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SANTOS-ALMEIDA, Gleice Rocha dos. Suplementagcao de Selénio e Vitamina E
na racao e qualidade de filés de frango. 2013. 76f. Dissertagcdo (Mestrado em
Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina

RESUMO

A qualidade da carne é limitada por processos oxidativos de lipidios, proteinas e
pigmentos. O pontecial oxidativo da carne & determinado pela relagdo entre pré e
antioxidantes enddgenos. A vitamina E e o selénio contribuem para a manutengao
do sistema antioxidante. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
suplementagado da vitamina E e selénio sobre a qualidade da carne de frango.
Pintainhos de corte da linhagem Hubbard de 1 dia de idade (n=60) foram divididos
em 4 tratamentos: C Controle (sem suplementagado), SE Suplementacdo com 150
mg de vitamina E por kg de ragdo, SS suplementagdo com 0,5 mg de selénio por kg
de racao e SSE suplementagdo com 0,5 mg de selénio e 150 mg de vitamina E por
kg de racdo. Apds 42 dias as aves foram abatidas e os filés de peito (Pectoralis
major) foram coletados e armazenados a 4°C (4 dias) e a -18°C (30 dias). Os filés
foram avaliados quanto a oxidagao lipidica e aroma de requentado (WOF- Warmed
over flavor) pelo método de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS),
perda de agua por cozimento (PPC), razdo a*/b*, perfil de acidos graxos, atividades
das enzimas fosfolipase A, (PLA;) e glutationa peroxidase (GSH-Px), conteudo de
Selénio e Vitamina E. Foi aplicada analise de variancia seguido pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade para comparagao dos resultados. O teor de selénio foi 1,23
vezes maior (p<0,05) para os filés dos tratamentos SS e SSE e a concentracdo de a-
tocoferol foi 3,5 vezes maior (p£0,05) para os filés dos tratamentos SE e SSE. Os
filés refrigerados e congelados dos tratamentos SE e SSE apresentaram valores de
oxidagao lipidica e aroma de requentado significativamente menores quando
comparados com os filés dos tratamentos C e SS. A suplementagao com vitamina E
(tratamentos SE e SSE) preveniu a oxidagdo da mioglobina apenas nos filés
resfriados. A PPC das amostras refrigeradas nao diferiu significativamente entre os
tratamentos, entretanto nas amostras congeladas a PPC foi significativamente
menor para o tratamento SSE. As atividades da GSH-Px e da PLA; total de filés de
frango nao diferiram significativamente entre os quatro tratamentos. A atividade da
PLA, dependente de Ca** foi significativamente maior para os filés do tratamento C.
A suplementacdo com vitamina E n&o alterou significativamente o perfil de acidos
graxos dos filés de frango, no entanto a suplementagcdo de selénio aumentou a
deposigao do acido graxo 22:6 n3. A qualidade da carne de frango foi melhorada
pela suplementagdo com 150mg de vitamina E por kg de ragao e nao foi observado
efeito sinérgico entre a vitamina E e o selénio fornecidos pela dieta na prevengao de
processos oxidativos dos filés.

Palavras-chave: Oxidagcao lipidica. Perfil de acidos graxos. Fosfolipase A..
Glutationa peroxidase



SANTOS-ALMEIDA, Gleice Rocha dos. Dietary supplementation of selenium and
vitamin E and breast meat quality. 2013. 76p. Dissertation (Master of Science in
Food Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina

ABSTRACT

The meat quality is limited by lipids, proteins and pigments oxidative process. The
lipid oxidation potential of meat is determined by relationship between endogenous
prooxidants and antioxidants. Vitamin E and selenium contribute to maintain
antioxidant system. The aim of the study was evaluated the effect of dietary
supplementation of selenium and vitamin E on the poultry meat quality. Hubbard
chicks with 1 day of age (n=60) were divided into four treatments: C-Control (without
supplementation), SE-supplementation with 150 mg of vitamin E for kg of feed,
SSsupplementation with 0.5 mg of selenium for kg of feed and SSE-supplementation
with com 0.5 mg of selenium and 150 mg of vitamin E for kg of feed. After 42 days,
the birds were slaughtered and fillets (Pectoralis major) were collected and stored at
4°C (4 days) and at -18°C (30 days). The fillets were analyzed for the lipid oxidation
and Warmed over flavor (WOF) by Thiobarbituric-Acid-Reactive Substances
(TBARS), cooking loss, a*/b* ration, fatty acid profile, phospholipase A, (PLA;) and
glutathione peroxidase (GSH-Px) activities, selenium and vitamin E contents. The
analyse of variance follow by tukey test at 5% of probability was used to compare the
results. The selenium content was 1.23 times higher (p£0.05) for samples of SS and
SSE treatments and a-tocopherol concentration was 3.5 times higher €0.05) for
samples of SE and SSE treatments. The refrigerated and frozen fillets of SE and
SSE treatments presented lipid oxidation values and WOF values significantly lower
than fillets of C and SS treatments. The vitamin E dietary supplementation (SE and
SSE treatments) prevented myoglobin oxidation only in refrigerated fillets. The
cooking loss of refrigerated samples did not differ significantly, however for frozen
samples the cooking loss was significantly lower for SSE treatment. The GSH-Px and
total PLA, activities did not differ significantly among four treatments. The PLA,-
dependent Ca** activity was significantly higher for fillets of C treatments. The vitamin
E supplementation did not change fatty acid profile of fillets, however the selenium
supplementation increased the 22:6n3 fatty acid deposition. The poultry meat quality
was improved by supplementation with 150mg of vitamin E for kg of feed and the
synergistic effect was observed between vitamin E and selenium supplied by diet on
prevention of oxidative process of fillet.

Key words: Lipid oxidation. Fatty acid profile. Phospholipase A,. Glutathione
peroxidase
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1. INTRODUCAO

Em 2011, registrou-se uma produgdo mundial de carne de frango de
mais de 81 milhdes de toneladas, sendo o Brasil o terceiro maior produtor mundial
com 13 milhdes de toneladas de carne e exportagcado de 3,9 milhdes de toneladas,
numeros recordes na histéria do setor, mantendo o pais como o maior exportador
mundial (UBABEF, 2012). No ano de 2012, houve uma pequena redugdo das
exportacdes de carne pelo Brasil de 41,4% para 39,7%, este recuo foi o primeiro na
producao nacional de carne de frango desde o ano 2000 (AVEWORLD, 2013). No
entanto, a industria prevé aumento de 3% na producao e nas exportacdées em 2013
(AVEWORLD, 2013). Além disso, o Departamento de Agricultura dos EUA (USDA)
projeta que em 2021 os cinco principais produtores mundiais de carnes avicolas
estardo comercializando 11 milhdes de toneladas do produto, tendo 44% do total
negociado sob posse do Brasil (ECOFINANCAS, 2012).

A demanda por produtos industrializados a base de carne de aves nas
ultimas quatro décadas tem proporcionado um aumento consideravel na produgao
desses animais, importante ao setor do agronegécio (GLOBO RURAL, 2010). As
exigéncias pela qualidade dos produtos de origem animal também estdo cada vez
maiores tanto no mercado internacional como no nacional.

No entanto, a qualidade da carne e de produtos carneos pode ser
limitada pelo desenvolvimento de processos oxidativos. A composi¢do quimica da
carne de frango, rica em proteinas e acidos graxos polinsaturados associados as
transformacdes bioquimicas que ocorrem apds a morte do animal tornam a carne
mais suscetivel a oxidagdo, comprometendo assim a sua qualidade (PEARSON et
al., 1983; OLIVO; SHIMOKOMAKI; FUKUSHIMA, 2006).

O processo oxidativo & definido como um disturbio no estado de
equilibrio entre os sistemas pré-oxidantes e antioxidantes, tendo, como resultado
final, danos oxidativos em lipidios, proteinas, carboidratos e acido nucléicos
(JORDAO et al, 1998). A oxidacdo lipidica é a principal reacdo em cadeia que
envolve a formacgao de radicais livres (COMINETTI et al, 2011) e pode ser favorecida
pela agcdo de enzimas como a fosfolipase A, (PLA2) (MURAKAMI; KUDO, 2002;
SOARES et al., 2003; CHEN et al, 2010).
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Os produtos da oxidagéo de lipidios sdo indesejaveis ndo somente pela
producdo de sabores e odores desagradaveis, mas também pela destruicdo de
constituintes essenciais, ocasionando decréscimo no valor nutricional do alimento e
formacao de compostos téxicos (YANG et al, 2002). A disseminagdo da rancidez,
ainda, pode provocar danos oxidativos as proteinas e que, por sua vez, provocam
alteracdes nas propriedades funcionais da carne (OLIVO; SIMOKOMAKI, 2002;
TROUT, 2003; MAKENNA et al.,2005).

Diversos estudos sustentam que existe interdependéncia entre a
oxidagao lipidica e a oxidagdo da mioglobina (OLIVO; SIMOKOMAKI, 2002; TROUT,
2003; MAKENNA et al, 2005). A oxidagao deste pigmento altera negativamente a cor
dos produtos carneos, tornando-os indesejaveis ao consumo (O’GRAND;
MONAHAN; MOONEY, 2001).

Para controlar os processos oxidativos empregam-se diferentes
metodologias, entre elas, destaca-se o uso de antioxidantes. Entretanto, o uso deste
aditivo € restrito a produtos carneos, ndo sendo permitida sua utilizagdo em carnes
frescas e congeladas (BRASIL, 1998). Assim, a adi¢cao de antioxidantes na racao
dos animais tem sido estudada como uma alternativa para o controle de processos
oxidativos e melhoria da qualidade da carne. Neste sentido, a suplementacdo na
racao animal com vitamina E e com mineral selénio tem demonstrado influenciar a
manutencdo do sistema antioxidante animal (JORDAO et al, 1998, OLIVO;
SIMOKOMAKI, 2002, BOIAGO, 2006).

A capacidade antioxidante do selénio deve-se ao fato deste mineral
compor o sitio catalitico da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px). A GSH-Px é
responsavel pela reducdo do peroxido de hidrogénio e hidroperdoxido em agua e
alcool, respectivamente, a partir da glutationa reduzida (GSH) (COMINETTI et al,
2011). Portanto, esta enzima atua de maneira importante na protecao celular quanto
a mudancas oxidativas (JORDAO et al, 1998).

A funcdo antioxidante da vitamina E é sequestrar os radicais livres,
levando a inibicdo da reacdo em cadeia de peroxidagao lipidica (JORDAO et al,
1998), e quando suplementada na dieta é incorporada na membrana celular
protegendo-a contra o ataque de radicais livres, devido seu posicionamento no
interior da membrana (SCHAEFER et al, 1995 apud SOARES, 1998). No entanto,

quando a vitamina E € adicionada post-mortem, ndo permanece como parte
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integrante da membrana, promovendo uma protegdo antioxidante menos eficiente
(BLUCKLEY; MORRISSEY; GRAY, 1995).

Deste modo, torna-se importante investigar o efeito da adicdo de
selénio e vitamina E na ragao de frangos como agentes em potenciais para inibicao
de processos oxidativos que conduzem a perda da qualidade da carne. O trabalho,
portanto, foi desenvolvido visando obter conhecimentos sobre o possivel efeito
sinérgico do selénio e vitamina E no controle oxidativo de carnes de frango, para que
possa contribuir com o desenvolvimento cientifico e tecnolégico na produgédo de

carne de frango com qualidade.
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2.0BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar o efeito da suplementagao de vitamina E e selénio na racéo e a

qualidade de filés de frango.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

++ Avaliar o efeito da suplementagéo de vitamina E e selénio na oxidagao lipidica

e alteracdo de cor de filés de frangos.

% Analisar o efeito da suplementagao de vitamina E e selénio no perfil de acidos

graxos de filés de frangos.

% Investigar a atividade da fosfolipase A, e da glutationa peroxidase nas carnes

de frango suplementadas com vitamina E e Selénio.

% Determinar o teor de vitamina E e selénio nos filés de frangos-
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3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PROCESSOS OXIDATIVOS

A oxidagao é a principal causa da deterioracédo de varios produtos,
alterando diversas propriedades, como caracteristica sensorial (sabor, aroma,
textura e cor), valor nutricional, funcionalidade e toxicidade. Tais mudangas podem
ter sua origem durante a produgdo, o0 processamento, a preservagao, O
armazenamento e o preparo do alimento (CORTINAS et al, 2005).

Os produtos carneos sao facilmente suscetiveis as alteragdes fisico-
quimicas e microbiolégicas provocadas pela oxidagdo, devido a riqueza de sua
composicao quimica. Dentre estas alteragdes, a oxidacdo lipidica e protéica séo
dificeis de serem controladas, devido a sua complexidade e variabilidade (OLIVO,
2006).

Estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre os oxidantes
e antioxidantes e a ocorréncia destes eventos tem como fator importante as reacoes
de radicais livres. Define-se radical livre ou espécie reativa como espécies
independentes, atomo ou uma molécula, que contém elétrons desemparelhados. A
presenca do elétron ndo pareado altera a reatividade quimica do atomo ou molécula,
tornando-o mais reativo que as espécies ndo radicalares (JORDAO et al, 1998).
Enquanto alguns dos radicais podem ser altamente reativos no organismo atacando
lipidios, proteinas e DNA, outros sao reativos apenas com os lipidios. Existem ainda
alguns que sao pouco reativos, mas apesar disso podem gerar espécies danosas
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O radical livre, em geral, apresenta alta instabilidade, reage
rapidamente com diversos compostos e pode atacar componentes celulares. A
susceptibilidade de uma célula ao estresse oxidativo depende de fatores, como a
disponibilidade de antioxidantes e a capacidade de inativagcdo ou eliminacido dos
produtos radiculares durante o metabolismo (JORDAO et al, 1998).

Em baixas concentragdes, radicais livres, sao necessarios para
diversas fungbes celulares, como manter o estado redox e o funcionamento do
sistema imune. No entanto, quantidades elevadas ou superiores aos niveis de
compostos antioxidantes provocam danos as fungbes normais das células

(COMINETTI et al, 2011). Dentre os prejuizos ao metabolismo celular, pode ocorrer
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ruptura das fitas de DNA, aumento na concentracdo de calcio intracelular livre,
danos em proteinas especificas e peroxidacdo de lipidios (HALLIWELL; CHIRICO,
1993 apud COMINETTI et al, 2011).

As alteragdes bioquimicas que ocorrem na transformagdo do musculo
em carne oferecem também condi¢des favoraveis para que ocorra a oxidagcao nas
membranas celulares, onde o balanco entre as espécies reativas e antioxidantes
nao é controlada (PEARSON et al., 1983; OLIVO, 2006).

3.1.1 Oxidagao Lipidica

Os lipidios sado importantes componentes dos produtos carneos,
conferindo caracteristicas desejaveis como suculéncia, sabor e aroma. Contudo, séo
facilmente oxidaveis levando ao desenvolvimento de aromas desagradaveis além da
formacao de produtos toxicos (PEARSON, et al., 1983). Assim, a oxidacao lipidica é
uma das causas primarias da perda da qualidade em carnes e produtos carneos
(MORRISSEY et al., 1998).

A combinagdo de catalisadores da oxidagido lipidica, sistemas de
membranas altamente insaturadas e periodos de alta oxigenagao propiciam as
reacoes oxidativas no musculo esquelético, que inicialmente ocorrem ao nivel de
membranas celulares (CHAN; DECKER, 1994). A carne de frango, por exemplo,
possui concentracdo relativamente elevada de acidos graxos polinsaturados
tornando-se mais suscetivel a rancidez oxidativa em comparagao aos outros tipos de
carnes, sendo superada apenas pela carne de peixe (BYRNE et al., 2002).

Os radicais livres HO" atacam a cadeia lipidica em sitios susceptiveis
como o grupo metilénico alilico, convertendo-o em novo centro de radical livre. Os
acidos graxos poliinsaturados séao mais susceptiveis ao ataque por radicais livres,
devido ao carbono metilénico bis-alilico e quanto maior for o numero de instauragdes
mais rapido sera o ataque (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

A reacdo entre espécies reativas e acidos graxos poliinsaturados,
presentes na membrana celular, inicia um processo em cadeia, conhecido como
peroxidagao lipidica, que pode ser avaliado e servir como indicador de estresse
oxidativo celular (LIMA; ABDALLA, 2001). Em consequéncia, provoca alteragbées nas
membranas, as quais levam a transtornos da permeabilidade, o que resulta na perda

da seletividade para entrada e/ou saida de nutrientes e substancias toéxicas a célula,
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alteracbes do DNA e comprometimento dos componentes da matriz extracelular
(VACA; WILHEM; HARMS-RINGDAHL, 1988; BABER; HARRIS, 1994 apud LIMA;
ABDALLA, 2001).

O mecanismo da oxidagado de lipidios € constituido de trés fases
conforme apresentado na Figura 1. A primeira fase, iniciagdo, ocorre na etapa ante-
mortem, nas membranas celulares (PIKUL et al., 1984; CHIZZOLINI et al., 1998).
Embora possuam mecanismos de defesa, as células animais podem continuar
sofrendo acao de agentes estressores, oriundos de fontes internas e externas. Muito
destes agentes podem atuar como aceleradores das reagdes de peroxidagdo com
formacao de radicais livres (HALLIWELL, 1996; BERGAMAN et al., 2001; SOARES,
2002). Nesta fase, o acido graxo poliinsaturado sofre ataque de uma espécie que é
suficientemente reativa (agente iniciador) para abstrair um atomo de hidrogénio a
partir de um grupo metileno (-CH2-), formando um radical de carbono. Este radical,
por sua vez, é estabilizado por rearranjo molecular para formar um dieno conjugado.
(LIMA; ABDALLA, 2001).

FIGURA 1: Representacao das reacdes, em etapas, da oxidagao lipidica.
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Fonte: LIMA; ABDALLA (2001)
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A segunda fase, propagacgdo, ocorre no momento do abate e pos
abate, quando se instala o rigor mortis. As transformacdes que predispdem a carne
a oxidacdo sao a paralisagao da circulagdo sanguinea e nutriente, metabolismo
anaerdbico, comprometimento do sistema antioxidante, perda da capacidade de
acumulo de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico, ativacdo das PLA, e a oxidagao
lipidica inicial das membranas (MORRISSEY et al., 1998). Nesta fase, a participagao
do oxigénio é importante, o radical alquila inicialmente formado se combina com o
oxigénio resultando no radical peroxila, o qual pode abstrair um hidrogénio de outro
acido graxo, gerando outro radical de carbono e promovendo a etapa de propagacgéo
(LIMA; ABDALLA, 2001).

Posteriormente, a ultima etapa da peroxidacgao lipidica, € marcada pela
interrupcado das reagdes em cadeia e formagdo de compostos mais estaveis, ou
seja, produtos ndo radicalares. A fase de terminagcdo ocorre durante o
processamento e armazenamento da carne (DECKER; CRUM, 1993).

A combinacgao destas transformacdes bioquimicas e de fatores como
luz, temperatura, metais pesados, hemoglobinas, mioglobinas, citocromos e micro-
organismos formam sistemas cataliticos, atuando como iniciadores da oxidagao
lipidica mesmo apds a morte do animal (TICHIVANGANA; MORRISSEY, 1985 apud
SOARES, 1999).

No abate de um animal, com o término de fluxo de sangue do musculo
e a consequente interrupcdo do suprimento de oxigénio, ocorrem intensas
modificagdes quimicas e estruturais que levam a transformagdo do musculo em
carne ou a mudanga post mortem do musculo (KUBOTA; OLIVO; SHIMOKOMAKI,
1993). Neste processo ha aumento do calcio sarcoplasmatico livre que pode alterar
as enzimas lipoliticas como a fosfolipase A, (MAUGHAN et al, 1989)

As fosfolipases A, (PLA;), célcio-dependentes, podem ser encontradas
tanto no interior como exterior das células. As PLA; intracelulares estdo
frequentemente associadas a membranas e envolvidas no metabolismo dos
fosfolipidios (DENNIS, 1997; apud OLIVEIRA, 2008). A agéao catalitica da enzima
PLA, ocorre na posicdo Sn-2 dos glicerofosfolipidios, produzindo o acido
araquidénico (MURKAMI; KUDO, 2002), aumentando a suscetibilidade a oxidagao
em carnes (FERRARI, 1998).

Soares et al. (2003) demonstraram que o estresse térmico pré-abate

em frangos promove maior atividade da PLA; na presenga de alta concentragéo de
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Ca®* e consideraram esta enzima como indutora das reagdes bioquimicas e
fisiolégicas que ocasionam carnes com anomalia PSE (Pale, Soft, Exudative).
Soares et al. (2009) observaram que no perfil de acidos graxos das carnes PSE a
fracdo correspondente ao acido araquidonico foi 38,6% maior que nas carnes
normais e a oxidagao lipidica foi 27% maior que as carnes normais.

Chen et al. (2010) determinaram a atividade de PLA, e enzimas
antioxidantes, entre elas a glutationa peroxidase, tanto em carnes suinas normais e
carnes suinas com anomalia PSE. As carnes PSE apresentaram valores mais
elevados para atividade enzimatica de PLA; e menores para atividade da glutationa
peroxidase, comparados a carne suina normal. Estes resultados foram relacionados
com o maior valor de oxidacao lipidica em carnes PSE e a sua ocorréncia.

O método mais usual na avaliacdo da oxidagao de lipidios em carnes e
produtos carneos € o teste de TBA (acido 2-tiobarbiturico), atualmente denominado
TBARS (Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico) devido & sua simplicidade e
rapidez (GRAY, 1978; RAHARJO; SOFOS, 1993). O teste de TBARS quantifica o
malonaldeido (MDA), um dos principais produtos de decomposi¢cdao dos
hidroperoxidos de acidos graxos poliinsaturados, e outros produtos formados
durante o processo oxidativo. A reacdo envolve a condensacido entre o TBA e o
malonaldeido (Figura 2), produzindo um composto de cor vermelha, medido
espectrofotometricamente a 500 a 550 nm. Os resultados s&o expressos em valor de
TBARS, definidos como a massa, em mg de malonaldeido e outras substancias que
reagem com TBA por kg de amostra (OSAWA; FELICIO, GONCALVES,2005).

FIGURA 2: Reacgao do teste de TBA entre o acido 2-tiobarbiturico e o malonaldeido,

formando o composto colorido, medido espectrofotometricamente a 500 a 550 nm
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Fonte: OSAWA; FELICIO; GONGCALVES (2005).

A oxidagao lipidica, em fim, provoca perdas no valor nutricional devido

a destruigdo de nutrientes essenciais como os acidos graxos linoleico (bmega 6) e
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linolénico (bmega 3) (YANG et al., 2002; CONEGLIAN, 2011), leva a formacgao de
produtos indesejaveis do ponto de vista sensorial (OSAWA; FELICIO, GONCALVES,
2005) e a formacdo de compostos téxicos como malonaldeidos e Oxidos de
colesterol (PEARSON et al, 1983). Assim, a oxidagao lipidica conduz a diminui¢cao
do tempo de vida util da carne (LAWRENCE; FOWLER, 1997). Além disso, a
oxidagao lipidica esta diretamente relacionada com a oxidagdo de pigmentos da
carne, alterando negativamente a cor dos produtos carneos, e promovendo maior
oxidagao proteica (OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2002; TROUT, 2003).

3.1.2 Oxidacdo da Mioglobina

A mioglobina € uma proteina conjugada, a qual € responsavel pela
coloragao vermelho purpura da carne fresca. Esta proteina constitui-se de uma
porcao protéica, denominada globina, e uma porgdo nao protéica, constituida pelo
atomo de ferro, denominada grupo heme. Quando a mioglobina (Fe®*) se oxida,
forma-se o estado férrico (Fe"),
caracteristicas a carne de coloragdo marrom (FIGURA 3) (FENNEMA, PARKIN;

BARMODARAN, 2010). Estes pigmentos coexistem na carne e a cor final do produto

denominado de metamioglobina, dando

carneo dependera da proporcéao relativa de cada um.
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FIGURA 3: Esquema da molécula mioglobina e suas formas.
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Fonte: ORDONES (2005)

Pesquisas sustentam que existe interdependéncia entre a oxidacao
lipidica e a oxidacdo da mioglobina (LIU et al, 1995; OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2002).
Os radicais livres produzidos durante a oxidacao lipidica podem também oxidar o
pigmento heme, bem como provocar a desnaturacdo da parte protéica, levando a
mudancgas de cor indesejaveis na carne (LIU et al, 1995) .

De acordo com Trout (2003) tanto a oxidagdo da mioglobina é
catalisada pelos produtos da oxidacéo lipidica, quanto os radicais liberados pela
mioglobina oxidada poderdo contribuir para oxidagado lipidica. Mdusculos que
apresentam lipidios suscetiveis a oxidagao tendem a gerar uma maior quantidade de
compostos reativos, que por sua vez sdo capazes de acelerar a oxidaciao da
mioglobina (TROUT, 2003). Makenna et al (2005) observaram em musculos bovino
de maior estabilidade de cor, menores valores de TBARS e vice-versa,
demonstrando uma provavel correlagcdo entre os processos oxidativos. Sendo
assim, mecanismos capazes de retardar a oxidacao lipidica, consequentemente,
aumentar&o a estabilidade da cor.

O aumento na estabilidade da cor e a redugcdo na oxidagao lipidica

foram promovidos quando houve aumento nos niveis de a-tocoferol na carne,
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provavelmente por produzir efeito competitivo entre a-tocoferol e a mioglobina, pelos
radicais livres oriundos da oxidacgéo lipidica (O'GRANDY; MONAHAN; MOONEY
2001; LANARI et al, 1996).

A oxidacgao lipidica pode promover o estresse oxidativo nas proteinas,
em geral, produzindo compostos indesejaveis, afetando a qualidade da carne como
perda das propriedades nutricionais, perda na capacidade de retencdo de agua,
desenvolvimento de sabores e odores desagradaveis, decréscimo na solubilidade
proteica comprometendo a formacgao de emulsdes (BATIFOULIER et al., 2002).

A oxidacdo de proteinas pode ser induzida além dos produtos
secundarios de oxidagéo lipidica, mas também por peroxidos de hidrogénio, metais
de transicao (Fe e Cu) e luz ultravioleta (SHACTER, 2000 apud ROTTA, 2007).

Nos aminoacidos e proteinas, o radical HO+ pode reagir na cadeia
lateral, onde ataca preferencialmente cisteina, histidina, triptofano, metionina e
fenilalanina, e, em menores proporgdes, arginina e asparagina (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006). A perda da protonagdo dos grupos aminos resulta na
carbonilagdo das proteinas, alterando a distribuicdo das cargas elétricas e por fim o
ponto isoelétrico das proteinas. A consequéncia direta desta modificacdo quimica é
o0 desbalango entre as interagbes intermoleculares de proteina e proteina-agua,
causando perda na solubilidade proteica, favorecendo interacao proteina-proteina e
eventualmente uma desnaturacdo (XIONG et al, 2000; ESTEVEZ, 2011).

As carbonilas proteicas podem também ocasionar formacdo de
ligagbes cruzadas, contribuindo para perda da sua funcionalidade. As ligagbes
cruzadas inter e intra molecular em proteinas oxidadas sédo consideradas a causa
das mudancgas estruturais. Desta forma, contribuem para formacao e estabilizagao
de agregados proteicos, causando a perda na capacidade de retengado de agua pelo
musculo e assim a sua suculéncia (XIONG et al, 2000; LIU; XIONG; CHEN, 2010;
ESTEVEZ, 2011).

Os ataques aos aminoacidos que compdem as proteinas podem gerar
danos como clivagens de ligacbes com ou sem consequéncia da perda de atividade
enzimatica, dificuldades no transporte ativo através das membranas celulares,
citélise e morte celular (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).
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3.2 ANTIOXIDANTES

Segundo a Foods and Drug Administration (FDA), antioxidantes sao
substancias utilizadas para preservar os alimentos, por retardarem a deterioragao,
rancidez e mudangas na coloracdo decorrentes das reagdes oxidativas (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2009).

Os antioxidantes, para serem empregados em alimentos, devem ser
efetivos em pequenas concentragdes, apresentarem auséncia de cor, odor ou sabor,
serem estaveis aos processamentos e facilmente incorporados ao alimento. Além
destes fatores deve-se considerar também a lei vigente, custo e preferéncia do
consumidor (SELANI, 2010).

Atualmente, existe uma tendéncia crescente no consumo de alimentos
naturais ou com dosagem minima de aditivos. Sendo assim, tem-se buscado
alternativas para reduzir o uso de antioxidantes aplicados diretamente nos alimentos
(exdgenos), substituindo-os pelos enddgenos (ingestdo pela dieta) (JESEN;
LAURIDSEN; BERTELSEN, 1998). A inclusdo de antioxidantes na dieta de animais
destinados a producao de carne € um método efetivo para aumentar a estabilidade
oxidativa dos produtos carneos, principalmente onde a adicdo exdgena de
antioxidante é dificultada (SOUZA, 2001).

Alguns compostos administrados ndo sédo propriamente antioxidantes,
e sim nutrientes essenciais para o funcionamento de sistemas antioxidantes
endégenos. Um exemplo € o mineral selénio (Se), cofator de sistema enzimatico
antioxidante (PAPAS, 1999).

Portanto, a busca por maiores rendimentos na produgédo e melhor
qualidade da carne de frango implicou na necessidade de desenvolvimento de
estudos na area de nutricdo animal. Para que um animal possa produzir de maneira
adequada, o mesmo precisa ter acesso a um alimento que forneca todos os
nutrientes necessarios, sendo a biodisponibilidade dos mesmos muito importantes
para produtividade (BOIAGO, 2006).

3.2.1 Selénio
O selénio (Se) € um micromineral essencial, pois tem impacto

significativo no desempenho e imunidade animal, induzindo mudangas fisiolégicas
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no tecido muscular, o que pode afetar positivamente a qualidade da carne de frango
(HESS; DOWNS; BILGILI, 2003; ASSIS et al., 2008).

Nos alimentos e suplementos, o selénio pode ser encontrado na forma
organica, como selenometionina, em fontes vegetais e animais e em alguns
suplementos; e como selenocisteina, principalmente em fontes animais. Enquanto
que a forma inorganica encontra-se como selenito e selenato, basicamente em
suplementos (COMINETTI et al, 2011).

O papel do Se na melhora da qualidade da carne deve-se ao fato de
exercer suas funcdes por meio das selenoproteinas, as quais apresentam acao
antioxidante. A sintese de selenoproteinas € totalmente dependente da
disponibilidade de selénio. Em razao disso, algumas enzimas perdem sua atividade
mais rapidamente devido a deficiéncia de selénio, o que implica menor defesa
antioxidante (COMINETTI et al, 2011).

A glutationa peroxidase (GSH-Px) é a selenoproteina presente no
citosol das células (COMINETTI et al, 2011), que apresenta um residuo de cisteina
contendo selénio covalentemente ligado ao restante da enzima (JUNIOR et al,
2001).

O metabolismo da GSH-Px &€ um dos mecanismos de defesa
antioxidante mais importante do sistema biolégico (FIGURA 4). A sua fungéo
catalitica é agir sobre os hidroperdxidos orgénicos e perdxidos de hidrogénio,
convertendo-os em alcool e agua, respectivamente, a partir da glutationa reduzida
(GSH).

FIGURA 4: Metabolismo da glutationa peroxidase (GPX) e glutationa reduzida
(GSH), sobre os hidroperoéxido lipidico e de hidrogénio
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Fonte: COMINETTI et al. (2011).
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Outra enzima que age conjuntamente com a GSH-Px é a enzima
glutationa redutase (GR), uma enzima que ndo age diretamente na remogéo de
especies radiculares, porém é responsavel pela regeneragcao da glutationa a sua
forma reduzida (GSH) na presencga de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH), tendo como objetivo impedir a paralisagdo do ciclo metabodlico da
glutationa (JUNIOR et al,.2001) (FIGURA 5).

FIGURA 5: Interconversao de glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG) pela agdo das enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa
redutase (GR)
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Fonte: COMINETTI et al. (2011)

O Se, quando componente da GSH-Px, age como segunda linha de
defesa, auxiliando a vitamina E a evitar a formagao dos perdxidos metabdlicos
(JORDAO et al, 1998). A deficiencia de Se, entdo, torna as células mais
susceptiveis ao processo oxidativo, além de aumentar a necessidade de vitamina E
(KOHRLE et al., 2000). Na maioria dos casos, vitamina E e Selénio agem
mutuamente, apresentando sinergismo e cada um age como auxiliar, possuindo
forte influéncia na manutencédo do sistema antioxidante do animal (COMBS, 1981,
MCDOWELL, 1992).

Wang; Xu (2008) suplementaram a dieta de frangos de corte com 0,2
mg Se/kg na forma de selenito de sddio ou Se levedura e observaram diferenca
significativa para conversao alimentar das aves tratadas com Se em relagéo as aves

do tratamento controle, porém nao foram observadas diferengas para peso final,
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viabilidade e ganho diario entre as fontes de Se. Foi observado também que os
frangos do tratamento controle apresentaram menor conteudo de Se no musculo,
figado, rim e pancreas.

Caracteristicas qualitativas da carne foram avaliadas por De Lyons
(1998), que observou melhora na cor, textura e concentragado de pigmentos quando
utilizou 0,25 mg Se/ kg de ragdo, na forma de selenometionina (Sel-Plex®).
Observou-se, também, a reducédo de 6,9% na concentragao lipidica da carne em
relagdo aos outros tratamentos com utilizagao de fonte organica de selénio

O efeito da suplementacdo de Se em dietas de aves pode variar de
acordo com a fonte utilizada (CANTOR et al., 1997). Fontes de minerais quelatados
sdo mais facilmente absorvidos e retidos pelas aves em relagcdo as fontes
inorganicas, podendo assim atuar melhorando o desempenho e reduzindo a
excrecao dos microminerais que potencialmente poluem o ambiente (BRITO et al.,
2006). Yonn; Werner; Butler (2007) observaram maior concentragdo de Se no
sangue e maior retengcdao do mesmo em frangos que receberam diferentes fontes de
Se quelatado, Se levedura, em relacéo a forma inorganica.

Edens et al. (2004) trabalharam com quatro formas de Se (sem
suplementacao de Se; 0,2 ppm de Se como Selenito de Sédio; 0,2 ppm de Se como
Selenometionina e, combinacgao das duas formas: 0,1 ppm como Selenito de Sédio +
0,1 ppm como Selenometionina) na dieta de frangos de corte. Os resultados
mostraram que o ganho de peso e conversao alimentar, foram melhores em todos
os tratamentos que continham Se, independente da sua forma. Edens (1996)
observou que a perda por gotejamento da carne de frango, foi menor quando os
frangos foram suplementados com Se quelatado. Estes resultados corroboram com
outros estudos que apresentaram melhores rendimentos de carcaca e peito, além de
reduzida perda por gotejamento em carcagas dos frangos suplementados com Se,
atribuindo assim, o fato a uma melhora na resisténcia da membrana celular aos
danos provocados pelos radicais livres (CHOCT; NAYLOR; REINKE, 2004; PERIC et
al., 2009).

Boiago (2006) em seu experimento forneceu as aves dietas
suplementadas com concentragdes de 0,3 e 0,5 mg de Se/ Kg de ragcédo de
diferentes fontes do mineral, Sel-Plex e selenito de sédio. A utilizacdo da fonte
organica (Sel-Plex) ao invés de selenito de sédio proporcionou menor oxidagao da
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carne do peito das aves armazenadas por 7 e 15 dias a 4°C, além de menor
luminosidade e maior pH.

Skrivan et al. (2008) avaliaram a suplementagcdo na forma de selenito
de sodio e selenometionina e observaram que estes promoveram aumento dos
niveis de Se na carne do peito com ambas as fontes. Além disto, o selenometionina
proporcionou maior protecdo a carne, visto que este produziu menor teor de
malonaldeido quando comparado com o selenito de so6dio e com o controle. No
armazenamento da carne de aves por 12 dias, Ryu et al. (2005) obtiveram valores
menores para oxidagao lipidica em aves suplementadas com Se.

Srimongkol; Angkanaporn; Kijparkkorn (2004) ao avaliarem a adigao
de selenometionina na racédo de frangos de corte, verificaram aumento da atividade
da enzima GSH-Px. Choct; Naylor; Reinke (2004) também observaram um aumento
significativo na atividade enzimatica de GSH-Px em frangos suplementados com
selénio na forma inorgénica como selenito de sédio . No entanto, Cichoski et al.
(2012) verificaram que a atividade da GSH-Px em coxas de frango nao alterou
significativamente com a inclusdo de selénio na dieta independente das fontes
(organico e inorganico) utilizadas. Holovska-Junior et al. (2003) também, observaram
que a dieta ndo influenciou significativamente a atividade desta enzima, quando
investigaram o efeito de 4 dietas (sem selénio, 0,2mg de Se inorganico, 0,2mg de Se
organico e 0,3mg de Se inorganico) na atividade hepatica da GSH-Px de frango.

Skrivan et al. (2008) avaliaram a suplementacao de 0,3 mg/kg da dieta,
na forma de selenito de sddio e selenometionina e observaram que a suplementacao
de Se promoveu uma maior deposicado da vitamina E na carne, visto que as carnes
das aves que receberam selenometionina apresentavam maiores valores de o-
tocoferol.

O fornecimento de concentragdes adequadas de Se na dieta em
combinacdo com a vitamina E é um passo importante para maximizar o
desempenho animal, pois formam um sistema antioxidante. Os antioxidantes atuam
no organismo para operar em conjunto e formar um sistema integrado, responsavel
pela protecado dos danos causados por radicais livres e produtos tdxicos de seu
metabolismo (KARADAS; SURAI, 2004).

Combs (1981), investigando o efeito da vitamina E e Se em dietas para
frangos de corte com 14 dias de idade, utilizou uma dieta basal suplementada ou
ndo com vitamina E (zero;100UIl kg™') e/ou selénio (zero; 0,10ppm). A dieta basal
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(ndo suplementada) diminuiu significativamente o ganho de peso e a converséo
alimentar quando comparada as dietas suplementadas; diatese exudativa e
mortalidade foram significativamente maiores nas aves alimentadas com a dieta

basal.

3.2.2 Vitamina E

A vitamina E tem sido reconhecida como nutriente essencial para o
crescimento e saude de todas as espécies de animais. Isso deve principalmente a
sua fungdo antioxidante (LIU; LANARY; SCHAEFER, 1995).

Vitamina E é um termo genérico que se refere aos tocoferdis, grupo
composto por quatro isbmeros diferentes com relagdo ao numero e posi¢gao do grupo
metila, ligado ao anel fendlico (FIGURA 6). Os isémeros do tocoferol também
contém uma cadeia lateral alifatica, que pode ser saturada, no caso dos tocoferois e
insaturadas, no caso dos tocotriendis, perfazendo entdo oito homaologos naturais da
vitamina E (JORDAO et al, 1998; PACKER; WEBER; RIMBACH, 2001;
CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

FIGURA 6: Estrutura dos componentes naturais da vitamina E
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CH. CH, CH, CH,

CH,

R? Tocoferol
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V- CH, H
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Fonte: CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO (2007).

A isoforma tocoferol que possui maior atividade biolégica e encontra-se

com grande frequéncia nos compostos para formulagao de alimentos para animais é
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a a-tocoferol (BARROETA; BAUCELLS; CASTRO, 2002). A sua agao antioxidante é
efetivamente maior quando a vitamina E € incorporada, tanto na forma de acetato de
a-tocoferol (BUCKLEY; MORRISEY; GRAY, 1995) ou em suas formas sintéticas
(LIU; LANARY; SCHAEFER, 1995), na dieta do animal (MITSUMOTO et al ., 1993;
LIU et al ., 1995; JENSEN; LAURIDSEN; BERTELSEN, 1998; MORRISSEY et al.,
1998) ao invés de ser aplicada no momento do processamento de carnes, mesmo
que aumente a estabilidade da cor do produto ou diminua a oxidacg&o lipidica
(BARRETO et al ., 1996; MITSUMOTO et al ., 1991)

A localizagao especifica do a-tocoferol na membrana celular (FIGURA
7) e a mobilidade da cadeia lateral da molécula, permite maior protegdo de acidos
graxos polinsaturados a peroxidacao por espécies reativas (BUCKLEY; MORRISEY;
GRAY, 1995).

FIGURA 7: Representagao diagramatica do a-tocoferol na membrana celular

Vitamin E molecule H Interior

..‘/ "

I g
D
5

Fonte: BUCKLEY; MORRISEY; GRAY (1995 apud OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2002).

Exterior

Segundo Barroeta; Baucells; Castro (2002), o a-tocoferol tem a fungao
de protecao aos fosfolipidios das membranas contra reacées de oxidagao lipidica,
devido a neutralizagdo dos radicais livres (MCDONALD; EDWARDS;
GREENHALGH, 1995; SURAI; NOBLE; SPEAKE, 1999), conforme representado na
Figura 8.
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FIGURA 8: Representacdo da protegcao da vitamina E contra ataques de radicais
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Fonte: BUCKLEY; MORRISEY; GRAY (1995 apud OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2002)

Neste processo o a-tocoferol atua, doando um atomo de hidrogénio
para os radicais peroxila e alcoxila, derivados da oxidacao lipidica. Estes por sua
vez, oxidam a vitamina E e produzem o radical tocoferolila, um radical estavel e que
n&do se propaga em cadeia ( FIGURA 9) (JORDAO et al, 1998).

FIGURA 9: Etapas da lipoperoxidacao e acio antioxidante do a-tocoferol
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Fonte: CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO (2007).

Cada tocoferol pode reagir com até dois radicais peroxila e, nesse
caso, o tocoferol é irreversivelmente desativado. Para que eles nao se desativem,
necessitam do mecanismo de regeneragao sinergético nas membranas celulares. A
reacao de doacao do H fendlico para os radicais € acelerada pela presenca de um
grupo metoxi em para, pois este estabiliza o radical formado por ressonancia, e
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pelos grupos metila em orto ou em orto e meta que apresentam pequeno
impedimento estérico (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O mecanismo, detalhado acima, interrompe a reacdo em cadeia da
peroxidagao lipidica. O elétron desemparelhado do radical a-tocoferolilas é muito
menos eficiente no ataque a cadeias laterais de acidos graxos que o radical
alquilperoxila (RO2*) (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

Higgins et al. (1998), suplementando a dieta de perus com vitamina E
(600 mg/kg), verificaram diminuicdo na taxa oxidativa pelo método de TBARS no
musculo do peito. Da mesma maneira, Combs; Regenstein (1980) observaram que a
suplementacdo da dieta com vitamina E reduziu os danos causados pela
peroxidagao na carne da coxa de frangos de corte. Este estudo também mostrou
melhora quando a dieta foi suplementada em combinagdo com Selénio.

Cortinas et al. (2005) concluiram que a suplementagdo com até 200
ppm de a-tocoferol previne até 88% da maxima oxidacéo lipidica, no entanto, niveis
superiores a este ndao melhoraram a estabilidade da carne de coxa de frangos.
Resultados semelhantes foram obtidos por BARTOV; FRIGG (1992 apud FELIX;
MAIORKA; SOBARA, 2009), os quais encontraram maior estabilidade da carne de
frangos suplementados com 150 ppm de a-tocoferol durante todo o ciclo produtivo,
em comparagdo com os suplementados apenas nas ultimas duas semanas. A
vitamina E, também, atua possivelmente inibindo a atividade da PLA, e
consequentemente a oxidacao lipidica em carnes de frango (SOARES et al., 2003).

O acumulo da isoforma a-tocoferol da vitamina E € dependente da
quantidade e do tempo de suplementacao, podendo variar seus niveis nos diferentes
tecidos (ARNOLD et al., 1993 ; LIU et al., 1996; GUIDERA et al., 1997; MORRISSEY
et al., 1997). Em geral, 200 Ul/Kg de ragao é a quantidade necessaria para conferir a
estabilidade lipidica as carnes (JENSEN; LAURIDSEN; BERTELSEN, 1998;
MORRISSEY et al., 1998). Buckey; Morrissey (1992) concluiram que a vitamina E
quando adicionada post-mortem n&o € tao efetiva quanto a incorporagao através da
dieta animal, possivelmente por nado permanecer como parte integrante da
membrana celular.

O aumento da concentragdo de a-tocoferol nos tecidos protege nao
apenas os lipidios localizados na membrana, mas também a oxidacdo da
oximioglobina (GUIDERA et al., 1997; SHIMOKOMAKI et al.,, 1997). Diversos

trabalhos demonstraram reducdo na descoloragdo da superficie de carnes ou
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retencdo da cor vermelha em carnes suplementadas com a-tocoferol (LIU et al.,
1995; GUIDERA et al., 1997; SHIMOKOMAKI; OLIVO; FRANCO, 1997; OLIVO;
SHIMOKOMAKI, 2002). O fato foi atribuido a hipétese do efeito estabilizador do
pigmento heme na forma de oximioglobina (vermelho brilhante) (MITSUMOTO et
al.,1998; OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2002).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS E TRATAMENTOS

Os pintinhos de corte machos da linhagem Hubbard (n= 500) de 1 dia
de idade foram divididos em 4 tratamentos: C-Controle (sem suplementacgéo); SE
(suplementacdo com 150 mg de vitamina E.kg™"' de racdo); SS (suplementacédo com
0,5 mg de selénio.kg” de racdo) e SSE (suplementagdo com 0,5 mg de selénio e
150 mg de vitamina E.kg'1 de ragdo). As ragdes experimentais atenderam as
exigéncias minimas preconizadas por Rostagno et al. (2011), sendo suplementadas
com vitamina E na forma de a-tocoferol e o selénio na forma de selenito de sédio.
Os frangos foram criados na Fazenda Escola da Universidade Estadual de Londrina,
onde receberam agua e alimento ad libitum durante todo o periodo experimental de
42 dias. Apés este periodo, foram abatidos 15 animais de cada tratamento seguindo
as praticas comerciais de insensibilizacao elétrica, sangria, escaldagem,
depenagem, evisceracdo e chiller. Os filés de peito (Pectoralis major) foram
armazenados a 4°C (4 dias) e a -18°C (30 dias) para posterior analises. A pesquisa
foi avaliada e aprovada pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Londrina (registro processo 38013.2011.89).

Os filés de frango (Pectoralis major) foram armazenados a 4°C (4 dias)
e a -18°C (30 dias) para analises de oxidagao lipidica e aroma de requentado
(WOF), pelo método de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS),
razao a*/b* e perda de agua por cozimento (PPC). As analises de perfil de acidos
graxos, atividade da fosfolipase A,, glutationa peroxidase e determinagao do teor de
Selénio e Vitamina E foram realizadas apenas em filés de frangos refrigerados (4

dias).

4.2 METODOS

4.2.1 Medida de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico- TBARS

A oxidagao lipidica, em filés de frango, foi determinada pelo método de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) conforme procedimento
descrito por Tarladgis; Pearson; Dugan (1964). Neste procedimento, 20 g de filé de
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frango foram homogeneizados com 98 mL de agua destilada, 2,5 mL de &cido
cloridrico 4N, 2 gotas de anti-espumante e algumas pérolas de vidro. Esta solugao
destilou durante 10 minutos e o destilado foi coletado. Em uma aliquota de 5 mL do
destilado adicionou-se 5 mL de acido tiobarbiturico (TBA) 0,02 M, permanecendo em
banho-maria fervente, por 35 minutos. Apds o resfriar a aliquota pode-se, entdo,
realizar a leitura em espectrofotdmetro a 530nm. Uma curva padrédo utilizando
solucao de 1,1,3,3-tetraetoxipropano em agua destilada, nas concentracdes de 0,7 a
2,0 M foi preparada. Os resultados foram expressos em mg de TBARS.kg” de

amostra.
4.2.2 Perda de Peso por Cozimento (PPC)

A PPC foi determinada de acordo com metodologia descrita por
Honikel (1998). As amostras foram primeiramente pesadas, aproximadamente 30 g,
acondicionadas em sacos plasticos hermeticamente fechados e, em seguida,
cozidas em banho-maria a 80°C até atingirem temperatura interna de 75°C. Apds o
cozimento a agua exsudada foi desprezada e as amostras resfriadas até a
temperatura ambiente, para que fossem novamente pesadas. O resultado foi

expresso em % de agua perdida, considerando o peso inicial e final da amostra.

4.2.3 Aroma de Requentado (WOF)

Determinou-se o aroma de requentado pelo procedimento descrito por
Igene; Pearson (1979). Os filés de frango foram cozidos conforme descrito
anteriormente para analise de PPC. Apds o cozimento a agua exsudada foi
desprezada e os filés armazenados a 4°C sob luz fluorescente por 48h e
reaquecidos em banho-maria por 6 minutos. Somente, entdo, determinou-se a

oxidacao lipidica através da analise de TBARS.
4.2.4 Perfil de Acidos Graxos

A extracdo dos lipidios seguiu a metodologia de Bligh; Dyer (1959).

Neste procedimento, uma porgcao de 40g da amostra foi homogeneizada com 100mL
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de cloroférmio e metanol (2:1 v/v ). Em seguida adicionou-se 40mL de cloroférmio e
40 mL de agua destilada, sob agitagao por 1 hora. O homogenato foi filtrado em funil
de buchner com papel filtro Watman n°1, empregando vacuo. O filtrado foi
transferido para um funil de separagdo e acrescentado solugdo aquosa de NaCl
0,9%, equivalente a 1/5 do volume filtrado. Apds a separacéo de fases, recolheu-se
a fase contendo cloroférmio e a matéria graxa total em um baldo volumétrico de
fundo chato, para que o solvente fosse evaporado em um rotavapor com
temperatura controlada de 33-34°C.

A hidrdlise e transesterificagcdo dos acidos graxos seguiu o meétodo
5509 da ISO (1978). Em 200mg da matéria graxa adicionou-se 2 mL de n-heptano e
feita uma rigorosa agitacdo até completa solubilizagdo dos lipidios. Em seguida,
adicionou-se 2 mL de solugao de NaOH/ metanol 2M e novamente submetido a
agitacdo. A solugcdo permaneceu em repouso até completa separagédo das fases. A
fase superior, contendo n-heptano e esteres metilicos de acidos graxos, foi extraida
com auxilio de um pipetador automatico e transferida para um vial ambar e
armazernado a -18°C até o momento da analise.

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram analisados utilizando
cromatografo Shimadzu modelo 17A Gas Chromatograph, equipado com detector de
ionizagdo de chama e coluna capilar (100m x 0,25 mm) com 0,25 ym de cianopropil
polisiloxano CP SlI 88. A rampa de temperatura da coluna foi programada para:
65°C por 15 minutos; 10°C.min™" até 165°C e mantido por 2 minutos; 4°C.min™" até
185°C e mantido por 8 minutos; 4°C.min"' até 235° e mantido por 5 minutos. O
detector e o injetor foram mantidos a 260°C, foi utilizado Split de 1/100. O fluxo de
gases foi de 1,2 mL .min™" para o gas de arraste (H,), 30 mL.min™" para o gas auxiliar
(N2), 30 e 300 mL. min'min para os gases da chama, H, e ar sintético,
respectivamente. A identificagdo dos acidos graxos foi baseada em padrbes de
ésteres metilicos de acidos graxos (Sigma). A area dos picos foi determinada por
integrador acoplado ao cromatégrafo gasoso. Os resultados foram expressos como
percentagens relativas dos acidos graxos identificados.

4.2.5 Determinagédo da Metamioglobina

A determinacdo da metamioglobina foi medida através da
determinacdo da cor pela razdo a*/ b* (OLIVO, 2001), sendo a* (componente
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vermelho-verde) e b* (componente amarelo-azul) do Sistema de cor CIELab. A
medida de cor foi realizada utilizando o colorimetro Minolta® CR400, com iluminante

D65 e angulo de visédo de 10°.
4.2.6 Determinacao da Atividade da Fosfolipase A, (PLA2)

A atividade da PLA; foi acompanhada pela hidrolise do arachidonoyl
Thio-PC, que é detectada por DTNB (5,5-dithio-bis (2-Nitrobenzoic Acid), utilizando
kit produzido pela Cayman Chemical Company. Basicamente, 5,0 g de amostra
foram homogeneizadas em ultra-turrax na velocidade de 18000 rpm em banho de
gelo, com 25 mL de tamp&o pH 7,4 contendo 50 mmol.L-1 de fosfato, 1 mmol.L-1 de
EDTA e centrifugados por 15 minutos a 10.000 g a 4 °C (CHEN et al., 2010). A
atividade de PLA, foi expressa em 1U.mg™ de proteina, sendo 1 U definido como 1
umol de arachidonoyl Thio-PC hidrolisado.min™ a 25 °C. A determinagao de proteina

foi realizada conforme metodologia descrita por Lowry et al. (1951).
4.2.7 Determinacao de Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

A determinagcdo da GSH-Px foi baseada na medida de oxidagdo do
NADPH acompanhada pela diminuigdo da absorvancia a 340 nm (CHEN;
LINDMARK-MANSSON; AKESSON, 2000). Homogeneizou-se 5 g de amostra em
tampao fosfato (pH 7,6), contendo 5 mmol.L™" de EDTA e 2 mmol.L™" de glutationa
reduzida, em Ultra Turrax na velocidade de 18000 rpm por 20 segundos, em banho
de gelo. Posteriormente, centrifugou-se por 20 minutos a 5000g (4°C) e o
sobrenadante foi filtrado em papel Whatman n°41 e estocado a -80°C até analise.
Em um tubo de ensaio foram acrescidos 100 uL do filtrado, 200 yL de tampao
Fosfato de Potassio (0,25 M) e EDTA (25 mM) pH 7,4, 11,1uL de Glutationa
Redutase (5U), 50uL Glutationa Reduzida (40 mM) em Tampao Fosfato de Potassio
(0,25 M, pH 7), 620uL Tampéo Fosfato de Potassio (0,25 M, pH 7,4) e incubados por
10 minutos, em banho-maria ( 37°C). Em seguida, adicionou-se 10uL NADPH (20
mM) em NaHCO; 0,1%, permanecendo por mais 2 minutos de incubagdo em
banho—maria (37°C). A reacgado iniciou-se pela adicdo de 20uL de t-
butilhidroperdoxido(15 mM). A leitura no espectrofotdbmetro (340 nm) foi realizada

apo6s a adigao do ultimo reagente e foi acompanhada por 6 minutos, em intervalo de
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1 minuto. Um branco foi utilizado sem adicdo de GSHPx. A atividade de GSHPx foi
expressa em 1U.g" de amostra, sendo 1U definido como 1pmol de NADPH

oxidado.min™.

4.2.8 Determinagéo de Selénio na carne

A determinacao de selénio na carne foi realizada apods digestdo de 250
mg de amostra com 6 mL de acido nitrico concentrado bidestilado em frascos de
PTFE (politetrafluoretiieno) em um forno de micro-ondas (mod. Multiwave 3000,
Anton Paar, Graz, Austria) com pressdo maxima de operacdo de 40 bar. Em
seguida, as amostras foram transferidas para frascos de polipropileno e aferidas a
30 mL com agua. A concentracao de selénio foi determinada por Espectrometria de
Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS, mod. Elan-DRC2,

PerkinElmer) empregando as condi¢des analiticas recomendadas pelo fabricante.

4.2.9 Determinagéo da Vitamina E na carne

O conteudo de vitamina E em filés de peito de frango foi determinado
por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC) da marca Waters, modelo
Acquity e injetor automatico de amostras, seguindo a metodologia descrita por LIU
et al. (1996) e Olivo et al. (2001). A extracdo de a-tocoferol foi realizada através da
homogeneizagao de 1,0g de amostra, 250mg de acido ascorbico e 7,8mL de solugao
de saponificacdo (11% de KOH, 45% de etanol e 55% de agua destilada).
Posteriormente, a mistura foi aquecida a 80°C por 15 minutos e 4mL de isoctano
foram adicionados e homogeneizados. Apos a separagao das fases, 3L da fase de
isoctano foram injetados no UPLC.

As condig¢des de separagao da vitamina E por UPLC foram: coluna de
fase reversa modelo Aquity-UPLC BEH C18 (Waters, 2,1 mnx 50mn, particulas de
1,7um), com vazdo de 0,5mL.minuto™, fase mével 60% de acetonitrila e 40% de
metanol, no tempo de corrida de 3 minutos a 25 °C. Para detecgéo, foi utilizado o
detector de arranjo de diodos da marca Waters, ajustado o comprimento de onda
para 280nm. Uma curva padrdo utilizando acetato de a-Tocoferol (Sigma) em
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isoctano, nas concentragdes 3,1 a 77,5 ug.mL'1, foi preparada. Os resultados foram

expressos em g a-Tocoferol.g™ de amostra em base seca.
4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados utilizando o programa STATISTICA
versao 7.0 for Windows. Foi aplicada analise de variancia seguido pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade para comparacao dos resultados obtidos entre os filés
de frango dos tratamentos: C-Controle (sem suplemento), SE (suplementagdo com
150 mg. kg™ de vitamina E), SS ( suplementacdo com 0,5 mg. kg™ selénio), SSE

(suplementado com 0,5 mg. kg™’ de selénio e 150 mg.kg™' de vitamina E).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os Resultados e Discussao desta Dissertagdo foram redigidos na forma de

artigo cientifico, o qual esta apresentado a seguir.
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6.1 ARTIGO CIENTIFICO

Efeito da Suplementac&o de Selénio e Vitamina E na Ragdo e Qualidade de
Filés de Frango
Effect of dietary supplementation selenium and vitamin E on breast meat fillet

quality

Gleice Rocha dos Santos, Juliana Nunes de Almeida, Aniele Pissinati, Fernanda
Jéssica Mendonga, Alexandre Oba, Massami Shimokomaki, Adriana Lourengo
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Efeito da Suplementacéo de Selénio e Vitamina E na Racéo e Qualidade de
Filés de Frango

Effect of dietary supplementation selenium and vitamin E on breast meat fillet

quality

Gleice Rocha dos Santos, Juliana Nunes de Almeida, Aniele Pissinati, Fernanda
Jéssica Mendonga,.Alexandre Oba, Massami Shimokomaki, Adriana Lourengo
Soares

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementag¢do da vitamina E e
selénio na ragao sobre a qualidade da carne de frango. Pintainhos de corte da linhagem
Hubbard de 1 dia de idade (n=60) foram divididos em 4 tratamentos: C Controle (sem
suplementacédo), SE Suplementagcdo com 150 mg de vitamina E por kg de ragdo, SS
suplementagdo com 0,5 mg de selénio por kg de ragdo e SSE suplementacdo com 0,5 mg
de selénio e 150 mg de vitamina E por kg de racdo. Apds 42 dias as aves foram abatidas e
os filés de peito (Pectoralis major) foram coletados e armazenados a 4°C (4 dias) e a -18°C
(30 dias). Os filés foram avaliados quanto a oxidagao lipidica e aroma de requentado (WOF-
Warmed over flavor) pelo método de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS),
perda de agua por cozimento (PPC), razdo a*/b*, perfil de acidos graxos, atividades das
enzimas fosfolipase A, (PLA;) e glutationa peroxidase (GSH-Px), conteudo de Selénio e
Vitamina E. O teor de selénio foi 1,23 vezes maior para os filés dos tratamentos SS e SSE e
a concentracao de a-tocoferol foi 3,5 vezes maior para os filés dos tratamentos SE e SSE. A
suplementacdo com vitamina E inibiu a oxidacao lipidica, o desenvolvimento de WOF,
alteracdes da cor e atividade da PLA, dependente de Ca**, ndo alterando o perfil de acidos
graxos, atividade de GSH-Px e a perda de peso por cozimento dos filés. A suplementagéo
com selénio ndo aumentou a atividade da GSH-Px e nem inibiu os processos oxidativos dos
filés. A qualidade da carne de frango foi melhorada pela suplementagcdo com 150mg de
vitamina E por kg de racdo e nao foi observado efeito sinérgico entre a vitamina E e o

selénio fornecidos pela dieta na prevencao de processos oxidativos dos filés.

Palavras-chave: oxidacao lipidica. Perfil de acidos graxos. Fosfolipase Ao.

Glutationa peroxidase
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Abstract

The aim of the study was evaluated the effect of dietary supplementation of selenium and
vitamin E on the breast meat fillet quality. Hubbard chicks with 1 day of age (n=60) were
divided into four treatments: C-Control (without supplementation), SE-supplementation with
150 mg of vitamin E for kg of feed, SS- supplementation with 0.5 mg of selenium for kg of
feed and SSE-supplementation with com 0.5 mg of selenium and 150 mg of vitamin E for kg
of feed. After 42 days, the birds were slaughtered and fillets (Pectoralis major) were collected
and stored at 4°C (4 days) and at -18°C (30 days). The fillets were analyzed for the lipid
oxidation and Warmed over flavor (WOF) by Thiobarbituric-Acid-Reactive Substances
(TBARS), cooking loss, a*/b* ration, fatty acid profile, phospholipase A, (PLA;) and
glutathione peroxidase (GSH-Px) activities, selenium and vitamin E contents. The selenium
content was 1.23 times higher (p<0.05) for samples of SS and SSE treatments and a-
tocopherol concentration was 3.5 times higher (p<0.05) for samples of SE and SSE
treatments. The vitamin E dietary supplementation inhibited lipid oxidation, WOF
development, color changes and PLA,- dependent Ca®" activity, did not change fatty acid
profile, GSH-Px activity and cooking loss of fillets. The selenium dietary supplementation did
not increase the GSH-Px activity and neither inhibited the oxidative process of fillets. The
poultry meat quality was improved by supplementation with 150mg of vitamin E for kg of feed
and the synergistic effect was observed between vitamin E and selenium supplied by diet on

prevention of oxidative process of fillet.

Key words: Lipid oxidation. Fatty acid profile. Phospholipase A,. Glutathione
peroxidase

INTRODUCAO

A oxidacgao lipidica é um dos principais mecanismos responsavel pela
perda da qualidade da carne. A composi¢cdo quimica da carne de frango, rica em
proteinas e acidos graxos poliinsaturados, torna-a mais suscetivel a processos
oxidativos (PEARSON et al, 1983).

A oxidacao lipidica € uma reagdo em cadeia que envolve a formacgao de
radicais livres (COMINETTI et al, 2011), que conduzem a perda de nutrientes
essenciais como os acidos graxos linoleico (mega 6) e linolénico (dmega 3) (YANG
et al., 2002; CONEGLIAN et al., 2011), a formacao de odores e aromas indesejaveis
(OSAWA:; FELICIO; GONCALVES, 2005) e de compostos téxicos como
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malonaldeidos e 6xidos de colesterol (PEARSON et al, 1983), diminuindo assim o
tempo de vida util da carne (LAWRENCE; FOWLER, 1997). Além disso, existe uma
correlagdo entre a oxidacao lipidica, a oxidagdo da mioglobina e das proteinas,
alterando negativamente a cor das carnes e a funcionalidade das proteinas (TROUT,
2003).

A carne contém diversos pro-oxidantes e antioxidantes enddgenos e
seu potencial oxidativo é determinado pela relagdo entre pré e antioxidante
(DECKER; XU, 1998). A fosfolipase A, (PLA2) € uma enzima lipolitica que apresenta
agao pro-oxidante, uma vez que atua nos glicerofosfolipidios das membranas
liberando acido araquidénico (MURAKAMI; KUDO, 2002; SOARES et al., 2003;
CHEN et al., 2010). Como antioxidante enddégeno tem-se a agdo de enzimas, como
a glutationa peroxidase (GSH-Px), catalase e superéxido desmutase (CHEN et al.,
2010) e a vitamina E ( a-tocoferol) (SOARES et al., 2004). A GSH-Px é uma enzima
selénio dependente que atua reduzindo os peroxidos lipidicos (COMINETTI et al,
2011). A vitamina E quando enddégena apresenta potente efeito antioxidante nas
membranas celulares inibindo a oxidacéo lipidica e alteragées de cor (SCHAEFER et
al, 1995 apud SOARES, 1999).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementacédo de

selénio e vitamina E na ragao sobre qualidade em filés de frango.
MATERIAS E METODOS
Animais e Tratamentos

Os pintinhos de corte machos da linhagem Hubbard (n= 500) de 1 dia
de idade foram divididos em 4 tratamentos: C-Controle (sem suplementacéo); SE
(suplementacdo com 150 mg de vitamina E.kg™" de racdo); SS (suplementacdo com
0,5 mg de selénio.kg” de ragdo) e SSE (suplementagdo com 0,5 mg de selénio e
150 mg de vitamina E.kg'1 de ragdo). As ragdes experimentais atenderam as
exigéncias minimas preconizadas por Rostagno et al. (2011), sendo suplementadas
com vitamina E na forma de acetato a-tocoferol e o selénio na forma de selenito de
sédio. Os frangos foram criados na Fazenda Escola da Universidade Estadual de
Londrina, onde receberam agua e alimento ad libitum durante todo o periodo

experimental de 42 dias. Apos este periodo, foram abatidos 15 animais de cada
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tratamento seguindo as praticas comerciais de insensibilizagdo elétrica, sangria,
escaldagem, depenagem, evisceracgao e chiller. A pesquisa foi avaliada e aprovada
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina
(registro processo 38013.2011.89).

Os filés de frango (Pectoralis major) foram armazenados a 4°C (4 dias)
e a -18°C (30 dias) para analises de oxidacéo lipidica e aroma de requentado
(WOF), pelo método de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS),
razao a*/b* e perda de agua por cozimento (PPC). As analises de perfil de acidos
graxos, atividade da fosfolipase A,, glutationa peroxidase e determinagao do teor de
Selénio e Vitamina foram realizadas apenas em filés de frangos refrigerados (4

dias).
Medida de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico- TBARS

A oxidacdo lipidica foi determinada pelo método de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) conforme procedimento descrito por
Tarladgis; Pearson; Dugan (1964). Uma curva padrao utilizando solugao de 1,1,3,3-
tetraetoxipropano em agua destilada, nas concentracées de 0,7 a 2,0 M foi
preparada e a leitura realizada em espectrofotometro a 530 nm. Os resultados foram
expressos em mg de TBARS.kg"' de amostra. O método apresentou uma

recuperacgao de 78%.
Aroma de Requentado (WOF)

O aroma de requentado foi determinado conforme descrito por Igene;
Pearson (1979). As amostras foram cozidas, armazenadas a 4°C por 48 h,
reaquecidas e a oxidacao determinada pela analise de TBARS. Os resultados foram

expressos em mg de TBARS.kg'1 de amostra.
Determinagédo de Metamioglobina
A oxidagado da metamioglobina foi medida através da determinagao da

cor pela razédo a*/ b* (OLIVO et al. 2001), sendo a* (componente vermelho-verde) e

b* (componente amarelo-azul) do Sistema de cor CIELab. A medida de cor foi
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realizada utilizando o colorimetro Minolta® CR400, com iluminante D65 e angulo de

visdo de 10°.
Perda de Peso por Cozimento (PPC)

A PPC foi determinada de acordo com metodologia descrita por
Honikel (1998). O resultado foi expresso em % de agua perdida, considerando o

peso inicial e final da amostra.
Determinacao da Atividade da Fosfolipase A, (PLA2)

A atividade da PLA; foi acompanhada pela hidrélise do arachidonoyl
Thio-PC, que é detectada por DTNB (5,5-dithio-bis (2-Nitrobenzoic Acid), utilizando
kit produzido pela Cayman Chemical Company. A atividade de PLA; foi expressa em
1U.mg” de proteina, sendo 1 U definido como1 umol de arachidonoyl Thio-PC
hidrolisado.min™ a 25 °C. A determinacdo de proteina foi realizada conforme
metodologia descrita por Lowry et al. (1951). O extrato enzimatico obtido conforme

procedimento descrito por Chen et al. (2010).
Determinacao de Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

A atividade de GSH-Px foi determinada pela de oxidacdo do NADPH
(Nicotinamida Adenina Dinucleotidio Fosfato) acompanhada pela diminuigdo da
absovancia a 340 nm (CHEN; LINDMARK-MANSSON; AKESSON, 2000; MOREIRA
et al, 2001). Um branco foi utilizado sem adicdo de GSHPx. O extrato enzimatico foi
realizado conforme Moreira et al (2001). A atividade de GSHPx foi expressa em

1U.g”" de amostra, sendo 1U definido como 1umol de NADPH oxidado/min.
Perfil de Acidos Graxos

A extragao dos lipidios seguiu a metodologia de Bligh; Dyer (1959). A
hidrolise e transesterificacdo dos acidos graxos seguiu o método 5509 da ISO
(1978). Os ésteres metilicos de acidos graxos foram analisados utilizando

cromatografo Shimadzu modelo 17A Gas Chromatograph, equipado com detector de
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ionizagdo de chama e coluna capilar (100m x 0,25 mm) com 0,25 ym de cianopropil
polisiloxano CP SlI 88. A identificacdo dos acidos graxos foi baseada em padrdes de
ésteres metilicos de acidos graxos (Sigma). A area dos picos foi determinada por
integrador acoplado ao cromatégrafo gasoso. Os resultados foram expressos como

percentagens relativas dos acidos graxos identificados.
Determinacao de Selénio na carne

A concentracdo de selénio na carne foi determinada por Espectrometria
de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS, mod. Elan-DRC2, Perkin
Elmer), apds digestao nitroperclorica das amostras. O resultado foi expresso em mg

de Se.kg™' de amostra em base seca.
Determinacgao da Vitamina E na carne

O conteudo de vitamina E em filés de frango foi determinado por
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC) (Waters, modelo Acquity),
seguindo a metodologia descrita por Liu et al. (1996) e Olivo et al. (2001). Uma curva
padrao foi preparada utilizando acetado de a-Tocoferol (Sigma) em isoctano, nas
concentracdes 3,1 a 77,5 uyg.mL™". Os resultados foram expressos em pg de a-

Tocoferol.g™ de amostra em base seca.

ANALISE E,STATISTICA

Os dados obtidos foram analisados utilizando o programa STATISTICA
versao 7.0 for Windows. Foi aplicada analise de variancia seguido pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade para comparag¢ao dos resultados obtidos entre os filés
de frango dos tratamentos: C-Controle (sem suplemento), SE (suplementagdo com
150 mg. kg de vitamina E), SS ( suplementagdo com 0,5 mg. kg™ selénio), SSE
(suplementado com 0,5 mg. kg™ de selénio e 150 mg.kg™ de vitamina E).
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RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 1 apresenta a concentragcdo de selénio e de a-tocoferol de
filés de frango. O teor de selénio foi de 1,23 vezes (p< 0,05) maior para os filés dos
tratamentos SS e SSE quando comparados com os tratamentos C e SE,
demostrando que a suplementacao de selénio foi efetiva para maior deposigao deste
mineral na carne. Com relagdo a vitamina E, observa-se que os filés de frango dos
tratamentos SE e SSE apresentaram concentragdo de a-tocoferol significativamente
maior que os filés dos tratamentos C e SS (TABELA 1). Assim, a suplementacao de
vitamina E promoveu um aumento de 3,5 vezes (p< 0,05) na deposi¢cao de a-
tocoferol na carne. Os filés de frango suplementados com selénio e vitamina E em
conjunto (SSE) ndo apresentaram teor de a-tocoferol significativamente superior aos
filés do tratamento SE, embora haja relatos de que o selénio aumenta a deposicéao
de vitamina E na carne através atividade da GSH-Px poupando a agao antioxidante
da vitamina E (SKRIVAN et al., 2008).

Os valores de oxidacao lipidica, aroma de requentado, razao a*/b* e
perda de peso por cozimento (PPC) dos filés de frango refrigerados e congelados
para os 4 tratamentos estdo dispostos na Tabela 2. Observa-se que a oxidagao
lipidica foi significativamente menor para os filés de frango refrigerados que
receberam suplementacdo de vitamina E na racédo (SE e SSE). Os filés de frango
suplementados apenas com selénio (SS) nao diferiram significativamente dos filés
de frango sem suplementagao (C) com relacdo a oxidacao lipidica medida a 4°C.
Estes resultados demonstraram que a vitamina E atuou como antioxidante inibindo
em aproximadamente 68% a oxidagao lipidica em carnes refrigeradas enquanto que
o selénio ndo apresentou efeito antioxidante. A atuacdo de selénio como
antioxidante esta diretamente relacionado com a atividade da GSH-Px (COMINETTI
et al, 2011), neste trabalho ndo foi observada diferenga significativa na atividade
desta enzima entre os tratamentos (TABELA 3), explicando o fato do selénio nao ter
prevenido a oxidagao lipidica dos filés.

Nas amostras congeladas, apenas os filés de frango do tratamento SE
apresentaram valores de oxidacao lipidica significativamente menores comparadas
com os demais tratamentos. Assim a vitamina E permaneceu atuando como

antioxidante reduzindo em aproximadamente 30,6% a oxidacéao lipidica em relagao
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aos filés do tratamento controle (sem suplementagdo). Souza et al (2006) também
observaram reducé&o nos valores de TBARS em carnes de frangos de cortes
suplementados com vitamina E ( 100, 150 e 200 mg.kg'1 de ragado). Higgins et al.
(1998) e Mercier et al. (1998) obtiveram menor oxidagao de lipidios, utilizando niveis
de 300, 400 e 600 mg/kg de vitamina E, na dieta de perus. No entanto, Cortinas et
al. (2005) concluiram que a suplementacdo com até 200 ppm de a-tocoferol previne
até 88% da maxima oxidagao lipidica.

Na avaliacéo da reacéo lipidica de carne cozida e reaquecida medida
pelo aroma de requentado (WOF), note-se que os filés de frango refrigerados do
tratamento SS apresentaram maiores valores de oxidagao lipidica (2,072 mg de
TBARS.kg"' de amostra), seguido pelos filés dos tratamentos C (1,640 mg de
TBARS.kg"' de amostra) (TABELA 2). Os filés de frango dos tratamentos com
suplementacao de vitamina E (SE e SSE) apresentaram valores de oxidagao lipidica
0,300 e 0,362 mg de TBARS.kg" de amostra, respectivamente significativamente
menores. No aroma de requentado (WOF) dos filés de frangos congelados, também
os menores valores de oxidagdo foram obtidos para os tratamentos com
suplementacdo de vitamina E (SE e SSE) de 0,428 e 0,318 mg de TBARS.kg™ de
amostra, respectivamente. Estes resultados indicam que mesmo apds o cozimento
das carnes a vitamina E continuou atuando como antioxidante. Resultados
semelhantes foram descritos por Soares et al (2004) que constataram que a
suplementagao da vitamina E na dieta de frangos inibiu 78,9% o desenvolvimento do
WOF em filés.

Estudos sustentam que existe interdependéncia entre a oxidagao
lipidica e a oxidagdo da mioglobina (OLIVO e SIMOKOMAKI, 2002; TROUT, 2003;
MACKENNA et al, 2005). De acordo com Trout (2003) tanto a oxidacdo da
mioglobina é catalisada pelos produtos da oxidagdo lipidica, quanto os radicais
liberados pela mioglobina oxidada poderao contribuir para oxidagao. A razéo a*/b* é
uma medida indireta da concentragdo de oxi e metamioglobina, quanto maior esta
razao maior o teor de oximioglobina e quanto menor maior o teor de
metamioglobina, pigmento oxidado (OLIVO et al., 2001). A razdo a*/b* de filés
refrigerados foi significativamente maior para os tratamentos SE e SSE (TABELA 2),
indicando que nestes filés a mioglobina permaneceu na forma reduzida
(oximioglobina), ndo sofrendo oxidagao. Isto ocorreu devido a agao da vitamina E

que foi efetiva na inibicdo da oxidagao lipidica e da oxidagado da mioglobina. Alguns
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autores relataram que a vitamina E possui acdo na manutenc¢ao da cor das carnes
(LIU et al., 1995; GUIDERA et al., 1997; SHIMOKOMAKI; OLIVO; FRANCO, 1997;
OLIVO e SHIMOKOMAKI, 2002).

A relagao direta entre a oxidagao lipidica e oxidagao da mioglobina
pode ser constatada através dos tratamentos C e SS, que foram os que
apresentaram maiores valores de oxidacdo lipidica e menores razao a*/b*. A
suplementagao com selénio nao foi eficiente na manutencéo da cor, uma vez que a
razao a*/b* destes filés (SS) foi significativamente menor que a razdo a*/b* dos
tratamentos C, SE, SSE. Isto € consequéncia do fato do selénio n&o ter inibido a
oxidagado lipidica. Nas amostras congeladas ndo foram observadas diferengas
significativas na razdo a*/b* entre os tratamentos, indicando que a vitamina E e o
selénio nao foram eficientes na estabilidade da cor.

A oxidacgdo lipidica promove, em geral, o estresse oxidativo em
proteinas, podendo provocar também a perda na capacidade de retencdo de agua, e
assim, a suculéncia da carne (BATIFOULIER et al., 2002). As proteinas quando
oxidadas sofrem carbonilagao das proteinas, que altera a distribuicdo das cargas
elétricas e o ponto isoelétrico das proteinas, provocando o desbalango entre as
interagdes intermoleculares de proteina e proteina-agua e consequente perda da
capacidade de retencdo de agua (XIONG et al, 2000; LIU et al, 2010;ESTEVEZ,
2011). A perda de peso por cozimento (PPC) em filés de frango refrigerados nao
diferiu significativamente entre os tratamentos, indicando que a suplementacao de
vitamina E nao foi eficiente na prevencao da oxidacao proteica, embora tenha inibido
a oxidagao lipidica. No entanto, para amostras congeladas, observou-se uma
reducao significativa de perda de peso por cozimento nos filés do tratamento SSE,
sugerindo um possivel sinergismo entre a vitamina E e o selénio na inibicdo da
oxidacao proteica.

A atividade enzimatica da GSH-Px nao diferiu significativamente entre
os tratamentos (TABELA 3), embora os filés de frango dos tratamentos SS e SSE
tenham depositado em média 18,5% mais de selénio. Possivelmente, o selénio
tenha sido utilizado para a sintese de outras selenoproteinas, uma vez que 30
selenoproteinas ja foram relatadas e que a distribuicdo do selénio no corpo do
animal é regulada por suas necessidades metabdlicas (FINLEY, 2007). Outros
autores também relataram nao ter encontrado diferencas significativas para

atividade da GSH-Px quando frangos foram suplementados com selénio organico
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e/ou inorganico (HOLOVSKA-JUNIOR et al.,2003; CICHOSKI et al., 2012; ALMEIDA
et al., 2012).

A atividade da PLA, total de filés de frango nao diferiu
significativamente entre os quatros tratamentos (TABELA 3). No entanto, a atividade
da PLA, dependente de Ca?" foi significativamente maior para os filés do tratamento
C (sem suplementagédo). A enzima PLA; dependente de Ca’" esta diretamente
relacionada com a cascata de ativagao da inflamagao (EVANS et al., 2001). A PLA,
tem sido considerada a iniciadora do desenvolvimento de carnes PSE (Pale, Soft,
Exudative) em suinos (CHEAH; CHEAH, 1981) e em frangos (SOARES et al., 2003)
e sua atividade é significativamente maior nestas carnes (CHEAH; CHEAH, 1981,
SOARES et al., 2003; CHEN et al., 2010). A suplementacdo com vitamina E na dieta
animal previne a formacdo de carnes PSE em suinos (CHEAH; CHEAH;
KRAUSGRILLE, 1995), em perus (FERKET et al., 1995) e em frangos (OLIVO et al.,
2001), devido a estabilizagdo das membranas, promovida pela deposicédo de
vitamina E (SOARES et al., 2003), inibindo assim a agao da PLA,. Os resultados
obtidos neste trabalho confirmam a atuacéo da vitamina E como agente inibidora da
PLA, dependente de Ca®* e consequentemente de processos inflamatorios.

O efeito da suplementacdo de selénio e vitamina E sobre o perfil de
acidos graxos de filés de frango refrigerados esta apresentado na Tabela 4. A
suplementagao com vitamina E nao alterou significativamente o perfil de acidos
graxos dos filés de frango. Resultados similares foram observados por outros
autores que também nao encontraram nenhuma variagdo na composicao de acidos
graxos em filés e coxas de frango suplementados com a-tocoferol (LIN et al, 1989;
CHERIAN; WOLFE; SIM, 1996; BOU et al, 2004). Os filés do tratamento SS
apresentaram concentragdes significativamente maiores do acido graxo acido
cervonico (22:6 n3) quando comparados com os filés dos tratamentos C, SE, SSE.
Haug et al. (2007) também relataram que a suplementagédo de selénio na dieta de
frangos aumentou a concentragdo de acidos graxos n-3 de cadeia longa (20:5 n3;
22:5n3 3 22:6n3) dos filés. Estes resultados estdo de acordo com o relatado por
Miettnem et al., 1983; Vunta et al., 2007, que constataram que o selénio apresenta
efeito anti-inflamatério em mamiferos.

A suplementacgao de vitamina E na dieta de frangos inibiu a oxidagao
lipidica, o desenvolvimento de WOF, alteragbes da cor e atividade da PLA;, nao

alterando o perfil de acidos graxos, atividade de GSH-Px e a perda de peso por
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cozimento dos filés. A suplementacdo com selénio na dieta de frangos nao
aumentou a atividade da GSH-Px e nem inibiu os processos oxidativos dos filés.
Nao houve um efeito sinérgico entre vitamina E e selénio fornecidos na dieta na

prevencao de processos oxidativos na carne.

CONCLUSAO

A suplementagdo com 150 mg de vitamina E.kg™" de racdo melhorou a
qualidade de carne e ndo houve sinergismo entre vitamina E e selénio na prevengao

de processos oxidativos em filés de frango.
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TABELA 1: Concentragdo de a-Tocoferol e de Selénio em filés de frangos
armazenados a 4 dias (4 °C) dos tratamentos C-Controle (sem suplemento), SE
(suplementacdo com 150 mg de vitamina E.kg™”' de racdo), SS ( suplementacéo com
0,5 mg de selénio.kg™ de ragdo), SSE (suplementado com 0,5 mg. de selénio e 150

mg. de vitamina E.kg™' de ragao).

Vitamina E (ug a- Selénio (mg de Se. Kg™
TRATAMENTOS  Tocoferol.g™ de amostra amostra base seca)
base seca)
C 13,84 + 2,22° 0,443 + 0,028
SE 44 47 + 820" 0,449 + 0,003°
SS 11,29 + 2,46° 0,563 + 0,015"
SSE 43,98 + 8,09" 0,531 + 0,006"

A8 Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5,0% de probabilidade (p < 0,05).



68

TABELA 2: Oxidacgao lipidica, aroma de requentado (WOF), perda de peso por

cozimento (PPC) e razdo a*/b* de filés de frangos armazenados a 4 dias (4 °C) e 30

dias (-18°C) dos tratamentos C-Controle (sem suplemento), SE (suplementacgéo

com 150 mg de vitamina E.kg"' de racdo), SS ( suplementagdo com 0,5 mg de

selénio.kg™” de ragdo), SSE (suplementado com 0,5 mg. de selénio e 150 mg. de

vitamina E.kg™" de ragao).

TRATAMENTOS
C SE SS SSE
Oxidac&o Lipidica 4 dias (4°C) 0,031 +0,013* 0,005+ 0,002® 0,026 +0,012* 0,013 + 0,004°
(mg TBARS.kg™ de
amostra) 30 dias 0,134+ 0,035 0,093 +0,022® 0,123 +0,032"® 0,114 + 0,046"®
(-18°C)
WOF 1,640 + 0,538 0,300+ 0,127° 2,072 +0,520" 0,362 + 0,109
(mg TBARS.kg™' de 4 dias (4°C)
amostra)
30 dias 1,567 + 0,646" 0,428 + 0,117" 1,513 +0,474* 0,318 +0,110°
(-18°C)
) 0,15 + 0,06°° 0,25 + 0,08" 0,09 + 0,05° 0,24 +0,11%°
RAZAO a*/b* 4 dias (4°C)
30 dias 0,76 + 0,18" 0,60 + 0,13"8 0,74 + 0,20"8 0,72 +0,21"8
(-18°C)
PPC (%) 21,24 + 3,45" 19,73 + 3,51* 20,81 + 1,99" 22,32 + 4,94"
4 dias (4°C)
30 dias 17,07 + 2,09* 16,97 + 1,93* 17,07 + 1,66" 14,45 + 1,978
(-18°C)

A€ Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5,0%
de probabilidade (p < 0,05).
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TABELA 3: Atividade enzimatica de glutationa peroxidase (GSH-Px) e de fosfolipase
A, total e dependente de calcio em filés de frangos armazenados a 4 dias (4 °C) e
dos tratamentos C-Controle (sem suplemento), SE (suplementagdo com 150 mg de
vitamina E.kg™' de rac&o), SS ( suplementagdo com 0,5 mg de selénio.kg™ de rac&o),

SSE (suplementado com 0,5 mg. de selénio e 150 mg. de vitamina E.kg™" de ragao).

PLA>

TRATAMENTOS GSH-Px PLA;total Dependente Ca?*

1 .
(U.g™" de amostra) (UA.g™ de proteina) (UA.g™ de proteina)

C 0,493 +0,116" 0,056 + 0,025" 0,054 + 0,020"
SE 0,449 + 0,092" 0,042 + 0,005" 0,031 + 0,003°
SS 0,448 + 0,109" 0,059 +0,019* 0,028 + 0,004°

SSE 0,414 +0,139" 0,045 + 0,015" 0,030 + 0,007°

A8 Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5,0% de probabilidade (p < 0,05).
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TABELA 4: Perfil de acidos graxos de filés de frangos armazenados 4 dias (4 °C)

dos tratamentos C-Controle (sem suplemento), SE (suplementagdo com 150 mg de

vitamina E.kg™" de racéo), SS ( suplementagdo com 0,5 mg de selénio.kg™ de racéo),

SSE (suplementado com 0,5 mg. de selénio e 150 mg. de vitamina E.kg™" de ragao).

Acidos

Graxos

C

SE

SS

SSE

14:0

14:1

15:0

16:0

16:1n9

16:1n7

17:0

18:0

18:1n9

18:1n7

18:2n6

20:0

18:3n3

20:2

22:0

20:3n6

20:4n6

20:3n3

23:0

0,353 +0,041"
0,063 +0,014"°
0,062 +0,006"
19,318 +1,089°
0,346 +0,061%
2,217 +0,55"
0,135 +0,012"
6,190 +0,308"
31,297 +1,443"
2,221 +0,142"
30,979 +1,856"
0,076 +0,010%
1,668 +0,168"
0,422 +0,119%
0,017+0,007*
0,379 +0,053"
2,370 +0,729*
0,057 +0,016"

ND®

0,324 +0,068"
0,065 +0,013"

0,055 +0,006"

20,356 +1,072"8

0,284 +0,029"
2,614 +0,448"
0,119 +0,014%
6,583 +0,492*
30,713 +1,433"
2,165 +0,226"
29,630 +2,406"
0,083 +0,014"
1,601 £0,262*
0,378 +0,083"
0,016 +0,007%
0,410 +0,090%
2,521 +0,813"
0,087 +0,046"

0,019 + 0,003"

0,295 +0,016"
0,041 £0,012°
0,054 +0,005"
21,124 +0,706"
0,309 +0,022"
2,066 +0,489"
0,124 +0,008"
7,157 0,797%
29,007 +2,069"
2,330 +0,187*
28,050 +1,327%
0,069 +0,013"
1,344 £0,173"
0,353 +0,080"
0,022 +0,009*
0,406 +0,135"
3,925 +1,337%
0,109 +0,059*

0,022 +0,004"

0,354 +0,065"
0,047 +0,009%®
0,065 +0,006"
19,983 +0,766"°
0,356 +0,043"
1,838 +0,377*
0,138 £0,016*
6,975 +0,457*
29,554 +0,554"
2,112 +0,239"
30,965 +2,817%
0,086 +0,009"
1,800 +0,328"
0,433 +0,070%
0,021 +0,010*
0,416 +0,124*
2,735 +1,3214
0,088 +0,052*

0,020 +0,002*
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22:2

22:4n6

22:1n9

22:5n6

22:6n3

0,080 £0,020™"
0,876 +0,305"
0,199 +0,075"
0,368 +0,132"

0,310 +0,116°

0,105 £0,037"®
0,893 +0,313"
0,197 +0,055"
0,407 +0,132"

0,303 +0,098°

0,137 +0,049"
1,053 £0,360"
0,324 +0,104"
0,600 +0,161%

0,673 +0,238"

0,052 +0,028°
1,062 +0,259"
0,301 £0,114%
0,333 £0,153"

0,271 +0,185°

AGS*

AGMI**

AGPI***

AGPI/AGMI

N6/N3

26,274 +1,289"
36,329 +2,006"
37,435 +2,614"
1,438 +0,153"

17,842 +0,809*

27,607 +1,514"
36,038 +1,915"
36,337 +1,725"
1,329 +0,110*

17,033 +0,555"

26,009 +4,052"
34,079 £2,217%
36,668 +1,725"
1,448 £0,219*

16,305 +2.218"

27,683 +0,681"
34,110 +0,754"
37,803 +1,028"
1,364 +0,087*

16,952 +1,679"

A8 Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na

teste de Tukey a 5,0% de probabilidade (p < 0,05).
*AGS — Acido Graxo Saturado;
**AGMI- Acido Graxo Monoinsaturado;
“**AGP| — Acido Graxo Poliinsaturado.
ND- Nao Detectado

mesma linha diferem entre si pelo
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A suplementagcao de vitamina E na dieta de frangos inibiu a oxidagao
lipidica, o desenvolvimento de WOF, alteragbes da cor e atividade da PLA2, ndo
alterando o perfil de acidos graxos, atividade de GSH-Px e a perda de peso por
cozimento dos filés. A suplementacdo com selénio na dieta de frangos nao
aumentou a atividade da GSH-Px e nem inibiu os processos oxidativos dos filés.
N&o houve um efeito sinérgico entre vitamina E e selénio fornecidos na dieta na

prevencao de processos oxidativos na carne.
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Congress of Food Science and Technology, 2012, Foz do Iguagu. IUFOST. Foz
do Iguacgu: IUFOST, 2012. v. 16.
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usual e UIQPA dos principais acidos graxos e sua

SIMBOLOGIA NOMENCLATURA NOMENCLATURA
UIQPA USUAL
14:0 Acido tetradecanoico Acido miristico
14:1 Acido-9- tetradecenoico A miristoléico
15:0 Acido pentadecanoico Acido pentadecilico
16:0 Acido hexadecanoico Acido palmitico
16:1n9
16:1n7 Acido 9-hexadecenoico Acido palmitoleico
17:0 Acido heptadecanoico Acido margarico
18:0 Acido octadecanoico Acido estearico
18:1n9 Acido 9-octadecenoico Acido oléico
18:1n7 Acido 11-octadecenoico Acido cis-vaccénico
18:2n6 Acido 9,12- Acido linoleico
] octadecenoico ]
20:0 Acido eicosanoico Acido araquidico
18:3n3 Acido 9,12,15- Acido a-linolénico (LNA)
octadecatrienoico
20:2
22:0 Acido docosanoico Acido behénico
20:3n6 Acido 8,11,14- Acido di-homo-y-
9icosatrienoico ] linolénico
20:4n6 Acido 5,8,11,14- Acido araquidénico
ei'cosatetraenoico ]
20:3n3 Acido 11,14,17- Acido di-homo-(a)-
] eicosatrienoico linolénico
23:0 Acido tricosanoico -
22:2
22:4n6 Acido 7,10,13,16- Acido adrénico
] docosatetraenoico ]
22:1n9 Acido 13-docosenoico Acido ertcico
22:5n6 Acido- 4,7,10,13,16- Acido
] docosapetaendico ] docosapentaendico
22:6n3 Acido 4,7,10,13,16,19- Acido cervonico (DHA)

docosahexaenoico
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