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Orientador: Alexandre José Cichoski

A selenoenzima glutationa peroxidase (GSH-Px) faz parte do sistema antioxidante
celular, exercendo um papel essencial na protecdo dos tecidos através da
eliminacdo de hidroperoxidos e outras espécies reativas formadas normalmente
durante o metabolismo. Na carne, a oxidagao lipidica é responsavel pela diminuigéo
de sua qualidade, desta forma, a inclusdao de antioxidantes na dieta de animais
representa um método efetivo para aumentar a estabilidade oxidativa do musculo.
Este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da suplementacao de diferentes
fontes e niveis de selénio na alimentagédo de frangos de corte sobre a atividade da
enzima glutationa peroxidase na carne de sobrecoxa fresca, submetida ao
processamento térmico e ao congelamento, e sobre o nivel de oxidagao lipidica
destas amostras, através da determinagcédo dos valores de TBARS. As aves foram
divididas em cinco tratamentos, conforme o tipo de suplementacao dietética: sem
suplementagdo de selénio (T1), selénio inorganico a 0,15 mg/kg (T2), selénio
inorganico a 0,35 mg/kg (T3), selénio organico a 0,15 mg/kg (T4) e selénio orgéanico
a 0,35 mg/kg (T5). Entre as amostras de carne crua de sobrecoxa de frango, foi
possivel concluir que as atividades obtidas ndo foram significativamente diferentes

entre os cinco diferentes tratamentos. Com o congelamento destas amostras,



verificou-se que as atividades de todos os tratamentos diminuiram chegando a
valores estatisticamente iguais entre si. O cozimento da carne de sobrecoxa de
frango proporcionou uma diminuigdo significativa na atividade da enzima glutationa
nos tratamentos T2, T4 E T5. Com o efeito do congelamento sobre a carne cozida,
somente o tratamento T1 teve sua atividade significativamente reduzida. Quanto aos
niveis de oxidacao lipidica das amostras, pode-se verificar na carne crua que o
maior valor de TBARS foi encontrado no tratamento T5, seguido dos tratamentos T1,
T3 e T4 (que nao diferiram entre si) e por ultimo, o tratamento T2, que apresentou o
menor valor. Com o cozimento, obtiveram-se valores de TBARS significativamente
maiores para todos os tratamentos; o mesmo foi observado apds o congelamento da
carne cozida. Também foram testadas novas condi¢cdes de analise com o objetivo de
otimizar as determinagdes de GSH-Px; pode-se concluir que concentragbes de
peréxido de hidrogénio superiores a 0,72 mM ocasionaram inibicido da enzima
glutationa peroxidase; a temperatura de reacdo que proporcionou maiores valores
de atividade foi a de 22°C; a utilizacao do substrato terc-butil hidroperéxido em lugar
do peréxido de hidrogénio ocasionou uma diminuicdo das taxas de rea¢do e o0 uso
do mercaptoetanol na etapa de extracdo enzimatica ndo ocasionou a obtencéo de
melhores resultados.

Palavras-chave: glutationa peroxidase, carne de frango, influéncia da temperatura,
estabilidade oxidativa
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Glutathione peroxidase (GSH-Px) is a selenium-dependent enzyme that plays an
essential role in the cellular protection against the action of hydroperoxides and other
reactive species formed normally during the metabolism. In meat, the lipid oxidation
is responsible for the reduction of the quality, thus the inclusion of antioxidants in the
animal’s diet represents an effective method to increase the oxidative stability of the
muscle. The purpose of the present study was to evaluate the influence of different
sources and levels of selenium added on chicken’s diet on the glutathione
peroxidase activity in the fresh, cooked and storaged meat; also on the levels of lipid
peroxidation of these samples. The chickens were divides in five treatments, as the
type of diet: without supplementation of selenium (T1), inorganic selenium 0,15
mg/kg (T2), inorganic selenium 0,35 mg/kg (T3), organic selenium 0,15 mg/kg (T4)
and organic selenium 0,35 mg/kg (T5). Between the fresh samples, the activities of
GSH-Px weren’t significantly different in the five treatments. After freezing, all the
treatments presented reduction of activity, with values equal between itself. The
cooking of chicken meat caused a reduction in the GSH-Px’s activity in treatments
T2, T4 and T5. With the freezing of the cooked meat, only T1 had your activity



significantly reduced. In relation of the levels of lipid oxidation, the higher value of
TBARS in the fresh meat it was found in T5. With the cooking, all the treatments
presented increase in TBARS values; the same was observed after freezing of
cooked meat. Also it was tested new reaction conditions with the purpose of optimize
the enzyme determinations. It follows that hydrogen peroxide in concentrations above
0,72 mM produced inhibition of glutathione peroxidase; the reaction temperature of
22°C provided higher values of activity; the substrate tert-butyl hydroperoxide
provided a reduction of the reaction rates and the use of mercaptoethanol in the

buffer didn’t promote the best extraction of enzyme.

Key-words: glutathione peroxidase, chicken meat, influence of temperature, oxidative
stability
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1 INTRODUCAO

O elemento quimico selénio foi descoberto em 1817, pelo quimico sueco
Jons Jakob Berzelius, sendo considerado inicialmente cancerigeno e altamente
toxico para a saude humana (Cozzolino, 2005). Somente em 1957, Schwarz e
Foltz observaram sua essencialidade metabdlica em animais, sendo que até agora
cerca de 30 selenoproteinas foram identificadas em tecidos de mamiferos, embora
a fungéo precisa da maioria delas ainda ndo seja conhecida (Arthur e Beckett,
1994). Como integrante destas selenoproteinas, o selénio participa de importantes
funcdes fisiologicas e processos bioquimicos, incluindo a defesa antioxidante, o
metabolismo dos hormobnios tireoideanos e a integridade funcional dos
espermatozoides (Brown e Arthur, 2001).

A selenoenzima mais conhecida, glutationa peroxidase ou GSH-Px (Rotruck
et al., 1973), faz parte do sistema antioxidante presente em todas as células que
utilizam o metabolismo oxidativo, exercendo um papel essencial na protecéao
destas através da eliminacdo de hidroperéxidos e outras espécies reativas
formadas normalmente durante o metabolismo (Behne e Kyriakopoulos, 2001).

Em aves, as principais consequéncias da ingesta insuficiente de selénio
incluem miodistrofia nutricional, diatese exudativa e desordens hepaticas e
pancreaticas, sendo também verificada diminuicdo da performance do animal,
atraso no desenvolvimento do sistema imune dos frangos jovens e diminuigdo na
producéo de ovos (Leng et al., 2003).

Paralelamente, sabe-se que na carne, a oxidagcdo dos acidos graxos
insaturados dos fosfolipidios das membranas musculares € responsavel pela
diminuicdo de sua qualidade, afetando negativamente atributos como cor, textura,
aroma e sabor. Assim, a inclusdo de antioxidantes na dieta de animais destinados
a producao de carne é um método efetivo para aumentar a estabilidade oxidativa
do musculo. Alguns compostos administrados ndo sao propriamente antioxidantes,
e sim nutrientes essenciais para o funcionamento de sistemas antioxidantes

endogenos, como € o caso do selénio (Carreras, 2004a).



Apesar das vantagens do uso de selénio como agente antioxidante in vivo, o
conhecimento de seu nivel de eficiéncia em relacdo ao retardamento da oxidacao
que ocorre na carne submetida a tratamento térmico € restrito. Sabe-se que a
aceleracao da oxidacgao lipidica na carne provocada pela acdo da temperatura
deve-se em parte pela inativagcdo das enzimas antioxidantes, dentre elas,
glutationa peroxidase (Mei et al., 1994).

Em 1967, Paglia e Valentine desenvolveram um método de andlise no qual a
atividade da enzima glutationa peroxidase era medida através de um
procedimento espectrofotométrico indireto, cujo principio é utilizado até os dias
atuais. Assim, a atividade desta enzima tem sido determinada em diversos tipos
de amostra, tais como carnes bovina (Mei et al, 1994; Lee et al., 1996; O’'Grady et
al., 2001), suina (Mei et al, 1994; Mahan e Parrett, 1996; Hernandez et al., 2002) e
de frango (Arai et al., 1994; Moreira et al., 2001; Surai e Dvorska, 2002; Carreras
et al., 2004, Hoac et al., 2006); também em leite bovino (Chen et al., 2000;
Lindmark-Mansson et al., 2001) e plasma sanguineo (Bligel et al., 2004).

Apesar dos diversos experimentos e publicagdes referentes a determinacao
da atividade da enzima glutationa peroxidase, falta ainda uma elucidagcao maior
sobre a técnica e os mecanismos de reacdo propriamente ditos, pelo fato de este
ser um método de anadlise complexo e dependente de muitos fatores. Existem
também muitas divergéncias entre diferentes autores em relacdo a metodologia
utilizada nas analises e aos valores encontrados para o mesmo tipo de amostra.
Além disso, s&o varios os fatores que influenciam a atividade da enzima glutationa
peroxidase na carne, que vao desde o tipo de suplementacao de selénio na dieta
animal até condigdes de processamento do tecido muscular apds o abate, como
cozimento e armazenamento em baixas temperaturas.

Com base nestas informacdes, elaborou-se este trabalho de pesquisa cuja
finalidade principal foi avaliar a influéncia da suplementacao de diferentes fontes e
niveis de selénio na alimentacao de frangos de corte sobre a atividade da enzima
glutationa peroxidase na carne de sobrecoxa submetida ao processamento
térmico e ao congelamento, e também sobre o nivel de oxidacdo lipidica destas
amostras. Em uma segunda etapa, foram variadas algumas condi¢cdes de pré-



analise e da reacao catalisada pela glutationa peroxidase, com o objetivo de

otimizar as determinag¢des da atividade desta enzima.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Processos Oxidativos na Carne

Na estrutura dos atomos e das moléculas, os elétrons associam-se
normalmente em pares. Define-se radicais livres ou espécies reativas como
espécies independentes que contém um ou mais elétrons ndo pareados. Essa
caracteristica confere ao atomo ou molécula grande instabilidade e reatividade,
pela tendéncia em acoplar o elétron ndo pareado com um outro que esteja
presente em estruturas proximas a sua. O oxigénio é o principal fornecedor de
radicais livres (Leite e Sarni, 2003).

Os lipidios, proteinas e acidos nucléicos constituem os principais substratos
para atuacao das espécies reativas (Carreras, 2004a). A peroxidacao lipidica é a
consequéncia mais estudada do estresse oxidativo, sendo que a formacgao do
radical peroxil danifica diretamente as membranas celulares, ocasionando
alteracées em sua fluidez, permeabilidade e funcao metabdlica (Leite e Sarni,
2003).

A carne ¢é bastante susceptivel as reacbes de oxidagao lipidica,
especialmente quando exposta a condigdes como trituracdo, onde oxigénio é
incorporado ao musculo, e cozimento, onde ferro é liberado das heme-proteinas. A
combinacdo de catalisadores da oxidacdo lipidica, sistemas de membranas
altamente insaturadas e periodos de alta oxigenacao propiciam as reacdes
oxidativas no musculo esquelético, que inicialmente ocorrem ao nivel de
membrana (Chan e Decker, 1994).

Para prevenir ou retardar as reacdes oxidativas, o tecido muscular conta com
diversos sistemas antioxidantes enddgenos, entre eles enzimas como glutationa
peroxidase (GSH-Px), superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Estes
sistemas antioxidantes previnem a formagcdo de radicais livres a partir de
peréxidos preexistentes, e como estdo naturalmente presentes no musculo
esquelético, sdo capazes de inibir a oxidacao lipidica tanto em tecidos vivos como
na carne pés-abate (Chan e Decker, 1994).



A concentracao e atividade de muitos destes antioxidantes endégenos pode
ser influenciada pela dieta, e desta forma pode-se aumentar a estabilidade
oxidativa da carne sem que a adicdo de antioxidantes sintéticos seja necessaria
(Maraschiello et al., 1999).

2.1.1. Oxidacao de Proteinas

O termo “oxidacdo protéica” refere-se a modificagdo de uma proteina
induzida de forma direta por espécies reativas ou indiretamente através da reacao
com produtos secundarios do estresse oxidativo. Embora as proteinas também
sejam substratos para a acao dos radicais livres, seu efeito sobre elas é menos
intenso do que se verifica nos lipidios, devido ao fato das reagcées serem mais
lentas. Alguns dos agentes responsaveis pela oxidagao protéica sao o peréxido de
hidrogénio, metais de transicdo como ferro e cobre, luz ultravioleta, ozbénio e
produtos da oxidacao lipidica (Shacter, 2000).

Devido ao dano oxidativo, as proteinas podem sofrer modificacbes em
aminoacidos especificos, mudangas conformacionais, fragmentacdo da cadeia
peptidica ou alteragdo da carga elétrica. Estas alteragbes podem provocar
diversas consequéncias funcionais, tais como aumento da susceptibilidade a
protedlise e inativacdo enzimética (Shacter, 2000).

As principais consequéncias da oxidagao protéica sobre a qualidade da carne
e produtos carneos verificam-se sobre a coloracdo, sendo que esta se deve
fundamentalmente ao estado da proteina muscular mioglobina (Figura 1), principal
responsavel pela cor vermelha do muasculo e tendo como fungcdo o
armazenamento do oxigénio necessario ao metabolismo aerdbico. A mioglobina é
uma proteina conjugada constituida por uma parte protéica (globina) e um grupo
prostético de natureza nao-peptidica (grupo heme).
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Figura 1. Molécula da mioglobina.

A molécula de mioglobina da a carne fresca uma coloracdo vermelho
purpura. Em contato com o ar, esta molécula se oxigena dando lugar a
oximioglobina, de cor vermelho brilhante. Quando a mioglobina se oxida, forma-se
a forma férrica (Fe*®), denominada metamioglobina, responsavel pela coloragdo
marrom da carne (Chan et al., 1997)

A oxidacdo da oximioglobina e a oxidacdo lipidica ocorrem de maneira
simultanea, e cada um destes processos parece ser capaz de agravar o outro. Ja
foi demonstrado que produtos secundarios da oxidacado lipidica promovem a
oxidacdo da oximioglobina, assim como heme-pigmentos, especialmente
metamioglobina, sdo catalisadores da peroxidagao lipidica na carne cozida (Chan
et al., 1997).

2.1.2. Oxidacao de Lipidios

Uma das mais importantes causas da deterioracao de produtos carneos € a
oxidacao lipidica, a qual afeta acidos graxos, principalmente os poliinsaturados
(Fernandez et al., 1997). Este processo de degradacdo auto-oxidativa gera
produtos que alteram a qualidade e as caracteristicas organolépticas da carne,
diminuindo a aceitagdo do produto por parte do consumidor. Além disso, existe a
possibilidade de um efeito tdxico causado pela ingestdo continua e prolongada

dos produtos rancificados (Bobbio e Bobbio, 2001). O processo de oxidacao se



inicia na ligacao carbono-hidrogénio adjacente a dupla ligagdo da cadeia de
carbono, podendo ser catalisado por um grande numero de fatores, especialmente
fatores ambientais (umidade, calor, luz, oxigénio), presenca de certos metais,
enzimas e pigmentos (Racanicci, 2004).

A carne de frango se caracteriza por possuir uma concentragao relativamente
elevada de acidos graxos insaturados, que a torna mais susceptivel a rancidez
oxidativa em comparacao a outros tipos de carne, sendo superada somente pela
carne de peixe (Byrne et al, 2002), principalmente durante os processos de
armazenamento e cozimento (Carreras, 2004a). A rancidez oxidativa normalmente
nao ocorre com acidos graxos saturados, porque neste caso a formagdo de um
radical livre € energeticamente desfavoravel; ja a presenca de duplas ligacées na
cadeia carbbnica do &cido graxo baixa a energia necessaria para a ruptura
homolitica das ligagdes carbono-hidrogénio (Bobbio e Bobbio, 2001).

O grau de oxidagao lipidica da carne e de produtos carneos é determinado
habitualmente por métodos quimicos, sendo o teste do 4cido tiobarbiturico (TBA) o
mais utilizado e considerado um bom indicador da rancidez. A formagdo do
malonaldeido (MDA) ocorre através da decomposicao de hidroperéxidos, produtos
primarios da oxidacéo lipidica. Alguns dos fatores que determinam a extensao na
formacao deste aldeido através de acidos graxos poliinsaturados sdo: o grau de
insaturacao (Dahle et al., 1962), a presenca de metais, o pH, a temperatura e a
duracao e condi¢des do aquecimento (Fernandez et al., 1997). Existem, além do
MDA, outras substancias que reagem com o &cido tiobarbitdrico, sendo estas
chamadas genericamente de TBARS (Carreras, 2004a).

2.1.2.1. Etapas da Peroxidacao Lipidica

A modificacao dos acidos graxos € principalmente realizada através de um
mecanismo de autocatdlise envolvendo radicais livres, denominado auto-oxidacao
(Fernandez et al,, 1997). Esta reacdo em cadeia ocorre em trés etapas, com
caracteristicas organolépticas distintas. Na primeira fase, formam-se os primeiros
radicais livres, e ainda nao se percebe cheiro ou sabor de ranco; na segunda fase,
h& um aumento na quantidade de perdxidos e seus produtos de decomposicao, e



o cheiro e sabor que tendem a aumentar rapidamente; a Ultima fase caracteriza-se
por cheiro e sabor fortes, alteracées da cor e da viscosidade dos lipidios e também
por sua decomposicao (Bobbio e Bobbio, 2001).

2.1.2.1.1. Iniciacao ou Inducao

Para a formacao dos primeiros peroxidos € necessaria a participagdo de um
radical suficientemente reativo, capaz de subtrair um atomo de hidrogénio de um
grupo metileno do &cido graxo (Morrissey et al, 1998). Dentre os radicais

iniciadores, podemos citar:

Oxigénio Singleto ('02) - o oxigénio atmosférico (*0,), no estado tripleto,
necessita ser ativado para que possa reagir, no estado singleto, com moléculas
organicas, como os acidos graxos insaturados (Bobbio e Bobbio, 2001).

Radical Superoéxido (O27) - a reducao, por adicdo de um elétron, do oxigénio
molecular, gera o radical superdxido. No tecido muscular este radical pode ser
gerado pelos sistemas de transferéncia de elétrons de membrana, através da
auto-oxidacao da oximioglobina a metamioglobina, pela ativacao de leucdcitos ou
ainda através da oxidacao de compostos redutores, como o acido ascérbico
(Carreras, 2004a). Este radical ndo tem um potencial redox suficiente para iniciar a
oxidagéo lipidica, mas pode ser transformado em outras espécies oxidantes mais
potentes, tais como perdxido de hidrogénio (H2O,), radical peridroxila (HOO") e

peroxinitrito (Spiteller apud Carreras, 2004a).

Peroxido de Hidrogénio (H202) — a reducao de um elétron do radical superéxido
gera o peréxido de hidrogénio, que apesar de nao reagir diretamente com acidos
graxos, possui a capacidade de atravessar membranas biologicas, além de
originar radicais livres muito reativos (Halliwell e Gutteridge, 1984).



Radical Hidroxila (HOe) — a maior parte € produzida pela cisdo do peréxido de
hidrogénio catalisada por metais, denominada reacdo de Fenton. O radical
hidroxila também pode ser gerado a partir da reacdo entre o perdxido de
hidrogénio e o radical superdxido, conhecida como reacdo de Haber-Weiss ou
pela reacao entre metais e perdxidos organicos, lipidicos ou protéicos. Este radical
€ altamente reativo, capaz de iniciar a oxidagao de lipidios e outras moléculas
biolégicas (Carreras, 2004a). A Equacédo 1 mostra o primeiro passo da reacao de
oxidacao lipidica de um acido graxo insaturado (RH), iniciada pelo radical

hidroxila, dando origem a um radical lipidico (Re).

RH + HOe — Re + H,O (1)

Heme-Proteinas — além de serem eficientes catalisadores da reacao de Fenton e
da reacao de Haber-Weiss, a mioglobina e a hemoglobina podem ser ativadas por
H.O,, gerando um radical oxoferril intermediario de vida curta, capaz de iniciar a

peroxidacao (Chan et al., 1997).

2.1.2.1.2. Propagacao
O radical lipidico (Re) formado durante a etapa de iniciacdo reage
rapidamente com o oxigénio molecular gerando um radical peroxila (ROQOe), como

mostra a Equacéao 2.
Re + 02 — ROOQe (2)
Este radical pode oxidar outros acidos graxos, dando lugar a hidroper6xidos
(ROOH) (Equacao 3) e propagando assim a reacdo em cadeia, que se processa

rapidamente, pois menos energia é requerida (Morrissey et al., 1998).

ROQe + RH — ROOH + Re (3)



2.1.2.1.3. Terminacao

A terminacao da reacdo em cadeia da peroxidacao se da normalmente pela
combinacdo de radicais peroxila, dando lugar a produtos nao-radicalares
(Carreras, 2004a).

2.1.2.2. Fatores que afetam a Oxidacao Lipidica

2.1.2.2.1. Espécie Animal - o potencial oxidativo lipidico de amostras de carne
crua é muito influenciado pelo conteudo de pigmentos heme; assim, a carne crua
bovina tem maior tendéncia a sofrer oxidagdo do que a de frango, por exemplo.
Mas na carne cozida, esta situacéo se inverte, e a carne de frango passa a ocupar
o primeiro lugar quanto a susceptibilidade a oxidacao. Isto se explica, em parte,
pelo maior conteudo de &acidos graxos poliinsaturados (AGPI) destas carnes.
Durante o cozimento é produzida a desnaturacdo das hemeproteinas que
participam como catalisadores da oxidacao, e por sua vez ocorre a liberacdo dos
AGPI dos fosfolipidios de membrana, que sao os principais substratos de oxidacao
(Gray et al., 1996). Por outro lado, também tem sido descritas diferencas na
atividade do sistema endégeno de enzimas antioxidantes em funcdo da espécie
animal (Mei et al., 1994; Lee et al., 1996b).

2.1.2.2.2. Tipo de Musculo - dentro de uma mesma espécie animal, o contetdo
lipidico, a atividade das enzimas antioxidantes os niveis de antioxidantes
endodgenos nao enzimaticos como a vitamina E, variam em fungdo do tipo de

musculo (Devore et al., 1983; Lee et al., 1996a).

2.1.2.2.3. Manipulacao e Cozimento - a manipulagdo fisica da carne produz
rupturas em sua estrutura muscular e expde os lipidios a um ambiente pré-
oxidante, promovendo o contato entre os substratos da oxidacao, favorecendo a
reacao (Gray et al., 1996).

Ja o cozimento provoca uma ruptura na estrutura do tecido muscular,
causando a desnaturacdo de proteinas com conseqlente perda na atividade
enzimatica de algumas delas, além de liberar ferro que atua como catalisador da
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oxidagao. O tratamento térmico afeta a atividade das enzimas antioxidantes (Mei
et al., 1994; Lee et al., 1996b), oxigénio é liberado da oximioglobina, gerando
peréxido de hidrogénio e assim ocorre a ruptura de hidroperéxidos gerando

radicais livres que propagam a peroxidagao (Kanner, 1994).

2.1.2.3. Controle da Oxidacao Lipidica através da Suplementacao de
Antioxidantes

O tecido muscular postmortem difere do tecido vivo porque nao pode se auto-
reparar e por isso a estabilidade oxidativa do musculo esquelético dependera da
composicao, concentracdo e reatividade dos substratos de oxidagdo, de seus
catalisadores e dos antioxidantes (Carreras et al., 2004a).

O musculo vivo possui valores de pH na faixa de 6,9 a 7,3 (Enfalt et al. apud
Anadén, 2002), mas devido a glicélise postmortem e o0 consequiente acumulo de
acido lactico, o pH diminui, afetando vérias propriedades da carne, incluindo a cor,
capacidade de retencédo de agua e a solubilidade de proteinas (Anadén, 2002).

As enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) e super6xido
dismutase (SOD) sao classificadas como antioxidantes preventivos, e constituem
um importante sistema de defesa enzimético contra o ataque de radicais livres a
membranas celulares e intracelulares (Rover et al., 2001).

A inclusdo de antioxidantes na dieta de animais destinados a producdo de
carne é um método efetivo para aumentar a estabilidade oxidativa do musculo.
Alguns compostos administrados ndo sao propriamente antioxidantes, e sim
nutrientes essenciais para o funcionamento de sistemas antioxidantes enddgenos.
Um exemplo sdo os minerais cobre, manganés, zinco e selénio, cofatores de

sistemas enzimaticos antioxidantes (Papas, 1999).

2.1.2.4. Influéncia da Oxidacao Lipidica sobre a Qualidade da Carne

O processo de rancidez oxidativa inicia-se logo apés o abate do animal,
intensificando-se até o ponto em que a carne torna-se inaceitavel para consumo.
Durante o processo de conversao de musculo em carne ocorrem varias mudangas

bioquimicas que fazem parte do metabolismo postmortem, sendo assim
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promovidas condi¢des para que o processo oxidativo se instale (Gray et al., 1996;
Morrissey et al., 1998). Imediatamente apdés o abate ainda existe uma certa
atividade metabdlica, mas devido a falta de circulagdo sanguinea, os produtos da
quebra do glicogénio se acumulam nos tecidos na forma de acido latico, ocorrendo
uma diminui¢cdo gradual do pH a niveis levemente acidos. Além disso, o sistema
de defesa antioxidante torna-se enfraquecido devido a deficiéncia de vitaminas, e
€ pouco provavel que este sistema normalmente disponivel no animal vivo ainda
funcione (Racanicci, 2004).

O termo “qualidade da carne” diz respeito a um amplo conjunto de
caracteristicas apresentadas por esta, incluindo desde suas propriedades fisicas,
quimicas, morfoldgicas, bioquimicas e microbioldgicas até aspectos sensoriais
(flavor, textura e cor desejaveis), tecnoldgicos (processamento e armazenagem) e
nutricionais (composicao lipidica e protéica adequada, auséncia de compostos
alergénicos ou téxicos) (Anadon, 2002; Carreras, 2004a). O aspecto, a textura, a
suculéncia, a maciez, o odor e o flavor sdao algumas das caracteristicas
perceptiveis que mais influenciam a opinido dos consumidores a respeito da
qualidade da carne, influenciando na decisdo de compra (Gray et al., 1996).

2.1.2.4.1. Flavor

O flavor € um dos atributos sensoriais mais destacados na carne, podendo
ser definido pelo conjunto complexo de propriedades olfativas e gustativas que se
percebem durante a degustacdo. O desenvolvimento do flavor na carne é
influenciado por fatores antemorten (espécie, sexo, idade, composicdo da dieta
animal) e por fatores postmorten (processamento, cozimento, armazenamento),
sendo estes Ultimos os mais destacados na maioria dos casos (Carreras, 2004a).

Apesar de que o principal fator limitante na vida de prateleira da carne fresca
seja a carga microbiana, a oxidacao lipidica dos acidos graxos insaturados dos
fosfolipidios das membranas musculares é uma das principais causas da
deterioracdo da qualidade da carne e no desenvolvimento de off-flavors, termo
utilizado para descrever sensacOes olfato-gustativas nao caracteristicas,
geralmente associadas a deterioracao da carne (Gray et al., 1996).
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E durante o cozimento da carne que sdo gerados os compostos responsaveis
pelo seu flavor caracteristico. Sao produzidos dessa forma compostos nao volateis
(peptideos, aminoacidos, acidos organicos, acucares e nucleotideos) e compostos
volateis (alcanos, aldeidos, cetonas, élcoois, ésteres e acidos), derivados
principalmente da reacao de Maillard e da peroxidacao lipidica, sendo que estes
ultimos, gerados pela decomposicdo de hidroperoxidos, sdo os grandes
responsaveis pelo desenvolvimento de odor e flavor indesejaveis (Mottram, 1998).

O termo warmed over flavor (WOF) foi introduzido por Tims e Watts no ano
de 1958 para descrever o desenvolvimento de um flavor oxidado nas carnes
reaquecidas ap6s cozimento e refrigeracdo, que se verifica mesmo em periodos
curtos. O desenvolvimento de WOF é atribuido principalmente a auto-oxidagao
dos acidos graxos poliinsaturados na carne. Varios estudos tém investigado sobre
o desenvolvimento de WOF, e estes levam em conta o método, a temperatura e o
tempo de cozimento (Byrne et al., 2002). O cozimento de carnes em temperaturas
de 70 a 80°C leva a um rompimento das membranas musculares, facilitando a
interacdo dos catalisadores da oxidagao lipidica com os acidos graxos, resultando
na geracao de radicais livres e na geracao de WOF (Pearson apud Byrne et al.,
2002). Ja em temperaturas iguais ou superiores a 100°C, o desenvolvimento de
WOF parece ser inibido, provavelmente devido as propriedades antioxidantes de
substancias produzidas pela reagdo de Maillard nestas temperaturas (Byrne et al.,
2002).

2.1.2.4.2. Textura

A textura € um fator importante na apreciagdo sensorial de um alimento,
sendo que a textura da carne é influenciada pela raga do animal, sexo, idade e
fatores de criacdo. As mudancas produzidas durante a conversdao do musculo em
carne afetam também de forma importante esta caracteristica (Anadon, 2002). Da
mesma forma, como resultado da reacdo entre lipidios oxidados e proteinas,
podem ser provocados intercruzamentos entre essas moléculas, causando uma
diminuicado da solubilidade de proteinas ou também sua desnaturacdo, o que
afetaria negativamente a textura da carne (Kanner, 1994).
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2.1.2.4.3. Cor

A coloracao da carne fresca depende diretamente da concentracéo e estado
quimico dos pigmentos heme, sendo que 0s principais encontrados na carne de
frango sdo a mioglobina, a hemoglobina e o citocromo C. A concentragdo de
mioglobina, pigmento que mais contribui para a definigho da cor, é
significativamente mais baixa neste tipo de carne do que a encontrada em
musculos de outras espécies (Anadén, 2002).

A cor da carne é afetada por fatores como idade, sexo, raca, dieta, gordura
intramuscular, conteddo de umidade e nivel de estresse no momento do abate. As
diferengas basicas de cor entre musculos de um mesmo animal sdo resultado da
propor¢ao relativa de fibras musculares brancas e vermelhas. Em relagéo as aves,
o peito € composto principalmente por fibras brancas com baixo conteldo em
mioglobina, possuindo assim uma cor clara; ja a sobrecoxa é composta
principalmente por fibras vermelhas e apresenta uma cor mais escura (Daun e
Akesson, 2004).

Espécies radicalares produzidas durante a oxidacao lipidica podem promover
a oxidacao dos pigmentos heme; diversos estudos mostram a eficacia de
diferentes antioxidantes na manutencao da estabilidade da cor da carne (Gray et
al., 1996).

2.2 Congelamento da Carne

O congelamento € considerado uma das melhores alternativas de
conservacao a longo prazo para a maioria dos alimentos, retardando a
deterioracdo causada por microrganismos e mantendo caracteristicas como
aparéncia, cor e aroma (Ben, 1999). Assim, 0 congelamento representa um
método de prolongamento da vida Util de carnes, pois a medida que a temperatura
€ reduzida, as reagdes fisicas, quimicas e bioquimicas, responsaveis pelas
alteracbes sensoriais, passam a ocorrer em velocidades mais lentas (Paine e
Paine apud Vieira, 2007). Contudo, sabe-se que a deterioracao do sabor devido a
oxidacao das gorduras representa um fator limitante da qualidade da carne e de
produtos carneos congelados (Pino, 2005).
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Os beneficios da técnica de congelamento devem-se a baixa temperatura
utilizada, e ndo a formacao de gelo em si. Durante o congelamento de tecidos, a
agua em solucao é transferida a cristais de gelo de um grau de pureza bastante
alto, e assim quase todos os constituintes ndo aquosos sao concentrados em uma
quantidade minima de agua nao congelada. Este efeito é similar ao da
desidratacdo convencional, apesar de que no congelamento a temperatura é
inferior e a agua separada é depositada localmente na forma de gelo. Devido ao
efeito de concentragdo por congelamento, a fase ndo congelada muda
significativamente suas propriedades, tais como pH, forga i6nica e viscosidade.
Estas mudangas freqlentemente favorecem o aumento das velocidades de
reacdo, por forcar as moléculas a unir-se e interagir umas com as outras. Em
consequéncia, o congelamento produz dois efeitos opostos: a diminuicdo da
temperatura, por si, reduz as velocidades de reagdo, enquanto que a
concentracdo por congelamento, muitas vezes propicia seu aumento (Fennema,
1993).

Enquanto que muitas enzimas sofrem desnaturagdo durante os processos de
congelamento e descongelamento, outras n&o sédo afetadas ou conservam
parcialmente sua atividade. Este comportamento depende principalmente do tipo
de enzima, do sistema em que ela se encontra e das condigdes de congelamento,
principalmente no que diz respeito a velocidade e oscilagbes de temperatura
(Fennema, 1993).

A formacédo dos cristais de gelo € a principal causa da degradacdo da
estrutura dos tecidos animais, devido ao rompimento das membranas e organelas
celulares através de perfuracbes, ocasionando alteracbes na estrutura e
localizagdo das enzimas nestes tecidos (Mortensen et al., 2006). Quanto menor for
o tempo de duracgéo da etapa de transi¢ao liquido — sélido, menores sao os cristais
formados dentro do alimento que esta sendo congelado, e assim, ao retornar a
temperatura ambiente, o tecido muscular se encontra proximo ao seu estado
original. No congelamento rapido, esta etapa de transicao leva até 25 minutos; ja
no congelamento lento, ha remocao de dgua das células e grandes cristais de gelo
sdo formados, podendo ocorrer danos fisicos aos tecidos celulares (Pino, 2005).
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Dessa forma, o congelamento e descongelamento lentos determinam, por regra
geral, maiores perdas de atividade enzimatica do que os processos rapidos.
Flutuagdes da temperatura de estocagem também favorecem o crescimento dos
cristais de gelo (Neves Filho apud Vieira, 2007).

A susceptibilidade de carnes congeladas a oxidagao lipidica pode ser em
funcéo da atividade de agua (A,), termo criado para denominar a agua disponivel
para crescimento microbiano e reacbes que possam deteriorar os alimentos
(Bobbio e Bobbio, 2001). Em baixos valores de atividade de agua (em torno de
0,4), a agua presente no alimento liga-se aos hidroperdxidos, interferindo em sua
decomposicao e retardando o processo de oxidagdo. Nesta faixa ocorre também
hidratacdo dos ions metalicos, que sao catalisadores desta reacao, reduzindo sua
eficiéncia. A medida que sdo alcancados valores acima de 0,4, h4 um aumento
progressivo na velocidade de oxidagao lipidica. Este comportamento pode ser
devido ao aumento da quantidade de oxigénio dissolvido, que catalisa a reacao;
também ha expansao das moléculas e exposicdo de seus sitios cataliticos.
Finalmente, em valores de atividade de agua maiores (acima de 0,8), ha um
retardamento na velocidade de oxidacao, provavelmente devido a diluicdo dos
catalisadores da reacao (Fennema, 1993).

Durante o congelamento a —18°C, a atividade de agua que correspondia a
aproximadamente 0,9 na carne fresca, é reduzida até 0,6, entrando na faixa de

valores que favorecem o aumento das reagdes de oxidacgao lipidica (Pino, 2005).

2.3 Uso do Mineral Selénio na Dieta Animal

Os minerais sao necessarios para a manutencdo da vida, pois estao
envolvidos em uma série de processos metabdlicos e fisioldégicos fundamentais a
manutencdo da saude em humanos e animais. Os microminerais ou elementos-
traco, particularmente o selénio, tém impacto significativo na performance e
imunidade animal, induzindo mudancas fisiolégicas no tecido muscular, o que
pode afetar positivamente a qualidade da carne de gado e frango (Hess et al.,
2003).
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O micronutriente selénio ocorre naturalmente em duas formas quimicas,
inorganica e organica. O selénio inorganico pode ser encontrado, dependendo de
seu estado de oxidacdo, na forma de selenito, selenato ou seleneto; ja a forma
organica & encontrada incorporada aos aminoacidos metionina e cisteina. Apesar
da forma inorganica representar uma fonte economicamente mais acessivel deste
nutriente, ela pode ser toxica em médias a altas concentracdes, além de interagir
e quelar outros minerais (Gowdy, 2004).

Em agosto de 2000, a forma de selénio organico selenometionina,
incorporada a leveduras (Sel-Plex®, Alltech Biotechnology Center, Nicholasville,
KY), foi aprovada pelo United States Food and Drug Administration como fonte de
suplementacao de selénio para frangos de corte (Upton Jr., 2003) e desde entado
esta forma tem sido uma boa alternativa de suplementacao na dieta animal. Sel-
Plex® é uma fonte organica de selénio resultante do crescimento de células de
leveduras em um meio deficiente em enxofre. Desta forma, as células séo
forcadas a incorporar o selénio em seus aminoacidos, tornando-se enriquecidas
com selenometionina, que € a mesma forma de selénio encontrada em graos
(Kelly e Powers apud Gowdy, 2004).

Embora as duas formas de selénio, inorganica e organica, possam ser
utilizadas como suplemento dietético, elas diferem bastante em suas propriedades
quimicas, sendo absorvidas e metabolizadas de forma diferente. Durante a
absorcdo, a selenometionina é ativamente transportada através das membranas
intestinais e acumulada no figado e musculo. Ja o selénio inorgénico, sendo
absorvido como um mineral, € muito pouco retido nos tecidos, sendo a maior parte
excretada (Upton Jr., 2003).

A concentragao de selénio utilizada na dieta de animais de criagao influencia
diretamente o depdsito deste elemento nos tecidos destes animais, bem como nos
produtos derivados, como leite e ovos. Os 6rgaos geralmente acumulam maiores
quantidades de selénio; o figado da maioria das espécies contém em média
quatro vezes mais selénio do que o musculo esquelético (Combs Jr., 2001). Em
frangos foi observado que a concentracao de selénio decresce na seguinte ordem:
penas > figado > rim > musculo > plasma (Upton Jr., 2003).
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Segundo Ali et al. (1997), a exigéncia de selénio para frangos de corte,
listada no NRC (1994), é de 0,15 mg/kg de racdo, o que seria suficiente para
otimizar a atividade da enzima glutationa peroxidase até os 21 dias de idade;
porém, o efeito da suplementacdo de selénio em dietas de aves pode variar de
acordo com a fonte utilizada (Moreira et al., 2001). Assim, a utilizacao de selénio
na dieta de animais de criagdo, visando garantir niveis adequados deste elemento
tanto para o animal quanto para o consumidor, deve considerar além de sua
concentragao, sua forma quimica.

Embora selenito ou selenato (formas inorganicas) possam ser efetivos como
suplementos alimentares para prevenir a deficiéncia de selénio em bovinos, estas
formas tém pouco impacto no contetudo de selénio na carne, leite e ovos. Niveis
maiores de selénio nos tecidos podem ser alcancados usando uma fonte de
selenometionina como suplemento alimentar (Combs Jr., 2001). Isto se da devido
a diferengas no metabolismo do selénio nos animais. Selenito, selenato e mesmo
selenocisteina sao utilizados na biossintese de selenoproteinas biologicamente
ativas, como a enzima glutationa peroxidase; ja a selenometionina é incorporada
as proteinas teciduais no lugar do aminoacido metionina, garantindo o estoque
muscular de selénio (Finley, 1999; Combs Jr, 2001; Whanger, 2003). Desta forma,
pode-se dizer que a atividade da enzima glutationa peroxidase é regulada
predominantemente pelos niveis de selenocisteina e/ou espécies inorganicas de
selénio oriundas da dieta (Borawska et al., 2004).

De acordo com Van Saun (1990), as concentracdes teciduais da enzima
glutationa peroxidase servem como um bom indicador dos niveis de selénio na
dieta de animais de criacao. As dosagens de GSH-Px tém sido sugeridas para a
avaliacao de selénio em bovinos, porém como esta enzima apresenta-se em

pequenas quantidades e com baixa estabilidade, o uso desta técnica é limitado.

2.4 Enzima Glutationa Peroxidase

2.4.1. Denominacao, Correlacao com Selénio e Localizacao
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De acordo com o Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB), as peroxidases recebem
genericamente a nomenclatura EC 1.11.1. Estas fazem parte do grupo de enzimas
denominado oxi-redutases, as quais estdo envolvidas em reacdes do tipo redox
onde atomos de hidrogénio, oxigénio ou elétrons sao transferidos entre moléculas,
sendo que no caso das peroxidases essa transferéncia ocorre na presenca de
peréxidos (London South Bank University, 2007). Esta reacdo pode ser descrita

pela Equacéao 4, sendo que X corresponde a molécula que sofre peroxidacao:

Xreduzida + H202 —  Xoxidada + H20 (4)

A enzima glutationa peroxidase ou GSH-Px foi descoberta por Mills em 1957,
em eritrécitos de mamiferos. Nao se observa sua presenca em plantas ou
bactérias, embora possa ser encontrada em algumas algas e fungos (Halliwell e
Gutteridge, 1985). E através da reducdo de hidroperéxidos que esta enzima
desempenha um importante papel na prevencdo de danos oxidativos em tecidos
(Arai et al., 1994); duas classes distintas desta enzima sao conhecidas, a GSH-Px
selénio-dependente (EC 1.11.1.9) e a GSH-Px selénio-independente (EC
2.5.1.18), cada uma possuindo maior especificidade por um determinado substrato
(Daun e Akesson, 2004).

A glutationa peroxidase selénio-dependente é capaz de reduzir peroxido de
hidrogénio (H2O2) e uma variedade de hidroperéxidos orgéanicos. Essa forma
possui massa molecular de 81.000, é uma proteina tetramérica e possui um atomo
de selénio em cada subunidade, na forma de selenocisteina. O segundo tipo, a
enzima GSH-Px selénio-independente, tem massa molecular de 35.000, é
dimérica e esta apta a reduzir qualquer hidroperdoxido organico, exceto o H.O»
(Punchard et al., 1996), e em substituicdo a selenocisteina, possui um residuo de
tirosina no sitio catalitico. Esta classe de enzimas selénio-independentes
correspondem as glutationa S-transferases (Arthur, 2000; Stagsted, 2006).

A atividade da GSH-Px selénio-dependente parece ter correlagcao positiva
com a ingestao dietética deste mineral (DeVore et al., 1983). Conseqlentemente,
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niveis inadequados de selénio no organismo podem levar a uma redugdo na
atividade desta enzima, ocorrendo um decréscimo na habilidade de degradar
peroxido de hidrogénio. Altos niveis desta substancia estdo relacionados com a
auto-oxidacdo de membranas celulares, danos ao DNA e prejuizos a funcgao
imune; pesquisas recentes demonstram uma elevacado de 32% na peroxidacao
lipidica nos eritrocitos de frangos deficientes de selénio (Holovska Jr. et al., 2003).

Foram identificadas quatro formas distintas da enzima GSH-Px selénio-
dependente, que atuam em diferentes compartimentos subcelulares: citosdlica,
fosfolipideo hidroperéxido, plasmatica e gastrintestinal (Arthur e Beckett, 1994).
Nos mamiferos e aves, a maior parte da enzima GSH-Px é encontrada na forma
de glutationa peroxidase citosélica (cGSH-Px), a qual utiliza como substratos
peroxido de hidrogénio, peréxido de cumeno, terc-butil hidroperéxido e
hidroperoxidos de acidos graxos. Ja a glutationa peroxidase fosfolipideo
hidroperéxido (phGSH-Px), intimamente associada as membranas celulares, exibe
atividade unicamente frente a hidroperéxidos de fosfolipideos e colesterol (Ursini
et al. apud Arthur e Beckett, 1994). A glutationa peroxidase plasméatica ou
extracelular (pGSH-Px), sintetizada e secretada pelas células hepéaticas,
metaboliza facilmente perdxido de hidrogénio e hidroperdxidos de acidos graxos, e
com menos eficiéncia, hidroperéxidos de fosfolipideos e colesterol. Por ultimo, a
glutationa peroxidase gastrintestinal (giGSH-Px) age nos mesmos substratos da
cGSH-Px e pGSH-Px (Punchard et al., 1996).

Apesar das diferentes localizacbes e especificidade em relagcdo aos
substratos, as formas de GSH-Px citosdlica, fosfolipidio hidroperéxido e
gastrintestinal sdo comumente agrupadas e denominadas genericamente de
glutationa peroxidase celular, devido ao fato de apresentarem caracteristicas
cinéticas semelhantes (Maddipati e Marnett, 1987; Lindmark-Mansson e Akesson,
2001b). Estudos recentes relatam que eritrocitos e tecidos animais contéem a GSH-
Px celular, enquanto que leite e plasma sanguineo contém a forma extracelular
(Chen et al., 2000; Stagsted, 2006), o que explica em parte a necessidade de

ajustes na técnica de determinacgao para os diferentes tipos de amostra.
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2.4.2. Presenca no Tecido Muscular

As fibras musculares podem ser classificadas em dois tipos metabdlicos
diferentes: oxidativas (vermelhas) e glicoliticas (brancas), sendo essa classificacao
baseada em sua composicdao quimica e atividade enzimatica. Os musculos
oxidativos possuem maior nimero de mitocondrias e um maior conteudo de
mioglobina do que os glicoliticos, e usam principalmente acidos graxos como
substratos, enquanto que os glicoliticos utilizam principalmente glicogénio como
fonte de energia (Daun e Akesson, 2004).

Estudos anteriores realizados com frango e peru (DeVore et al., 1983; Lee et
al., 1996) demonstraram uma maior atividade de GSH-Px no musculo oxidativo
(coxa) do que no glicolitico (peito). Como esta enzima esta localizada nas
mitocéndrias e no citosol das células musculares, sua maior atividade nas fibras
vermelhas pode ser correlacionada com a funcdo de impedir a oxidacdo nestas
células, as quais encontram-se principalmente sob metabolismo aerdbico (Chan e
Decker, 1994).

2.4.3. Principio de Analise da Atividade

A enzima glutationa peroxidase (GSH-Px) catalisa in vitro, com alta
especificidade, a reacdo que ocorre in vivo, ou seja, a detoxificacdo do peroxido
de hidrogénio (H2O,) através da oxidacao paralela do tripeptideo reduzido
glutationa (GSH), formado pelos residuos dos aminodacidos glicina, glutamato e
cisteina (Lehninger et al., 1995). A Equacéo 5 representa esta reacao global.

2GSH+HO, — _GSH-Px —_, GSSG + 2 H0O (5)

A molécula de glutationa oxidada (GSSG), formada nesta reacédo, é
regenerada a sua forma reduzida (GSH) através da reacdo paralela com a
molécula de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH),
catalisada por uma segunda enzima, a glutationa redutase (Equagéo 6). Apesar

desta enzima nao atuar diretamente na remocao de espécies radicalares, ela age
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conjuntamente com a glutationa peroxidase, impedindo a paralisagcdo do ciclo
metabdlico da glutationa (Rover Jr., 2001).

GSSG + NADPH + H GSRED " 2 GSH + NADP* (6)

O método analitico descrito por Paglia e Valentine em 1967 para a
determinacao da atividade da enzima glutationa peroxidase em eritrcitos baseia-
se neste ciclo redox. Através da medida do decaimento da absorbancia do
NADPH a 340 nm em presenca de H.O,, é possivel determinar a atividade
enzimatica, ja que esta € proporcional ao consumo do NADPH. Desde entao, este
método vem servindo de referéncia para a aplicacdo e adequacao aos mais
diferentes tipos de amostras, por ter-se mostrado mais conveniente e confiavel
(Chen et al., 2000).

2.4.4. Interacoes entre Enzima e Substratos

Enzimas sao biocatalisadores, ou seja, sdo moléculas que aumentam a taxa
da reacdo quimica sem sofrer transformacado permanente, apesar de haver uma
perda gradativa de sua atividade. Apresentam geralmente alta especificidade
como consequéncia de sua conformacao tridimensional, que provoca a formacao
de sitios ativos. Considerando a natureza complexa das enzimas é razoavel que
muitos fatores influenciem a eficiéncia dessa atividade catalitica (London South
Bank University, 2007).

Para que a reacgao catalisada pela glutationa peroxidase ocorra, € necessaria
a participacao do substrato glutationa (GSH) em sua forma reduzida, e uma
atencao especial deve ser dada a estabilidade deste tripeptideo, visto que ele
pode sofrer oxidagdo em funcao de impurezas presentes (como metais) e do valor
do pH da solugdo tampéao. Estes fatores podem levar a erros durante a andlise,
prejudicando a interpretacao dos resultados (Rover Jr., 2001).

E necessaria também a presenca de alguma espécie de hidroperdxido, e
este pode ser inorganico, como etil-hidroperdxido, terc-butil hidroperdxido e
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peréxido de hidrogénio, que sao reduzidos a agua; os hidroperdxidos de origem
organica, como os derivados do colesterol, acidos graxos e cumeno, sao
reduzidos ao seu alcool correspondente (Chaudiere et al., 1984; Brenda, 2007).

Em concentragdes de substrato muito baixas, a velocidade inicial de reacao
(Vo) € proporcional a concentracdo do substrato. Entretanto, a medida que a
concentragdo do substrato aumenta, a taxa inicial passa a crescer menos,
deixando de ser proporcional a essa concentracdo. Com o posterior aumento na
concentracdo do substrato, a taxa de reagdo torna-se essencialmente
independente de sua concentracdo, aproximando-se de uma taxa constante.
Nessa faixa pode-se dizer que a enzima esta saturada com o substrato.

Todas as enzimas apresentam o efeito da saturacdo, porém variam em
relacdo a concentracao requerida para produzi-lo. Esse efeito de saturacao levou
alguns pesquisadores a estabelecerem a hipdtese de que enzima e substrato
reagem reversivelmente para formar um complexo, passo essencial na catalise de
uma reagao (Lehninger et al., 1995).

As reacoes catalisadas pela GSH-Px extracelular (encontrada no leite e
plasma sanguineo) sdo cerca de dez vezes mais lentas do que aquelas
catalisadas pelo tipo celular (encontrada em eritrécitos e tecido muscular); além
disso, quando trata-se do tipo extracelular, a saturacao pelos substratos ocorre
facilmente, por este motivo este sistema necessita de concentragbes mais baixas
de glutationa reduzida (GSH) e peréxido (Chen et al., 2000). Ja a GSH-Px celular
parece ndo ser saturada com GSH, porém altas concentracbes desse substrato
também acabam bloqueando a reacdo enziméatica, s6 que por outro caminho,
inibindo a enzima glutationa redutase (que atua em conjunto no ciclo redox),
diminuindo desta forma a taxa de reacéo (Chen et al., 2000).

Em 1913, L. Michaelis e L. Menten desenvolveram a teoria da agao e cinética
enzimatica, e a partir disso, criou-se uma Equacédo (7) que permite demonstrar
como a velocidade de uma reagao varia em funcao da concentracdo do substrato
(Lehninger et al., 1995):
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V= V max[S] (7)
Km+[S]

Esta equacao relaciona a velocidade inicial de reagao (Vy), a velocidade
maxima (Vma) © a concentracdo inicial de substrato [S] com a constante de
Michaelis-Menten (K;). O K, de um substrato é a concentragdo do substrato na
qual a velocidade inicial de reagdo equivale a metade da velocidade maxima;
guanto menor seu valor, maior a afinidade da enzima pelo substrato. Para reacdes
que envolvem um substrato é expressa em moles por litro e é independente da
concentragdo da enzima. Na Tabela 1 encontram-se alguns substratos e seus
respectivos K, em relacdo a enzima glutationa peroxidase. Deve-se salientar que
os valores de K, ndo sao fixos e podem variar com a estrutura do substrato, com
o0 pH e com a temperatura; para enzimas que atuam em mais de um substrato,

cada substrato possui um K, caracteristico (Brenda, 2007).

Tabela 1. Substratos e seus respectivos K, em relagcao a enzima glutationa peroxidase. Fonte:
Brenda (2007)

Substrato K., (mM) | Observacoes

Colesterol 7 beta- hidroperéxido | 0,003

Perdxido de hidrogénio 0,003

Terc-butil hidroperdxido 0,059

Hidroperéxido de cumeno 0,144

GSH 2,1 pH 7,5, 25°C, reagdo com H,0,

GSH 2,6 pH 7,5, 25°C, reagéo com hidroperéxido de
cumeno

GSH 55 pH 7,5, 25°C, reagao com terc-butil
hidroperoxido

2.4.5. Inibidores da Reacao

Ja foi constatado que acidos mercapto-carboxilicos séo inibidores potentes e
especificos da GSH-Px, formando com esta complexos reversiveis. Alguns

24




compostos analogos a GSH atuam como substratos fracamente redutores na
auséncia desta molécula, e assim como muitos mercaptanos, competem com a
GSH no ciclo enzimatico da GSH-Px (Chaudiere et al., 1984).

Dentre outros inibidores da reacao catalisada pela enzima GSH-Px, pode-se
citar anions polivalentes (fosfato, sulfato, maleato) e o préprio NADPH, que age

S

(Brenda, 2007).

2.4.6. Extracao Enzimatica

Diferentemente do que ocorre com a determinacdo da atividade da enzima
glutationa peroxidase no plasma, a determinacdo em tecidos animais requer uma
extragdo prévia, pois a enzima encontra-se nas mitocondrias e no citosol das
células musculares (Chan e Decker, 1994). Além disso, outros fatores devem ser
levados em consideracao nesta fase pré-analise, com o objetivo de preservar a
atividade enzimatica, e entre eles pode-se citar o pH, a temperatura, a
concentracao de eletrdlitos e a diluicdo empregada (Fennema, 1993).

O centro ativo da enzima glutationa peroxidase contém o aminoacido
selenocisteina, um derivado da cisteina (Figura 2) por substituicdo do atomo de
enxofre por selénio. Este grupamento funcional, além de ser responsavel pela
polaridade da molécula, facilita sua oxidacao, através da formacao de uma ligacéo
covalente entre dois atomos de selénio. Ligacdes deste tipo ocorrem facilmente,
ocasionando maior estabilidade na estrutura das proteinas, e conseqliientemente
ocasionando inibicdo no centro ativo da enzima, o que dificulta sua extracao e

reatividade com os substratos (Lehninger et al., 1995).

HS— CH,~—C———COOH

NH5

Figura 2. Estrutura do aminoacido cisteina.
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“The Comprehensive Enzyme Information System” cita que o 2-
mercaptoetanol seria um agente estabilizador da enzima glutationa peroxidase
(Brenda, 2007). Esta capacidade de formagdo de complexos reversiveis com
compostos derivados do mercaptano torna-se bastante (til na etapa de pré-
ativacado da GSH-Px (Chaudiere et al., 1984). O 2-mercaptoetanol corresponde a
um agente redutor de acdo branda cuja utilizagdo j4 foi descrita em outros
trabalhos (Arai et al.,, 1994) com a finalidade de prevenir a oxidagcdao espontanea

durante a extracao de uma proteina (Farfan, 1994).

2.4.7. Efeito do pH sobre a Atividade Enzimatica

A maior parte das enzimas apresenta sua atividade maxima na faixa de pH
entre 4,5 e 8,0. Existe para cada enzima uma faixa em que a inativagdo é
reversivel, provavelmente devido a ionizacdo dos grupos funcionais do centro
ativo ou ainda de areas que controlam a conformacao da enzima. Mas em valores
extremos de pH, esta atividade pode decair irreversivelmente, devido a
desnaturacao protéica (Fennema, 1993).

Para a glutationa peroxidase, o pH 6timo de acao é proximo de 8,0 (Paglia e
Valentine, 1967), mas esta enzima continua ativa com valores de até 9,0 (Brenda,
2007); sua atividade é minima em pH abaixo de 6,0 (Mills, 1959). Assim, a maioria
dos procedimentos de analise da GSH-Px € conduzida na faixa de pH de 7,0 a 7,6
(Punchard et al., 1996).

2.4.8. Efeito da Temperatura sobre a Atividade Enzimatica

A maior parte das enzimas apresenta sua maxima atividade na faixa de 30 a
40°C, e em temperaturas acima de 45°C, comecam a sofrer desnaturagéo,
diminuindo gradativamente sua atividade (Fennema, 1993). A aceleracdo da
oxidacao lipidica causada pela temperatura, que € percebida nas carnes cozidas,
pode ser devida em parte a inativagdo das enzimas antioxidantes pelo calor (Mei
et al., 1994). Segundo Lee et al. (1996), temperaturas internas a partir de 70°C na
carne ja promovem a inativacdo da enzima glutationa peroxidase, sendo que a

90°C nenhuma atividade foi detectada. Paralelamente, sabe-se que muitas
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enzimas sofrem desnaturacdo durante os processos de congelamento e

descongelamento (Fennema, 1993).

2.4.9. Efeito dos eletrolitos sobre a enzima

Concentracdes elevadas de eletrdlitos afetam em geral a solubilidade das
proteinas (Fennema, 1993). De acordo com Chen et al. (2000), solugbes tampao
em baixas concentragdes favorecem a atividade da GSH-Px. A maioria dos
procedimentos de andlise desta enzima sdo conduzidos em tampao tris-HCI ou
fosfato, nas concentracdes de 50 a 100 mM (Punchard et al., 1996).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao das Amostras

3.1.1. Criacao das Aves

Durante os meses de abril e maio de 2006 foi conduzida a criacdo de frangos
de corte nas instalacdes da Embrapa, Unidade Suinos e Aves, em Concérdia-SC.
Foi adquirido um total de 1140 pintos de um dia, machos da linhagem Ross, ja
vacinados contra a doenca de Marek. As aves foram alojadas em 30 boxes (1,60
m X 1,75 m) cujas laterais eram teladas e o piso forrado com cama de maravalha.
As aves foram distribuidas nos boxes (38 aves cada) de acordo com o peso inicial

(bloco) e os tratamentos (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo das aves no Aviario Experimental

Box Bl Tratam
01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

OO0 (VTUVTUVTUVTUVIIR RPN DN RDNWWWWWNNNNNRRRRRER
NDARWUIINRFRUIRDRWNDRDRRWUIIRUVTRWENIUVUINWARRNWDN U

28



O manejo geral das aves seguiu recomendacdo do Manual da linhagem,
sendo fornecidas 24 horas diarias de luz nos primeiros 21 dias e 16 horas no
periodo posterior. Agua e ragdo foram fornecidos & vontade durante todo o
experimento. A disposi¢cdo dos boxes dentro de cada bloco foi planejada visando
minimizar as diferencas quanto a iluminagdo natural, temperatura e ventilagdo. A
Figura 3 mostra o corredor principal de acesso aos boxes no Aviario Experimental,

enquanto a estrutura de um box é apresentada na Figura 4.

Figura 4. Box numero 19 no Aviério Experimental.
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3.1.2. Composicao das Dietas

Os tratamentos experimentais consistiram de cinco dietas apresentando
diferentes niveis e fontes de selénio, conforme especificado na Tabela 3. As dietas
experimentais foram elaboradas a partir de férmulas basicas seguindo a
recomendacado de exigéncia nutricional de Rostagno et al. (2005), considerando-se
trés fases de desenvolvimento das aves: inicial (1 a 21 dias), crescimento (21 a 35
dias) e final (35 a 42 dias) (Tabela 4). Para propiciar a elaboracdo de dietas
experimentais com diferentes niveis de selénio nos tratamentos T2 a T5, o
ingrediente inerte caolin das formulas basicas foi substituido pelas fontes de selénio
inorganico (selenito de sbédio) ou organico (Sel-Plex®), conforme consta na
Tabela 5.

Tabela 3. Suplementagéo de selénio empregada nos tratamentos na criacao das aves

Tratamento |Descricao

T1 sem suplementagao de selénio na dieta (controle negativo)

T2 com suplementagao de selénio inorganico 0,15 mg/kg de racao
T3 com suplementagao de selénio inorganico 0,35 mg/kg de racao
T4 com suplementacao de selénio orgénico 0,15 mg/kg de racao
T5 com suplementacao de selénio orgénico 0,35 mg/kg de racao
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Tabela 4. Composicao percentual das dietas nas trés fases de desenvolvimento das aves

Fases de desenvolvimento das aves

Ingrediente Inicial Crescimento Final
Milho (%) 54,815 59,459 59,011
Farelo de Soja (%) 36,323 32,460 32,342
Oleo (%) 4,985 4,195 5,063
Fosfato Bicalcico (%) 2,033 1,927 1,760
Calcario (%) 0,806 1,003 0,971
DL-Metionina (%) 0,222 0,219 0,172
Sal (%) 0,364 0,365 0,366
Cloreto Colina (60%) 0,217 0,217 0,200
PX vit — 300 (%)’ 0,030 0,030 0,030
Px mineral (%)? 0,100 0,050 0,050
Coban 200 (%)® 0,060 0,030 0
Surmax-100 (%)* 0,010 0,010 0
Caolin (%)° 0,035 0,035 0,035
Total 100,00 100,00 100,00
Composicao calculada
EM (kcal/kg) 3150 3150 3200
PB (%) 21,5 20,1 20,0
Ca (%) 0,85 0,85 0,80
P disp. (%) 0,46 0,43 0,40
Metionina (%) 0,55 0,53 0,48
Metionina + Cistina (%) 0,90 0,86 0,81
Lisina (%) 1,21 1,10 1,10

! Composigédo por kg do produto: Vit.A,33.333.000 Ul; Vit.D3,10.000.000 Ul; Vit.E,133.330mg;
vit.K,10.000mg; Tiamina, 6.670mg; Riboflavina, 20.000mg; Piridoxina, 13.330mg; Vit.B12,
50.000mcg; Niacina, 166.670mg; Ac.Pantoténico, 40.000mg; Ac. Fdlico, 3.330mg; Biotina,
500mg.

2 Composigao por kg do produto: Fe, 100.000mg; Cu, 20.000mg; Mn, 160.000mg; Zn, 100.000mg;
Co, 2.000mg; I, 2.000mg.

® Monensina sédica - na fase Inicial foi utilizado COBAN 200 (200 g de atividade/kg de produto); na
fase de crescimento utilizou-se COBAN 400 (400 g de atividade/kg produto).

* Avilamicina, equivalente a 100g de atividade por kg do produto.

® Produto inerte utilizado para possibilitar inclusao variada de fontes de selénio que substituiram o
caolin.
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Tabela 5. Percentagem de selénio inorganico e organico utilizado nas dietas das aves

Tratamentos
Ingredientes T1 T2 T3 T4 T5
Caolin (%) ' 0,035 0,020 0,000 0,020 0,000
PX-Se (%) ? 0 0,015 0,035 0 0
Sel-Plex® (%) ® 0 0 0 0,015 0,035

! Ingrediente inerte.
2 Premix selénio, & base de selenito de sodio, contendo 1000 mg Se/kg.
% Produto comercial (Alltech®), contendo 1000 mg Se/kg.

3.1.3. Abate das Aves

Aos 42 dias de idade foram amostradas 90 aves para serem abatidas,
visando pesagem dos cortes e coleta de amostras para analises laboratoriais.
Antes do abate e ainda no aviario, procedeu-se a pesagem de todas as aves, e foi
calculado o peso médio por box. Em cada box foram amostradas trés aves, cujo
peso vivo mais se aproximava do valor médio do box de origem. As aves foram
identificadas e transportadas até o Abatedouro Experimental, onde foram
sacrificadas, depenadas e evisceradas. Apds um periodo de aproximadamente 15
minutos (para o escoamento de liquidos), as carcagas evisceradas foram lavadas
e separadas em partes (Figura 5), sendo as sobrecoxas embaladas em sacos
plasticos devidamente identificados. O material foi conservado em caixas de
isopor com gelo durante o abate e transportado nestas condi¢cdes para a URI -
Campus de Erechim para a realizacao das analises posteriores.
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Figura 5. Lavagem das carcagas das aves e separagao das partes no Abatedouro Experimental.

3.2 Determinacao da Atividade da Enzima Glutationa Peroxidase

A atividade da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px) foi determinada de
acordo com um procedimento modificado do método de Paglia e Valentine (1967),
no qual a molécula oxidada de glutationa (GSSG), produzida na reacao primaria
com a GSH-Px, é reduzida por intermédio de uma segunda enzima, a glutationa
redutase, com o auxilio do cofator NADPH, como mostra a Figura 6. Esta analise
foi realizada com base no decaimento da absorbancia no comprimento de onda de
340 nm, devido a oxidacdo do NADPH provocada pela presenca da enzima
glutationa peroxidase. Utilizando o coeficiente de extingdo molar do NADPH (¢ =
6,22 mM'.cm™), é possivel calcular a atividade enzimatica da GSH-Px.

GSH-Px

2 GSH GSSG

GR

NADP* NADPH + H*

Figura 6. Interconversao de glutationa nas suas formas reduzida e oxidada pela agao das
enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa redutase (GR).
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3.2.1. Amostras e Condicoes de Analise

As determinacdes da atividade enzimatica da GSH-Px foram realizadas em
duas etapas distintas. Na primeira etapa, utilizou-se a carne de sobrecoxa de frango
crua cerca de trés horas apds o abate (crua zero dia) e também cozida em agua
durante 40 minutos até atingir a temperatura interna de 66°C (cozida zero dia),
sendo que as condi¢des de cozimento escolhidas correspondem aquelas utilizadas
pela maioria dos consumidores. Estas mesmas amostras, crua e cozida,
permaneceram congeladas durante 90 dias a uma temperatura de —18°C (£1), e
foram descongeladas lentamente a uma temperatura de 4°C a fim de que se
procedessem as analises, dando origem as amostras denominadas “crua 90° dia” e
“cozida 90° dia”. Igualmente, o tempo e a temperatura de congelamento simulam as
praticas comuns de estocagem domeéstica da carne. As andlises foram realizadas
em duplicata em duas amostras de cada tratamento (T1, T2, T3, T4 e T5).

As determinacbes da segunda etapa foram realizadas em amostras cruas
congeladas durante 120 dias, escolhidas aleatoriamente entre os tratamentos T2 a
T5, ou seja, entre aqueles em que as aves receberam suplementacédo de selénio.
Nesta etapa, foram testadas diferentes condi¢cdes de analise, com o objetivo de
otimizar as determinagdes. Foram variadas a concentracdo de peroxido de
hidrogénio e a temperatura e o tempo de incubacao do meio de reacao; foi testada
a variagdo de substratos, com a utilizacao de terc-butil hidroperéxido em lugar do
peréxido de hidrogénio, e também a variacdo da solucdo tampao empregada na

extracao enzimatica.

3.2.2. Obtencao do Extrato Enzimatico

O extrato enzimatico foi obtido de acordo com a metodologia de Devore et al.,
(1983), com algumas modificacdes. Amostras de 5 g de sobrecoxa livre de pele e
gordura aparente foram homogeneizadas em 25 mL de tampao a 5°C durante 60
segundos no homogeneizador Omni-Mixer 17105 na velocidade 3, em banho de
gelo. Na extragdo, foram usados trés tipos de tamp&o: na primeira etapa, tampao
trizma-cloridrato (Tris-HCI) 50 mM pH 7,6 (Carreras, 2004), e na segunda etapa,
tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,6 + EDTA 1 mM + 2-mercaptoetanol 5 mM (Arai et al.,
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1994) e tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7,0 + EDTA 1 mM + 2-
mercaptoetanol 1 mM (ZeptoMetrix Corporation, 2006). Tanto o EDTA como o 2-
mercaptoetanol foram utilizados na solugdo tampao extrativa com o objetivo de
proteger o sitio ativo da enzima.

O homogeneizado foi transferido para tubos plasticos de centrifuga com 1,5
mL de capacidade e estes foram centrifugados a 27.500 g a 4°C durante 30
minutos. O sobrenadante obtido foi filtrado através de funil de vidro e papel filtro e
novamente centrifugado nas mesmas condicdes anteriores. O sobrenadante limpido
foi retirado cuidadosamente através de pipetador automatico e armazenado a 4°C
em tubos identificados até o momento da andlise, ou seja, durante
aproximadamente 60 minutos.

O pH das solugdes tampao utilizadas foi mantido na faixa ideal para atividade
da glutationa peroxidase, que varia de 7,0 a 7,6 (Punchard et al, 1996); a
temperatura também foi mantida em uma faixa que afastasse o risco de inativacao
térmica da enzima, com o uso de solugdo tampao em baixa temperatura,
homogeneizagao realizada em banho de gelo para evitar o aguecimento produzido
pela rotacdo das laminas do homogeneizador e centrifugacdo realizada a
temperatura de 4°C. As concentragdes das solugcbes tampao utilizadas também
foram mantidas na faixa que favorece a atividade da enzima GSH-Px (Chen et al.,
2000).

3.2.3. Método de Determinacao da Atividade

Para a determinagdo da atividade enzimatica da enzima glutationa
peroxidase o meio de reacdo era composto por 350 puL de tampéao fosfato de
potassio 171 mM + azida sddica 4,28 mM + EDTA 2,14 mM, 250 uL de glutationa
reduzida 6 mM, 250 uL de NADPH 0,9 mM, 250 uL de glutationa redutase 2 U/mL e
150 uL de extrato enzimatico. A azida sédica foi adicionada ao meio com o objetivo
de inibir a atividade da enzima antioxidante catalase (Punchard et al., 1996), que
converte o peréxido de hidrogénio em agua.

Os reativos foram pipetados em tubo de ensaio, em seqliéncia, a temperatura

de 22°C (£1). Apds rapida homogeneizacao, foram adicionados 250 uL de perdxido
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de hidrogénio, efetuando-se a transferéncia do meio de reagédo para a cubeta de
quartzo e determinando-se no espectrofotbmetro a variacao de absorbancia a 340
nm durante 300 segundos, com leituras registradas a cada 15 segundos e zerando
o aparelho com agua Milli-Q. As medidas de absorbancia foram realizadas no
aparelho Agilent 8453 UV-Visible. Devido ao fato de possuirem baixa estabilidade,
as solugdes de glutationa redutase e peroxido de hidrogénio foram preparadas
minutos antes de cada analise, ndo sendo estocadas.

Foram testadas trés concentracées de perdxido de hidrogénio, 0,72 mM, 7,2
mM e 72 mM, e em substituicio a esse substrato, terc-butil hidroperéxido na
concentragdo de 15 mM. Paralelamente, foi feita a leitura dos controles, que
consistiam no mesmo meio de reacdo exceto o extrato enzimatico, que foi
substituido por agua Milli-Q na mesma proporcdao. A medida de absorbancia do
controle é necessaria para descontar a oxidacdo ndao enzimatica que ocorre com o
NADPH.

3.2.4. Expressao dos Resultados
A atividade da enzima GSH-Px é calculada com base no coeficiente de
extingdo molar do NADPH, que a 340 nm é igual a 6,22 mM/cm. A taxa de
decaimento na absorbancia (AA/min) observada para cada amostra (calculada
através da subtracdo da taxa observada para o controle) pode ser convertida em
consumo de NADPH com o uso da seguinte relacdo: 1 unidade de glutationa
peroxidase causa a formagéo de 1 umol de NADP™ a partir do NADPH por minuto
em pH 7,0 e a 25°C (Zeptometrix Corporation, 2006). Dependendo da amostra
utilizada, a atividade da enzima glutationa peroxidase pode ser expressa em
unidades/mL ou L, unidades/g de tecido, unidades/mg de proteina ou ainda em
unidades/mg de hemoglobina (Punchard et al., 1996).
Neste experimento os valores de atividade foram expressos em U/g de
tecido, de acordo com a Equacao 8 (Zeptometrix Corporation, 2006):

U/g = AA/min X F (8)
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Na Equacéo 8, F representa um fator tedrico usado para converter a taxa de
decaimento na absorbancia (AA/min) as correspondentes unidades de atividade

enzimatica, e é calculado de acordo com a Equacéao 9:

F:(VR/VA)XS

6,22 ©)

onde VR corresponde ao volume de reacédo (em mL) e VA ao volume de amostra
(em mL); o numero 5 corresponde a diluicdo empregada na extragéo (isto é, 5 mL
de extrato enzimatico € o volume que contém 1 g de tecido) e 6,22 corresponde ao

coeficiente de extingdo molar do NADPH (em mM/cm).

3.3 Determinacao do grau de oxidacao lipidica

As andlises de TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) foram
determinadas em duplicata em trés amostras de cada tratamento. Foi utilizada a
carne de sobrecoxa de frango crua cerca de trés horas apds o abate (crua zero
dia) e cozida em agua durante 40 minutos até atingir a temperatura interna de
66°C (cozida zero dia); estas mesmas amostras cozidas permaneceram
congeladas por 90 dias a uma temperatura de —18°C (1) (cozida 90° dia), e foram
descongeladas lentamente a uma temperatura de 4°C a fim de que se
procedessem as analises, segundo o método de extracdo acido-aquosa, descrita
por Raharjo et al. (1992) e modificada por Facco (2002).

Os produtos primarios da oxidacgao lipidica constituem-se principalmente de
hidroperéxidos, que sé@o rapidamente decompostos em varias substancias reativas
ao acido 2-tiobarbiturico (TBA), sendo o malonaldeido (MDA) o elemento mais
importante. O produto da reagdo destes compostos secundarios com o TBA é
colorido e absorve fortemente a 531 nm (Figura 7) (Facco, 2002; Racanicci, 2004).
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Figura 7. Reacgéo entre TBA e MDA com a formagéo do produto pigmentado que absorve a 531
nm. Fonte: Fernandez et al. (1997).

Para execucdo da andlise, as amostras de sobrecoxa de frango, livres de
pele e gordura aparente, foram picadas manualmente e a 5 g delas foram
adicionados 0,5 mL de BHT 0,15% e 20 mL de acido tricloroacético (TCA) 5%,
sendo aguardado um tempo de contato de 15 a 20 minutos para que ocorresse a
extragcdo do MDA. O BHT foi utilizado para prevenir a oxidagao durante o preparo.
Foi processada a homogeneizacdo no homogeneizador Omni-Mixer 17105, na
velocidade 3 durante 60 segundos. Em seguida o homogeneizado foi filtrado
através de funil de vidro e papel filiro para balées volumétricos de 25 mL, e seu
volume foi completado com TCA 5%. Desta solucao foram retirados 2 mL que
reagiram com 2 mL &cido tiobarbitarico 0,08 M, sendo os tubos vedados,
colocados em banho-maria fervente e deixados por 5 minutos apés a temperatura
da agua ter atingido 95°C. O liquido resfriado foi centrifugado a 3.000 rpm durante
cinco minutos e foi efetuada a leitura a 531 nm contra um branco contendo todos
0s reagentes exceto a amostra, que foi substituida por agua na mesma proporgao.
O espectrofotébmetro utilizado foi da marca Lambda, modelo EZ 150.

3.4 Analise Estatistica

As determinacdes foram realizadas com trés repeticdes e os resultados
obtidos foram analisados estatisticamente através de célculos de média, desvio
padrao, analise de variancia e teste de Tukey, em um nivel de confianca de 95%,
utilizando o Software Statistica 5.0 (StatSoft Inc®).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo discutidos os resultados referentes as medidas de
atividade da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px) e TBARS na carne de
sobrecoxa de frango. Os experimentos foram conduzidos em duas etapas; na
primeira foi verificada a influéncia da suplementacédo de selénio e das condicdes
de processamento e armazenamento sobre a atividade enzimatica e os niveis de
oxidagao lipidica nas amostras. Na segunda etapa, foram testadas novas
condicOes de analise com o objetivo de otimizar as determinacdes de GSH-Px.

4.1 Primeira Etapa

Os objetivos desta primeira etapa foram verificar a influéncia de diferentes
fontes e niveis de selénio adicionados a alimentacao dos frangos sobre a atividade
da enzima glutationa peroxidase na carne e também avaliar a estabilidade desta
enzima e a estabilidade oxidativa nas amostras frente ao cozimento e ao
armazenamento a baixas temperaturas.

As determinagées da GSH-Px foram realizadas na carne de sobrecoxa de
frango crua apos trés horas do abate (crua zero dia) e congelada a —18°C durante
90 dias (crua 90° dia); avaliou-se também o comportamento da enzima na carne
cozida em agua durante 40 minutos até atingir a temperatura interna de 66°C
(cozida zero dia) e depois de congelada a —18°C durante 90 dias (cozida 90° dia).
As determinagdes de TBARS foram realizadas na carne de sobrecoxa de frango
crua apos trés horas do abate (crua zero dia), na carne cozida em agua durante
40 minutos até atingir a temperatura interna de 66°C (cozida zero dia) e depois de

congelada a —18°C durante 90 dias (cozida 90° dia).

4.1.1. Influéncia das Fontes e Niveis de Selénio sobre a Atividade da Enzima
Glutationa Peroxidase

Na Tabela 6 sdo mostrados os valores de atividade da enzima GSH-Px em
analise estatistica individual, onde se pode verificar o efeito das fontes e niveis de

selénio empregados na dieta das aves sobre a atividade enzimatica da carne de
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sobrecoxa crua trés horas ap6s o abate e armazenada durante 90 dias a —18°C.

Estes mesmos resultados também podem ser visualizados na Figura 10.

Tabela 6. Atividades da GSH-Px (U/g) verificadas na carne crua trés horas ap6s o abate e na
carne armazenada durante 90 dias a —18°C nos cinco tratamentos empregados na
criacdo das aves

Tratamento Amostra crua dia zero Amostra crua 902 dia
T1 (s/ Se) 0,051 " 0,007 ©
(+0,031) (+0,002)
T2 (Se inorganico 0,15 mg/kg) 0,083" 0,023 F
(+0,014) (+0,001)
T3 (Se inorganico 0,35 mg/kg) 0,045 " 0,003 ©
(+0,003) (+0,002)
T4 (Se organico 0,15 mg/kg) 0,077 * 0,020 ®
(+0,015) (+0,002)
T5 (Se organico 0,35 mg/kg) 0,085 " 0,036 *
(+0,019) (+0,010)

NOTA: ™ “letras diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca significativa pelo teste

de Tukey (p < 0,05).

Analisando-se os valores iniciais de atividade da GSH-Px na carne fresca
(amostra crua dia zero), verificou-se que os resultados encontrados para as
amostras nos cinco tratamentos ndo foram significativamente diferentes entre si (p
> 0,05), inclusive para aquele grupo que nao recebeu selénio na dieta (T1). Assim,
neste trabalho, nenhum efeito produzido pela fonte ou nivel de selénio usado na
alimentacao das aves foi verificado sobre a atividade da GSH-Px.

Holovska Jr. et al. (2003), ao determinarem a atividade desta enzima em
figado de frangos alimentados com diferentes formas e quantidades de selénio,
encontraram resultados semelhantes aos deste experimento. Ao utilizar quatro
tipos de dieta (basal, selénio inorganico 0,2 mg/kg, selénio organico 0,2 mg/kg e
selénio organico 0,2 mg/kg), os valores de atividade da GSH-Px medidos por
estes autores nao diferiram estatisticamente entre si. Moreira et al. (2001), em seu
experimento com figado de frango liofilizado, verificaram que a atividade
enzimatica da GSH-Px nao foi influenciada pelas fontes de selénio utilizadas na
alimentacao das aves. Também em acordo, estdo os resultados encontrados por
Daun e Akesson (2004a), que verificaram que a variacao na atividade da GSH-Px
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em carne de coxa de frangos submetidos a varios tratamentos nao foi devida aos
diferentes conteudos de selénio da dieta das aves.

Os resultados encontrados neste experimento, porém, contrariam os estudos
realizados por diversos outros autores (Finley, 1999; Combs Jr., 2001; Whanger,
2003; Borawska et al, 2004), que demonstraram que o selénio na forma
inorganica se mostra mais disponivel metabolicamente para a biossintese da
GSH-Px do que na forma orgénica, pois esta ultima forma garantiria maior aporte
do mineral no musculo, sob a forma de selénio tecidual e ndo sob a forma de
selenoproteinas biologicamente ativas.

Uma provavel explicagdo para o fato das diferentes concentragdes de selénio
nao terem influenciado a atividade enzimatica baseia-se na teoria de que o selénio
ingerido a partir da alimentagdo € usado pelo organismo para a sintese de
diferentes selenoproteinas (Daun e Akesson, 2004), ndo somente glutationa
peroxidase, e esta distribuicdo é regulada pela necessidade metabdlica do animal.
Podemos citar, por exemplo, que em frangos submetidos a estresse por frio ou
calor, ha um aumento na sintese da selenoproteina iodotironina deiodinase tipo I,
que possui, dentre outras funcdes, a de regular a temperatura corpoérea (Arthur,
1993). Levando em consideracao que ja foi relatada a existéncia de pelo menos
outras trinta selenoproteinas com papéis biolégicos diversos no organismo, torna-
se bem possivel que o selénio ingerido na dieta seja utilizado de outras formas
gue nao sejam na biossintese da GSH-Px.

O conteudo de selénio na dieta basal (representada neste estudo pelo
tratamento T1) representa papel importante quando se tem o objetivo de examinar
o efeito da suplementacdo com este mineral. Os cereais presentes na composicao
da dieta oferecida as aves variam bastante seu conteludo de selénio, em funcao
das caracteristicas geoquimicas e fisico-quimicas dos solos onde sao cultivados
(Bugel et al., 2004). Neste experimento, uma segunda provavel explicacao pela
qual a atividade da glutationa peroxidase nao tenha respondido a suplementacao
de selénio é que a dieta basal ja esteja fornecendo as aves niveis relativamente
altos deste mineral. Assim, a quantidade de selénio nao representou um fator
limitante para a sintese desta enzima (Podoll et al., 1992) e, sendo a fonte nativa
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deste mineral suficiente para a demanda bioquimica, quantidades superiores nao
mais influenciariam sua atividade.

Ao analisar estatisticamente e individualmente o grupo de resultados obtidos
para as amostras congeladas (Tabela 6, amostra crua 90° dia), constata-se que
sobre estas amostras houve influéncia do tipo de suplementagéo utilizada na
dieta. O tratamento T5 foi 0 que apresentou maior atividade enziméatica (0,036
U/g), seguido dos tratamentos T2 (0,023 U/g) e T4 (0,020 U/g), que nao diferiram
estatisticamente entre si; com os menores valores, aparecem os tratamentos T1
(0,007 U/g) e T3 (0,003 U/g), que também nao diferiram entre si (p > 0,05). Estes
resultados apontam para a possibilidade de que, embora ndo haja diferenca
significativa entre os valores dos tratamentos na carne crua, na carne congelada a
fonte e a concentracdo de selénio influenciaram na manutencédo da atividade. Nos
dois grupos de amostras, crua dia zero e crua 90° dia, os valores decrescem na
mesma ordem em funcao do tratamento.

Nas andlises com a carne congelada, apesar de ter havido diferencas
significativas entre os tratamentos, estas diferencas ndo podem ser associadas
nem a fonte, nem ao nivel de selénio suplementado, pois os maiores valores de
atividade da GSH-Px foram os obtidos com o selénio organico a 0,35 mg/kg,
seguido das formas inorganica e organica a 0,15 mg/kg (iguais entre si) e por
ultimo, o tratamento nao-suplementado e aquele com selénio inorganico a 0,35
mg/kg, que também apresentaram valores estatisticamente iguais (p > 0,05).

Apesar da atividade da enzima glutationa peroxidase ter sido demonstrada
em animais apds o abate, a dimensdo de sua participacdo na defesa contra a
oxidacao lipidica e, conseqiientemente, na manutencao da qualidade da carne,
depende da resisténcia desta enzima a desnaturagdo durante os processos de
congelamento e cozimento (Hoac et al., 2006). A influéncia destas condicoes sera
discutida nos itens 4.1.2 e 4.1.3 deste estudo.
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4.1.2. Estabilidade da Enzima Glutationa Peroxidase frente ao
Armazenamento a Baixa Temperatura

A Figura 8 mostra os valores de atividade da GSH-Px para a carne crua
recém abatida e crua congelada. Os resultados apresentados nesta figura foram
analisados sob estatistica global, para que se pudesse compreender o efeito geral
produzido pela condicdo de congelamento sobre a atividade enzimatica, n&do
sendo levado em consideracdo apenas o efeito isolado exercido pelo tipo de

tratamento, como ja foi discutido anteriormente no item 4.1.1.
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Figura 8. Atividades da GSH-Px (U/g) verificadas na carne crua trés horas ap6s o abate e na
carne armazenada durante 90 dias a —18°C nos cinco tratamentos empregados na
criagdo das aves (letras diferentes apresentam diferenca significativa pelo teste de
Tukey (p < 0,05).

Em relacdo a carne crua no dia zero, a analise estatistica global mostra que
as maiores atividades enzimaticas, encontradas nas amostras dos tratamentos T2
e T5, diferiram significativamente (p < 0,05) somente daquela encontrada no
tratamento T3, que corresponde ao menor valor medido entre as amostras cruas
(Figura 8). Porém, entre as amostras cruas congeladas durante 90 dias, o
comportamento foi diferente, uma vez que o maior valor de atividade da GSH-Px,
encontrado novamente no tratamento T5, ndo diferiu de nenhum dos outros quatro

tratamentos na mesma condicdo, mesmo estes tendo apresentado menores
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valores numéricos. Assim, pode-se verificar que devido ao armazenamento a —
18°C durante 90 dias, as amostras cruas de todos os tratamentos apresentaram
diminui¢cdo na atividade da enzima GSH-Px, com percentuais de 86% no T1, 72%
no T2, 93% no T3, 74% no T4 e 57% no T5, o que demonstra que a enzima GSH-
Px é sensivel a temperatura de congelamento.

Lee et al. (1997), ao determinarem a atividade da GSH-Px em carne suina
armazenada a —15°2C durante 10 semanas oriunda de porcos submetidos a dieta
sem suplementacado especial de selénio, verificaram uma reducao de 32% entre
os valores de atividade encontrados no dia zero e aqueles da décima semana.
Surai e Dvorska (2002), durante a determinacdo da atividade da GSH-Px em
carne de peito de frango submetida ao congelamento a —20°C durante 24 meses,
observaram que nas amostras obtidas das aves que receberam apenas a dieta
basal ocorreu diminuicdo na atividade enzimatica, enquanto que naquelas que
receberam selénio na forma organica, a atividade se manteve constante.
Diferentemente, neste experimento, todas as amostras de carne de sobrecoxa de
aves apresentaram reducdo na atividade enzimatica, independente da fonte ou do
nivel de selénio utilizado (Figura 8 e Tabela 6).

Em funcdo dos resultados observados, pode-se concluir que a enzima
glutationa peroxidase faz parte de um grupo de enzimas que sofre desnaturacao
durante o processo de congelamento e descongelamento. De acordo com
Fennema (1993), esta diminuicdo na atividade enzimatica, decorrente da
desnaturacao, pode ser devida a mudancas conformacionais que ocorrem no
centro ativo da enzima em decorréncia da passagem da agua do estado liquido
para o sélido. A atividade de algumas enzimas pode ser afetada também pela
velocidade de congelamento, que influencia diretamente o tamanho dos cristais de
gelo formados. O congelamento e descongelamento lentos, por regra geral,
determinam maiores perdas da atividade enzimatica do que os processos que
ocorrem rapidamente, devido principalmente a formagao de grandes cristais que
degradam fisicamente a estrutura do tecido muscular. Estes seriam os fatores que

influenciaram na perda da atividade enzimatica da GSH-Px nos cinco tratamentos
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deste experimento, levando em consideragao que os sistemas de congelamento e

descongelamento empregados na conservacao destas amostras foi lento.

4.1.3. Estabilidade da Enzima Glutationa Peroxidase frente ao Cozimento

A Tabela 7 e a Figura 9 mostram as atividades da enzima GSH-Px obtidas

em cada um dos cinco tratamentos na carne recém cozida a temperatura interna

de 662C e na carne cozida armazenada a —18°C durante 90 dias, tendo como

referéncia os valores de atividade enzimatica obtidos na carne crua trés horas

apos o abate.

Tabela 7. Atividades da GSH-Px (U/g) verificadas na carne crua trés horas ap6s o abate, logo
apds o cozimento a 66°C e na carne cozida armazenada durante 90 dias a -18°C
nos cinco tratamentos empregados na criagdo das aves

Tratamento Amostra crua | Amostra cozida | Amostra cozida

dia zero dia zero 902 dia

T1 (s/ Se) 0,051 0,048 0,015
(+0,031) (£ 0,002) (0,004)

T2 (Se inorgéanico 0,15 mg/kg) 0,083 0,030 0,029
(£0,014) (+0,004) (+ 0,009)

T3 (Se inorgéanico 0,35 mg/kQ) 0,045 0,024 0,017
(+0,003) (0,004) (£ 0,003)

T4 (Se orgéanico 0,15 mg/kg) 0,077 0,027 0,020
(+0,015) (+0,001) (+0,003)

T5 (Se orgéanico 0,35 mg/kg) 0,085 0,022 0,012
(+0,019) (+0,001) (+0,002)
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Figura 9. Atividades da GSH-Px (U/g) verificadas na carne crua trés horas apés o abate, logo
apds o cozimento a 66°C e na carne cozida armazenada durante 90 dias a -18°C
nos cinco tratamentos empregados na criacao das aves (letras diferentes apresentam
diferencga significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os resultados apresentados na Figura 9 nas trés condi¢cdes (amostra crua dia
zero, cozida dia zero e cozida 90° dia) foram analisados sob estatistica global,
para que se pudesse compreender o efeito geral produzido pelas condigdes de
cozimento e congelamento sobre a atividade enzimatica.

Comparando as atividades medidas ap6s o cozimento com aquelas
encontradas na carne crua, pode-se dizer que os tratamentos T1 e T3 néo
apresentaram diferenca estatistica nos valores encontrados nas duas condicdes.
Os demais tratamentos (T2, T4 e T5) apresentaram reducao significativa (p < 0,05)
no valor da atividade enzimatica em fungao do cozimento (Figura 9).

Analisando o efeito do congelamento sobre a carne previamente cozida,
nota-se um comportamento interessante entre as amostras, onde somente o
tratamento T1 teve sua atividade significativamente reduzida, enquanto que o0s
demais mantiveram os valores estatisticamente iguais (p > 0,05) mesmo ap6s o
congelamento (Figura 9).

Em funcdo do cozimento, as perdas percentuais de atividade ocorreram na
seguinte ordem: 74% no tratamento T5, 65% no tratamento T4, 64% no tratamento

T2, 47% no tratamento T3 e 6% no tratamento T1.
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Mei et al. (1994) estudaram a atividade enzimatica da enzima GSH-Px em
carne suina crua e cozida de animais que ndo receberam suplementacéo especial
de selénio. Assim, mediram na carne crua atividade enzimatica de 0,228 U/g, na
carne cozida a 60°C (temperatura interna) atividade de 0,192 U/g, a 70°C de 0,094
U/g, a 80°C de 0,007 U/g. Ja a 902, nenhuma atividade foi detectada nas amostras
analisadas. Observaram, respectivamente, uma reducado de atividade de 15%,
60%, 97% e 100%. Na carne de peito de frango, Hoac et al. (2006) constataram
que 0 aquecimento a 60°C diminuiu em mais de 60% a atividade inicial da enzima
glutationa peroxidase. Neste experimento, a enzima GSH-Px na carne de frango
apresentou comportamento semelhante, uma vez que as perdas de atividade
ficaram na faixa de 64 a 74% para trés dos cinco tratamentos testados. A
diminuicdo na atividade enzimética sé nao foi significativa nos tratamentos T1 e
T3.

De acordo com a literatura, sabe-se que a fonte e o nivel de selénio na dieta
animal possui correlagdo com a atividade enzimética de GSH-Px inicial verificada
na carne crua, porém nao existem trabalhos que correlacionem diretamente a
suplementacdo deste mineral com a estabilidade da enzima frente as altas
temperaturas; pois ndo se tem conhecimento se a forma de selénio suplementada
influencia ou ndo a estabilidade térmica da enzima sintetizada. Mesmo assim,
pode-se concluir que nas amostras dos tratamentos T1 e T3, a enzima GSH-Px
mostrou-se mais estavel, pois os resultados obtidos para as amostras crua e
cozida sao estatisticamente iguais entre si (p > 0,05), conforme mostrado na
Figura 9.

As amostras de carne de ave pertencente aos cinco tratamentos, cozidas e
submetidas ao armazenamento a —18°C durante 90 dias, mostraram uma pequena
diminuicdo em sua atividade, porém esta diminuicdo s6 foi significativa no
tratamento T1, que apresentou uma perda percentual de 69% em relacédo ao valor
encontrado na carne recém cozida. Este comportamento apresentado pelo grupo
que nao recebeu selénio talvez possa ser explicado pelo maior indice de
desidratacado ocorrido nestas amostras durante o congelamento, fazendo com que

o tecido muscular ndo conseguisse reter a enzima.
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Da mesma forma como foi observado por Hoac et al. (2006), neste
experimento a atividade da enzima glutationa peroxidase foi afetada em maior

grau pelo aquecimento do que pelo congelamento.

4.1.4. Nivel de Oxidacao Lipidica em funcao do Cozimento e Armazenamento
a Baixa Temperatura

Estudos feitos em carne de diferentes espécies indicam que as enzimas
antioxidantes enddgenas, principalmente catalase e glutationa peroxidase, podem
retardar potencialmente o processo de rancidez oxidativa, sendo que altas
atividades destas enzimas estdo associadas a aumentos significativos na
resisténcia contra a oxidagao lipidica na carne armazenada (Hernandez et al.,
2002).

O nivel de oxidacao lipidica medido através da reagcdo com o acido
tiobarbiturico constitui um bom parametro para a avaliacdo da qualidade da carne
durante os processamentos aqui descritos (cozimento e congelamento). Na
Tabela 8 sdao mostrados os valores de TBARS encontrados na carne crua trés
horas apds o abate, recém cozida e cozida e armazenada sob congelamento.
Nesta tabela é apresentada a analise estatistica individual, para que se possa
verificar as diferengas entre os tratamentos na mesma condi¢do. Estes mesmos
resultados podem ser visualizados na Figura 10.

Tabela 8. Valores de TBARS (mg de malonaldeido/ kg de tecido) encontrados na carne crua trés

horas apés o abate, recém cozida a 66°C e armazenada durante 90 dias a —18°C nos
cinco tratamentos empregados na criagéo das aves

Tratamento Amostra crua | Amostra cozida | Amostra cozida

dia zero dia zero 902 dia
T1 (s/ Se) 0,850 ° 2,241 " 5,840 "
(+ 0,056) (£ 0,561) (% 0,592)
T2 (Se inorganico 0,15 mg/kg) 0,464 © 1,426 ° 5,888 "
(+0,033) (+0,282) (+0,348)
T3 (Se inorganico 0,35 mg/kg) 0,824 F 1,700 ® 5,608 *
(% 0,049) (£0,182) (% 0,949)
T4 (Se organico 0,15 mg/kg) 0,776 ° 2,223 " 5,347
(+0,038) (+0,067) (0,065)
T5 (Se organico 0,35 mg/kg) 1,035% 2,256 " 5,671 "
(0,035) (£0,179) (£0,173)

NOTA: ™ ® “letras diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca significativa pelo teste

de Tukey (p < 0,05).
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Na carne crua, os valores encontrados mostram que as amostras do
tratamento T5 foram as que apresentaram maior nivel de oxidacdo lipidica,
seguidas daquelas dos tratamentos T1, T3 e T4, que nao diferiram entre si (p >
0,05) e por ultimo do tratamento T2, que apresentou o menor valor de TBARS.
Estes resultados sugerem que, apesar das fontes e niveis de selénio
suplementado nos cinco tratamentos nao ter influenciado a atividade da enzima
GSH-Px na carne de frango crua (conforme Tabela 6), o nivel de oxidagao lipidica
foi diferente nas amostras. O maior valor de TBARS foi encontrado no grupo
suplementado com selénio organico a 0,35 mg/kg e o menor valor, no grupo que
recebeu selénio inorganico a 0,15 mg/kg. Como o tratamento T1 (sem
suplementacdo de selénio) ndo diferiu estatisticamente das fontes inorganica a
0,35 mg/kg e organica a 0,15 mg/kg, pode-se concluir que neste experimento que
a inclusdo deste mineral ndao ocasionou aumento da estabilidade oxidativa na
carne crua.

Os resultados encontrados para a carne crua neste experimento, que
variaram de 0,464 a 1,035 mg malonaldeido (MDA)/ kg, estdo em uma faixa bem
acima dos encontrados por Pino (2005), que verificou valores entre 0,210 e 0,230
mg de malonaldeido/ kg de tecido para sobrecoxas de frangos alimentados com
diferentes fontes lipidicas, porém se assemelham aos valores relatados por
Maraschiello et al. (1998), que encontraram na carne de coxa de frango a média
de 1,070 mg MDA/kg para o grupo que nao recebeu suplementacdo de
antioxidantes, ao passo que nas amostras de carne das aves que receberam a-
tocoferol na dieta, esses valores cairam para 0,300 mg MDA/kg, em média.
Diferentemente do que estes autores relataram, a inclusédo de selénio na
alimentacdo das aves neste experimento ndo ocasionou menor nivel de oxidagao
lipidica das amostras quando em comparacao a dieta basal oferecida.

A andlise estatistica individual das amostras recém cozidas (Tabela 8,
amostra cozida dia zero) revela que os maiores niveis de oxidagdo ocorreram nos
tratamentos T1, T4 e T5 (cujos valores nao diferiram entre si), seguido dos
tratamentos T2 e T3, que estatisticamente também sao iguais entre si (p > 0,05).
Apesar das fontes e niveis de selénio ndo terem influenciado a atividade da
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enzima GSH-Px na carne crua (Tabela 6, amostra crua dia zero), os menores
valores de TBARS na carne cozida foram os encontrados para os tratamentos que
receberam selénio na forma inorgéanica, T2 a 0,15 mg/kg e T3 a 0,35 mg/kg. Como
ja foi discutido anteriormente, esta é a forma quimica mais biodisponivel para a
enzima (Borawska et al., 2004).

Pode-se observar que com o congelamento das amostras cozidas (Tabela 8,
amostra cozida 90° dia), os valores de TBARS nao diferiram significativamente (p
> 0,05) entre todos os tratamentos.

A peroxidacao lipidica € uma das principais causas da diminuigdo da
qualidade em produtos cérneos crus e cozidos durante o armazenamento sob
refrigeracdo ou congelamento (Gomes et al.,, 2003). As alteragdes oxidativas na
carne de sobrecoxa, decorrentes do cozimento e congelamento, podem ser
observadas na Figura 10, onde os resultados verificados nas trés condicbes
(amostra crua dia zero, cozida dia zero e cozida 90° dia) estdo apresentados sob
analise estatistica global, para que se possa compreender o efeito geral produzido
pelas condicdes de cozimento e congelamento sobre os valores de TBARS nas

amostras.
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Figura 10. Valores de TBARS (mg de malonaldeido/ kg de tecido) encontrados na carne crua trés
horas apés o abate, recém cozida a 66°C e armazenada durante 90 dias a —18°C nos
cinco tratamentos empregados na criagdo das aves (letras diferentes apresentam
diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Comparado aos valores iniciais obtidos na carne crua, pode-se perceber que
0 cozimento provocou um aumento significativo (p < 0,05) nos valores de TBARS
nas amostras dos tratamentos T1, T2, T3, T4 e T5. O congelamento destas
mesmas amostras cozidas ocasionou uma elevacao significativa e ainda maior
nos niveis de oxidagao lipidica, também verificada em todos os tratamentos
(Figura 10).

De acordo com Lee et al. (1996), estes resultados sugerem que o nivel de
oxidagao das amostras aumentou devido a diminuicdo da eficacia do sistema de
defesa antioxidante enddgeno, que pode ser constatado neste experimento
através da diminuicdo dos valores de atividade da enzima GSH-Px (Figura 9 e
Tabela 7); altos niveis de atividade enzimatica geralmente estdo associados a
baixos valores de TBARS (Sarraga et al., 2002).

Maraschiello et al. (1999) observou, com o cozimento de amostras de
sobrecoxa de frango, um aumento de até dez vezes nos valores de TBARS. O
aumento da oxidacao lipidica associado ao cozimento da carne deve-se a uma
série de fatores, tais como a inativacdo das enzimas antioxidantes, a liberacao de
ferro cataliticamente ativo e a ruptura das membranas celulares com exposicao
dos AGPI aos pré-oxidantes.

O aumento do nivel oxidativo da carne de frango, observado neste
experimento durante o armazenamento sob congelamento, pode ser explicado
devido a uma possivel desidratacdo provocada pela baixa temperatura, que
provavelmente resultou em uma diminui¢do nos valores de atividade de agua (A,).
Conforme Fennema (1993), sabe-se que na faixa de A, entre 0,4 € 0,8, as reacbes
de oxidacao lipidica sao favorecidas.

De acordo com Bou et al. (2001), existe uma relacdo entre os valores médios
de TBARS e as avaliagdes sensoriais da carne. Produtos carneos com indice de
TBARS menores que 1,0 mg/kg geralmente ndo apresentam sabores e odores
residuais de ranco caracteristicos de oxidagao lipidica (Racanicci, 2004). Os
resultados de TBARS deste estudo indicam que os niveis de atividade enzimatica

de GSH-Px encontrados nas amostras nao foram suficientes para proteger o
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tecido muscular da peroxidacao lipidica, gerando alteracbes sensoriais

indesejaveis na carne cozida e armazenada sob congelamento.

Finalizada a primeira etapa de experimentos, pode-se verificar que as
atividades enzimaticas mais altas foram as determinadas na carne de sobrecoxa
de frango crua trés horas apds o abate, pois nestas amostras a enzima nao sofreu
nenhum grau de inativacdo em decorréncia do cozimento e/ou congelamento.
Porém, apesar de terem sido observados todos os cuidados requeridos no
processo de analise, estes valores iniciais encontram-se bem abaixo dos
resultados expressos em U/g de tecido mencionados na literatura. Para a carne
suina in natura, que de acordo com a literatura possui valores de atividade de
GSH-Px préximas as de frango, foram encontrados os valores de 0,228 U/g (Mei
et al., 1994), 0,250 U/g (Lee et al., 1997) e 0,170 U/g (Hernandez et al., 2002).
Comparada a estes resultados, a média das atividades encontradas neste
experimento € cerca de trés vezes menor. Para a carne de peito de frango in
natura, Daun et al. (2004) e Hoac et al. (2006) mediram a atividade de 0,7 U/g, ou
seja, um valor cerca de dez vezes maior do que a média encontrada neste
experimento.

Segundo Punchard et al. (1996), a faixa de decaimento nos valores de
absorbancia considerada ideal para a enzima glutationa peroxidase situa-se entre
0,01 e 0,05 unidades/minuto e, nesta primeira etapa, as taxas medidas foram em
sua grande maioria inferiores a estes nimeros. Como decorréncia, percebeu-se a
importancia impar de um estudo mais detalhado desta enzima, decidindo-se
continuar os experimentos com o intuito de aprimorar o método de andlise e
também obter maiores informagdes a respeito das caracteristicas cinéticas da
enzima glutationa peroxidase. O mesmo ocorreu com Stagsted (2006), que ao
tentar reproduzir o método de analise da GSH-Px ja existente para leite bovino e
ndao obtendo resultados condizentes com publicacbes anteriores, decidiu

aprofundar o estudo, variando as condi¢oes de analise.
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4.2 Segunda Etapa

Esta etapa foi realizada com o objetivo de otimizar as determinacbes da
atividade da GSH-Px através da variacdo das condicbes de reacdao, ndao sendo
levados em consideragdo os tratamentos distintos. Foram utilizadas para os
experimentos amostras aleatérias de carne de sobrecoxa de frango crua
congeladas durante 120 dias, escolhidas entre os tratamentos que receberam
selénio na dieta (T2 a T5).

4.2.1. Efeito da Concentracao de Peroxido de Hidrogénio sobre a Atividade
da Enzima Glutationa Peroxidase

A enzima glutationa peroxidase reduz numerosas espécies reativas de
oxigénio (ERQ’s), entre elas o perdxido de hidrogénio. Esta reacdo de reducao
tem como primeiro passo a oxidacao direta do anion selenolato (E-Se™) ou selenol
(E-SeH), que sado as duas formas cataliticamente ativas do residuo de
selenocisteina presente na GSH-Px (Prabhakar et al, 2005), como mostra a

Equacéao 10.

E-SeH + H,O0, ___, E-SeOH + H>O (10)

Ap6s a oxidagdo do centro ativo da glutationa peroxidase as custas do
peréxido de hidrogénio, esta enzima reage com uma primeira molécula de
glutationa reduzida (GSH), dando origem a um complexo enzima-glutationa
(Equacao 11). Na terceira e ultima reagao deste ciclo, este complexo ira reagir
com a segunda molécula de GSH, regenerando a enzima glutationa peroxidase na
sua forma reduzida e liberando uma molécula de glutationa oxidada (Equacao 12),
a qual sera novamente reduzida as custas da enzima glutationa redutase e com a
participacdo do NADPH (Prabhakar et al., 2005).

E-SeOH + GSH___, E-Se-SG + H:0O (11)
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E-Se-SG + GSH E-SeH + GSSG (12)

Assim, por participar da primeira reagdo fundamental deste ciclo catalitico,
pode-se dizer que o perbxido de hidrogénio € um fator limitante da velocidade
global da reagéo, e sua falta ou excesso no meio pode comprometer a cinética
enzimatica.

Para avaliar o efeito da concentracdo de perdxido de hidrogénio na taxa de
reacao da glutationa peroxidase, foram preparadas trés solucbes de diferentes
concentragdes, 0,72 mM, 7,2 mM e 72 mM. O restante das condi¢cdes de reacao

foram mantidas iguais. Os resultados obtidos estao apresentados na Figura 11.
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0,0020 A
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Concentracao de peroxido de hidrogénio (mM)

Figura 11. Variacdo da taxa de reacao (Abs. min'1) da enzima glutationa peroxidase observada

com as diferentes concentragbes de perdxido de hidrogénio.

Como pode ser observado na Figura 11, as taxas de reacdo encontradas
com o uso de concentracdes de perdxido de hidrogénio de 0,72 mM, 7,2 mM e 72
mM foram significativamente diferentes entre si (p < 0,05), com valores respectivos
de 0,0060, 0,0034 e 0,0021.

De acordo com Lehninger et al. (1995), todas as enzimas apresentam o
efeito da saturacdo, porém variam em relacdo a concentracdo de substrato
requerida para produzi-lo. Neste experimento observou-se que com a mudanca da
concentracao do perdxido de hidrogénio para niveis superiores aos utilizados na
primeira etapa do experimento (0,72 mM), a taxa de reagéo diminui, indicando que
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as concentragdes de 7,2 mM e 72 mM nao somente promoveram a saturacao da
enzima glutationa peroxidase, como também a inibiram. Splittgerber e Tappel
(1979), ao variar as concentracbes de trés tipos de hidroperdoxidos e mantendo
constantes as concentracbes de GSH e GSH-Px parcialmente purificada extraida
de figado de rato, verificaram que conforme a concentracao dos hidroperdxidos
era aumentada, mais a taxa de reacdo diminuia. Lin e Hultin (1978) também
relataram que a enzima glutationa peroxidase é facilmente saturada com peréxido
de hidrogénio. A conclusdo a que se pode chegar € que em concentracdes
elevadas, este substrato, além de reduzir a taxa de reacao, tornam o processo de
ativacao inicial (Equacgéao 10) mais lento.

4.2.2. Efeito da Temperatura e do Tempo de Incubacao do Meio de Reacao
sobre a Atividade da Enzima Glutationa Peroxidase

Para a medida da atividade da enzima glutationa peroxidase, existem
variagdes no que diz respeito a temperatura e ao tempo de incubacdo do meio de
reacdo. Carreras et al. (2004) adotaram o procedimento de pré-incubagcao da
mistura a 30°C durante 5 minutos, com adicao apéds este periodo do hidroperdxido
(iniciador da reacao) e subsequente leitura no espectrofotdmetro, enquanto que
Moreira et al. (2001) e Penha-Silva et al. (2005) incubaram o meio de reacao a
37°C durante 10 minutos antes da adicao do iniciador. Diversos autores citam a
reacdo imediata a 37°C (Chen et al, 2000; Lindmark-Mansson et al., 2001;
Holovska et al., 2003; Hoac et al, 2006). Constam ainda na literatura os
experimentos conduzidos na faixa de temperatura de 20° a 25°C (Paglia e
Valentine, 1968; Arai ef al., 1994; Lee et al., 1997; Hernandez et al., 2002). Na
primeira etapa deste experimento os ensaios foram realizados a 22°C, sem pré-
incubacdo. Devido as diferentes condutas existentes na literatura, na segunda
etapa foi testada a influéncia destes dois fatores, tempo e temperatura, sobre a
medida da atividade da GSH-Px.

Como ja foi visto na revisdo bibliografica, na reacao catalisada pela enzima
glutationa peroxidase, a glutationa oxidada (GSSG) formada a partir da glutationa
(GSH) (Equacao 13) é instantaneamente e continuamente reduzida, na presenca

55



da enzima glutationa redutase (Equacao 14), para a manutencao de um nivel
constante de glutationa (GSH), o que evita a paralisacao deste ciclo redox (Rover
Jr. et al, 2001; Penha-Silva et al., 2005).

2GSH+H0, —__GSH-Px____, GSSG+2HO (13)

GSSG + NADPH + H GS RED—— 2 GSH + NADP* (14)

Neste ciclo redox, a molécula de NADPH comporta-se como um doador de
elétrons, oxidando-se paralelamente (Equacédo 14). Essa oxidacdo concomitante
que ocorre com o NADPH pode ser monitorada fotometricamente pelo decaimento
da absorcao a 340 nm, sendo que este representa, alias, o fundamento da analise
da atividade da enzima glutationa peroxidase. A Figura 12 mostra o grafico destes
valores no decorrer dos cinco minutos de reacao, verificados nos diferentes modos

de pré-incubacao do meio de reagao.
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Figura 12. Valores de absorbancia do NADPH em 340 nm no decorrer do tempo de reagao
verificados nos diferentes modos de pré-incubacéo do meio de reagédo. Os simbolos
correspondem a: reacéo imediata a 22°C (0); banho-maria a 36°C durante 30
minutos (A) e banho-maria a 362 durante 10 minutos ( ).
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A taxa de reacao (Aabs/min) corresponde a 0,0003 quando foi utilizado o
banho-maria a 36°C durante 30 minutos, 0,0007 para o banho-maria a 36°C
durante 10 minutos e 0,0058 para a reagao imediata a 22°C (Figura 12). Podemos
concluir que esta reacdo enzimatica é bastante rapida, e provavelmente ocorreu
no periodo de incubagdo no banho-maria. Assim, no momento em que o
espectrofotbmetro comecou a registrar as absorbancias, o NADPH ja estaria
quase que totalmente oxidado, dando origem a taxas de reagao préximas de zero,
fato ocorrido quando o tempo de incubacéo foi de 10 e 30 minutos.

Chen et al. (2000), ao testar a influéncia da temperatura sobre a
determinacao da atividade da enzima glutationa peroxidase em leite, verificou que
ao conduzir 0os ensaios a 25°C, a atividade da GSH-Px medida foi 30% mais baixa
do que a 37°C. Isto ocorreu provavelmente devido a presenca de diferentes
formas de GSH-Px em carne e leite, como ja foi visto anteriormente. O tecido
muscular contém a forma celular (cGSH-Px), enquanto que no leite é encontrada a
forma extracelular (eGSH-Px) (Chen et al., 2000; Stagsted, 2006). Estas formas
sao estruturalmente e funcionalmente diferentes uma da outra, sendo inclusive
que a eGSH-Px apresenta maior resisténcia as altas temperaturas do que a
cGSH-Px (Lindmark-Mansson et al., 2001a).

4.2.3. Variacao de Substratos: Perdxido de Hidrogénio X Terc-butil
Hidroperoxido

Embora tanto perdoxido de hidrogénio quanto terc-butil hidroperéxido sejam
substratos inorganicos para a reacao catalisada pela GSH-Px, os dois possuem
valores de K, diferentes em relacéo a esta enzima, com valores de 0,003 e 0,059
mM, respectivamente (Brenda, 2007), o que indica que a GSH-Px possui uma
maior afinidade pelo peréxido de hidrogénio. A Figura 13 mostra as curvas
cinéticas obtidas para cada um dos substratos testados.
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Figura 13. Valores de absorbancia do NADPH em 340 nm no decorrer do tempo de reagao
verificados com os substratos: terc-butil hidroperéxido 15 mM (17) e peréxido de
hidrogénio 0,72 mM (A).

A taxa de reacdo (abs/min) medida com a utilizagdo do terc-butil
hidroperdxido corresponde a 0,0028 e com a utilizacao do perdxido de hidrogénio,
0,0077, o que confirma que a enzima GSH-Px possui maior afinidade por este
ultimo substrato (Figura 13). Contrariando estes resultados, Avissar et al. (1991)
encontraram o mesmo valor de atividade enzimatica no leite, usando tanto

peréxido de hidrogénio quanto terc-butil hidroperdxido como substratos.

4.2.4. Efeito do Tampao empregado na Extracao Enzimatica

De acordo com Farfan (1994), a substancia mercaptoetanol, por comportar-
se como um agente fracamente redutor, formaria com a GSH-Px um complexo
reversivel enzima-inibidor. Esta caracteristica pode ser util quando se deseja
prevenir a oxidacado espontdnea durante a extragdo da enzima glutationa
peroxidase. Arai et al. (1994) utilizaram esta substancia durante o preparo do
extrato enzimatico de carne de frango; a técnica de extracao de tecidos citada pelo
manual Zeptometrix Corporation (2006) também preconiza o emprego do
mercaptoetanol.

Embora Chaudiere et al. (1984) tenham relatado a inibicdo da atividade da
GSH-Px devido a adicdo de mercaptoetanol no meio de reacdo, ocorrida
provavelmente devido a competicdo com o substrato glutationa, seria esperado
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que a presenga deste composto na solugdo tampéao favorecesse a pré-etapa de
extracdo da enzima. Nas determinagcdes da atividade enzimatica da primeira
etapa, foi utilizado o tampéao de extracdo tris-HCI 50 mM pH 7,6. Utilizando a
mesma amostra, porém variando a forma de extragdo, obteve-se as curvas

cinéticas que podem ser visualizadas na Figura 14.
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Figura 14. Valores de absorbancia do NADPH em 340 nm no decorrer do tempo de reagao
verificados com trés tipos de tampao de extragao: ([1)solugcao tampao 1 (fosfato
de potassio 50 mM pH 7,0 + EDTA 1 mM + mercaptoetanol 1 mM), (A) solugéo
tampéo 2 (tris-HCI 50 mM pH 7,6 + EDTA 1 mM + mercaptoetanol 5 mM) e
(0) solugao tampao 3 (tris-HCI 50 mM pH 7,6).

A taxa de reacao (abs/min) para cada uma das condi¢cdes testadas
corresponde a 0,0062 utilizando a solugéao tampéao 1, 0,0072 quando foi utilizado a
solucédo tampao 2 e 0,0114 na utilizagcdo da solugdo tampao 3 (Figura 14). Estes
resultados mostram que a maior taxa foi obtida quando a solugdo tampao 3 foi
utilizada (tris-HCI 50 mM pH 7,6), comprovando que o mercaptoetanol ndo auxiliou

no processo de extracao da enzima.
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5 CONCLUSOES E RECOMENDAGOES

5.1 Conclusoes

As diferentes fontes e os niveis de selénio utilizados na alimentacao das aves
nao influenciaram na atividade da enzima glutationa peroxidase na carne crua de
sobrecoxa, uma vez que nao ocorreu diferenca significativa entre 0s cinco
tratamentos.

O congelamento da carne crua proporcionou uma diminuicao significativa na
atividade enzimatica das amostras de todos os tratamentos, porém os valores
encontrados nao diferiram entre si. Desta forma, a enzima GSH-Px mostrou-se
sensivel a temperatura de —18°C e nenhuma fonte ou nivel de selénio testada foi
capaz de reduzir a perda na atividade.

O cozimento da carne de sobrecoxa de frango proporcionou uma diminuigao
significativa na atividade da enzima glutationa peroxidase nos tratamentos T2, T4
e T5. Ja os valores de atividade enzimatica nas amostras cozidas de T1 e T3, ndo
foram estatisticamente diferentes daqueles encontrados na carne crua.

O congelamento associado ao cozimento promoveu diminuigdo significativa
na atividade da enzima glutationa peroxidase apenas no tratamento T1.

Na carne crua, o maior valor de TBARS foi encontrado no tratamento T5, que
diferiu significativamente de todos os outros tratamentos.

Com o cozimento, obteve-se valores de TBARS significativamente maiores
para todos os tratamentos.

O congelamento das amostras cozidas ocasionou uma elevagao significativa
nos niveis de oxidagao lipidica em todos os tratamentos.

Concentragdes de perdxido de hidrogénio superiores a 0,72 mM ocasionaram
saturacdo, e mesmo inibicdo da enzima glutationa peroxidase, o que pode ser
verificado através da diminuicdo das taxas de reacao.

Foram obtidos melhores resultados de atividade da enzima glutationa
peroxidase na reacao imediata a temperatura de 22°C.

O substrato terc-butil hidroperdéxido promoveu diminuicdo das taxas de
reacdo quando em comparagao ao peréxido de hidrogénio, demonstrando que a
enzima glutationa peroxidase possui maior afinidade por este ultimo substrato.
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A solucédo tampao contendo mercaptoetanol ndo promoveu melhor extracédo

da enzima glutationa peroxidase.

5.2 Sugestoes para Trabalhos Futuros

Analisar a atividade da enzima glutationa peroxidase plasmatica das aves
durante a criacao das mesmas;

Determinar as concentracdes teciduais de selénio na carne apés abate;

Quantificar os niveis de selénio na ragao das aves;

Estudar paralelamente os parametros zootécnicos dos frangos alimentados
com diferentes fontes e niveis de selénio;

Utilizar uma faixa mais ampla de suplementacdo de selénio, com valores
acima de 0,35 mg /kg;

Verificar o efeito de temperaturas de cozimento inferiores a 66°C sobre a
atividade da enzima glutationa peroxidase;

Verificar o efeito da temperatura de refrigeracao (4°C) em periodos inferiores
a 90 dias sobre a atividade da enzima glutationa peroxidase;

Aprofundar o estudo cinético sobre 0 mecanismo de reagédo da enzima GSH-

Px em carne de frango.
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APENDICE A — DADOS SOBRE O DESEMPENHO DOS FRANGOS
DE CORTE ALIMENTADOS COM DIFERENTES FONTES E NIVEIS
DE SELENIO

Tratamentos:

T1 — sem suplementacgao de selénio

T2 — selénio suplementar: 0,15 mg/kg, fonte inorganica (selenito de sédio)
T3 — selénio suplementar: 0,35 mg/kg, fonte inorganica (selenito de sédio)
T4 — selénio suplementar: 0,15 mg/kg, fonte organica (selenometionina)
T5 — selénio suplementar: 0,35 mg/kg, fonte organica (selenometionina)

Tabela 1. Peso vivo (g) de frangos de corte com 1, 21, 35 e 42 dias de idade alimentados com
dietas suplementadas com diferentes fontes e niveis de selénio

Tratamento 12 dia 212 dia 352 dia 422 dia
T 43,90 426,3 695,8 1067,8
T2 44 11 801,0 1899,1 2546,7
T3 4412 805,4 1883,2 2553,4
T4 44,01 791,0 1896,2 2528,6
T5 43,96 792,2 1875,0 24921

Tabela 2. Consumo de ragdo (g) de frangos de corte com 21, 35 e 42 dias de idade alimentados
com dietas suplementadas com diferentes fontes e niveis de selénio

Tratamento 212 dia 352 dia 422 dia
T1 830,0 2019,9 2793,4
T2 1034,6 3061,2 4481.8
T3 1086,9 30711 4478 1
T4 1083,9 31151 4524.8
T5 1069,7 3089,2 4511,0
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Tabela 3. Converséao alimentar (g/g) de frangos de corte com 21, 35 e 42 dias de idade
alimentados com dietas suplementadas com diferentes fontes e niveis de selénio

Tratamento 212 dia 352 dia 42° dia
T1 2,033 2,965 2,660
T2 1,291 1,612 1,760
T3 1,351 1,632 1,754
T4 1,372 1,643 1,790
T5 1,351 1,648 1,810

Tabela 4. Peso vivo total (PABT), peso da coxa (CX), sobrecoxa (SCX), peito (PT) e figado (FIG)
(g) dos frangos abatidos aos 42 dias de idade alimentados com dietas suplementadas
com diferentes fontes e niveis de selénio

Tratamento PABT CX SCX PT FIG
T1 1652,9 164,2 217,6 342,8 451
T2 2547.8 2541 350,1 610,1 60,6
T3 2529,6 250,6 350,3 598,4 59,1
T4 2511,4 253,8 340,9 596,9 57,2
T5 2484.6 254,6 340,6 571,7 58,5

Tabela 5. Percentagem (%) de coxa (PCX), sobrecoxa (PSCX), peito (PPT) e figado (PFIG) em
relacédo ao peso vivo dos frangos abatidos aos 42 dias de idade alimentados com dietas
suplementadas com diferentes fontes e niveis de selénio

Tratamento PCX PSCX PPT PFIG
T1 9,92 13,15 20,69 2,73
T2 9,97 13,74 23,97 2,38
T3 9,91 13,85 23,65 2,33
T4 10,11 13,59 23,73 2,28
T5 10,25 13,70 22,99 2,36
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