Proteina bruta 18,250 17,070 15,530
Fosforo disponivel 0,314 0,269 0,250
Célcio 0,635 0,552 0,512
Saédio 0,180 0,170 0,160
Lisina digestivel 0,943 0,891 0,829
Metionina+cistina digestivel 0,556 0,526 0,497
Treonina digestivel 0,613 0,579 0,555
Triptofano digestivel 0,187 0,170 0,149

!Niveis por kg de ragdo: vitamina A (3.199,87 Ul), vitamina D3 (649,97 Ul), vitamina E (8,5 Ul), vitamina K3
(1,00 mg), vitamina B1 (0,33 mg), vitamina B2 (2,8 mg), vitamina B6 (0,60 mg), vitamina B12 (10,50 mcg), &cido
félico (0,25 mg), acido pantoténico (9,34 mg), niacina (16,00 mg), selénio (0,30 mg), promotor de crescimento
(22,01 mg), manganés (14,93 mg), zinco (0,08 g), ferro (0,05 g), cobre (7,98 mg), iodo (0,30 mg)

Durante os 90 dias do periodo experimental, os animais receberam racdo e agua a
vontade. As ragBes foram administradas a vontade na forma farelada, sendo disponibilizadas

quatro vezes ao dia.
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Abate dos animais

Ao final do periodo experimental os animais foram abatidos, no dia seguinte a ultima
pesagem, sendo submetidos a jejum sélido de 12h. Os animais foram transportados por 15 km
até o abatedouro localizado na regido metropolitana de Fortaleza, CE, onde foram alojados em
baias de descanso até a hora do abate. O abate foi conduzido de forma humanitéria (LUDTKE
et al., 2010), os animais foram insensibilizados com choque elétrico, procedendo-se a pendura
e sangria, depois a escaldagem, depilacéo, toalete, evisceracao e retirada da cabeca. As carcacas
foram serradas longitudinalmente ao meio e levadas a camara fria, em temperatura de

refrigeracdo (4° C), permanecendo por 24 horas.

Coleta e acondicionamento de amostras de musculo

Da meia carcaga direita de cada animal, foi colhida uma amostra de aproximadamente
10 cm do masculo Longissimus lumborum. Estas foram acondicionadas em sacos plasticos
identificados, colocados em isopor com gelo e imediatamente transportados para o Laboratorio
de Processamento de Carnes e Pescado do Departamento de Tecnologia de Alimentos/UFC,
onde foi retirada a camada de gordura adjacente ao musculo, embaladas a vacuo
individualmente e posteriormente destinada as analises qualitativas. Para se avaliar o efeito do
armazenamento, uma aliquota de cada amostra de carne foi estocada por 7 dias sob refrigeracédo
a 8°C e submetida as analises de estabilidade oxidativa (TBARS), dos grupos sulfidrilicos néo-
proteicos (GS-NP), compostos fendlicos totais, potencial e atividade antioxidante total, sendo

essas mesmas analises realizadas na carne in natura.

Caracteristicas qualitativas da carne in natura

O pH médio foi obtido com o auxilio de peagametro com eletrodo tipo faca (HI-99163;
Hanna Instruments, Brasil), com mensuracgdes realizadas em trés pontos da amostra. Para medir
a capacidade de retencdo de 4gua (CRA) da carne crua, amostras de aproximadamente 2,0 g
(+0,10) foram dispostas entre duas folhas de papel filtro qualitativo Whatman n° 1 e submetidas
a pressao exercida por um peso de 10 kg durante 5 minutos (HAMM, 1960). Em seguida, as
amostras foram pesadas novamente e a CRA foi determinada pela diferenca entre 0s pesos
inicial e final, em valor percentual.

Para mensuracao da cor, cortes de 2,5 cm de espessura foram expostos ao ar por 40
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minutos para rea¢do da mioglobina com o oxigénio atmosférico (SHIMOKOMAKI, 2003). As
medidas de coloragdo foram obtidas com aparelho da marca KONICA MINOLTA CR300
(Minolta Company, Osaka, Japdo), operando no sistema CIE, encontrando valores de L*
(indicacdo de luminosidade), a* (indicacdo do teor de vermelho) e b* (indicacdo do teor de
amarelo) da carne.

Amostras de aproximadamente 2,5 cm de espessura foram pesadas, embaladas a vacuo
e imersas em banho-maria a 85°C, por 30 minutos. Em seguida, as amostras foram novamente
pesadas determinando-se as perdas de liquidos por cocgédo (PLC) pela diferenca entre os pesos
inicial e final, em valor percentual (LIU et al., 2004).

Ap0s a cocgdo, as amostras foram cortadas na forma de cubos e submetidas ao aparelho
TEXTURE ANALYZER TA-XT-125, com lamina movendo-se a 1,5 mm/s no sentido
descendente e forca de 40 g. O programa do equipamento gerou curvas de tensdo contra tempo,
determinando-se a forca de cisalnamento (FC), expressa em kgf (CORTE; FELICIO; CIA,
1979).

Andlise do perfil de acidos graxos da carne in natura

Uma amostra do muasculo Longissimus Lumborum foi destinada para a quantificacdo
dos &cidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados no masculo. Foram realizadas
extracOes lipidicas por solubilizacdo em cloroférmio-metanol (2:1), sendo determinado o
conteddo de lipidios totais (FOLCH; LEES; STANLEY, 1957), apds secagem do extrato em
estufa a 90°C, resultado expresso em mg de lipidios por g de carne. Uma aliquota do extrato
lipidico (5 mL) foi retirada e submetida a reacdo de esterificacdo e metilacdo (HARTMAN;
LAGO, 1973), posteriormente foi acondicionada em vial de 2mL para anélise do perfil lipidico
através de cromatografia gasosa acoplada ao espectrofotdmetro de massa.

Os metil-ésteres dos acidos graxos mais abundantes foram identificados por comparacgao
dos tempos de retencdo com os tempos padrdes dos ésteres metilico do padrdo cromatografico
dos acidos graxos C-4 a C-24. A quantificacdo dos acidos graxos presentes no Longissimus
Lumborum foi calculada mediante a porcentagem da area de cada pico correspondente ao acido
graxo identificado pelo padrdo. A partir do perfil dos acidos graxos identificados foi calculado
0 somatério dos acidos graxos saturados (AGS), acidos graxos insaturados (AGI) e acidos
graxos monoinsaturados (AGMI). Acidos graxos desejaveis (AGD) definidos como aqueles

que tém efeito neutro ou hipocolesterolémico sobre a sadde humana, compostos pelos
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insaturados e o &cido estedrico C18:0 (GRUNDY, 1986), foram calculados pela seguinte
equacdo: AGD= (AGI + C18:0).

Analise de estabilidade oxidativa da carne

A andlise de estabilidade oxidativa foi realizada por meio de analise comparativa,
observando a reatividade de substancias com o acido 2-tiobarbitarico (TBA), de acordo com 0
método descrito por Cherian et al. (2002). Aliquotas de 2 g de carne foram homogeneizadas
com 18 mL de &cido perclérico a 3,86% e 50 puL de BHT a 4,5%. Depois centrifugadas a 10.000
g por 10 minutos a 4°C e filtradas em papel filtro. Do sobrenadante retirou-se 1 mL que foi
adicionado de 1 mL de solucéo aquosa de TBA (20 mM), depois levado a banho-maria a 95°C
por 30 minutos. A reagéo foi interrompida com banho gelado e depois realizadas as leituras em
espectrofotdbmetro a 531 nm. Os resultados foram expressos em pg de malondialdeido (MDA)

por g de carne.

Determinacao dos grupos sulfidrilicos ndo-proteicos (GS-NP) na carne

A glutationa reduzida foi determinada através da quantificacdo dos grupos sulfidrilicos
nédo-proteicos (GS-NP) segundo a metodologia de Sedlak e Lindsay (1968). Um grama de carne
foi homogeneizado em uma solucéo de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 0,02M
gelado por 1 minuto. A uma aliquota de 500 pL do homogenato foram adicionados 400 pL de
agua destilada e 100 pL de solucdo de acido tricloroacético a 50%, e posteriormente essa
mistura foi centrifugada a 1.000 g por 15 minutos a 4°C. A 500 pL do sobrenadante foram
adicionados 1 mL de tampé&o Tris (0,4M; pH 8,9) e 25 uL de DTNB (acido 5,5'-dithiobis-(2-
nitrobenzdico)) a 0,01M e a leitura realizada dentro de 5 minutos a absorbancia de 412 nm. A
concentracdo de GS-NP foi calculada através de uma curva padrdo de glutationa reduzida

(GSH) e os resultados expressos em g de GS-NP/g de carne.

Compostos fenolicos, potencial e atividade antioxidante totais da carne

Uma amostra de 5 gramas de carne foi homogeneizada em 15 mL de agua destilada,
depois centrifugada a 1.500 g por 2 minutos, adicionou-se 9 mL de cloroférmio para separar 0s

lipidios (JANG et al., 2008) e o sobrenadante foi utilizado para determinacdo de compostos
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fendlicos totais, potencial e atividade antioxidante total.

Compostos fendlicos totais foram determinados seguindo a metodologia de Singleton,
Orthofer e Lamuela-Raventos (1999) com adaptacGes. Do extrato aquoso retirou-se aliquotas
de 0,2 mL, adicionou-se 1,0 mL do reagente de Folin-Ciocalteu a 10% e 0,8 mL de carbonato
de s6dio (NaHCO3) a 7,5%. A mistura foi mantida por 15 min a 45°C em banho seco (Thermo
Mixer C, Eppendorf®), e a absorbéncia medida a 765 nm. A quantificagéo foi feita com base
na curva padrédo gerada com acido galico e os resultados expressos g de equivalente de acido
galico por grama de carne (EQAGug/ g carne).

O potencial antioxidante foi avaliado através do percentual de captura do radical livre
DPPH (BLOIS, 1958). Retirou-se 200 uL de sobrenadante, que foi adicionado a 800 L de 4gua
e 1 mL de solucdo metandlica do radical livre DPPH (0,2 mM). A mistura foi submetida ao
vortex e deixada em repouso a temperatura ambiente durante 30 min. Um tubo contendo 1 mL
de agua destilada e 1 mL de solucdo metanodlica do radical livre DPPH (0,2 mM) serviu como
controle. Absorbancia da solugéo foi medida a 517 nm. A percentagem de captura dos radicais
livres DPPH foi obtida a partir da seguinte equacéo:

Atividade captura = [1-(Abs teste/Abs controle)]x100

A atividade antioxidante total foi obtida pelo percentual de captura do radical ABTS®*
(RE et al., 1999). Uma aliquota de 10 puL de homogenato foi adicionado a 1 mL da solugédo
diluida do radical ABTS°" a 30°C, e a absorbancia foi lida exatamente 6 minutos apds a mistura
inicial. A percentagem de inibicdo da absorbancia em branco (0,70 £ 0,02) foi calculada para
cada amostra. Utilizou-se a mesma equacéo para o calculo do potencial antioxidante de captura
do radical livre DPPH:

Atividade captura = [1-(Abs teste/Abs controle)]x100

Analise estatistica

As andlises estatisticas dos dados foram realizadas utilizando-se o PROC GLM
(Statistical Analysis System, versdo 9.2). A comparagédo entre as médias foi realizada pelo teste
de SNK a 5% de probabilidade. Para os dados colhidos em dois tempos, 0 e 7 dias, foi
adicionado ao modelo de analise o efeito do tempo de armazenamento e da interagédo tratamento

X tempo de armazenamento.
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Resultados e Discussao

Caracteristicas qualitativas da carne in natura

A adicdo de antioxidantes a racdo, tanto o natural quanto o sintético ndo afetou o pH, a
capacidade de retencdo de agua, a cor e a forca de cisalhamento da carne de suinos (Tabela 12).
Na carne dos animais que consumiram ragdo contendo 400 ppm de EECM foi observada menor
perda de agua por coccdo quando comparada aos animais dos demais tratamentos (P<0,05),
seguido do BHT.

Tabela 12 - Qualidade da carne de suinos alimentados com racfes contendo BHT ou EECM.

Tratamentos . cV?
Controle  BHT EECM200 EECMdo0  Medid (o  ValordeP

pH 5,63 5,66 5,62 5,61 5,63 2,82 0,7807
CRA? (%) 69,84 71,71 69,07 71,18 70,45 3,79 0,2046
Cor®

L* 58,30 56,01 57,98 55,59 56,97 5,68 0,2605
a* 13,58 13,40 12,98 12,88 13,21 9,14 0,6143
b* 10,99 11,01 11,45 10,55 11,00 10,50 0,5016
PLC* (%) 39,102 37,32° 39,432 34,96 ¢ 37,70 3,56 <0,0001
FC®(Kgf) 8,01 8,89 8,90 8,34 853 1857  0,6193

!Coeficiente de variagdo; *Capacidade de retencdo de agua;*Parametros de cor (L* intensidade de luminosidade;
a* intensidade de vermelho; b* intensidade de amarelo); “Perdas de liquido por cocgo; °Forca de cisalhamento.
abc \Médias seguidas por letras distintas na linha diferem pelo teste SNK a 5%.

A adicdo de antioxidantes ndo influenciou o pH da carne. Diversos estudos que
avaliaram a adicdo de extratos vegetais (SIMITZIS et al., 2010; KANG; MIN; SHIBAMOTO,
2013; HANCZAKOWSKA; SWIATKIEWICZ; GRELA, 2015; RANUCCI et al., 2015) e
outros antioxidantes naturais a ragdo (ROSSI et al., 2010; SILVA et al., 2013; ROSSI et al.,
2014) também ndo verificaram a influéncia de antioxidantes sobre o pH da carne, concordando
com este estudo, no qual a adicdo de antioxidantes via ragdo nao interferiu no pH da carne.

A capacidade de retencdo de agua (CRA) relaciona-se com a luminosidade (L*), onde
uma menor capacidade de retencdo de agua estd associada a maior luminosidade da carne
(WARRIS; BROWN, 1987). Caracteristico de carnes do tipo palidas, moles e exsudativas
(PSE) que apresentam uma taxa de oxidagdo 42% maior que carnes normais (MAGANHINI,
2007), resultado de uma queda rdpida do pH enquanto a temperatura da carcaga permanece
elevada. Essa condicdo favorece a desnaturacéo de proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas,

aumentando a suscetibilidade a reagdes oxidativas, como também a perda excessiva de
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exsudato, comprometendo propriedades funcionais da carne, como a intensidade de
luminosidade (MAGANHINI, 2007; BARBUT et al., 2008). A presenca de antioxidantes de
origem alimentar na carne poderia contribuir para evitar danos gerados na instalacéo de carnes
PSE, porém este estudo ndo determinou condi¢6es que favorecessem a ocorréncia desse tipo de
carne.

A cor da carne ndo foi influenciada pela adi¢do de antioxidantes na dieta (P>0,05). A
mioglobina é a proteina ferro-dependente mais abundante da carne e pode catalisar reagdes
oxidativas, que estdo diretamente ligadas a cor da carne (SKIBSTED; MIKKELSEN;
BERTELSEN, 1998). Como a cor é influenciada pelas reacGes oxidativas na carne, 0s
antioxidantes poderiam influenciar este pardmetro, porém muitos autores relatam auséncia de
resposta com a adicdo de antioxidantes na dieta (SILVA et al., 2013; KANG; MIN;
SHIBAMOTO, 2013; ROSSI et al., 2014; RANUCCI et al., 2015). Entretanto, Hanczakowska,
Swiatkiewicz e Grela (2015) associaram uma menor intensidade de amarelo (b*) na carne de
animais suplementados com extrato de ervas, relacionada a melhor estabilidade oxidativa da
carne desses animais, mas essa tendéncia so foi significativa apds 5 meses de armazenamento
sob congelamento.

A carne dos animais que receberam 400 ppm de EECM na racdo apresentou menor PLC
(P<0,0001) quando comparada aos demais tratamentos, inclusive ao BHT, que por sua vez,
apresentou menor PLC quando comparado aos tratamentos controle e EECM200. Isso sugere
gue os antioxidantes adicionados a racdo contribuiram para uma melhor preservacdo da
integridade da membrana das células musculares submetidas a coccdo. Antioxidantes naturais
sdo capazes de prevenir a oxidacao lipidica e proteica em produtos carneos pré-cozidos (LARA
et al., 2011) e dessa forma, a adi¢do de 400 ppm de EECM a ragcdo mostrou-se mais eficiente
no controle da oxidacgdo da carne induzida pelo cozimento.

A adicdo de antioxidantes a racdo ndo afetou a FC, ndo alterando a textura da carne
(P>0,05), concordando com outros autores (SIMITZIS et al., 2010; SILVA et al., 2013; ROSSI
et al., 2014). Entretanto, os resultados diferem dos obtidos por Zhang et al. (2015) que
detectaram uma melhor textura na carne de suinos alimentados com racdo adicionada de
polifendis. Esses mesmos autores observaram reducdo do valor de L* e das perdas por
gotejamento, sugerindo melhorias na qualidade da carne, provavelmente em consequéncia da
acao antioxidante dos polifendis, que contribuiram para a preservacao da estrutura das células
musculares, reduzindo as perdas por exsudacdo. As perdas de exsudato se correlacionam
positivamente com a FC (CALDARA et al., 2012), ou seja, quanto menores as perdas de

exsudato, menor a FC, traduzindo-se em uma melhor maciez da carne.
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A maciez da carne esta relacionada a atividade das calpainas, as principais enzimas
responsaveis pela resolucdo do rigor mortis, que possuem um residuo de cisteina que pode ser
oxidado, tornando-as menos ativas. Dessa forma, o aumento dos niveis de antioxidantes na
carne pode melhorar a maciez ao favorecer a ativacdo dessas enzimas (KOOHMARAIE, 1990).
Como observado por Rowel et al. (2004), utilizando vitamina E na alimentacdo de bovinos,
animais suplementados apresentaram carne com menor FC e maior taxa de proteolise,

resultando em uma carne mais macia, porém isso ndo foi verificado neste estudo.

Perfil de &cidos graxos da carne in natura

N&o houve efeito da adi¢do dos antioxidantes na racdo sobre o perfil lipidico da carne
de suinos (Tabela 13). Os suinos podem apresentar alteracdo na composicao de acidos graxos
insaturados em funcdo da dieta (SANTOS et al., 2008), sendo observado que, dietas ricas em
acidos graxos poli-insaturados aumentam significativamente os niveis desses acidos graxos no

musculo Longissimus Lumborum e na gordura subcutanea (MITCHAOTHALI et al., 2008).

Tabela 13 - Perfil lipidico da carne de suinos alimentados com rac6es contendo BHT e EECM.

Tratamentos Média CV! Valor de
Controle  BHT EECM200 EECM400 (%) P

Lipidios totais, 43,37 33,01 40,19 33,03 37,00 33,22 0,2944
mg/g
C14:0, % 1,19 0,88 1,17 0,95 1,03 38,94 10,3839
C16:0, % 28,03 27,14 28,30 26,95 27,54 6,35 0,4129
C18:0, % 11,42 11,40 12,43 11,70 11,70 8,27 0,2229
C16:1n7, % 3,13 3,14 2,72 3,20 3,07 10,97 0,0674
C18:1n7, % 3,78 4,24 3,70 4,15 3,99 10,23  0,0509
C18:1n9, % 47,71 47,64 47,14 4751 47 52 457 0,9667
C18:2n6, % 4,76 5,55 454 5,53 5,14 24,41 0,3272
AGS?, % 40,63 39,42 41,90 39,61 40,27 5,95 0,2395
AGI®, % 59,37 60,58 58,10 60,39 59,72 4,01 0,2395
AGMI*, % 54,61 55,03 53,57 54,86 54,58 4,32 0,6829
AGD?®, % 70,79 71,98 70,53 72,09 71,42 2,58 0,2886

ICoeficiente de variacao; 2Acidos graxos saturados totais; 3Acidos graxos insaturados totais; “Acidos graxos
monoinsaturados totais; SAcidos graxos desejaveis; Médias ndo diferiram pelo teste SNK a 5% de probabilidade.

A utilizacdo de 6leo essencial de pimenta vermelha na alimentacao de suinos aumentou
o percentual de acidos graxos saturados presentes na carne desses animais, Gois et al. (2017)
associaram este resultado ao melhor controle da oxidacdo lipidica conferido por esse 6leo
essencial. Por outro lado, extratos vegetais além de conferirem uma maior estabilidade

oxidativa a carne, resultaram em aumento do teor de &cidos graxos poli-insaturados na gordura
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intramuscular, ou seja, em uma carne com propriedades benéficas para a salde
(HANCZAKOWSKA; SWIATKIEWICZ; GRELA, 2015). A prote¢do conferida aos acidos
graxos contra danos oxidativos é mais aplicavel sobre os &cidos graxos insaturados, pois a
presenca de duplas ligacGes na cadeia carbbnica desses acidos graxos diminui a energia
necessaria para a ruptura das ligagdes carbono-hidrogénio, enquanto que a formacgdo de um
radical livre a partir de acido graxo saturado é energeticamente desfavoravel (BOBBIO;
BOBBIO, 2001). Portanto, antioxidantes adicionados a racdo seriam eficientes em proteger o0s
acidos graxos insaturados da oxidacdo durante o armazenamento, contribuindo para 0 aumento
dos niveis desses compostos na gordura intramuscular dos animais. Entretanto, neste estudo, o
EECM adicionado a racdo de suinos nao incrementou a quantidade de acidos graxos insaturados

Na carne.

Estabilidade lipidica da carne

A estabilidade lipidica da carne nos dias 0 e 7 ndo foi influenciada pela adigdo de
antioxidantes naturais na racdo, sendo notada apenas para os animais alimentados com racéo
contendo BHT menores médias de TBARS (P<0,05) em relacdo ao grupo controle, ndo
diferindo dos tratamentos com EECM (Tabela 14). O valor de TBARS aumentou com o tempo
de estocagem da carne sob refrigeracéo (P<0,0001).

Tabela 14 - Estabilidade lipidica (MDA! pg/g) da carne de suinos alimentados com racdes
contendo BHT e EECM armazenada a 8 °C por 7 dias.

Tratamentos (T) Valor de P
Controle  BHT EECM200 EECM400 Média CV? T Dia TxDia
Dia 0 0,59 0,42 0,42 0,55 0,498 42,48 0,044 <0,0001 0,364
Dia 7 1,28 0,78 1,19 1,13 1,094

Média 0,942 0,60 0,80 0,842

! Malondialdeido; 2Coeficiente de variacéo; *® Médias seguidas por letras distintas na linha diferem pelo teste SNK
a 5%; AB Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem pelo teste SNK a 5%.

Muitos trabalhos revelam acéo dos antioxidantes naturais sobre a estabilidade lipidica
da carne, protegendo os acidos graxos de danos oxidativos durante o armazenamento (ROSSI
etal., 2013; 2014; HANCZAVOWSKA; SWIATKIEWICZ; GRELA, 2015; RANUCCI et al.,
2015). Embora a suplementacdo dietética seja uma solucdo simples e uma estratégia
conveniente para incorporar compostos antioxidantes naturais nos fosfolipidos das membranas
musculares e para melhorar o sistema antioxidante in vivo, levando a uma protegéo antioxidante
efetiva e uniforme nos tecidos (HANCZAVOWSKA; SWIATKIEWICZ; GRELA, 2015),
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pouco se sabe sobre as vias metabolicas de compostos fendlicos presentes no EECM e seu
potencial de deposi¢cdo muscular. Portanto, os niveis de EECM adotados neste estudo nao foram
eficientes em controlar a oxidacéo lipidica da carne armazenada, concordando com Cardenia et
al. (2011).

A oxidacdo lipidica continua a ocorrer mesmo quando a carne é submetida a
temperaturas mais baixas, como no congelamento (PIEDADE, 2007). Portanto, sob a
temperatura de refrigeracao adotada no presente estudo (8°C) as reacfes oxidativas ocorreram
em maior velocidade, resultando no incremento dos niveis de MDA na carne aos 7 dias de

armazenamento (P<0,05).

Determinacdo dos GS-NP na carne

A quantidade de glutationa reduzida (GSH) apresentou-se maior na carne dos suinos
alimentados com 400 ppm de EECM em relacdo aos demais grupos (P<0,0001), sugerindo a
existéncia de atividade antioxidante, capaz de manter uma maior quantidade de glutationa na
forma reduzida (Tabela 15). A quantidade de GS-NP diminuiu significativamente com o

armazenamento da carne sob refrigeragéo (P<0,0001).

Tabela 15 - Grupos sulfidrilicos ndo-proteicos (ug/g) da carne de suinos alimentados com
racOes contendo BHT e EECM armazenada a 8 °C por 7 dias.

Tratamentos (T) Valor de P
Controle BHT EECM200 EECMA400 Média CV* T Dia  TxDia
Dia 0 1148 116,3 133,2 185,8 137,54 21,25 <0,0001 <0,0001 0,320
Dia 7 710 720 72,7 158,1 93,468

Média 92,9° 94,1° 102,9° 172,08

! Coeficiente de variacdo; ** Médias seguidas por letras distintas na linha diferem pelo teste SNK a 5%; 8 Médias
seguidas por letras distintas na coluna diferem pelo teste SNK a 5%.

A GSH é o tiol (SH) mais abundante no meio intracelular. Sua capacidade redutora é
determinada pelo grupamento SH presente a cisteina (MEISTER; ANDERSON, 1983), sendo
uma molécula importante do sistema de protecdo celular, participando do sistema de defesa
antioxidante enzimatico, onde atua como receptora de radicais gerados na reducédo do peroxido
de hidrogénio pela glutationa peroxidase (GPx). A glutationa na forma oxidada é recuperada
pela glutationa redutase (GR), enzima essencial para manter a integridade do sistema de defesa
antioxidante (GILBERT; MC LEAN, 1990). Dessa forma, entende-se que maiores
concentracdes de glutationa reduzida estdo relacionadas com um melhor funcionamento do

sistema antioxidante celular.
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Segundo Ranucci et al. (2015), maiores atividades de GPx e de GR foram detectadas no
musculo de suinos que consumiram ragdo adicionada de extrato de ervas (6leo essencial de
orégano e extrato de castanheira portuguesa (Castanea sativa)), rico em compostos fendlicos,
sugerindo aumento da capacidade antioxidante e consequentemente da vida de prateleira da
carne. Uma maior atividade da GR, faz com que a glutationa oxidada seja rapidamente
recuperada, apresentando-se em maior percentual em seu estado reduzido. Esta seria uma
hipdtese para os resultados obtidos no presente estudo, no qual maiores quantidades de GS-NP
encontradas na carne dos animais alimentados com ragdo contendo 400 ppm de EECM
poderiam ser resultado de uma maior atividade antioxidante das enzimas GPx e GR. Além
disso, héa relatos de que a mangiferina € capaz de restaurar o contetdo de GSH celular em até
60%, tornando o organismo menos suscetivel ao estresse oxidativo (AMAZZAL et al., 2007);
concordando com os resultados deste estudo, uma vez que a mangiferina € um dos principais
compostos antioxidantes presentes no carogo da manga (RIBEIRO et al., 2008).

A quantidade de GS-NP declinou com o armazenamento em ambiente refrigerado
devido as reacdes oxidativas que continuam a ocorrer mesmo quando a carne € submetida a
temperaturas mais baixas (PIEDADE, 2007). As reacdes oxidativas podem ser transferidas
entre lipidios e proteinas, mas como o inicio da oxidacdo lipidica em produtos carneos ocorre
mais rapidamente do que a degradacdo oxidativa de proteinas miofibrilares (MERCIER et al.,
1998), ¢ mais provavel que os radicais lipidicos e hidroperdxidos promovam a oxidacdo
proteica do que ocorrer o efeito inverso (SOUZA, 2011). ReacBes especificas como em
grupamentos sulfidrila e na tirosina também sdo importantes alteracdes oxidativas da carne. Os
grupamentos sulfidrila sdo parte integrante do sitio ativo de enzimas reguladoras, relacionadas
a manutencdo da homeostase celular. A oxidacdo compromete a a¢do dessas enzimas, dessa
forma ha perdas na qualidade e também no valor nutritivo da carne (LUND et al., 2007). Devido
a sua capacidade de neutralizar radicais livres e a impedir uma maior propagacao da oxidagéo
lipidica, os grupamentos sulfidrila se correlacionam negativamente coma oxidagédo lipidica
(VAITHIYANATHAN et al., 2008). Portanto, a reducdo observada na quantidade de GS-NP
da carne é consequéncia do aumento das alteracfes oxidativas que ocorrem na carne durante o

armazenamento.

Compostos fenolicos, potencial e atividade antioxidante totais da carne

Os animais que consumiram racdo adicionada de 400 ppm de EECM apresentaram

maior quantidade de compostos fenolicos totais por grama de carne (p<0,0001), quando
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comparados aos demais tratamentos (Tabela 16).

Tabela 16 - Compostos fendlicos totais (EQAG? pg/g) da carne de suinos alimentados com
ragoes contendo BHT e EECM armazenada a 8 °C por 7 dias.
Tratamentos (T) Valor de P
Controle BHT EECM?200 EECM400 Média CV! T Dia TxDia
Dia0 151,73 177,35 147,33 201,59 169,50 18,34 <0,0001 0,631 0,088
Dia7 131,42 150,62 167,78 213,33 165,79
Média 141,58" 163,98° 157,55 207, 46°
Coeficiente de variagdo; 2 Equivalente de acido galico; *° Médias seguidas por letras distintas na linha diferem
pelo teste SNK a 5%;

Compostos fendlicos sdo originados do metabolismo secundario das plantas, sendo
largamente distribuidos na natureza e presentes em alguns ingredientes empregados na ragao.
Além disso, os compostos fendlicos podem ser administrados por meio da inclusdo de aditivos,
sendo absorvidos pelo trato intestinal de suinos, distribuidos e metabolizados em diversos
orgdos e fluidos, incluindo o musculo (BOCK; WALDMANN; TERNES, 2008; AZORIN-
ORTUNO et al., 2011). Nesse sentido, como o EECM é rico em compostos fenélicos
(FREITAS et al., 2015), a adicdo de 400 ppm a ragdo resultou no aumento da quantidade desses
compostos na carne suina. Resultados semelhantes foram encontrados por Jang et al. (2008) ao
avaliarem a adicdo de extratos vegetais (Extrato de folha de amoreira, madressilva japonesa e
fio de ouro) na racao de frangos de corte, observando maior quantidade de compostos fendlicos,
bem como maiorpotencial antioxidante na carne do peito dessas aves.

O potencial antioxidante, avaliado pelo percentual de captura do radical livre DPPH
(Tabela 17), foi maior nas amostras de carne de animais que consumiram racdo com 200 ppm
de BHT e 400 ppm de EECM em relacdo ao grupo controle (P<0,01). O potencial antioxidante
da carne diminuiu apos 7 dias de armazenamento sob refrigeragéo (P<0,0001).

Tabela 17 - Potencial antioxidante (%) da carne de suinos alimentados com ragdes contendo
BHT e EECM armazenada a 8 °C por 7 dias.
Tratamentos (T) Valor de P
Controle BHT EECM200 EECM400 Média CV! T Dia TxDia
Dia0 34,09 39,74 35,55 39,64 37,25 16,95 0,005 <0,0001 0,912
Dia7 26,16 31,49 28,71 34,04 30,108
Média 30,12° 35,618 32,13*  36,84°
ICoeficiente de Variagio; ** Médias seguidas por letras distintas na linha diferem pelo teste SNK a 5%; B Médias
seguidas por letras distintas na coluna diferem pelo teste SNK a 5%.

Estudos em carne de frangos alimentados com extratos vegetais mostraram maior

potencial antioxidante apenas no dia zero quando comparado ao grupo controle, ndo sendo
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observada diferenca na carne ap6s 7 dias de armazenamento (JANG et al., 2008). Entretanto,
neste estudo, observou-se apenas o efeito positivo da adi¢cdo de antioxidantes na ragdo sobre a
carne de suinos.

O potencial antioxidante diminuiu aos 7 dias de armazenamento da carne. Segundo Xie
e Schaich (2014), as reagdes com o radical livre DPPH contam grupos fendlicos,
superestimando polifendis e subestimando pequenos fenois, que podem ser formados durante o
armazenamento. Portanto, a reducao encontrada no potencial antioxidante da carne aos 7 dias
de armazenamento pode estar relacionada a essa caracteristica do teste, na subestimacédo dos
pequenos fendis formados durante 0 armazenamento.

A atividade antioxidante total (Tabela 18) foi maior na carne de suinos que consumiram
racdo adicionada de 400 ppm de EECM em relacdo aos demais tratamentos (P<0,0001). A

atividade antioxidante total da carne ndo diminuiu aos 7 dias sob refrigeracdo (P<0,05).

Tabela 18 - Atividade antioxidante total (%) da carne de suinos alimentados com racGes
contendo BHT e EECM armazenada a 8 °C por 7 dias.

Tratamentos (T) Valor de P
Controle BHT EECM200 EECM400 Média CV? T Dia TxDia
Dia 0 17,90 14,34 16,34 30,01 19,658 24,05 <0,0001 0,013 0,175
Dia7 20,74 18,37 23,56 29,13 22,954

Média 19,32 16,35P 19,95P 29,578

! Coeficiente de Variagao; ** Médias seguidas por letras distintas na linha diferem pelo teste SNK a 5%; A8 Médias
seguidas por letras distintas na coluna diferem pelo teste SNK a 5%.

Resultados semelhantes foram obtidos por Zhang et al. (2015), que verificaram que a
adicdo do polifenol resveratrol via racdo aumentou a capacidade antioxidante total da carne
suina, bem como de outras enzimas envolvidas no sistema antioxidante. J& em um estudo com
frangos alimentados com dietas adicionadas de extratos vegetais, ndo foi evidenciado o
aumento da atividade antioxidante total na carne in natura nem apos 7 dias de armazenamento
(JANG et al., 2008), discordando dos resultados obtidos neste estudo, possivelmente devido a
origem, a concentracédo e ao tipo de compostos fendlicos utilizados.

Sabe-se que os compostos fenolicos sdo capazes de desempenhar sua atividade
antioxidante, inativando radicais livres em ambos os compartimentos celulares, hidrofilico e
lipofilico (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Possivelmente devido ao maior aporte de fendlicos
conferidos pela adicdo de 400 ppm de EECM a ragdo, a carne dos animais desse grupo
apresentou maior percentual de captura do radical ABTS°*, resultando na maior atividade
antioxidante de substancias que agem no meio hidrofilico e/ou lipofilico. Entretanto, o aumento

da atividade antioxidante ndo se traduziu em uma maior prote¢do aos acidos graxos poli-
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insaturados da carne contra danos oxidativos aos quais foram expostos, conforme evidenciado
no perfil lipidico da carne suina e nos niveis de MDA, que ndo foram alterados pela adi¢do de
EECM a dieta.

A atividade antioxidante total se manteve durante o armazenamento, sugerindo relacao
com a quantidade de compostos fenolicos totais, uma vez que a quantidade desses compostos
ndo declinou com o armazenamento. VAarios metabdlitos sdo gerados in vivo a partir dos
compostos fendlicos administrados via alimentacdo (BOCK; WALDMANN; TERNES, 2008;
LIU et al., 2012) e estes ndo tém seu mecanismo de acao totalmente elucidado. Porém, os
resultados sugerem que esses metabolitos podem aumentar a atividade antioxidante total na

carne armazenada.

Conclusodes

Concluiu-se que o EECM na racdo de suinos ao nivel de 400 ppm implica aumento de
compostos fenolicos na carne, que contribuem para a reducao das perdas de liquido por cocgdo
e aumento dos niveis de glutationa reduzida no musculo, do potencial e da atividade

antioxidante total da carne desses animais.
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5 PARAMETROS QUALITATIVOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE
MORTADELAS ELABORADAS COM CARNE DE SUINOS ALIMENTADOS COM
RACAO CONTENDO EXTRATO ETANOLICO DE CAROCO DE MANGA

RESUMO

Objetivou-se avaliar os efeitos da inclusdo de extrato etandlico de carogo de manga (EECM) na
racao de suinos sobre pH, parametros de cor, estabilidade oxidativa, compostos fenolicos (CF),
potencial e atividade antioxidante total de mortadelas elaboradas com a carne desses animais.
Foram utilizados 32 machos castrados com 60 dias de idade e peso médio de 20,20 + 1,34 kg,
distribuidos entre quatro tratamentos, em um delineamento em blocos ao acaso, com oito
repeticdes por tratamento. Os tratamentos consistiram nas racfes: controle = sem adi¢do de
antioxidante; BHT = com 200 ppm de butilhidroxitolueno (BHT); EECM200 = com 200 ppm
de EECM; EECM400 = com 400 ppm de EECM. Aos 145 dias de idade os animais foram
abatidos, sendo retirada parte do lombo para a elaboracdo de mortadelas, que foram analisadas
durante 90 dias de armazenamento a 4°C. O menor valor do componente L* foi registrado nas
mortadelas elaboradas com as carnes de animais que consumiram as ragdes com 200 ppm de
EECM quando comparado com as dos que consumiram racdo contendo BHT (P<0,05).
Mortadelas elaboradas com a carne de animais que consumiram racdo contendo 400 ppm de
EECM apresentaram maiores niveis de CF em relacdo aos demais tratamentos aos 60 dias de
armazenamento, ja aos 90 dias esses niveis foram maiores naquelas formuladas com a carne de
animais que consumiram EECM independentemente do nivel adotado (P<0,0001). Mortadelas
elaboradas com a carne de suinos que consumiram racdo contendo BHT apresentaram maior
atividade antioxidante total aos 30 dias de armazenamento, ja aos 60 dias a adi¢do de 400 ppm
de EECM foi semelhante ao BHT e aos 90 dias os dois niveis de EECM foram similares ao
BHT (P<0,001). Antioxidantes incorporados a carne por meio da inclusdo e EECM na
alimentacdo de suinos resistem ao processamento térmico incrementando o contetdo de
compostos fendlicos totais e aumentando a atividade antioxidante total em mortadelas

elaboradas com a carne desses animais, sendo o nivel de 400 ppm o mais efetivo.

Palavras-chave: Butilhidroxitolueno. Compostos fenolicos. Mangiferina. Produto carneo.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of the inclusion of ethanolic extract of
mango seed (EEMS) on the diet of pigs on pH, color parameters, oxidative stability, phenolic
compounds (CF), potential and total antioxidant activity of mortadella made with the meat of
these animals. Thirty-two castrated males with 60 days of age and average weight of 20.20 +
1.34 kg were distributed among four treatments in a randomized complete block design with
eight repetitions per treatment. The treatments consisted of the rations: control = without
addition of antioxidant; BHT = with 200 ppm butylhydroxytoluene (BHT); EEMS200 = with
200 ppm of EEMS; EEMS400 = with 400 ppm of EEMS. At 145 days of age the animals were
slaughtered and part of the loin was removed for the preparation of mortadella, which were
analyzed during 90 days of storage at 4°C. The lowest value of the L * component was recorded
in the mortadellas made with the meats of animals that consumed the rations with 200 ppm
EEMS when compared to those which consumed feed containing BHT (P <0.05). Mortadellas
made with the meat of animals that consumed ration containing 400 ppm of EECM had higher
levels of CF in relation to the other treatments at 60 days of storage, and at 90 days those levels
were higher in those formulated with the meat of animals that consumed EEMS independently
of the level adopted (P <0.0001). Mortadellas made from pork that consumed ration containing
BHT had a higher total antioxidant activity at 30 days of storage. At 60 days, the addition of
400 ppm of EEMS was similar to BHT and at 90 days the two levels of EEMS were similar to
BHT (P <0.001). Antioxidants incorporated into the meat through the inclusion of EEMS in
swine feed resist thermal processing by increasing the content of total phenolic compounds and
increasing the total antioxidant activity in mortadellas made with the meat of these animals,
being the level of 400 ppm the most effective.

Key words: Butylhydroxytoluene. Mangiferin. Meat product. Phenolic compounds.
Introducéo

O Brasil vem se mantendo no ranking mundial como quarto maior produtor e exportador
de carne suina, sendo que 84,8% da carne produzida é destinada ao mercado interno (ABPA,

2016). No mercado brasileiro a maior parte da carne suina consumida é processada, cerca de

89% e apenas 11% € consumida na forma in natura (ABPA, 2015). Produtos carneos
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processados sdo mais suscetiveis a oxidacdo lipidica, que € acelerada por processos como o
corte e 0 cozimento, acarretando perda de qualidade (PADILHA, 2007), sendo muitas vezes
indispensavel a utilizacdo de antioxidantes durante o processamento e elaboracéo de embutidos.

O controle e a prevencdo da oxidacdo lipidica ocorrem por meio da adicdo de
antioxidantes aos produtos carneos. Devido a maior eficacia na inibi¢do da oxidacéo lipidica e
ao menor custo, os compostos antioxidantes mais utilizados na industria sdo polifenois de
origem sintética (ZHANG et al., 2015). Contudo, os antioxidantes sintéticos tém sido
relacionados a efeitos carcinogénicos e hepatotoxicos (WITSCHI, 1986; WURTZEN, 1993).
Embora ndo existam trabalhos mais recentes sobre a toxicidade dessas substancias, a
problemaética acerca dos antioxidantes sintéticos continua impulsionando pesquisas na area,
buscando substitui-los por substancias mais seguras. Nesse sentido, estudos tém sido realizados
no sentido de encontrar produtos naturais com atividade antioxidante, os quais permitirdo
substituir os sintéticos ou fazer associagdes entre eles, com intuito de diminuir sua quantidade
nos alimentos (SOARES, 2002), inclusive tem-se estudado a incorporacdo de antioxidantes
dietéticos na carne de animais (ROSSI et al., 2014; FREITAS et al., 2015) e seus possiveis
efeitos no produto carneo processado (BORGES, 2009).

O extrato etandlico de manga é conhecido por seu elevado contetdo de compostos
fendlicos com alto potencial antioxidante, tais como o acido galico, o &cido elégico e a
mangiferina (SOONG; BARLOW, 2004; BARRETO et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008). O
mecanismo de acdo antioxidante predominante desse extrato estad relacionado a transferéncia
de elétrons seguida da perda de prétons em fase aquosa, o que faz dele um potente aditivo
antioxidante (STEPANIC et al., 2013). Ha relatos de que compostos fendlicos administrados
por meio da alimentacdo sdo absorvidos pelo trato intestinal de suinos, distribuidos e
metabolizados em diversos tecidos, incluindo o muasculo (BOCK; WALDMANN; TERNES,
2008; AZORIN-ORTUNO et al., 2011). Nesse sentido, compostos antioxidantes administrados
na alimentacdo s&o incorporados a carne de animais € podem permanecer em produtos carneos
processados, como o0s embutidos melhorando sua estabilidade oxidativa durante o
armazenamento (FASSEAS et al., 2007; BORGES, 2009), podendo prescindir a utilizacdo de
antioxidantes exdgenos durante o processamento de produtos carneos.

Portanto, o presente estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos da inclusdo de extrato
etanolico do caroco da manga na ragédo de suinos sobre o pH, pardmetros de cor, estabilidade
oxidativa, compostos fendlicos, potencial e atividade antioxidante total de mortadelas

elaboradas com a carne desses animais.
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Material e Métodos

Preparacao do extrato do caro¢o de manga

A preparagdo do extrato etandlico do caroco da manga (EECM) foi realizada no
Laboratorio de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da Universidade Federal do
Ceara (UFC).

As variedades de manga utilizadas foram tommy e jasmim. Cerca de 200 kg de carocos
e cascas foram obtidos de uma empresa de processamento de frutas, situada no municipio de
Aquiraz - CE. O material foi lavado, os carocos foram separados e expostos ao sol por 48 horas,
depois foram submetidos a secagem em estufa, a temperatura de 55 °C, por um periodo de 72
horas, obtendo-se 23,75 kg de caroco seco. Para iniciar o processo de extra¢ao, os carogos foram
triturados, sofrendo uma perda de 10% do material durante o processamento.

O residuo moido (21,30 kg) foi acondicionado em recipientes de vidro de 5 litros e
submetido a extracdo a frio seguindo a metodologia de Barreto et al. (2008) com adaptacdes.
Adicionou-se hexano aos recipientes, que continham cerca de 1,45 kg de caroco moido, em
quantidade suficiente para manté-lo imerso durante sete dias & temperatura ambiente (25 °C).
Apbs a extracdo, o material foi filtrado e o extrato concentrado em rotoevaporador (Marconi
MAZ120/TH) a 50°C, rotacdo de 60 rpm e pressdo reduzida para obtencdo do extrato hexanico.
As extracOes com hexano se repetiram por mais duas semanas, totalizando 21 dias de extragédo
para uma mesma quantidade de residuo, nessa etapa obteve-se 1,03 kg de extrato hexanico.
Depois de seco em estufa, o caroco moido passou pelo mesmo processo de extracdo a frio
utilizando dessa vez etanol para extracdo, obtendo 2,46 kg de EECM. Devido ao extrato
apresentar caracteristicas de gel, este foi diluido em Gleo de soja degomado para ser misturado
nas ragoes.

Foram retiradas aliquotas do extrato para avaliacdo do potencial antioxidante, atividade
antioxidante total e determinacdo de compostos fendlicos totais (Tabela 19). O butilato de
hidroxitolueno (BHT) foi usado como padréo. O potencial antioxidante total dos extratos foi
avaliado pela capacidade de sequestro do radical livre DPPH, de acordo com o procedimento
descrito por Brand-Willians, Cuvelier e Berset (1995), resultados expressos em mg/L, referente
a metade da concentragédo inibitoria maxima (ICso). A atividade antioxidante total (AAT) foi
determinada pela captura do radical livre ABTS® (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico)) e o resultado expresso em UM de capacidade antioxidante equivalente ao trolox
(TEAC) por g de extrato (RUFINO et al., 2007). A anélise dos compostos fendlicos totais foi
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realizada pelo método Folin-Ciocalteau, expresso em mg de equivalente de &cido galico -
EqQAG- por g de extrato (FOLIN; CIOCALTEAU, 1927, MUELLER-HARVEY, 2001).
Mesmo com o EECM apresentando potencial e atividade antioxidante total in vitro superior ao
BHT, adotou-se as mesmas concentracdes iniciais para 0 EECM e para o controle positivo com
BHT.

Tabela 19 - Potencial antioxidante, atividade antioxidante total e compostos fenolicos totais
(CF) do extrato etanélico do caroco da manga (EECM).

DPPH ICso? ABTSe* 2 CF
(mg/L) (UM TEAC.gY) (mg EqAG/g)
EECM 175,66 518,68 95,50
BHT 289,17 350,83 -

! Radical livre 2,2 difenil-1-picril-hidrazil; > Radical livre 2,2 - azino-bis (3 - etilbenzotiazolin) 6-acido sulfonico

Instalacbes, animais e tratamentos

Todos os procedimentos realizados foram previamente aprovados pela Comissdo de
Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceard, sob o protocolo n°
73/2012.

O experimento foi desenvolvido no Setor de Suinocultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal do Ceard, no municipio de Fortaleza. Durante o periodo
experimental a temperatura média registrada foi de 28,3°C e umidade relativa do ar de 70,7%.

Foram utilizados 32 suinos machos castrados de genética comercial com 60 dias de
idade, peso médio de 20,20 + 1,34 kg, que foram distribuidos entre quatro tratamentos, em um
delineamento em blocos ao acaso, com oito repeti¢cdes por tratamento, considerando o animal
como unidade experimental. O critério adotado para a formacéo dos blocos foi o peso inicial
dos animais.

Os tratamentos consistiram em: Controle = ragdo sem adicdo de antioxidante; BHT =
racdo com adi¢do de 200 ppm de BHT; EECM200 = ragédo com 200 ppm de EECM; EECM400
= racdo com 400 ppm de EECM.

As racdes experimentais foram formuladas para as fases de crescimento | (60 a 90 dias),
crescimento Il (91 a 110 dias) e terminacdo (111 a 145 dias), conforme a Tabela 20. Foram
utilizados os valores da composicdo quimica dos alimentos e as exigéncias nutricionais dos
animais de acordo com as recomendacdes de Rostagno et al. (2011), sendo isonutrientes para
cada fase. Em funcdo dos tratamentos, o ingrediente inerte da racdo foi substituido

proporcionalmente pelos antioxidantes nos niveis pré-determinados.
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Tabela 20 - Composicdo percentual e nutricional das racGes controle para cada fase
experimental.

Ingredientes, % Crescimento | Crescimento Il Terminacgdo
Milho moido 68,895 71,882 75,798
Farelo de soja 26,613 23,395 19,113
Oleo de soja 1,000 1,000 1,000
Fosfato bicalcico 1,126 1,297 1,694
Calcario calcitico 0,651 0,603 0,580
Suplemento mineral e vitaminico! 0,300 0,300 0,300
Sal 0,356 0,335 0,314
Lisina HCI 0,195 0,223 0,269
L-Treonina 0,035 0,042 0,076
DL-Metionina 0,024 0,020 0,027
L-Triptofano 0,000 0,000 0,002
Inerte (areia lavada) 0,805 0,903 0,827
Total 100,000 100,000 100,000
Valores calculados, %

Energia metabolizavel, kcal/kg 3.230 3.230 3.230
Proteina bruta 18,250 17,070 15,530
Fosforo disponivel 0,314 0,269 0,250
Célcio 0,635 0,552 0,512
Sodio 0,180 0,170 0,160
Lisina digestivel 0,943 0,891 0,829
Metionina+cistina digestivel 0,556 0,526 0,497
Treonina digestivel 0,613 0,579 0,555
Triptofano digestivel 0,187 0,170 0,149

INiveis por kg de ragdo: vitamina A (3.199,87 Ul), vitamina D3 (649,97 Ul), vitamina E (8,5 Ul), vitamina K3
(1,00 mg), vitamina B1 (0,33 mg), vitamina B2 (2,8 mg), vitamina B6 (0,60 mg), vitamina B12 (10,50 mcg), acido
félico (0,25 mg), acido pantoténico (9,34 mg), niacina (16,00 mg), selénio (0,30 mg), promotor de crescimento
(22,01 mg), manganés (14,93 mg), zinco (0,08 g), ferro (0,05 g), cobre (7,98 mg), iodo (0,30 mg)

Durante os 90 dias do periodo experimental, os animais receberam ragdo e agua a
vontade. As ragOes foram administradas na forma farelada, sendo disponibilizadas quatro vezes
ao dia. Ao final do periodo experimental os animais foram abatidos, sendo submetidos a jejum
solido de 12h. Os animais foram transportados por 15 km até o abatedouro localizado na regido
metropolitana de Fortaleza, CE, onde foram alojados em baias de descanso até a hora do abate.
O abate foi conduzido de forma humanitaria (LUDTKE et al., 2010). As carcacas foram
serradas longitudinalmente ao meio e levadas a camara fria, em temperatura de refrigeracdo

(4°C), permanecendo por 24 horas.
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Coleta e acondicionamento de amostras de musculo

Da meia carcaca direita de cada animal, foi colhida uma amostra de aproximadamente
10 cm do masculo Longissimus Lumborum. Estas foram acondicionadas em sacos plasticos
identificados, colocados em isopor com gelo e imediatamente transportados para o Laboratério
de Processamento de Carnes e Pescado do DTA/UFC, onde cada amostra foi embalada a vacuo

e armazenada a temperatura de -20°C até 0 momento da elaboracdo dos embutidos.

Elaboracéo de embutidos

As mortadelas foram elaboradas na Empresa Pole Alimentos do Grupo Regina,
localizada no distrito industrial do municipio de Maracanal-CE. As mortadelas foram
preparadas com massa basica constituida de 75% de carne suina, 5% de toucinho e 12% de 4gua
gelada, sem adicéo de aditivos antioxidantes (Tabela 21), respeitando o regulamento técnico de
identidade e qualidade de mortadela (BRASIL, 2000).

Tabela 21 - Composicdo das mortadelas.

Ingrediente %
Carne suina 75,00
Toucinho 5,00
Agua gelada 12,00
Sal refinado 2,00
Condimento para mortadela® 0,40
Alho em pasta 0,40
Sal para cura? 0,20
Fécula de mandioca 3,00
Proteina de soja 2,00
Total 100,00

'Sal refinado, especiarias naturais, aromatizantes naturais; 2Sal refinado, nitrito de sodio, nitrato de sodio

Inicialmente adicionou-se a carne suina e o toucinho ao cutter (METVISA CUT.2,5L),
que foi acionado em rotagdo méaxima por 15 segundos (1.650 rpm). Em seguida foram
adicionados sal refinado (NaCl), alho em pasta, condimento para mortadela e sal para cura,
acionando o cutter por mais 15 segundos. Por ultimo, a fécula de mandioca, a proteina de soja
e a agua foram incorporadas aos poucos a mistura acionando o cutter por mais 15 segundos, até
a massa atingir a liga desejada. A temperatura da massa foi controlada para que a mesma néo

atingisse temperatura acima de 15°C.
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A massa emulsionada foi embutida manualmente com o auxilio de um funil de ago inox
com vara de 40 cm em envoltorio artificial de 40 mm de didmetro. As embalagens foram
previamente submersas em agua tratada com hipoclorito de sédio a 100 ppm. Foram obtidas
trés mortadelas com peso unitario aproximado de 200 gramas para cada repeticdo. Em seguida,
as mortadelas foram cozidas a vapor em estufa a 88°C por 1 hora e 30 minutos, tempo suficiente
para que o centro da mortadela atingisse 75°C. Apos o periodo de cozimento, as mortadelas
sofreram choque-térmico ao serem submetidas ao banho com agua fria.

Em seguida, as mortadelas foram armazenadas sob refrigeracdo da temperatura de 4°C
por um periodo de até 90 dias. A cada 30 dias uma mortadela de cada repeti¢do foi analisada
quanto a cor, pH, estabilidade lipidica, compostos fendlicos totais, potencial antioxidante e

atividade antioxidante total.

Medicao do pH, cor e estabilidade lipidica da mortadela suina

A determinacdo de cor e pH foi realizada no Laboratério de Analise de Alimentos da
Embrapa Agroindustria Tropical. O pH foi mensurado em trés pontos com o auxilio de
peagametro com eletrodo tipo faca (HI-99163, Hanna Instruments, Brasil), calculando-se o pH
médio para cada mortadela. A cor foi mensurada com o auxilio do colorimetro KONICA
MINOLTA CR300 (Minolta Company, Osaka, Jap&o), operando no sistema CIE (Commissiom
Internationale de 1’Eclairage), medindo-se as unidades L*, a* e b*.

As analises para 0 acompanhamento da oxidacao lipidica nas mortadelas de carne suina
foram realizadas no Laboratério de Fisiologia Animal, do Departamento de Zootecnia da UFC.
Para quantificar as substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) utilizou-se a técnica
colorimétrica descrita por Cherian et al. (2002). Dois gramas de mortadela foram
homogeneizados com 18 mL de acido perclorico a 3,86% e 50 puL de BHT a 4,5%,
posteriormente centrifugadas a 10.000g por 10 minutos a 4°C e filtradas em papel filtro. Do
sobrenadante retirou-se 1 mL que foi adicionado de 1 mL de solug¢do aquosa de TBA (20 mM)
e aquecido em banho-maria a 95°C por 30 minutos. A reagédo foi interrompida com banho
gelado e depois realizadas as leituras em espectrofotdmetro a 531 nm. Os resultados foram

expressos em g de malondialdeido (MDA) por g de mortadela.
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Compostos fendlicos, potencial e atividade antioxidante totais da mortadela

De cada mortadela retirou-se 10 g de amostra que foi homogeneizada em 10 mL de agua
destilada para se obter uma concentracdo de 1 mg por 1 mL de agua destilada (KURCUBIC, et
al., 2014). As amostras foram centrifugadas a 1.500 g por 5 minutos e o sobrenadante utilizado
para determinagdo de compostos fendlicos totais, potencial antioxidante e atividade
antioxidante total.

Os compostos fendlicos totais foram determinados seguindo a metodologia de
Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999). Do extrato aquoso retirou-se aliquotas de 0,5
mL, adicionou-se 2,25 mL de 4gua, 0,25 mL de reagente de Folin-Ciocalteu e 2 mL de
carbonato de sodio (NaHCO3) a 7,5%. A mistura foi mantida por 15 min a 45°C em banho seco
(Thermo Mixer C, Eppendorf®), e a absorbancia medida em espectrofotdmetro (Femto 700
plus) a 765 nm. A quantificacdo foi feita com base na curva padrdo gerada com &cido gélico e
0s resultados expressos em g de Equivalente de acido gélico por g de mortadela (ug AG / g).

O potencial antioxidante foi avaliado por meio do percentual de captura do radical livre
DPPH (BLOIS, 1958). Retirou-se 200 uL de sobrenadante, que foi adicionado a 800 uL de 4gua
e 1 mL de solucdo metandlica do radical livre DPPH (0,2 mM). A mistura foi submetida ao
vortex e deixada em repouso a temperatura ambiente durante 30 min. Um tubo contendo 1 mL
de &gua destilada e 1 mL de solu¢do metandlica do radical livre DPPH serviu como controle.
Absorbancia da solucdo foi medida em espectrofotometro (Femto 700 plus) a 517 nm. A
percentagem de captura dos radicais livres DPPH foi obtida a partir da seguinte equacéo:

Atividade captura = [1-(Abs teste/Abs controle)] x100

A atividade antioxidante total foi avaliada através do percentual de sequestro do radical
ABTS®" (2,2-Azinobis-acido-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) segundo a metodologia de Re
et al. (1999). O ABTS®" foi produzido por meio da reacdo de 5 mL de ABTS°* 7 mM com
18uL de persulfato de potassio 140 mM. A mistura foi incubada no escuro a temperatura
ambiente durante 12 a 16 horas antes da utilizacdo. A solucdo ABTS°" foi diluida com PBS de
5,5 mM (pH 7,4) a uma absorbéancia de 0,70 + 0,02 a 734 nm (Femto Espectrofotbmetro 700
plus) e equilibrou-se a 30°C.

Uma aliquota de 10 pL de homogenato foi adicionada a 1 mL da solucédo diluida de
ABTS®", e a absorbancia foi lida a 30°C exatamente 6 minutos apds a mistura inicial. A
percentagem de inibicdo da absorbéancia em branco (0,70 £ 0,02) foi calculada para cada
amostra, adotando a mesma equacao usada para calculo do percentual de captura do radical
livre DPPH.
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Anéalise estatistica

As andlises estatisticas dos dados foram realizadas utilizando-se o PROC GLM
(Statistical Analysis System, versdo 9.2). A comparacao entre as médias foi realizada pelo teste
SNK a 5% de probabilidade. Foi adicionado ao modelo de analise o efeito do tempo de

armazenamento, 30, 60 e 90 dias, e da interagéo tratamento x tempo de armazenamento.

Resultados e Discussao

Medicao de pH, cor e estabilidade lipidica da mortadela suina

Né&o foi observado efeito dos tratamentos sobre o pH de mortadelas elaboradas com a
carne de suinos (P>0,05), porém observou-se uma elevacdo do pH nessas mortadelas aos 90

dias de armazenamento (Tabela 22).

Tabela 22 - Valor de pH de mortadelas elaboradas com carne de suinos alimentados com racGes
contendo BHT e EECM armazenadas sob refrigeracédo a 4 °C por 90 dias.

Tratamentos (T) Valor de P
Dias Controle BHT EECM200 EECM400 Média Cv? T Dia  TxDia
30 6,07 6,01 6,05 6,02 6,048 1,32 0,117 <0,0001 0,899
60 6,04 6,03 6,07 6,03 6,04 B
90 6,15 6,11 6,15 6,08 6,124
Média 6,08 6,05 6,09 6,04

!Coeficiente de variacdo; AB Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem pelo teste SNK a 5% de
probabilidade.

Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram com os encontrados por Pereira
et al. (2011), visto que o extrato etandlico do caroco da manga adicionado diretamente na
elaboracdo das mortadelas n&o influenciou os valores de pH durante os 21 dias de
armazenamento. Da mesma forma, ndo houve efeito da adi¢do de antioxidantes na racdo dos
suinos sobre o pH das mortadelas elaboradas a partir da carne desses animais (P>0,05).

Contrariamente aos resultados obtidos, Yunes et al. (2013) e Song et al. (2014)
relataram uma reducgdo nos valores de pH durante o armazenamento de mortadelas até os 60
dias, devido, principalmente, ao crescimento gradual de bactérias laticas normalmente presentes
nos alimentos que sdo produtoras de &cido latico e responsaveis pela queda do pH
(NASCIMENTO; MORENO; KUAYE, 2008). Entretanto, os valores de pH encontrados na
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presente pesquisa estdo dentro de niveis aceitaveis para uma boa conservagdo de alimentos
processados, conforme Pereira et al. (2010).

Alimentos de baixa acidez (pH>4,5) como as mortadelas, sdo 0s mais sujeitos a
multiplicacdo microbiana, tanto de espécies patogénicas quanto de espécies deteriorantes
(FRANCO; LANDGRAF, 2008). Portanto, o aumento do pH durante o armazenamento pode
estar relacionado a instalacdo de um processo deteriorativo, sugerindo uma possivel reducdo da
populacéo de bacteérias laticas presentes nos embutidos, que ndo foram alvo do presente estudo.

Houve efeito da adicéo de antioxidantes na racdo de suinos sobre o componente de cor
L* (P<0,05) das mortadelas elaboradas a partir da carne desses animais (Tabela 23). Mortadelas
elaboradas com a carne de animais que receberam BHT na racéo apresentaram maiores valores
de L* quando comparadas as do tratamento EECM200. Porém, as amostras nao sofreram

alteracdo desse parametro durante o periodo de estocagem (P>0,05).

Tabela 23 - Componente de cor L* (intensidade de luminosidade) de mortadelas elaboradas
com carne de suinos alimentados com ragdes contendo BHT e EECM armazenadas sob
refrigeracéo a 4 °C por 90 dias.

Tratamentos Valor de P
Dias Controle BHT EECM200 EECM400 Média CV* T Dia  TxDia
30 64,39 65,14 64,01 64,55 64,52 2,10 0,062 0,081 0,999
60 65,26 65,73 64,92 65,38 65,32
90 64,54 65,42 64,33 64,93 64,80

Média 64,533 65132  64,22°P 64,692

ICoeficiente de variacdo; *° Médias seguidas por letras distintas na linha diferem pelo teste SNK a 5% de
probabilidade.

O’Grady et al. (2000) sustentam que existe uma interdependéncia entre a oxidagéo
lipidica e a oxidacdo da cor. A oxidacdo do pigmento pode catalisar a oxidagdo lipidica, assim
como, os radicais livres produzidos durante a oxidacao lipidica podem oxidar o &tomo de ferro
ou desnaturar a molécula de mioglobina, alterando negativamente a cor dos produtos carneos.

Compostos fendlicos podem desempenhar um papel importante na descoloragcdo dos
produtos alimentares (QUINDE-AXTELL; BAIK, 2006), entretanto, ndo se observou
alteracdes na cor das mortadelas elaboradas a partir da carne de animais que receberam
antioxidantes na ragéo, exceto no componente de cor L*. O maior valor do componente de cor
L* observado no tratamento BHT em relacdo ao EECMZ200 indica maior palidez do produto,
que esta diretamente associada a desnaturacéo proteica (OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2006). A
coloracéo palida da carne pode ser consequéncia de uma desnaturacao durante o inicio da fase

pos-morte ou ser efeito do baixo pH nas propriedades refletoras da luz dos pigmentos



143

(GUILHERME et al., 2008) e essa caracteristica quando presente é repassada aos embutidos
elaborados com essas carnes, como as mortadelas (VITORIA, 2014). Portanto, os resultados
sugerem que a adicdo de BHT a racdo de suinos, quando comparada a adicao de 200 ppm de
EECM, néo foi suficiente para conter a desnaturacdo proteica inicial da carne desses animais,
resultando em mortadelas mais palidas. Porém, todos os valores de luminosidade apresentaram-
se elevados quando comparados a estudos anteriores (CHENG; WANG; OCKERMAN, 2007;
PEREIRA et al., 2010).

Durante o periodo de armazenamento, de 30 a 90 dias, ndo foram observadas variagdes
de valor do componente de cor L* das mortadelas elaboradas com a carne de suinos que
consumiram racdo contendo antioxidantes, corroborando com os resultados de Borges (2009)
que avaliou mortadelas armazenadas por até 90 dias, elaboradas a partir da carne de frangos
que consumiram ragOes adicionadas de extratos da casca e do caro¢o da manga.

O componente de cor a* ndo sofreu influéncia do tratamento (P>0,05), permanecendo
estavel durante todo o periodo de armazenamento (Tabela 24).

Tabela 24 - Componente de cor a* (intensidade de vermelho) de mortadelas elaboradas com
carne de suinos alimentados com ra¢des contendo BHT e EECM armazenadas sob refrigeracédo
a4 °C por 90 dias.

Tratamentos (T) Valor de P
Dias Controle BHT EECM200 EECM400 Média CV! T Dia TxDia
30 12,74 12,36 13,07 1293 12,78 9,31 0,190 0,064 0,999
60 12,55 12,35 12,85 12,54 12,57
90 12,09 12,16 12,80 12,61 12,40
Média 12,69 12,40 13,04 12,83

!Coeficiente de variacdo; Médias ndo diferiram pelo teste SNK a 5% de probabilidade.

Segundo Borges (2009), ao avaliar os parametros de cor da mortadela elaborada a partir
da carne de frangos alimentados com racGes contendo antioxidantes, observou que tanto o
antioxidante sintético como os extratos da manga (casca e caro¢o) proporcionaram mortadelas
com maior intensidade de vermelho, relatando a estabilidade desse parametro de cor dos 30 até
0s 90 dias de armazenamento.

Provavelmente, a auséncia de efeitos em relacdo a cor, principalmente em relacdo ao
componente a*, pode estar associado a adi¢do do nitrito e nitrato, presentes no sal de cura, que
sdo responsaveis por conferir e fixar a cor résea avermelhada, caracteristica dos produtos
carneos emulsionados. A cor estavel dos produtos carneos é resultado da desnaturagdo térmica
da parte proteica da mioglobina, através do aquecimento, originando um pigmento roseo

brilhante mais estavel, denominado nitrosohemocroma (FARIA et al., 2001).
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O componente de cor b* das mortadelas elaboradas com a carne de animais que
receberam racfes contendo antioxidantes manteve-se constante durante o periodo de estocagem
e também nédo houve efeito dos tratamentos (P>0,05) conforme Tabela 25. Estes resultados
corroboram com os obtidos por Borges (2009), que observou uma estabilidade nos valores do
componente b* durante o periodo de estocagem, sem observar efeitos da adicdo de
antioxidantes sobre esse componente. Da mesma forma, Costa et al. (2011) também nao
observaram influéncia do acido fitico como antioxidante adicionado a racdo de suinos sobre a

cor de linguicas formuladas com a carne desses animais.

Tabela 25 - Componente de cor b* (intensidade de amarelo) de mortadelas elaboradas com
carne de suinos alimentados com ra¢des contendo BHT e EECM armazenadas sob refrigeracédo
a4 °C por 90 dias.

Tratamentos (T) Valor de P
Dias Controle BHT EECM200 EECMA400 Média CV! T Dia TxDia
30 11,33 10,97 10,86 11,13 11,07 861 0,579 0,233 0,995
60 11,83 11,33 11,38 11,60 11,53
90 11,63 11,40 11,33 11,11 11,37
Média 11,41 11,15 11,09 11,19

!Coeficiente de variacdo; Médias ndo diferiram pelo teste SNK a 5% de probabilidade.

N&o houve efeito dos antioxidantes adicionados a alimentacdo dos suinos sobre a
estabilidade oxidativa das mortadelas elaboradas com a carne desses animais (P>0,05),

entretanto, a quantidade de MDA caiu apds os 90 dias de armazenamento (Tabela 26).

Tabela 26 - Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (MDA g/kg) de mortadelas elaboradas
com carne de suinos alimentados com racGes contendo BHT e EECM armazenadas sob
refrigeracdo a 4 °C por 90 dias.

Tratamentos (T) Valor de P
Dias Controle  BHT EECM200 EECM400 Média CV! T Dia  TxDia
30 0,612 0,710 0,681 0,679 0,670~ 17,16 0,100 <0,0001 0,882
60 0,669 0,677 0,724 0,741  0,7034
90 0,464 0,548 0,527 0,530 0,517°8
Meédia 0,582 0,645 0,644 0,650

ICoeficiente de variacdo; ~B Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem pelo teste SNK a 5% de
probabilidade.

Diferentemente do presente estudo, Borges (2009) observou que mortadelas elaboradas
com carne de frangos que consumiram dieta contendo BHT, EECM ou extrato etandlico da
casca da manga apresentaram melhor controle da oxidagéo lipidica. Ha evidéncias de que 0s
antioxidantes naturais sdo capazes de prevenir a oxidacdo lipidica e proteica em produtos
carneos pré-cozidos (LARA et al., 2011). O alecrim e extrato de cha verde adicionados
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diretamente na elaboracédo de salsichas bologna foram capazes de reduzir os niveis de TBARS
em 73 e 80%, respectivamente (JONGBERG et al., 2013). Entretanto, a auséncia de efeitos dos
antioxidantes sobre a estabilidade lipidica de produtos carneos, observada no presente estudo,
também é relatada na literatura (SHEARD et al., 2000), visto que outros ingredientes utilizados
na elaboracdo das mortadelas, como o alho e o sal de cura, podem ter efeito sobre a oxidacéo
lipidica das amostras durante o periodo de armazenamento, evitando a rancidez de produtos
carneos (TERRA, 1998; COSTA et al., 2011; NURWANTORO et al., 2015).

Diferentemente deste estudo, muitos autores evidenciaram o aumento da oxidagéo
lipidica em produtos carneos armazenados de 21 a 90 dias (BORGES, 2009; PEREIRA et al.,
2011; YUNES et al., 2013). O teste de TBARS é utilizado para avaliar a extensao da oxidacao
lipidica de forma geral, mensurando o malondialdeido (MDA) que reage com o TBA.
Entretanto, isso ndo significa que o valor de TBARS continue a aumentar durante a estocagem
dos produtos carneos, pois 0 MDA pode néo reagir com o TBA devido a sua complexagdo com
proteinas, aminas e outros compostos durante o periodo de armazenamento. (BERTOLIN et al.,
2010). Além disso, o malondialdeido ainda pode ser decomposto por alguns tipos de micro-
organismos (SMITH; ALFORD, 1968; MOERCK; BALL, 1974) ou oxidado por outros
produtos, como alcoois e acidos que ndo reagem com o &cido tiobarbitirico (FERNANDEZ;
PEREZ-ALVAREZ; FERNANDEZ-LOPEZ, 1997), resultando em menor valor de TBARS,

conforme observado neste estudo.

Compostos fenolicos, potencial e atividade antioxidante totais das mortadelas

Mortadelas elaboradas com carne de suinos que consumiram racdo adicionada de 400
ppm de EECM apresentaram maiores concentracdes de compostos fenolicos totais aos 60 dias
de armazenamento em relacdo aos demais tratamentos (Tabela 27). J& aos 90 dias de
armazenamento, os grupos EECM200 e EECM400 apresentaram maiores concentragdes de
compostos fendlicos totais em relacdo aos grupos controle e BHT (P<0,05). Apenas o
tratamento EECM400 apresentou incremento da quantidade de compostos fendlicos totais de

30 dias para 60 dias de armazenamento (P<0,05).



146

Tabela 27 - Compostos fendlicos totais (ug EGAG / g mortadela) de mortadelas elaboradas com
carne de suinos alimentados com ragdes contendo BHT e EECM armazenadas sob refrigeracédo
a4 °C por 90 dias.

Tratamentos (T) Valor de P
Dias Controle BHT EECM200 EECM400 Média CV? T Dia TxDia
30 65,87%" 69,584 62,11*  63,96%® 65,38 9,03 <0,0001 0,040 0,0001
60 63,52°4 65,36°* 70,31°*  76,85%* 69,01
90 61,58°4 65,334 70,87*A  76,36% 68,54
Média 63,66 66,76 67,76 72,39

ICoeficiente de variacdo; *° Médias seguidas por letras distintas nas linhas diferem pelo teste SNK a 5% de
probabilidade; A8 Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem pelo teste SNK a 5% de probabilidade.

Compostos fendlicos dietéticos sdo absorvidos pelo trato gastrointestinal de suinos,
distribuidos e metabolizados em diversos 6rgdos e fluidos, incluindo o madsculo (BOCK;
WALDMANN; TERNES, 2008; AZORIN-ORTUNO et al., 2011). Portanto, extratos vegetais
adicionados na racdo sdo capazes de aumentar a quantidade de compostos fendlicos totais na
carne (JANG et al., 2008) e indiretamente contribuir para 0 aumento da concentracdo desses
compostos em produtos carneos. Entretanto, esse aumento da concentracdo de compostos
fendlicos totais ndo tem correlagao direta com os niveis de TBARS, ja que outros componentes,
como carotenoides, oriundos de outros ingredientes das racdes, também podem prevenir a
oxidacdo lipidica em produtos carneos (ALVAREZ-PARRILLA et al., 2014).

A quantidade de compostos fendlicos totais aumentou a partir do 30° dia de
armazenamento (P<0,05) no grupo EECM400. Durante o aquecimento, etapa do processo de
fabricacdo de embutidos, compostos fendlicos de peso molecular elevado podem ser
decompostos e liberar formas livres de acidos galico e elagico (SOONG; BARLOW, 2004). Da
mesma forma, a fermentacdo que ocorre em embutidos armazenados também é capaz de
decompor essas macromoléculas e assim aumentar o conteudo de compostos fendlicos totais
nos produtos (SONG et al., 2014). Dessa forma, pode-se inferir que o aumento do contetdo de
compostos fendlicos totais nas amostras dos grupos EECM200 e EECM400 pode ser devido a
ocorréncia de reacOes dessa natureza resultando na formacdo de novos compostos fenolicos
durante o armazenamento, colaborando para o aumento da quantidade e compostos fendlicos.

O potencial antioxidante ndo diferiu entre os tratamentos (P>0,05), mas houve efeito do
tempo de armazenamento, sendo observados maiores percentuais de captura do radical livre
DPPH°® aos 60 e 90 dias de armazenamento (Tabela 28).
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Tabela 28 - Potencial antioxidante pelo teste de DPPH de mortadelas elaboradas com carne de
suinos alimentados com ragdes contendo BHT e EECM armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C
por 90 dias.

Tratamentos (T) Valor de P
Dias  Controle BHT EECM200 EECM400 Média CWV*! T Dia  TxDia
30 23,53 25,41 22,45 22,24 23,418 16,69 0,183 <0,0001 0,277
60 25,14 27,14 27,96 28,71 27,234
90 25,47 28,22 30,43 30,62 28,694
Média 24,72 26,92 26,95 27,19

!Coeficiente de variacdo; ~B Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem pelo teste SNK a 5% de
probabilidade.

Embora haja uma elevada correlacéo positiva entre a quantidade de compostos fendlicos
totais e o teste DPPH (ALVAREZ-PARRILLA et al., 2014), neste estudo observou-se efeito
dos tratamentos para os compostos fenolicos totais, mas nao para o percentual de sequestro de
radicais livres DPPH. Contudo, observou-se o aumento do potencial antioxidante dos 30 para
60 dias de armazenamento nas mortadelas elaboradas com carne de animais que consumiram
racdo contendo ou ndo antioxidantes. Isto pode ser explicado pelo fato de que a oxidacdo que
ocorre durante o armazenamento conduz a criagcdo de compostos que atuam como sequestrantes
de radicais livres (GUILLEN-SANS; GUZMAN-CHOZAS, 1998), como a mioglobina pré-
oxidada que pode ser responsavel pelo aumento da atividade antioxidante no ensaio de DPPH
(FASSEAS et al., 2007).

J& a atividade antioxidante total das mortadelas apresentou interagdo entre tratamento x
tempo de armazenamento (P<0,05). Comparativamente houve uma mudanca na atividade
antioxidante total das amostras dentro dos tratamentos de acordo com o avanco do tempo de
armazenamento (Tabela 29). Aos 30 dias observou-se maior atividade antioxidante total nas
mortadelas elaboradas com a carne de animais que consumiram rag@o contendo BHT. Aos 60
dias de armazenamento, as mortadelas formuladas com carne de suinos que consumiram ragdo
adicionada de 400ppm de EECM apresentaram maior atividade antioxidante diferindo daquelas
elaboradas com a carne de animais aos quais foi administrada uma menor quantidade de EECM
na racdo (200 ppm) e a dos que ndo consumiram ragdo contendo antioxidantes. Aos 90 dias de
armazenamento notou-se que as mortadelas elaboradas a partir da carne de suinos alimentados
com racdo contendo EECM apresentaram maior atividade antioxidante total quando
comparadas aquelas de animais que ndo receberam antioxidantes. A atividade antioxidante total
das mortadelas manteve-se constante durante o periodo de andlise exceto nas mortadelas
elaboradas com carne de suinos alimentados com racao contendo BHT, nas quais se observou

uma reducdo da atividade antioxidante total dos 30 aos 60 dias de armazenamento.
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Tabela 29 - Atividade antioxidante total de mortadelas elaboradas com carne de suinos
alimentados com ragdes contendo BHT e EECM armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C por 90
dias.

Tratamentos (T) Valor de P

Dias Controle BHT EECM200 EECM400 Meédia CV! T Dia TxDia

30 21,75PA 31,832 2431°A  2464°A 2563 16,77 0,0001 0,864 0,0003
60 23,78°A 25558 2331bA 28863 2537

90 20,30°A 23,8828 28413 2765 2506

Média 21,94 27,08 25,35 27,05

ICoeficiente de variacdo; *° Médias seguidas por letras distintas nas linhas diferem pelo teste SNK a 5% de
probabilidade;»® Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem pelo teste SNK a 5% de probabilidade

Alvarez-Parrilla et al. (2014) relataram que o contetudo de compostos fenélicos pode ser
usado como indicador da capacidade antioxidante total in vitro, devido a alta correlacdo
existente entre essas variaveis. Assim as mortadelas elaboradas com carne de suinos que
consumiram ragao adicionada tanto de 200 ppm quanto de 400 ppm de EECM apresentaram
maior atividade antioxidante total aos 90 dias de armazenamento, quando comparadas as
formuladas com carne de animais que consumiram racdo sem adicdo de antioxidantes, o que

pode ser explicado pelo maior conteido de compostos fendlicos totais presentes nas amostras.

Conclusodes

Antioxidantes incorporados a carne por meio da inclusdo de EECM na alimentacdo de
suinos resistem ao processamento térmico e embora ndo afetem o pH, a cor, a estabilidade
oxidativa e o potencial antioxidante, eles incrementam o contetdo de compostos fendlicos totais
conferindo aumento da atividade antioxidante total em mortadelas elaboradas com a carne
desses animais. Nesse contexto, 0 EECM utilizado nas ra¢6es ao nivel de 400 ppm mostrou-se

mais efetivo em imprimir essas propriedades no embutido.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O extrato etanolico do caroco da manga pode ser utilizado com seguranca na
alimentacdo de suinos como fonte de antioxidantes, e seu possivel efeito palatabilizante deve
ser melhor estudado, para ser aproveitado em ocasides nas quais seja desejavel estimular ou
maximizar o consumo de ra¢do, como no periodo p6s-desmame de leitdes e em porcas durante
a lactacdo.

Diante dos efeitos positivos observados sobre a atividade antioxidante no soro dos
animais, pesquisas poderdo ser conduzidas com o objetivo de identificar os metabolitos gerados
in vivo apds a administracdo do EECM, bem como avaliar se esses efeitos benéficos se
estendem a situacdes de estresse oxidativo induzido por desafios sanitarios e/ou ambientais.

Com a possibilidade de incorporacdo de componentes antioxidantes a carne de animais
por meio da alimentac&o, a adicdo de antioxidantes exdgenos na elaboracao de produtos carneos
pode tornar-se prescindivel.

Além disso, tanto o extrato hexanico gerado durante a obtencdo do extrato etanolico do
caroco da manga, quanto o material remanescente tém aplicacdo na alimentacdo animal, como
fonte lipidica e de fibras respectivamente.

Portanto, o produto em questdo inspira a possibilidade de ser usado em escala comercial,
tendo em vista tanto a insercdo de produto de origem natural em substituicdo a antioxidantes
sintéticos, como a reducdo de residuos nas inddstrias que possuem a manga como matéria-

prima.
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