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Resumo

Nogueira, Camila Castencio. Efeito de marinados sobre a formacao aminas
heterociclicas em carnes cozidas em diferentes utensilios culinarios. 2018.
106f. Dissertacdo. (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) — Programa de Pds-
Graduacdo em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutricdo, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

A carne é fonte de proteinas de alto valor biologico, vitaminas do complexo B,
minerais entre outros nutrientes. Entretanto, substancias conhecidas por serem
potencialmente cancerigenas, tais como aminas aroméaticas heterociclicas
(AAH) e sédo formadas durante seu processo de cozimento. Marinar a carne pré-
cozimento com alimentos que contenham propriedades antioxidantes tem
demonstrado efeitos positivos na reducao da formacdo desses compostos. Com
iISs0o, objetivou-se investigar o efeito da adicdo de folhas de videira da cultivar
bordé (Vitis Labrusca L.), co-produto da colheita de uva e que tem sido destaque
na literatura por apresentar inUmeros beneficios a satde, em marinado contendo
limédo e ervas, e o uso de diferentes utensilios culinarios na formacédo de AAH
em carnes cozidas. Foram preparados marinados com folhas, ervas e liméo
(F.E.L.), ervas e limdo (E.L.) e apenas com a folha da videira (F.). Realizaram-
se as analises de atividade antioxidante e compostos fendlicos totais para os
marinados. Apoés a aplicacdo dos marinados nos bifes e a coccdo dos mesmos,
em panela de aluminio, aco inoxidavel e ferro, avaliou-se a formacdo de TBARS
e a identificacdo e quantificacdo de AAH por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia. Observou-se na andlise de DPPH que o marinado E.L. apresenta
melhor capacidade antioxidante, tanto em extrato aquoso quanto em etandlico.
Ja em ABTS, o melhor resultado foi com a associacdo de F. a E.L. em extrato
aguoso. Quanto ao teor de fendis totais 0 marinado E.L. apresentou a maior
concentracdo. O marinado F.E.L. foi o que exerceu menor formacdo de
malondialdeido, reduzindo a peroxidacao lipidica. Ja na analise de AAH, as trés
aminas analisadas foram identificadas e quantificadas, sendo o maior nivel para
amina MelQ (2-amino-3,4-dimethylimdazo[4,5-f Jquinoline) em panela de ferro.
De maneira geral todos os marinados reduziram a formacdo de AAH,
principalmente a folha da videira a qual inibiu a formacao de aminas em 30,78%,
iIsso demonstra que ingredientes comumente utilizados para marinar carnes sao
estratégias eficazes. Bem como a F. apresenta resultados promissores quanto a
sua utilizacdo em preparacgdes culinarias.

Palavras-chave: Carne, carcinégenos, antioxidantes.



Abstract

Nogueira, Camila Castencio. Effect of marinades on the formation of
heterocyclic amines in cooked meats in different cooking utensils. 2018.
97f. Dissertation. (Master in Nutrition and Food) - Postgraduate Program in
Nutrition and Food, Faculty of Nutrition, Federal University of Pelotas, Pelotas,
2018.

Meat is a source of high biological value proteins, B vitamins, minerals among
other nutrientes. However, substances known to be potentially carcinogenic,
such as heterocyclic aromatic amines (AAH) and are formed during their cooking
process. Marinating pre-baking meat with foods containing antioxidant properties
has shown positive effects in reducing the formation of these compounds. The
objective of this study was to investigate the effect of the addition of grape leaves
(Vitis Labrusca L.), a co-product of the grape harvest, which has been highlighted
in the literature because it presents numerous health benefits in marinade
containing lemon and herbs, and the use of different cooking utensils in the
formation of AAH in cooked meats. They were prepared marinated with leaves,
herbs and lemon (F.E.L.), herbs and lemon (E.L.) and only with the leaf of the
vine (F.). Analyzes of antioxidant activity and total phenolic compounds were
carried out for marinades. After the application of the marinades in the steaks and
their cooking, in aluminum pan, stainless steel and iron, the formation of TBARS
and the identification and quantification of AAH by High Performance Liquid
Chromatography were evaluated. It was observed in the DPPH analysis that E.L.
marinade presented better antioxidant capacity, both in aqueous and ethanolic
extracts. In ABTS, the best result was the association of F. to E.L. in aqueous
extract. As for the total phenol content, the E.L. marinade presented the highest
concentration. F.E.L. was the one that exerted less formation of malondialdeido,
reducing the lipid peroxidation. Already in the analysis of AAH, the three amines
analyzed were identified and quantified, being the highest level for amine MelQ
(2-amino-3,4-dimethylimdazo [4,5-f] quinoline) in iron pan. In general, all
marinades reduced AAH formation, especially vine leaf which inhibited amine
formation by 30.78%, this shows that ingredients commonly used to marinate
meats are effective strategies. As well as F. presents promising results regarding
its use in cooking preparations.

KeyWords: meat, carcinogens, antioxidants.
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1 Introducéo

A transicdo demografica e epidemiologica global tem sido favoravel a
ocorréncia de Doencas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT), sendo o cancer
uma das principais estimando-se para o biénio 2018-2019 1.200.000 mil novos
casos (INCA, 2017). Um dos fatores contribuintes para o desenvolvimento de
neoplasias sdo as mudangas no padrdao alimentar da populagdo brasileira.
Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento destaspatologias, tem-se o
elevado consumo de alimentos industrializados e de alimentos com baixo teor
de nutrientes essenciais; excessiva ingestdo de carnes vermelhas e produtos
carneos; bem como a redugdo no consumo de frutas, hortalicas e leguminosas
(CLARO et al., 2015).

A carne é um alimento de grande importancia para a nutricdo humana por
ser fonte de proteinas de alto valor biolégico, rica em vitaminas do complexo B,
minerais de alta biodisponibilidade como ferro e zinco, entre outros (CARVALHO
et al.,, 2015). Contudo, em relatério publicado pelo “World Cancer Research
Fund/American Institute for Cancer Research” (WCRF/AICR), no ano de 2007
foram estabelecidas recomendacdes para que individuos consumam menos de
500 g de carne vermelha por semana e evitem consumir carne processada.
Apesar de ser um alimento que deva estar presente em uma dieta equilibrada
(SCHNEIDER et al., 2014), seu consumo excessivo tem sido associado ao
aumento da incidéncia de diferentes tipos de cancer, como de colorretal,
eso6fago, figado, pancreas, rim, préstata, pulmédo e mama (CHAN et al., 2011;
ZHU et al., 2014; HERNANDEZ et al., 2015;).

Esta relacdo pode ser explicada pelo fato de que substancias conhecidas
por serem potencialmente cancerigenas, tais como aminas aromaticas
heterociclicas (AAH) e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), séo
formados durante o processo de cozimento de carnes (CARVALHO et al., 2015).
Mundialmente, a carne cozida corresponde a um grupo alimentar muito presente
na dieta de muitas culturas. Em relac&o ao tipo de preparo, sao frequentemente
grelhadas em forno, carvao vegetal, chama a gas ou outra fonte de combustivel,

utilizando para sua elaboracgéo culinaria diversos tipos de utensilios, o que pode
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ocasionar interacdes entre estes e os alimentos as quais podem ser benéficas,
inofensivas ou prejudiciais a saude (GEVAART-DURKIN et al., 2014).A migracao
de componentes dos utensilios culinarios para o alimento pode ser interessante
nos casos em que ocorra caréncia do elemento migrante e, prejudicial quando o
elemento apresenta alguma toxicidade, como no caso de chumbo e cadmio
(QUINTAES et al.,, 2004). Na culinaria brasileira os utensilios comumente
utilizados no dia a dia séo as panelas de ferro, as quais teu seu uso relacionado
com a prevencao e tratamento da anemia ferropriva (QUINTAES et al., 2007;
LOMOLINON et al., 2016). Séo utilizados também as panelas de ago inoxidavel,
gue apresentam constituintes que podem ser toxicos ao organismo, apesar das
controvérsias (HERTING et al., 2008) e; as panelas de aluminio, as quais tem
seu principal constituinte associado ao desenvolvimento do mal de Alzheimer
(MAILLOUX et al., 2011).

Existem mais de 20 AAH isoladas e reconhecidas em alimentos cozidos,
as quais foram classificadas em: aminas heterociclicas térmicas e aminas
heterociclicas piroliticas (MURKOVIC, 2007; ALAEJOS et al., 2011; JINAP et al.
2015). As AAH térmicas sao geralmente formadas a partir da reacéo de Maillard.
Os compostos sdo gerados quando aminoacidos livres, creatina e aguUcares
redutores reagem com compostos, tais como imidazoquinolinas,
imidazoquinoxalinas e imidazopiridinas e sdo significativamente formadas a
temperaturas acima de 150°C (SZTERK, 2015). Entretanto, as AAH piroliticas
podem se formar como resultado da pirdlise de proteinas ou aminoacidos
aguecidos a temperaturas mais altas, acima de 250°C (MURKOVIC, 2007).
Alguns estudos demonstraram que as concentracoes de AAH podem ser
reduzidas pela adicdo de antioxidantes como a vitamina E, ou extratos de
alecrim, alho, salvia, salmoura ou tomilho (BALOGH et al., 2000; PFAU et al.,
2004; TSEN et al., 2006).

Marinar no carne pré-cozimento com vinho tinto associado ao extrato de
ervas, cerveja (AHN et al., 2005; BUSQUETS et al., 2006), cha verde (QUELHAS
et al., 2010; VIEGAS et al., 2014;) e pelo uso de frutas citricas, vem sendo
descrita como uma estratégia eficaz para a reducdo dos niveis de AAH
(DAMASIUS et al., 2011). Esse breve pré-tratamento tem a vantagem de que o0s

produtos ndo sdo excessivamente condimentados e nao desenvolvem
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caracteristicas sensoriais negativas, uma vez que apenas a superficie é tratada
(GIBIS et al., 2010).

A videira é composta por diversas espécies distribuidas mundialmente, e
€ um género pertencente a familia Vitaceae (TEIXEIRA et al., 2002). A folha, co-
produto da producédo de uva € uma das partes mais importantes da videira. Em
alguns paises do mundo, a folha de videira faz parte da dieta humana, onde séo
utilizadas em produtos embalados em condicbes que nado utilizam solugcdes
salinas ou agentes de salga, em chas e também consumidas como prato
principal, a partir do cozimento da folha enrolada, com algum recheio (UNVER
et al., 2007). As atividades biolégicas importantes exercidas pelas folhas provém
de diferentes tipos de compostos fendlicos, a exemplo dos seus acidos fendlicos,
dos taninos, flavondides, procianidinas e antocianinas (DANI et al., 2010), que
asseguram propriedades benéficas para a saude, uma vez que, tanto as folhas
como fruto e semente, possuem propriedades importantes para o ser humano,
como no tratamento de gastroenterites, hepatites, hipertensdo arterial e
arteriosclerose (OLIBONI et al., 2011).

Assim, torna-se viavel o estudo da utilizacdo das folhas de videira como
produto alimentar, de modo a usufruir de seus beneficios. Diante do exposto, a
determinacao da formacédo de compostos cancerigenos bem como a avaliacao
de riscos nutricionais, sao questdes de seguranca alimentar. Desse modo, torna-
se importante investigar a acdo de diferentes métodos sobre a reducdo na
formacdo de AAH durante o cozimento de carnes. Assim, esse estudo propde-
se a averiguar o efeito de marinado contendo folha de videira, associada ou nao
a ervas que sao habitualmente utilizadas como aromatizantes de carne, na
formacao de TBARS e AAH em carnes expostas a diferentes utensilios para

coccao.

2 Revisdo Bibliografica

A fim de identificar os estudos existentes sobre aminas aromaticas
heterociclicas, foi realizada uma busca bibliografica nos bancos de dados:
PubMed- NcBI, ScienceDirect, LILACS e SciELO, utilizando as palavras “Aminas

aromaticas heterociclicas”; “efeito de marinados na formagao de AAH”; “carne



15

cozida e a formagao de AAH”, com o objetivo de englobar todos os estudos que
abordassem este tema. As referéncias dos artigos incluidos nesta revisédo

também foram consultadas para identificar outros estudos.

2.1 Consumo de carne erisco de cancer

O cancer é uma doenca multifatorial, caracterizado por uma ativacdo ou
mutacdo em genes especificos que sdo responsaveis pela adeséo, crescimento
e divisdo celular, podendo ocasionar metastase para outras regiées do corpo
(COZZOLINO e COMINETTI, 2013). Dentre as causas de neoplasias estao
fatores genéticos e epigenéticos os quais podem ter sua atividade exacerbada
guando o organismo é exposto aos fatores ambientais, tais como de compostos
quimicos: nitrosaminas, aflatoxinas, benzeno; os biol6gicos: como alguns virus,
Helicobacter Pylori e fisicos: raios X, ultravioleta, gama. Além desses fatores
também excercem efeito o estilo de vida, tabagismo, alcoolismo a alimentacao,
pois 0s danos continuos aos tecidos do trato esofagogastrointestinal ocasionam
na substituicdo de células de forma acelerada favorecendo a formagéo de
tumores (GUYTON & HALL, 2017).

A carne tem grande importancia na alimentacdo humana devido a sua
composicdo, pois possui quantidade significativa de proteina, minerais,
vitaminas e acidos graxos, contribuindo para o desenvolvimento do organismo
devendo fazer parte de uma dieta equilibrada (IWASAKI, 2010). Entretanto, este
produto vem sendo consumido em quantidades acima das recomendacgdes
nacionais e internacionais (uma porcéo de carne por dia — 190 kcal; 500g de
carne vermelha e processada por semana, respectivamente). O principal
agravante de seu consumo excessivo, € a relacao de doencas cardiovasculares
e cancer, as principais causas de mortes no mundo (MCAFEE et al., 2010;
MICHA et al., 2010).

Os processos de cocgao da carne melhoram seus aspectos sensoriais e
previnem a contaminacao microbiologica. Todavia, podem produzir substancias
quimicas que podem se tornar nocivas dependendo do tempo de exposicao,
temperatura e método de coccdo empregado (ZENG et al, 2017). A
carcinogenicidade potencial do consumo de carne vermelha e processada €
provavelmente devido a varios mecanismos existentes através dos quais a carne

pode aumentar o risco de cancer (TORIBIO et al., 2007). A carne cozida a alta
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temperatura, acima de 150°C, resulta na formacao das AAH e HAP, além disso,
a carne processada também € uma fonte de nitrato e nitrito os quais foram
associados com a formacao de compostos N-nitroso (NOC), que séo conhecidos
por causar cancer em varios locais da anatomia de animais (CROSS et al.,
2011).

Em outubro de 2015, a Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer
classificou as carnes processadas e carnes vermelhas como carcinogénicas ou
provavelmente carcinogénicas para os humanos, com base em 800 estudos
epidemioldgicos que relataram uma ligacéo entre o consumo de carne e o cancer
(BOUVARD et al., 2015; GARCIA-LOMILLO et al., 2017). Os dados sobre a
associacdo do consumo de carne vermelha com cancer colorretal estavam
disponiveis em 14 estudos de coorte. Incidéncias foram observadas com alto e
baixo consumo de carne vermelha na metade desses estudos, incluindo uma
coorte em dez paises europeus, abrangendo uma ampla gama de consumo de
carne e outras grandes coortes na Suécia e na Australia (BOUVARD et al.,
2015).

A ingestao de carne ao redor do mundo é variavel. Em pesquisa realizada
na cidade de Sao Paulo o consumo médio de carne vermelha e processada em
2008 foi de 113g/dia (CARVALHO et al., 2014). Enquanto que nos Estados
Unidos houve uma reducdo do consumo de carne vermelha de 105g para
85g/dia. Schneider et al. (2014), avaliaram o consumo de carnes por adultos na
cidade de Pelotas-RS. Foram 2.732 entrevistados e a prevaléncia do consumo
de carnes vermelhas foi de 99,3%. Carnes processadas foram referidas por
86,5% dos individuos.

Carvalho et al. (2015), avaliaram alta ingestdo de AAH e associagdo com
estresse oxidativo. Através de um recordatorio de 24h e um questionario de
frequéncia alimentar obtiveram dados sobre consumo de carne e ingestao de
algumas AAH e, pela concentragdo de Malondialdeido (MDA) no plasma
estimaram o estresse oxidativo em 561 participantes. Os autores encontraram
associacao significativa entre ingestao total de AAH e concentracdo de MDA,
demonstrando que alta ingestdo de AAH pode contribuir com o estresse
oxidativo, e este excesso na producdo de radicais livres € prejudicial a saude.
Além disso, estudos realizados em ratos comprovam a carcinogenicidade das

AAH. As aminas 1Q, MelQ e MelQx foram analisadas entre 40 a 72 semanas,
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nas quantidades de 300, 300 e 400 ppm respectivamente. Os animais
apresentaram tumores no figado, intestino grosso e delgado, pele, glandula
mamaria, cavidade oral, etc (KATO et al., 1989; KATO et al., 1988; TAKAYAMA
et al., 1984). Isso sugere que, a ingestao excessiva de carnes muito bem cozidas
pode levar a exposi¢cdo a compostos potencialmente cancerigenos. A ingestao
de AAH induzem dano a &cidos nucléicos e proteinas, levando a proliferacédo

celular anormal resultando em cancer (SUGIMURA, 1997).

2.2 Aminas Aromaticas Heterociclicas (AAH)

Compostos altamente mutagénicos presentes na carne foram
descobertos no final da década de 70, sendo identificados 20 AAH (MURKOVIC,
2007). As AAH sao classificadas como Amino imidazo azoarenos (AlA) ou
térmicas, as quais sao produtos da reacdo de Maillard que ocorre entre
aminoacidos e agucares redutores, pois sao formadas a temperaturas entre 150
e 250°C; e Amino Carbolinas (AC) ou piroliticas, formadas devido a reacéo
pirolitica de aminoacidos e proteinas a temperaturas acima de 250°C (RAHMAN
et al., 2014; IWASAKI et al., 2010).

Estruturalmente, essas substancias podem conter entre dois a cinco
(geralmente trés) anéis aromaticos condensados com um ou mais atomos de
nitrogénio e, um grupo amino exociclico (GARCIA-LOMILLO et al., 2017). As
estruturas quimicas, as abreviaturas mais comuns e 0s nomes das principais

AAH estéo apresentados na Figura 1. e na Tabela 1.
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Figura 1. Estrutura quimica das principais aminas heterociclicas. (adaptado de Toribio et al.,

2002)

Tabela 1. Nomenclatura e abreviaturas de diferentes aminas heterociclicas (adaptado de

Murkovik, 2007).

Quinolines

IQ
MelQ

Quinoxalines
1Qx
MelQx

4,8-DiMelQx
7,8-DiMelQx
TriMelQx

4-CH20H-8-
MelQx
7,9-DiMelgQx
Pyridines
PhIP

2-amino-3-methylimdazo[4,5-f J]quinoline
2-amino-3,4-dimethylimdazo[4,5-f Jquinoline

2-amino-3-methylimdazo[4,5-f Jquinoxaline
2-amino-3,8-dimethylimdazo[4,5-f Jquinoxaline

2-amino-3,4,8-trimethylimdazo[4,5-f Jquinoxaline
2-amino-3,7,8-trimethylimdazo[4,5-f Jquinoxaline
2-amino-3,4,7,8-tetramethylimdazo[4,5-f ] quinoxaline

2-amino-4-hydroxymethyl-3,8-dimethylimidazo

[4,5-f Jquinoxaline

2-amino-1,7,9-trimethylimidazo[4,5-g]quinoxaline

2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine
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4'-OH-PhIP 2-amino-1-methyl-6-[4-hydroxyphenyl)imidazo [4,5-b]pyridine

DMIP dimethylimidazopyridine

TMIP trimethylimidazopyridine
Pyrido-imidazoles and indoles

Trp-P-1 3-amino-1,4-dimethyl-5H-pyrido[4,3-b]indole
Trp-P-2 3-amino-1-methyl-5H-pyrido[4,3-b]indole
Glu-P-1 2-amino-6-methyl-dipyrido[1,2-a:3',2'-d ]Jimidazole
Glu-P-2 2-amino-dipyrido[1,2-a:3',2'-d ]imidazole
AaC 2-amino-9H-dipyrido[2,3-b]indole
MeAaC 2-amino-3-methyl-9H-dipyrido[2,3-b]indole
Furopyridines

MelFP

Benzoxazines

2-amino-3-methylimidazo[4,5-f ]-4H-1, 4-benzoxazine
2-amino-3,4-dimethylimidazo[4,5-f ]-4H-1, 4-benzoxazine
Other structures

Lys-P-1 3,4-cyclopentenopyrido-[3,2-a]carbazole
Orn-P-1 4-amino-6-methyl-1H-2,5,10,10btetraazafluoranthene
Phe-P-1 2-amino-5-phenylpyridine

Entre estes compostos principais, a (PhlPs) estd presente
abundantemente em produtos carneos cozidos e esta altamente associada a

riscos de cancer em seres humanos e ratos (RAHMAN et al., 2014).

2.2.1 Formacao de Aminas aromaticas heterociclicas

O fato de que a fumaca do cigarro contém muitos compostos mutagénicos
foi inspiracdo para que pesquisadores iniciassem uma investigacdo sobre a
formacdo de compostos cancerigenos, e em rapida sucessdo foi demostrada
atividade mutagénica de partes carbonizadas de peixe e grelhados (SUGIMURA
et al., 2004). Os aldeidos e as cetonas podem reagir de forma semelhante a dos
acucares redutores com 0s grupos aminicos livres. A formagédo das AAH envolve
varias reacdes intermediarias de alguma complexidade (RANNOU et al., 2016).

Os produtos resultantes das reacdes de Maillard, sdo os aldeidos,
resultantes de reacgdes que ocorrem a elevadas temperaturas, e a creatinina. As

AAH sao frequentemente classificadas em dois subgrupos, de acordo com a
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estrutura e mecanismo de formacéo. Incluem-se no grupo das aminas térmicas
as quinolinas, as quinoxalinas, as piridinas e as furopiridinas, sendo as que mais
frequentemente se encontram nos alimentos protéicos processados, sendo as
gue mais contribuem para o potencial mutagénico destes alimentos (COSTA,
2011).

CHO HO=NR
CHOH  +mun, . CHOH HC——NHR
CHCH CHOH aldacs ﬁ OH
R' H' Gli\:gl-\.:lh:lﬂd?r |
flguianmina { [ipo amal)
Hidraba de Carbana Besa da Shift
+RCHD
N||Wﬁﬂ
HC—/D HC—/NR HC—NR ﬁ\
‘ Py ‘ - HI o
SH,C
(—o0 (=0 C—OH ! | A,
Glioocal Gligeal : ﬂ
maono-3lquilaming NH?GIﬁgﬂt‘I::D
HDGH(;E‘;{ HH Antioxidantes
N"L
: CH:I -e||+e
Condensacao Creatina
R
L{ NH, N .
Q)] L )%
N Creatinina H

Radical Firiding Radical dialquil-pirazina

Figura 2: Esquema de formacao das HAAs e possivel local para interferéncia com

os antioxidantes (adaptado de Vitaglione e Fogliano, 2004).
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2.2.2 Inibicdo da formacéo das aminas aromaticas heterociclicas

As concentragdes de AAH podem ser reduzidas em carnes cozidas com
a adicdo de compostos que possuem atividade antioxidante. Estudos
demonstram que o uso de susbtancias antioxidantes presentes em temperos
comumente usados para dar sabor a carne, tais como alho, gengibre, tomilho,
alecrim, pimenta vermelha e pimenta, possuem efeitos positivos na reducéao da
formacdo de AAH (JINAP et al., 2015; VIEGAS et al., 2012). Além disso, a
vitamina E, uso de sementes e casca de uva, vinho tinto, cerveja, extratos de
hibisco e cha verde também tem impacto na formacdo de AAH em produtos
derivados da carne bovina (GIBIS et al.,, 2012; VIEGAS et al., 2014
HASKARACA et al., 2014; GIBIS et al., 2010). Vitaglione et al. (2002) relataram
gue os tomates inibem significativamente a producdo de AAH, especialmente de
imidazo quinolines (IQ), em carne bovina. A atividade antioxidante dos tomates
€ caracterizada principalmente pela presenca de carotenoides. Os carotendides
a um nivel de 1000 ppm diminuiram as concentra¢fes de 1Q e 2-Amino-3,8-
dimetilimidazo [4,5-f] quinoxalina (MelQx) até 36% e 11%, respectivamente.

2.3 Folhas de videira

Sabe-se que folhas de videira co-produtos de videiras de diferentes
espécies distribuidas mundialmente, do género que pertence a familia Vitaceae
(FERNANDES et al., 2013). Embora a videira seja muito importante, 0s seus co-
bprodutos, como é o caso da folha, sdo desvalorizados, portanto novas
estratégias sdo necessarias para um melhor aproveitamento deste co- produto.
Uma das maneiras do seu aproveitamento e atribuicdo de valor comercial € o
seu uso para fins dietéticos e nutricionais (LIMA, 2015). Em alguns paises da
Europa e Norte de Africa, as folhas de videira tém sido utilizadas como um
alimento rico em vitaminas, minerais, fibra bruta e compostos fendlicos, e sua
utilizacdo da-se sob diversas formas, sendo o uso in natura e em salmoura as
mais utilizadas (GULER et al., 2014).
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S&ao conhecidos pela literatura alguns compostos que foram identificados
em peliculas e folhas da videira, como os flavondides, antocianinas,
aminoéacidos, alguns acidos organicos, vitaminas, carboidratos, gorduras,
procianidinas, terpenos, enzimas e carotenoides (ORHAN et al., 2009). Ha
também a presenca do &cido hidroxicinAmico e seus derivados, uma vez que
estes sdo encontrados na parede celular dos vegetais. O acido cafeico € um dos
compostos derivados deste grupo, demonstrando que as folhas de videira séo
ricas em derivados fendlicos e flavondides. Estes compostos tém sua
propriedade antioxidante ligada a atividades de eliminagao dos radicais livres e
peroxidacao lipidica, onde esta ultima promove a degradacdo oxidativa dos
alimentos (KOSAR et al., 2007). Dessa forma sugere-se que as folhas auxiliam
na prevencgao e desenvolvimento de doencas ligadas ao estresse oxidativo.

No Mediterraneo, o Sarma, € o prato popular a base de folhas de videira
recheado com algum outro alimento, normalmente carne ou arroz (DOGAN et
al., 2015).

2.4 Especiarias comumente utilizadas em marinados

As frutas citricas, também sdo conhecidas por conterem antioxidantes
naturais, os quais podem ser derivados do 6leo, da polpa, dasemente e da casca
(BARROS et al.,2012). O interesse em encontrar antioxidantes naturais para uso
em aplicacfes alimentares ou farmacéuticas tem aumentado consideravelmente,
0S quais podem proteger o corpo humano dos radicais livres e retardar o
progresso de muitas doencas crbnicas, bem como retardar o ran¢co oxidativo
lipidico em alimentos (GUIMARAES et al., 2010). As cascas e as sementes S0
fontes de compostos fendlicos, que incluem acidos fendlicos e flavonéides. Os
flavonoides séo representados nas frutas citricas por duas classes de
compostos: flavonas polimetoxiladas e flavanonas glicosilada (SANTOS et al.
2014). O uso de suco de limdo em marinados de carne grelhada demonstrou
efeito positivo na reducdo de compostos cancerigenos (FARHADIAN et al.,
2012).

As ervas como, alecrim e orégano, tem sido utilizadas com o intuito de
oferecer alimentos seguros e aumentar o valor nutricional das preparacoes.

Alimentos de origem vegetal sdo considerados as principais fontes de
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antioxidantes naturais, cuja atividade esta ligada diretamente a presenca de
compostos fendlicos (Goncalves et al., 2015). Estudos relacionados as fontes de
antioxidantes naturais, como extratos e Oleos essenciais de ervas e plantas
aromaticas demonstram resultados positivos destes compostos ao serem
aplicados, por exemplo, em alimentos (FERNANDES, 2015; WANDERLEY,
2015)

2.5 Utensilios culinéarios

Cientificamente, é reconhecido que durante a elaboracdo -culinaria
ocorrem intera¢gdes entre os alimentos e os utensilios. A panela de ferro, utensilio
comumente utilizado na cozinha brasileira, demonstrou que sua quantidade de
ferro migrante do recipiente para o alimento pode suprir cerca de 20% das
necessidades diarias do metal. Observou-se também que o ferro migrante dos
utensilios possui biodisponibilidade similar ao ferro ndo-heme naturalmente
presente nos alimentos (QUINTAES et al., 2004).

O teor de transferéncia de ferro pode variar e isso pode ser devido a
fatores como acidez do alimento, quantidade de agua da preparacao,
temperatura e o tempo de contato entre o recipiente e o alimento. Apesar dos
beneficios apresentados com a utilizacdo de utensilios de ferro, a ingestédo
excessiva deste metal transferido aos alimentos, pode apresentar efeitos
colaterais sendo assim, ha necessidade de cuidados com relacdo ao tempo de
cozimento, preparo de todos os alimentos na panela de ferro evitando assim o
acréscimo excessivo de minerais (QUINTAES et al., 2010).

Outro utensilio comumente utilizado no processamento de alimentos é o
aco inoxidavel, popularmente conhecido como “aco inox”, o qual € uma liga
metalica que envolve trés elementos: ferro, cromo e niquel. H& controvérsias a
respeito da toxidade que o niquel pode representar a saude do comensal
(KULIGOWSKI et al., 1992; BRUN et al., 1979). Este metal é classificado como
um dos mais toxicos citados na tabela periddica e sua toxicidade esta associada
a dermatite, asma e problemas alérgicos em geral (AGARWAL et al., 1997).

As panelas de aluminio, as quais sé&o excelentes condutores de calor,
inicialmente eram consideradas atoxicas ao homem. No entanto estudos tem
avaliado a correlagéo entre a ingestao de aluminio e a incidéncia de deméncia,
mal de Alzheimer e Parkinson (FERREIRA et al., 2008; PERL et al., 2006). Todos
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0s utensilios apresentam os mesmos fatores que interferem na transferéncia de
seus metais aos alimentos e que, portanto, requerem cuidado na hora do
preparo, estdo o numero de vezes de uso da panela, acidez do alimento, tempo
de cozimento, teor de sal e teor de agua. (VERISSIMO et al., 2006; KARBOUJ,
2007; QUINTAES, 2000).

Algumas interacbes dos utensilios com os alimentos podem ser
consideradas como benéficas a saude do comensal, enquanto outras podem
chegar a ser prejudiciais. Neste sentido, dado sua relevancia para a saude do
homem torna-se vidvel o conhecimento sobre qual influéncia os utensilios
culinarios, confeccionados com diversos materiais, exercem sobre a possivel

formacado de AAH.

3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral
Investigar o efeito de marinados a base de de folhas de videira, limao e
ervas, e o uso de diferentes utensilios culinarios, na formacéo de TBARS e AAH

em carnes vermelhas cozidas.

3.2 Objetivos especificos
- Avaliar a atividade antioxidante e teor de compostos fenélicos em:
e Marinado contendo apenas folhas de videira;
¢ Marinado contendo liméo e ervas (alecrim e orégano), com adicao
de folhas de videira;
¢ Marinado contendo liméo e ervas (alecrim e orégano), sem adicao
de folhas de videira.

- Quantificar o efeito dos marinados na formagdo de TBARS e Aminas
Heterociclicas em carne vermelha preparada nos utensilios de:

e Aluminio
e Ferro

e |nox
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4. Hipoteses

O uso de folhas de videira ao marinado resultara na reducao da formacao
de aminas heterociclicas.
O uso da panela de aluminio para coccdo acarretara na formacéo de

baixas quantidades de aminas aromaticas heterociclicas.
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Resumo

Nogueira, Camila Castencio. Efeito de marinados sobre a formacao aminas
heterociclicas em carnes cozidas em diferentes utensilios culinarios. 2017.
33 f. Dissertacdo. (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) — Programa de POs-
Graduacdo em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutricdo, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

A carne € um alimento importante para a nutricdo humana por ser fonte de
proteinas de alto valor biologico, e outros nutrientes. Entretanto, existe uma
relagdo entre alta ingestdo diaria de carne e aumento do risco de
desenvolvimento de diversos tipos de cancer. Isso se deve ao fato de que
substancias conhecidas por serem potencialmente cancerigenas, tais como
aminas heterociclicas (AAH) e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP)
sdo formadas durante o processo de cozimento de carnes. Marinar a carne pré-
cozimento com vinho tinto associado ao extrato de ervas, cerveja e outros
alimentos com propriedades antioxidantes tal como, folhas de videira pode ser
uma estratégia eficaz na reducdo da formacdo desses compostos em carne
cozida. Diversos utensilios e métodos sdo empregados no preparo de carnes,
no entanto sua correlacdo com formacéo de novas substancias ainda ndo esta
esclarecida. Com isso, objetiva-se investigar o efeito da adicdo de folhas de
videira em marinado contendo limédo e ervas, e o uso de diferentes utensilios
culinarios na formacdo de AAH em carnes cozidas. Para tanto, serdo quatro
procedimentos: controle; carne e folha de videira; carne, folha de videira, liméo
e ervas e; carne, limao e ervas, utilizando trés diferentes utensilios para coccéo
(panelas de ferro, aco inoxidavel e pressdo). A atividade antioxidante dos
marinados sera avaliada pelos métodos TBARS e DPPH; enquanto que a analise
das aminas aromaticas heterociclicas sera realizada apés o cozimento, extracao
e purificacdo, com posterior analise de Cromatografia Liquida de Alta Resolucéo.

Palavras-chave: Carne, carcindbgenos, antioxidantes.
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1 Introducéo

A carne € um alimento importante para a nutricdo humana (CARVALHO
et al., 2014), por ser fonte de proteinas de alto valor bioldgico, rica em vitaminas
do complexo B e em minerais de alta biodisponibilidade como ferro e zinco.
Contudo em relatorio publicado pelo Instituto Americano de Pesquisa do Cancer
em 2007 foram estabelecidas recomendacfes para que individuos nao
consumam acima de 500 g de carne vermelha por semana e evitem
completamente a carne processada, pois embora seja um alimento que deva
estar presente em uma dieta equilibrada (SCHNEIDER et al., 2014), o consumo
excessivo de carnes vermelhas e carnes processadas tem sido associado ao
aumento da incidéncia de diferentes tipos de cancer, entre eles colorretal,
esofago, figado, pancreas, rim, prostata, pulmio e mama (HERNANDEZ et al.,
2015).

Estudos epidemiologicos demonstram uma relacdo entre alta ingestao
diaria de carne e aumento do risco de cancer colorretal, salientando que o
método de preparacédo, o grau de cozimento e o tempo de exposi¢cao podem ser
fatores contribuintes para esse risco aumentado (ROHRMANN et al., 2009; SHIN
et al.,, 2007). Esta relacdo pode ser explicada pelo fato de que substancias
conhecidas por serem potencialmente cancerigenas, tais como aminas
heterociclicas (AAH) e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) sao
formados durante o processo de cozimento de carnes (CARVALHO et al., 2014).
A carne cozida é uma parte significativa da dieta em muitas culturas em todo o
mundo, onde sdo frequentemente grelhadas em forno, carvao vegetal, chama-
gas, ou outra fonte de combustivel.

Sabe-se que durante a elaboracéo culinaria ocorrem interacdes entre 0s
alimentos e os utensilios, podendo ser benéficas, inofencivas ou prejudiciais a
salude (GEVAART-DURKIN et al.,, 2014). A migracdo de componentes dos
utensilios culinarios pode ser interessante nos casos em que ocorra caréncia do
elemento migrante e, prejudicial quando o elemento apresenta alguma
toxicidade, como no caso de chumbo e cadmio (QUINTAES et al., 2004). Na
culinaria brasileira utensilios comumente utilizados no dia a dia sdo as panelas
de ferro, a qual apresenta correlagédo com a prevencao e tratamento da anemia
ferropriva (LOMOLINON et al., 2016; QUINTAES et al., 2007); séo utilizados

também as panelas de aco inoxidavel, que apresentam constituintes que podem
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ser toxicos ao organismo apesar das controvérsias (BRUN et al.,, 1979) e;
panelas de aluminio, as quais tem seu principal constituinte associado ao
desenvolvimento do mal de Alzheimer (PERL et al., 2006) .

O cozimento de carne e o uso de diferentes métodos de coc¢cdo melhoram
a digestibilidade e previnem riscos microbiolégicos, mas também podem produzir
substancias quimicas cancerigenas as quais, despertaram interesse da
comunidade cientifica (MELO, 2008). Existem mais de 25 aminas heterociclicas
(AAH) isoladas e reconhecidas em alimentos cozidos, as quais foram
classificadas em duas familias principais: aminas heterociclicas térmicas e
aminas heterociclicas piroliticas (ALAEJOS et al., 2011; MURKOVIC, 2007;
JINAP et al. 2015). As AAH térmicas sdo geralmente formadas como produtos
da reacdo de Maillard. Os compostos sao gerados quando aminoacidos livres,
creatina e acUcares redutores reagem com compostos, tais como
imidazoquinolinas, imidazoquinoxalinas e imidazopiridinas. Sao
significativamente formadas a temperaturas acima de 150°C. Entretanto, as AAH
piroliticas podem se formar como resultado da pirdlise de proteinas ou
aminoacidos aquecidos a temperaturas mais altas, acima de 250°C (QUINTAES
et al., 2004).

Alguns estudos demonstraram que as concentracfes de AAH podem ser
reduzidas pela adicdo de antioxidantes como a vitamina E, ou extratos de
alecrim, alho, sélvia, salmoura ou tomilho (PFAU et al., 2004; BALOGH et al.,
2000; TSEN et al., 2006). Além disso, marinar a carne pré-cozimento com vinho
tinto associado ao extrato de ervas, cerveja (AHN et al., 2005; BUSQUETS et al.,
2006), cha verde (VIEGAS et al., 2014; QUELHAS et al., 2010) e pelo uso de
frutas citricas, pode ser uma estratégia eficaz para a reducao dos niveis de AAH
(DAMASIUS et al., 2011). Esse breve pré-tratamento tem a vantagem de que os
produtos ndo sdo excessivamente condimentados e nao desenvolvem
caracteristicas sensoriais negativas uma vez que apenas a superficie é tratada
(GIBIS et al., 2010).

A videira, do Latim Vitis, composta por muitas espécies distribuidas
mundialmente, € um género que pertence a familia Vitaceae (TEIXEIRA et al.,
2002). A folha, subproduto da producdo de uva € uma das partes mais
importantes da videira. Em alguns paises do mundo, a inclusdo da folha de

videira na dieta humana é uma realidade, sdo utilizadas em produtos embalados
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em condi¢des que nao utilizam solucdes salinas ou agentes de salga, em chas
e também consumidas como prato principal, a partir do cozimento da folha
enrolada, com algum recheio (UNVER et al., 2007). As atividades biologicas
importantes contidas nas folhas provém de diferentes tipos de compostos
fenolicos, como dos seus A&cidos fendlicos, dos taninos, flavonodides,
procianidinas e antocianinas (DANI et al., 2010), que asseguram propriedades
benéficas para a saude, uma vez que, tanto as folhas como fruto e semente,
possuem propriedades importantes para o ser humano, como no tratamento de
gastroenterites, hepatites, hipertenséo arterial e arteriosclerose (OLIBONI et al.,
2011). Assim, torna-se viavel o estudo da utilizacdo das folhas de videira como
produto alimentar, de modo a usufruir de seus beneficios.

Diante do exposto, a determinacdo da formacdo de compostos
cancerigenos e sua absorcado em alimentos preparados, bem como a avaliacdo
de riscos nutricionais, sdo questdes de seguranca alimentar. Desse modo, torna-
se importante investigar a acdo de diferentes métodos sobre a reducédo na
formacéo de aminas aromaticas heterociclicas durante o cozimento de carnes.
Assim, esse estudo prop0e-se a averiguar o efeito de marinado contendo lim&o
associado a ervas que sao habitualmente utilizadas como aromatizantes de
carne, e a adicao de folhas de videiras, na formacdo de AAH em carnes expostas

a diferentes utensilios para coccao.
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2 Revisao Bibliografica
2.1Consumo de carne e risco de cancer

Cancer é um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum O
crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgéos, podendo
ocasionar metéstase para outras regides do corpo. Dividindo-se rapidamente,
estas células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a
formacdo de tumores, acumulo de células cancerosas, ou neoplasias malignas.
No entanto, um tumor benigno significa simplesmente uma massa localizada de
células que se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu tecido
original, raramente constituindo um risco de vida. Os diferentes tipos de cancer
correspondem aos Vvarios tipos de células do corpo. Por exemplo, existem
diversos tipos de cancer de pele porque a pele é formada de mais de um tipo de
célula. Se o cancer origina-se em tecidos epiteliais como pele ou mucosas ele é
denominado carcinoma. Se a formacdo € em tecidos conjuntivos como 0Sso,
musculo ou cartilagem é chamado de sarcoma (INCA, 2017).

As causas para desenvolvimento de cancer sdo variadas, podendo ser
externas ou internas ao organismo, estando ambas inter-relacionadas. As
causas externas relacionam-se ao meio ambiente e aos hébitos ou costumes
préprios. As internas sdo, na maioria das vezes, geneticamente pré-
determinadas, estdo ligadas a capacidade do organismo de se defender das
agressdes externas. Esses fatores podem interagir de varias formas,
aumentando a probabilidade de transformacdes malignas nas células normais
(INCA, 2017).

A carne tem grande importancia na alimentacdo humana devido a sua
composi¢cdo, pois possui quantidade significativa de proteina, minerais,
vitaminas e acidos graxos, devendo fazer parte de uma dieta balanceada
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Entretanto, este produto vem sendo
consumido em quantidades acima das recomendacdes nacionais e
internacionais (uma porcgao de carne por dia — 190 kcal; 500g de carne vermelha
e processada por semana, respectivamente). Sendo o principal problema de seu

consumo excessivo, a relacdo com doengas cardiovasculares e cancer, as
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principais causas de morte no Brasil e no mundo (MCAFEE et al., 2010; MICHA
et al., 2010).

Os processos de coccao da carne melhoram seus aspectos sensoriais e
previnem a contaminacdo microbiologica, todavia produzem substancias
quimicas que podem se tornar nocivas, dependendo do tempo de exposicéo,
temperatura e método de coccdo empregado. A carcinogenicidade potencial do
consumo de carne vermelha e processada € provavelmente devido a varios
mecanismos existentes através dos quais a carne pode aumentar o risco de
cancer. A carne cozida a alta temperatura resulta na formagdo das aminas
aromaticas heterociclicas (AAH) e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HAP), além disso, a carne processada também é uma fonte de nitrato e nitrito
0s quais foram associados com a formacao de compostos N-nitroso (NOC), que
sdo conhecidos por causar cancer em varios locais da anatomia de animais
(CROSS et al., 2011).

Em outubro de 2015, a Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer
classificou as carnes processadas e carnes vermelhas como carcinogénicas ou
provavelmente carcinogénicas para os humanos, com base em 800 estudos
epidemioldgicos que relataram uma ligacédo entre 0 consumo de carne e o cancer
(BOUVARD et al., 2015; GARCIA-LOMILLO et al., 2017). Os dados sobre a
associacdo do consumo de carne vermelha com cancer colorretal estavam
disponiveis em 14 estudos de coorte. Associacdes positivas foram observadas
com alto e baixo consumo de carne vermelha na metade desses estudos,
incluindo uma coorte de dez paises europeus, abrangendo uma ampla gama de
consumo de carne e outras grandes coortes na Suécia e na Australia (BOUVARD
et al., 2015).

2.2Aminas Aromaticas Heterociclicas (AAH)

No final da década de 70 foi descoberta uma nova classe de compostos
altamente mutagénicos presentes na carne — as Aminas Aromaticas
Heterociclicas (AAH), como resultado dos processos de cozeduras domeésticas
normais. Estudos in vitro e in vivo evidenciam que as AAH podem lesionar o
DNA. Foram descobertos 20 compostos diferentes que pertencem a esta
categoria (SUGIMURA, 1997).
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As AAH sao classificadas como Amino imidazo azoarenos (AlA) ou
térmicas, as quais sao produtos da reacdo de Maillard que ocorre entre
aminoacidos e agucares redutores, pois sao formadas a temperaturas entre 150
e 250°C; e Amino Carbolinas (AC) ou piroliticas, formadas devido a reacdo
pirolitica de aminoacidos e proteinas a temperaturas acima de 250°C (RAHMAN
et al., 2014; IWASAKI et al., 2010).

Estruturalmente dessas substancias podem conter entre dois a cinco
(geralmente trés) anéis aromaticos, condensados com um ou mais atomos de
nitrogénio e, um grupo amino exociclico (GARCIA-LOMILLO et al., 2017). As
estruturas quimicas, as abreviaturas mais comuns e 0s nomes das principais

AAH estdo apresentados na Figura 1. e na Tabela 1.
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Figura 1. Estrutura quimica das principais aminas heterociclicas. (adaptado de Toribio et al.,
2002)
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Tabela 1. Nomenclatura e abreviaturas de diferentes aminas heterociclicas (adaptado de
Murkovik, 2007).

Quinolines

1Q 2-amino-3-methylimdazo[4,5-f
Jquinoline

MelQ 2-amino-3,4-dimethylimdazol[4,5-f
Jquinoline

Quinoxalines

1Qx 2-amino-3-methylimdazo[4,5-f
Jquinoxaline

MelQx 2-amino-3,8-dimethylimdazo[4,5-f
Jquinoxaline

4,8-DiMelQx 2-amino-3,4,8-trimethylimdazo[4,5-f
Jquinoxaline 7,8-DiMelQx 2-amino-3,7,8-
trimethylimdazo[4,5-f |quinoxaline TriMelQx 2-amino-
3,4,7,8-tetramethylimdazo[4,5-f | quinoxaline

4-CH20H-8- 2-amino-4-hydroxymethyl-3,8-
dimethylimidazo

MelQx [4,5-f
Jquinoxaline

7,9-DiMelgQx 2-amino-1,7,9-trimethylimidazo[4,5-
glquinoxaline

Pyridines

PhIP 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-
b]pyridine

4'-OH-PhIP 2-amino-1-methyl-6-[4-hydroxyphenyl)imidazo [4,5-
b]pyridine

DMIP

dimethylimidazopyridine

TMIP

trimethylimidazopyridine

Pyrido-imidazoles and indoles

Trp-P-1 3-amino-1,4-dimethyl-5H-pyrido[4,3-
blindole

Trp-P-2 3-amino-1-methyl-5H-pyrido[4,3-
blindole

Glu-P-1 2-amino-6-methyl-dipyrido[1,2-a:3',2'-d
Jimidazole

Glu-P-2 2-amino-dipyrido[1,2-a:3',2'-d

Jimidazole
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Entre estes compostos principais, a 2-amino-1-metil-6-fenilimiazo [4,5-b]
piridina (PhlIPs) esta presente abundantemente em produtos carneos cozidos e
esta altamente associada a riscos de céncer em seres humanos e ratos
(RAHMAN et al., 2014).

2.2.1Formacéao

O fato de que o fumo do cigarro contém muitos compostos mutagénicos
foi a inspiracdo para Sugimura (1997) iniciar uma investigacao sobre a possivel
formacgéo de compostos cancerigenos na carne e em rapida sucessao de testes
foi demostrada atividade mutagénica de partes carbonizadas de peixe e
grelhados (SUGIMURA et al., 2004). Aminas Arométicas Heterociclicas (polares)
sao produtos da reacdo de Maillard que ocorrem entre grupos amina livres dos
aminoacidos, peptideos e proteinas e os grupos hidroxil-glucosidicos dos
acucares redutores. Os aldeidos e as cetonas podem reagir de forma
semelhante a dos acgUcares redutores com 0s grupos aminicos livres. A formacéo
das AAH envolve vérias reagfes intermediarias de alguma complexidade. Os
produtos resultantes das reacdes Maillard, sdo os aldeidos, resultantes de
reacdes que ocorrem a elevadas temperaturas, e a creatinina. As AAH sao
vulgarmente classificadas em dois subgrupos, de acordo com a estrutura e
mecanismo de formacdo. Incluem-se no grupo das aminas térmicas as
quinolinas, as quinoxalinas, as piridinas e as furopiridinas, estas sao as que mais
frequentemente se encontram nos alimentos proteicos processados, sendo as
gue mais contribuem para o potencial mutagénico destes alimentos. E as aminas
piroliticas, que incluem as aminas Harman e Norharman que, apesar de ndo
apresentarem propriedades mutagénicas, potenciam a mutagenicidade de
outras AAH (COSTA, 2011).

A extensdo em que AAH sao produzidas em carnes cozidas depende do
tipo de carne, temperatura e tempo de cozimento, método aplicado para cocgao
e grau de escurecimento durante a cocgao. Evitar completamente a formacéo de
AAH nos alimentos ndo é possivel, mas a prevencédo da sua formacéo parece
ser uma medida adequada. A medida para reduzir a exposi¢ao diaria as AAH
consiste na identificacdo e classificacdo de praticas culinarias que minimizem a
sua formacdo (RAHMAN et al., 2014).
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2.2.2 Inibicéo parcial da formacao das aminas aromaticas heterociclicas

As concentracdes de AAH podem ser reduzidas em carnes cozidas com
a adicdo de compostos que possuem atividade antioxidante. Estudos mostram
gue uso de susbtancias antioxidantes presentes em temperos comumente
usados para dar sabor a carne, tais como alho, gengibre, tomilho, alecrim,
pimenta vermelha e pimenta, possuem efeitos positivos na reducéo da formacéao
de AAH (JINAP et al., 2015; VIEGAS et al., 2012). Além disso, a vitamina E, uso
de sementes e casca de uva, vinho tinto, cerveja, extratos de hibisco e cha verde,
também tem impacto na reducédo da formacdo de AAH em produtos derivados
da carne de bovina (GIBIS et al., 2012; VIEGAS et al., 2014; HASKARACA et al.,
2014; GIBIS et al., 2010). Vitaglione et al. (2002) relataram que os tomates
inibem significativamente a producdo de AAH, especialmente das imidazo
quinolines (IQ) em carne bovina. A atividade antioxidante dos tomates €
caracterizada pela presenca de carotenoides. Os carotenoides a um nivel de
1000 ppm diminuiram as concentragdes de IQ e 2-Amino-3,8-dimetilimidazo [4,5-
f] quinoxalina (MelQx) até 36% e 11%, respectivamente.

Sabe-se que folhas de videira, do Latim Vitis, sGo compostas por muitas
espécies distribuidas mundialmente, e que sdo um género que pertence a familia
Vitaceae (FERNANDES et al., 2013). Embora a videira seja uma cultura muito
importante, os seus subprodutos, como é o caso da folha, sdo desvalorizados,
portanto torna-se importante fomentar novas maneiras de valorizar este
subproduto. Uma das maneiras do seu aproveitamento e atribuicdo de valor
comercial seria seu uso para fins dietéticos e nutricionais (LIMA, 2015). Em
alguns paises da Europa e Norte de Africa, as folhas de videira tém sido
utilizadas como um alimento rico em vitaminas, minerais e compostos fendlicos,
onde sua utilizacdo ocorre sob diversas formas, sendo o uso da folha fresca e
em salmoura as mais utilizadas (GULER et al., 2014).

Existem alguns compostos que foram identificados em peliculas e folhas
da videira, sendo eles, os flavondides, antocianinas, aminoacidos, alguns acidos
organicos, vitaminas, carboidratos, gorduras, procianidinas, terpenos, enzimas e
carotenoides (ORHAN et al.,, 2009). Ha também a presenca do &cido
hidroxicinamico e seus derivados, uma vez que estes sao encontrados na parede

celular dos vegetais. O acido cafeico € um dos compostos derivados deste grupo,
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demonstrando que as folhas de videira tém como principais compostos estes
derivados fendlicos e flavondides. Estes compostos tém sua propriedade
antioxidante ligada a atividades de eliminac&o dos radicais livres e peroxidacao
lipidica, onde esta Ultima promove a degradagcdo oxidativa dos alimentos
suscetiveis a oxidagdo (KOSAR et al., 2007). Evidenciando assim, que as folhas
de videira auxiliam na prevencédo e desenvolvimento de doencas ligadas ao
estresse oxidativo.

A folha de videira também apresenta significativo teor de minerais e de
fibra bruta, que podem diferenciar-se entre as diversas variedades de V. vinifera
(SAT etal., 2002). Desse modo, seu consumo apresenta um crescimento e, com
ISSO surgem novas pesquisas para investigar seu uso em diferentes produtos.
No Mediterraneo, o Sarma, consiste no prato popular a base de folhas de videira
recheado com algum outro alimento, normalmente carne ou arroz. (DOGAN et
al., 2015).

No que se refere as frutas citricas, estas também sédo conhecidas por
conterem antioxidantes naturais, os quais podem ser derivados do 6leo, polpa,
semente e casca. O interesse em encontrar antioxidantes naturais para uso em
aplicacoes alimentares ou farmacéuticas tem aumentado consideravelmente, 0s
quais podem proteger o corpo humano dos radicais livres e retardar o progresso
de muitas doengas cronicas, bem como retardar ranco oxidativo lipidico em
alimentos (GUIMARAES et al., 2010). As cascas e as sementes s&o fontes de
compostos fendlicos, que incluem &cidos fendlicos e flavonoides. Flavonoides
sao representados nas frutas citricas por duas classes de compostos: flavonas
polimetoxiladas e flavanonas glicosilada (SANTOS et al. 2014). O uso de suco
de liméo em marinados de carne grelhada demonstrou efeito positivo na reducéo
de compostos cancerigenos (FARHADIAN et al., 2012).

As ervas como, alecrim e orégano, tém sido utilizadas com o intuito de
oferecer maior seguranca alimentar e aumentar o valor nutricional das
preparacdes. Alimentos de origem vegetal sdo considerados as principais fontes
de antioxidantes naturais, cuja atividade esta ligada diretamente a presenca de
compostos fendlicos. Estudos relacionados as fontes de antioxidantes naturais,
como extratos e 6leos essenciais de ervas e plantas aromaticas demonstram
resultados bastante satisfatorios ao serem aplicados, por exemplo, em
alimentos. (FERNANDES, 2015; WANDERLEY, 2015)
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2.3Utensilios culinarios

Cientificamente é conhecido que durante a elaboracéo culinaria ocorrem
interagbes entre os alimentos e os utensilios. A panela de ferro, utensilio
comumente utilizado na cozinha brasileira, demonstrou que sua quantidade de
ferro migrante do recipiente para o alimento pode suprir cerca de 20% das
necessidades diarias do metal. Observou-se também que o ferro migrante dos
utensilios possui biodisponibilidade similar ao ferro ndo-heme naturalmente
presente nos alimentos (QUINTAES et al., 2004). O teor de transferéncia de
ferro pode variar e isso pode ser devido a fatores como acidez do alimento,
guantidade de agua da preparacdo, temperatura e o tempo de contato entre o
recipiente e o alimento. Apesar dos beneficios apresentados com a utilizacao de
utensilios de ferro, a ingestao excessiva do ferro transferido aos alimentos pode
apresentar efeitos colaterais sendo assim, ha necessidade de cuidados com
relacdo ao tempo de cozimento, preparo de todos os alimentos na panela de
ferro, evitando assim o acréscimo excessivo de minerais (QUINTAES et al.,
2010).

Outro utensilio bastante utilizado no processamento de alimentos é 0 aco
inoxidavel, popularmente conhecido como “ago inox”, o qual € uma liga metalica
gue envolve trés elementos: ferro, cromo e niguel. Ha controvérsias a respeito
da toxidade que o niquel pode representar a saude do comensal (KULIGOWSKI
et al., 1992; BRUN et al., 1979). Este metal é tido como um dos mais toxicos da
tabela periddica e sua toxicidade esta associada a dermatite, asma e problemas
alérgicos em geral (AGARWAL et al.,, 1997). Fatores que interferem na
transferéncia da liga inox ao alimento e que, portanto, requerem cuidado no
momento do preparo, sdo o0 numero de vezes de uso da panela, acidez do
alimento, tempo de cozimento, teor de sal e teor de 4gua (QUINTAES et al.,
2010).

As panelas de aluminio (pressao), as quais sao excelentes condutores de
calor, inicialmente eram consideradas atoxicas ao homem. No entanto, estudos
tem avaliado a correlacdo entre a ingestdo de aluminio e a incidéncia de
deméncia, mal de Alzheimer e Parkinson (FERREIRA et al., 2008; PERL et al.,
2006). Alimentos mais acidos, teor de agua e tempo de preparo, sao fatores que
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interferem no teor de transferéncia de aluminio as preparacdes (VERISSIMO et
al., 2006; KARBOUJ, 2007; QUINTAES, 2000). Algumas interacdes dos
utensilios com os alimentos podem ser consideradas como benéficas a saude
do comensal, enquanto outras podem chegar a ser prejudiciais. Neste sentido,
dado sua relevancia para a saude do homem torna-se viavel o conhecimento
sobre qual papel utensilios culinarios, confeccionados com diversos materiais,

exercem sobre a possivel formacgéo de novas substancias.

Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito da adicdo de folhas de videira em marinado contendo liméao
e ervas, e o uso de diferentes utensilios culinarios na formacéo de aminas
aromaticas heterociclicas em carnes cozidas.

3.2 Objetivos especificos
- Avaliar a atividade antioxidante de:

e Folhas de videira

¢ Marinado contendo liméo e ervas (alecrim e orégano), com adicao
de folhas de videira,

e Marinado contendo liméo e ervas (alecrim e orégano), sem adicéo
de folhas de videira.

- Quantificar as Aminas Heterociclicas, antes e apds cada processo de cocgao
na:

e Carne

e Carne marinada contendo folhas de videira;

e Carne marinada contendo lim&o e ervas (alecrim e orégano), com
adicéo de folhas de videira;

e Carne marinada contendo liméo e ervas (alecrim e orégano), sem

adicao de folhas de videira.

4 Hipotese

A adicédo de folhas de videira ao marinado resultara na reducéo da formacao de
aminas heterociclicas.
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O uso da panela de presséo para cocg¢ao ocasionara a formacao de menores
guantidades de aminas aromaticas heterociclicas.

5 Desenho experimental
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7 Materiais e métodos

7.1 Delineamento Experimental

O estudo é fatorial 3x4x2, serao utilizados trés diferentes utensilios, quatro
procedimentos com e sem marinados, em dois tempos de coleta de amostras.
Seréo 231 determinagdes ao todo, sendo o estudo replicado uma vez [(3x4x2x4)

+ 1] x 3 = 231 determinac0des, + repeticdo, totalizando 462 avalicdes.

7.2 Reagentes e utensilios

Para a realizacdo do presente trabalho os padrdes utilizados serdo 2-
amino-3 metilimidazo [4,5-f] quinolina (IQ), 2-amino-3-metilimidazo [4,5-f]
quinoxalina (IQx), 2 amino-3,4-dimetilimidazo [4,5-f] quinolina (MelQ), 2-amino-
3,8-dimetilimidazo [4,5f] quinoxalina (MelQx), 2-amino-3,4,8-trimetilimidazo [4,5-
f] quinoxalina (4,8DiMelQx), 2-amino-3,7,8-trimetilimidazo [4,5-f] quinoxalina
(7,8-DiMelQx), 2-amino3,4,7,8-tetrametilimidazo[4,5-fl]quinoxalina (TriMelQXx), 2-
amino-1-metil-6  fenilimidazo[4,5-b]piridina  (PhIP), 3-amino-1,4-dimetil-5H-
pirido[4,3-b]indole (Trp-P1), 3-amino-1-metil-5H-pirido [4,3-b] indole (Trp-P-2), 2-
amino-9H-pirido [2,3-b] indole (AaC) 2-amino-3-metil-9H-pirido[2,3-b]indole
(MeAaC), 2-amino-6-metildipirido[1,2a:3",2'-d] imidazole (Glu-P-1), 2-amino-
dipirido[1,2-a:3’,2’-d]imidazole (Glu-P-2). As solucbes padrdo de 100 pg/mi
serdo preparadas em metanol e usadas para posteriores diluicoes.

Sera utilizado metanol, acetonitrila e diclorometano (DCM) com um grau
de pureza especifico para HPLC. Os reagentes usados para extracdo das AAH
(hidréxido de sodio, acido cloridrico, acetato de amdnio) e para a fase mével, a
trietilamina, serdo de grau pré analise. Etanol e acetato de etila de grau analitico.

A correcdo do pH das solugdes tampao serd conseguida usando um
eletrodo de vidro associado a um medidor de pH. As solugbes seréao filtradas
através de uma membrana de nylon com 0,2 um de tamanho de poro, antes de

serem injetadas no sistema de HPLC. Na homogeneizacdo das amostras sera
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utilizado o aparelho agitador de vortex e um banho de ultrassons. Os dispositivos
Visiprep e o distribuidor de vacuo Visidry SPE vacuum serdo utilizados para a
manipulacdo dos cartuchos na extracdo de fase solida e evaporacao do solvente
respectivamente (MELO, 2008).

Os procedimentos de coccao serdo realizados no Laboratério de Técnica
Dietética da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), utilizando-se trés
diferentes utensilios culinarios: Panela de presséo (PP), panela de ferro (PF) e

panela de inox (PI).

7.3 Amostras dos insumos
7.3.1 Folhas de videira
As folhas de videira serdo adquiridas de uma vinicola, com producédo
organica, da regido do municipio de Pelotas-RS, levando-se em consideracgao
no momento da coleta: o solo, caracteristicas de plantio e da planta e casta da

uva.

7.3.2 Ervas arométicas
Para estudo do efeito dos marinados sobre a formacdo de aminas
heterociclicas as ervas analisadas serdo alecrim (Rosmarinus officinalis) e
orégano (Origanum vulgare), as quais serdo adquiridas de fornecedor localizado
na cidade de Pelotas-RS, e os extratos preparados da seguinte forma: apos a
aguisicdo das ervas, as mesmas serdo secas em estufa a 40°C, moidas em

moinho e armazenadas em geladeira (7°C) para analises posteriores.

7.3.3 Liméo
Para estudo do efeito dos marinados na formacdo das aminas
heterociclicas os limdes Taiti (Citrus latifdlia), serdo adquiridos de fornecedor
localizado na cidade de Pelotas-RS e, imediatamente apds a aquisicdo serao

mantidos sob refrigeracéo, para posterior preparacéo dos marinados.

7.3.4 Obtencao dos extratos
Para o preparo dos extratos das ervas aromaticas, serdao pesados 2g de
erva desidrata e moida. A extracdo ocorrera com 15 mL de etanol a 80% v/v em
banho-maria a 70°C, por 30min (CARPES, 2008). Apés a filtragem em papel de
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filtro Whatman n® 5, os EEEA (Extrato Etandlico da Erva Aromatica) serdo
utilizados para as analises de atividade antioxidante.

Ja para as folhas de videira, apés colhidas, serdo imediatamente
congeladas para posterior liofilizagdo. Para cada amostra, as folhas liofilizadas
serdo trituradas e 5g adicionadas a 250 Ml de agua destilada para preparagéo
dos extratos aquosos. Apos filtracdo a solucdo de dgua mais o extrato sera
congelada e posteriormente liofilizada, para obtencdo do extrato. Os extratos

serdo utilizados para anélises posteriores.

7.4 Amostras de carnes

As amostras de carne utilizadas no presente trabalho serdo adquiridas em
um supermercado da cidade de Pelotas —RS, sendo que o corte de carne bovina
escolhido para as andlises sera o coxdo de dentro, o qual esta localizado na

parte traseira do animal.

7.5 Condicbes de processamento

Sera realizado um estudo piloto, de acordo com Melo (2008) com algumas
modificacdes, a fim de padronizar o tamanho dos cortes da carne para cada
marinado, propor¢do dos ingredientes em relagédo a carne, tempo e temperatura
de coccédo. A amostra sera dividida em quatro grupos e submetida a diferentes
tipos de marinados: Controle sem folhas de videira (CSF); Controle com folhas
de videira (CCF); Liméo e ervas, sem folha de videira (LESF) e Lim&o e ervas,
com folhas de videiras (LECF).

Apds a coccdo, as amostras serdo cortadas e trituradas utilizando-se

multiprocessador e armazenadas para analises posteriores.

7.6 Determinacdes Analiticas
7.6.1 Reacéo ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)

A reacdo ao acido tiobarbitdrico sera determinada de acordo com o
método proposto por Ohkawa et al. (1979). Primeiramente seréo incubados em
banho maria a 80 °C, tubos de ensaio contendo agua Mili Q, Azeite de Oliva
Extra Virgem submetidos a oxidacdo por 100uM de sulfato ferroso, por 10

minutos. Posteriormente, sera adicionado em cada tubo a amostra de cada
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marinado com diferentes concentracdes e temperaturas de extracéo, Lauril
Sulfato de Sédio (SDS) 8,1%, Tampédo de Acido Acético pH 3,44 e Acido
Tiobarbitarico (TBA) 0,6%. Em seguida, sera incubado novamente em banho
maria a 100 °C por 1 hora. Os produtos da reagdo serdo determinados por
medida de absorbancia em 532nm, em espectrofotometro. A concentracao de
TBARS sera calculada através de uma curva padrdo, concentracdes conhecidas
de 1,1,3,3 — tetrametoxipropano, e 0s resultados serdo expressos em nm de

Malonaldeido (MDA) g de amostra. O experimento sera realizado em triplicata.

7.6.2 Capacidade antioxidante pelo método do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

O método DPPH utilizado sera o descrito por Brand-Williams et al. (1995)
baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por
antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a 515 nm. O DPPH
sera utilizado na concentragcdo de 60 pM, dissolvido em alcool metilico. Em
ambiente escuro, sera transferida uma aliquota de 0,1 mL de amostra para tubos
de ensaio contendo 3,9 mL do radical DPPH (60 uM) e, em seguida,
homogeneizados. Sera utilizado 0,1 mL de uma solucdo controle (solucao
controle de alcool metilico 50% (40 mL), acetona 70% (40 mL) e agua (20 mL))
com 3,9 mL do radical DPPH (60 uM). Apdés o preparo, as amostras dos
marinados serdo armazenadas em ambiente escuro por 45 minutos. Como
branco serd utilizado &alcool metilico e a curva padréo sera realizada a partir da
solucgao inicial de DPPH (60 uM), variando a concentragao de 10 uM a 50 uM.
Os resultados serdo expressos em ECso (ug mL™1). O experimento serd realizado

em triplicatas.

7.7 Anélise de Aminas aromaticas Heterociclicas.
7.7.1 Extracao e purificacao

A extracdo e purificacdo serdo realizadas de acordo como o método
desenvolvido por Toribio et al. (2007), apud Melo 2008. Para a preparacao da
amostra, em ultrassom durante 10 minutos, 5 gramas de amostra de carne seréo
homogeneizados com 20 mL de NaOH 1M, apds a suspensao sera mantida sob
agitacao durante 1 hora em agitador. A solucao alcalina deve ser misturada com
o material de enchimento Extrelut® (16g) e esta mistura colocada na coluna

Extrelut®. Uma coluna Bond Elut PRS, depois de pré-condicionada com 7 mL de
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DCM, seré& acoplada com a coluna de Extrelut®. Para extrair as AAH da terra de
diatoméaceas deve-se passar 75 mL de DCM através da montagem. Serdo
passadas através das colunas de PRS as solucdes de lavagem, que consistem
em 15 mL de metanol:agua (40:60) e 2 mL de 4gua. As AAH serdo eluidas para
uma coluna Bond Elut C18 com 20 mL de acetato de amonia 0,5 M a pH 8,5 e
finalmente transferidas para um microtubo de centrifuga, com 0,8 mL de
metanol:amoénia (90:10). Esta solucdo sera levada a secura em corrente de
azoto. As AAH serdo reconstituidas em 80 pL de metanol/fase movel (1:1). O

extrato obtido seré analisado utilizando HPLC-DAD.

7.7.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - HPLC

O cromatografo consiste no sistema HPLC-Shimadzu, com injetor
automatico, detector diodos MD 910. A fase movel ser& constituida por: solvente
A, trietilamina 0,01M ajustado com acido orto-fosforico a um pH 3,2, solvente B
com constituicdo igual ao solvente A, mas ajustado a pH 3,6 e o solvente C
acetonitrilo. O programa para a separacdo cromatogréfica das HA sera o

gradiente linear, realizadas a temperatura ambiente.

7.7.3 Quantificacdo dos padrdes de referéncia adicionados e amostras

Para os padroes, as extracOes serdo realizadas em quadruplicata com
aliqguotas de 2g que serdo apontadas com 0, 10 20 ou 100ul de padréo de
referéncia (mistura A), para cada composto, analise de regressao linear sera
realizada com a concentracdo determinada apds purificacdo e andlise por HPLC
de uma amostra (X) versus a concentragdo em uma amostra apontada antes da
extracao (y). Eficacia de extracdo sera expressa como a inclinacao da regrecao
linear calculada.

Nas amostras de carnes as AAH detectadas serdo corrigidas utilizando-
se 0 metodo das adicbes de padrédo (MELO, 2008), que consiste na adicédo de
guantidades conhecidas dos compostos a analisar a quantidades conhecidas de
amostra. As areas dos picos cromatograficos obtidos sdo representadas em
funcdo das concentracbes de AAH adicionadas as amostras, construindo-se
uma curva de calibracdo. O ponto onde a curva corta 0 eixo das ordenadas
corresponde a area do pico na amostra sem adi¢cado de padréo. A extrapolacao

das leituras fornecera o valor da concentracdo das AAH nas amostras. Deste



49

modo, efetuar-se-a a adicao de 25 e 50 ng da solu¢cdo metandlica dos padrdes

1Q, MelQ e MelQx.

8 Cronograma

No quadro 1 esta apresentado o cronograma de atividades a serem

desenvolvidas durante a execucao do projeto de pesquisa.

Quadro 1. Cronograma de atividades para execuc¢éo do projeto de pesquisa

Atividades/ periodos 2016 2017 2018
I Il Il I
Revisao da literatura X X X X
Desenvolvimento das analises X X
Tabulacdo de dados e analise dos X X
resultados
Desenvolvimento do artigo cientifico X X
Defesa da Dissertacao X

9 Orcamento

No quadro 2 esta apresentado o orcamento para execuc¢ao do projeto de

pesquisa.

Quadro 2. Orcamento financeiro para execu¢éo do projeto de pesquisa

Materiais Unidades Valor (R$)
Acetato Etilico 1L R$ 16,00
Acetonitrila 1L R$ 104,52
Acido cloridrico - -
Acetona 1L R$ 10,00
Acetato de amonio 1Kg R$ 87,27
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Acido Acético 1L R$ 100,00
Acido Sulftrico 20% 1L R$ 23,00
Acido Tiobarbittrico (TBA) 100g R$ 259,00
Alcool etilico 5L R$ 50,00
Alcool metilico 1L R$ 8,00
Azeite de oliva extra virgem 100ml R$ 12,00
Bicarbonato de Potassio 5009 R$ 24,00
DPPH 259 R$ 239,00
Diclorometano - -
Eter de petroleo 1L R$ 65,00
Eppendorf 500unidad. R$ 22,00
Hidroxido de Sédio 5009 R$ 36,15
Lauril sulfato de sodio 100g R$ 12,96
Nitrogénio 20L R$ 100,00
Reagente Folin-Ciocateau 100mL R$ 212,00
Tubos Falcon 300unidad. R$ 34,00
Terra de diatomaceas 500 g R$ 98,26
Cartucho Bond Elut C18 30 un R$ 255,74
2-amino-3 metilimidazo [4,5-
f] quinolina (1Q) 5mg R$ 900,00
2-Amino-3,4,7,8-tetramethyl-
3H-imidazo[4,5-F]
guinoxaline (TriMelQx) 10mg R$ 600,00
2 amino-3,4-dimetilimidazo
[4,5-f] quinolina (MelQ) 10 mg R$ 600,00
2-amino-3,8-dimetilimidazo
[4,5f] quinoxalina (MelQx 1mg R$ 1.050,00
2-amino-3,4,8-trimetilimidazo
[4,5-f] quinoxalina
(4,8DiMelQx) 10mg R$ 660,00
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3-amino-1-metil-5H-pirido
[4,3-b] indole (Trp-P-2)

10mg

R$ 900,00

2-amino-3-metilimidazo [4,5-
f] quinoxalina (1Qx)

2-amino-3,7,8-trimetilimidazo
[4,5-f] quinoxalina (7,8-
DiMelQx)

2-amino-1-metil-6
fenilimidazo[4,5-b]piridina
(PhIP)

3-amino-1,4-dimetil-5H-
pirido[4,3-b]indole (Trp-P1)

2-amino-9H-pirido [2,3-b]
indole (AaC)

2-amino-3-metil-9H-
pirido[2,3-b]indole (MeAaC)

2-amino-6-
metildipirido[1,2a:3',2"-d]
imidazole (Glu-P-1)

2-amino-dipirido[1,2-a:3’,2’-d]
imidazole (Glu-P-2)

Carne coxao de dentro

1Kg

R$ 28,00

Limao

1Kg

R$ 5,00

Alecrim

100g

R$ 2,00

Orégano

100g

R$ 4,00

Papel filtro Whatman n° 5
125MM

100un

R$ 296,00

Trietilamina

500MI

R$ 244,08

TOTAL

R$ 7.050,98
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6. Relatorio do Trabalho de Campo

Foram realizadas modificagcbes quanto as andlises de atividade
antioxidante, optou-se por acrescentar a analise de ABTS por ser um meétodo
semelhante ao DPPH e por poder ser mais uma comprovacao da atividade
antioxidante dos marinados, frente as divergéncias encontradas na literatura
guando a métodos de extracao e de analise.

A analise de compostos fendlicos, também nado estava prevista, mas
diante da atuacédo destes como antioxidantes e da sua importancia na reducao
da formacdo das aminas, de acordo com a literatura, julgou-se necessaria a
avaliacao do teor desses compostos nos marinados.

Além disso as referéncias dos métodos TBARS e da extragdo,
identificacdo e quantificacdo das aminas foram alteradas, devido a

disponibilidade de materiais e por melhor se adequarem ao experimento.



7. Artigo

59



60

8. Considerac0des Finais

Os resultados obtidos com o presente estudo demonstraram que o
marinado Ervas+Limao foi significativamente superior ao demais extratos, na
capacidade de captura do radical DPPH. Com relagcdo a analise de ABTS, o
marinado Folhas+Ervas+Lim&o em extrato aquoso apresentou valor significativo,
enquanto que para o extrato etandlico ndo houve diferenca estatistica
comparado ao Ervas+Limao, este fato demonstra que a folha quando associada
ao E.L. pode potencializar seu efeito antioxidante.

O teor de compostos fendlicos, estiveram associados a atividade
antioxidante, o marinado E.L. apresentou resultado significativo em relacéo aos
demais. Na analise de TBARS foi possivel observar que, comparado a amostra
controle, a amostra submetida ao marinado F.E.L. e cozida em panela de ferro
apresentou o melhor resultado, demonstrando que a capacidade antioxidante
dos diferentes compostos presentes neste marinado foi eficaz frente a formagéo
de produtos gerados na oxidacao lipidica.

De modo geral os diferentes marinados foram eficazes na reducdo da
formacao de AAH. Na formacao de aminas por utensilio, a panela de inox foi a
que apresentou menor nivel das aminas 1Q e MelQ.

O presente estudo demonstrou que ingredientes comumente utilizados
para marinar carnes, bem como a folha de videira, foram eficazes na reducéo da
formacao de AAH. O uso de marinados com diferentes ervas, especiarias e frutas
sdo estratégias importantes para reduzir os riscos que a formacdo desses
compostos pode causar a saude. Enfatiza-se a necessidade de mais estudos,
gue avaliem a influéncia dos metais presentes nos utensilios sobre a formacéo
de AAH.
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