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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pés-Graduagao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria

ANTIOXIDANTE NATURAL DE MARCELA (Achyrocline
satureioides) E DE ERVA MATE (l/lex paraguariensis) NA

ELABORAQAO DE LINGUI(;A TOSCANA
AUTOR: Eduardo Borges de Brum
ORIENTADOR: Nelcindo Nascimento Terra
CO-ORIENTADORA: Leadir Lucy Martins Fries
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 27 de fevereiro de 2009.

Este trabalho teve como objetivo desenvolver antioxidantes naturais de
Achyrocline satureioides (marcela) e de llex paraguariensis (erva mate), para
adicado em linguica toscana e banha suina, com avaliagéo e determinagéo das
melhores constituicbes quanto a atividade antioxidante e caracteristicas
sensoriais dos produtos. No primeiro experimento, foi avaliado o efeito de dois
niveis (0,5% e 1%) de extratos hidro-etandlicos de erva mate e de marcela,
bem como da composi¢gdo mista de extratos de erva mate e marcela (1/1:v/v),
na inibicdo da oxidacao lipidica e a interferéncia na colorimetria (CLab) da
banha suina. A atividade antioxidante foi elevada para todos os extratos e
composi¢coes mistas de extratos. Observaram-se valores entre 91,86 e
99,15% na inibicao da oxidagao lipidica, no teste de oxidagao acelerada e nao
houve diferenga significativa (p>0,05) entre os tratamentos. Nao foi observado
efeito sinérgico, nem antagbnico, na composi¢cao mista de extratos de erva
mate e de marcela (1/1:v/v) sobre a inibicdo da oxidagcdo. Na analise da
colorimetria das coordenadas a* e b*, o extrato de erva mate a 1% obteve o
valor mais alto, diferenciando-se significativamente (p<0,05) dos demais,
indicando uma maior interferéncia na cor da banha suina. Quanto a
coordenada L*, o controle, as composi¢cées mistas de extratos (0,5% e 1%) e
o extrato de marcela (0,5%) ndo demonstraram diferenga significativa
(p>0,05), indicando nao haver interferéncia, na luminosidade, da banha suina.
No segundo experimento foi avaliado o efeito do extrato hidro-etandlico e do
extrato purificado de marcela e de erva mate adicionado (0,5%) em linguica
toscana, com analise da estabilidade lipidica (TBARS), qualidade (pH e
atributos sensoriais) e microbiologia (aerdbias mesofilos, coliformes a 45 °C/g,
Staphylococcus coagulase positiva, Clostridium sulfito redutores a 46 °C e
Salmonella sp). Todos os tratamentos apresentaram estabilidade lipidica
durante o periodo de armazenamento a 4 °C, exceto o controle que sofreu
aceleragao do processo de oxidagdo a partir dos 30 dias. Nao houve
interferéncia da adigao dos extratos sobre o pH das linglicas em comparagao
com o controle. Na analise sensorial o extrato hidro-etandlico de erva mate
interferiu (p<0,05) em comparacao ao controle. Nas analises microbioldgicas,
durante o periodo de armazenamento a contagem de Clostridium sulfito
redutores a 46 °C foi menor que 1x10' UFC. g, Staphylococcus coagulase



positiva foi menor que 1x10% UFC. g™, coliformes a 45 ° C foi menor que 1x10'
UFC. g' e Salmonella sp foi ausente em 25g. A contagem de aerdbios
mesdfilos para todos os tratamentos foi inferior a 10° UFC. g™, durante o
armazenamento e as linguigcas sofreram ligeiras oscilagbes, com reducao da
contagem de aerobios no dia 12 e progressivos aumentos. No final do periodo
de armazenagem, a partir de 30 dias, houve um processo de crescimento
bacteriano em todas as amostras, exceto em lingligas adicionadas de extrato
hidro-etandlico de marcela. A adicdo de 0,5% do extrato purificado de erva
mate, ou hidro-etandlico, ou purificado de marcela pode ser utilizada na
preparagado de linglica toscana, fornecendo produtos mais seguros para os
consumidores.

Palavras-chave: antioxidante natural; erva mate; marcela; linguiga, oxidagao
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This study aimed to develop natural antioxidants of Achyrocline
satureioides (marcela) and llex paraguariensis (yerba mate), in addition to
tuscany sausage and porcine barth, with evaluation and determination of the
best constitutions in the antioxidant activity and sensory characteristics of
products. In the first experiment, was evaluated the effect of two levels (0,5%
and 1%) of hydro-ethanolic extracts of marcela and yerba mate, and the mixed
composition of extracts of marcela and yerba mate (1/1:v/v) in the inhibition of
lipid oxidation and interference in the colorimetric (C Lab) of porcine barth. The
antioxidant activity was high for all the extracts and compositions of mixed
extracts. Values were observed between 91,86 and 99,15% of the inhibition of
lipid oxidation in accelerated oxidation test and no significant difference
(p>0,05) between treatments. There was no synergistic effect or antagonistic,
the composition of mixed extracts of marcela and yerba mate (1/1:v/v) on the
inhibition of oxidation. In the analysis of colorimetric coordinates a* and b*,
yerba mate extract (1%) obtained the highest value, differentiating it
significantly (p<0,05) of the others, indicating greater interference in the color
of porcine barth. As for the L* coordinate, control, the mixed compositions of
extracts (0,5% and 1%) and extract of marcela (0,5%) showed no significant
difference (p>0,05), indicating no interference in the light of porcine barth. In
the second experiment was to evaluate the effect of hydro-ethanolic extract
and purified extract of marcela and yerba mate, added (0,5%) in tuscany
sausage, with analysis of lipid stability (TBARS), quality (pH and sensory
attributes) and microbiology (aerobic mesophiles, coliforms at 45 °C/g,
Staphylococcus coagulase positive, Clostridium Sulphite reducing to 46 °C and
Salmonella sp). All treatments showed lipid stability during storage at 4 °C,
except the control that has accelerated the process of oxidation from 30 days.
There was no interference of the addition of the extracts on the pH of the



sausages in comparison with the control. In sensory analysis the hydro-
ethanolic extract of yerba mate interfere (p<0,05) compared to control. In the
microbiological analysis during the period of storage, the count of Clostridium
sulphite reducing to 46 C was less than 1x10' CFU. g, Staphylococcus
coagulase positive was less than 1x10%> CFU. g™, coliforms at 45 ° C was less
than 1x10" CFU. g and Salmonella was absent in 25g. The count of aerobic
mesophiles for all treatments was lower than 10° CFU. g™, during storage and
sausages have slight variations, reducing the count of 12 days and progressive
increases. At the end of the storage period from 30 days, there was a process
of bacterial growth in all samples, except in sausages added hydro-ethanolic
extract of marcela. The addition of 0,5% of purified extracts of yerba mate, or
hydro-ethanolic, or purified from marcela can be used in the preparation of
tuscany sausage and provide safer products for consumers.

Keywords: natural antioxidants; yerba mate; marcela; sausage; oxidation



1 INTRODUGAO

A oxidagao lipidica € um importante fator limitador da qualidade da
carne e de produtos carneos e tem interferido na aceitabilidade dos
consumidores (GRAY, GOMMA e BUCKLEY, 1996). Este fendbmeno causa
desvalorizagcdo comercial e leva a industria de produtos carneos a adotar
medidas que o limitem, pois este processo de oxidagdo também chamado de
rancificagcdo acarreta alteragdes organolépticas nos produtos, tais como,
alteragdes da coloragdo da carne e da gordura, desenvolvimento de sabor e
aroma desagradaveis a saude humana, tornando os alimentos improprios para
consumo, além de também provocar outras alteragdes que irdo afetar a
qualidade nutricional através da formacdo de compostos potencialmente
téxicos, mutagénicos e carcinogénicos (NEWBURG e CONCON, 1980;
KUBOW, 1990; PANIANGVAIT et al.,1995).

Antioxidantes sdo utilizados para prevenir ou retardar a oxidagéo
lipidica nos produtos. Todavia, a adicao de antioxidantes sintéticos comecou a
ser restringida nos ultimos anos, devido a diminuicdo da aceitagdo pelo
consumidor (SANCHEZ-ESCALANTE et al., 2001) e pelos efeitos danosos a
saude humana (MARTHA-ESTRELLA, NIOKHOR e STEVANOVIC, 2007).

Devido a crescente demanda de utilizagdo dos antioxidantes naturais
em nivel industrial, a presenga de compostos fendlicos em plantas tem sido
muito estudada pelo fato destes inibirem a oxidacdo lipidica, além de
participarem de processos responsaveis pela cor, adstringéncia e aroma em
varios alimentos (PELEG, BODINE e NOBLE, 1998), contudo, ha necessidade
de se buscar a melhor forma de utilizagdo dos vegetais para esta finalidade,
haja vista que os extratos elaborados até entdo tem apresentado bons
resultados quanto a atividade antioxidante, porém ainda detém algumas
interferéncias nas caracteristicas sensoriais dos produtos adicionados.

Propriedades funcionais como o alto conteudo de flavondides nos
extratos de Achyrocline satureioides (Lam.) D.C (marcela), o alto teor de
acidos fendlicos de llex paraguariensis St. Hil. (erva mate), as propriedades

antioxidantes de ambas, a boa disponibilidade na flora silvestre brasileira e o
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baixo custo de obtencéo, justificam a utilizagdo dessas plantas no presente
trabalho, onde foram avaliados os extratos hidro-etandlicos (brutos) e
purificados de erva mate e de marcela, além da composicdo mista desses
extratos e a sua aplicagdo em linguica toscana e banha suina, durante o
periodo de armazenamento.

Baseado nisto, o objetivo geral do presente trabalho foi desenvolver
antioxidantes naturais de Achyrocline satureioides (marcela) e de llex
paraguariensis (erva mate), para adigdo em linguiga toscana, com avaliagao e
determinagdo das melhores constituicdes quanto a atividade antioxidante e
caracteristicas sensoriais dos produtos. Os objetivos especificos foram:

v’ elaborar extratos naturais de marcela e de erva mate, utilizando técnica
de mistura de solventes com diferentes polaridades;

v/ avaliar os extratos quanto a protecdo antioxidante em testes de
oxidacao acelerada e colorimetria;

v' submeter os extratos a purificagao;

v formular produto carneo (lingliga toscana) e adicionar os extratos em
diferentes teores;

v/ analisar o produto carneo durante os prazos de armazenamento, sob
parametros fisico-quimicos e microbiolégicos;

v quantificar a aceitagcado das formulagdes, em prova sensorial.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Linglica toscana

Desde a longinqua antiguidade, o homem vem fabricando diversos
tipos de lingligas, buscando conservar a carne e oferecer um produto ao
alcance das aspiracdes do consumidor. Ha registros na histéria do consumo
de linguicas entre os babilénios e chineses ja por volta de 1500 a.C.

A partir da Idade Média, uma grande variedade de linglicas era
comercializada e essas variedades tinham uma forte influéncia do tipo de
clima da regido de origem. Muitas lingligcas sao designadas segundo as
regides onde foram desenvolvidas; € o caso das linglicas calabresa (Calabria,
Italia), toscana (Toscana, Italia), portuguesa (Portugal), entre outras (TERRA,
1998). Segundo Oda et al. (2003) o embutido apareceu no Brasil gracas as
receitas tradicionais, trazidas por familias imigrantes alemas e italianas,
embora tenha sofrido adaptagdes as condi¢des climaticas e ao paladar local.
Com a modernizacgao e diversificagao da produgao nos frigorificos, houve um
aumento no volume da carne embutida, transformando-se em fonte de
proteina animal.

Em conformidade com Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2000) a linguica designada Toscana é o produto cru
obtido exclusivamente de carne suina, adicionada de gordura suina e
ingredientes. No Brasil, linguica frescal é um dos produtos carneos mais
consumidos.

Entre os parametros que definem a qualidade de um produto carneo, a
formulagcdo € um dos mais importantes. A elaboragdo de um produto carneo
inicia-se pela definicdo dos componentes, requer informacgdes sobre as
propriedades e a composicdo das matérias-primas carneas incluidas no
produto. Esta formulagdo devera cumprir com os requisitos de legislagao,
qualidade organoléptica e de estabilidade microbioldégica, além de apresentar

custo compativel a comercializagdo do produto (ALMEIDA, 2005). Uma
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formulagdo adequada deve basear-se em informagbes precisas sobre a
composi¢cao das matérias-primas (relagdo umidade:proteina, teor de gordura,
pH, teor de tecido conjuntivo, cor e temperatura). O processamento das
linguicas frescais € relativamente simples e, com a observagdo de certas
regras, a producdo desse tipo de produto pode ser muito lucrativa ao
fabricante. As principais etapas envolvidas no processamento de lingliga sdo:
recebimento da matéria-prima; preparo e formulagdo; moagem; misturas das
carnes com condimentos e aditivos até completa homogeneizagdo para
desenvolvimento do sabor e inicio do processo de cura; embutimento.
Segundo Terra (1998) produtos carneos curados sdo os produtos em cuja
elaboracao sao utilizados os sais de cura. Esses sais sdo constituidos de uma
mistura de cloreto de sodio e nitrito. A primeira mistura é utilizada em produtos
carneos cuja elaboragdo consome varios dias, tendo em vista a necessidade
de tempo para que as bactérias reduzam o nitrato em nitrito. Adicionados os
sais de cura a massa carnea, ocorrera uma série de reacoes, resultando na
formac&o de Oxido Nitrico (NO) que d& coloragdo vermelha & mistura. Para
que haja aceleragédo do processo podem ser utilizadas as curas rapidas para
linguicas que contém glicose, como meio redutor e acido citrico que regula o
pH para 5,7, facilitando a passagem de nitrito a acido nitrico e posteriormente
até NO.

Devido ao alto teor de gordura, a natureza das matérias-primas e a falta
de tratamento térmico, tal produto € propenso a deterioragdo por ambas, a
oxidagéo lipidica e a contaminagdo microbiana (GEORGANTELIS et al,
2007). Uma higiene perfeita dos equipamentos, utensilios e de toda a area de
processamento deve ser observada. A linglica, mesmo mantida sob
refrigeragéo, comega a apresentar certas modificagdes no quinto ou sexto dia,
ap6s o processamento. No entanto, sob condicbes adequadas de
processamento incluindo uso de aditivos permitidos como nitrito de sddio,
condimentos esterilizados e com boas praticas de fabricagao, a vida util pode
ser prolongada por 15 a 20 dias sob refrigeracdo adequada (IBRAC, 1980;
PRANDL et al., 1994).
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2.2 Oxidagao lipidica

A oxidacdao dos lipidios, que ocorre durante o armazenamento,
processamento e aquecimento, € um processo basico causador de rancidez
nos produtos alimenticios, promovendo a deterioragdo oxidativa (HUDSON,
1990). Conforme Almeida (2005 apud MORRISEY et. al.,1998), as alteragdes
biogquimicas que acompanham a conversao do musculo em carne oferecem
condigdes favoraveis para que ocorra a oxidagao na fragdo mais insaturada de
fosfolipidios nas membranas subcelulares, onde o balango entre os fatores
pré-oxidativos e a capacidade antioxidativa nao esta controlado, favorecendo
a oxidacao lipidica. Os produtos da oxidacgao lipidica sdo indesejaveis, nao
somente pela producao de odores e flavours ofensivos, como resultado da
decomposicédo de lipidios e producdo de compostos volateis, mas também,
pela destruicdo de constituintes essenciais, ocasionando o decréscimo do
valor nutricional dos alimentos e a formacdo de compostos téxicos durante o
processamento (KAHL e HILDEBRANDT, 1986; FRANKEL, 1996). Além
disso, os produtos da oxidacdo lipidica podem causar modificacdes
patolégicas na mucosa intestinal, atividade inibitoria de enzimas e aumento no
teor de colesterol e peroxidos no soro sanguineo, desse modo, ativa o
processo de aterosclerose (KARPINSKA, BOROWSKY e DANOWSKA-
OZIEWICZ, 2001). Neste contexto, a oxidagao lipidica pode ser considerada
um processo autocatalitico, onde os produtos das reagdes iniciais propagam-
se em cadeia, envolvendo trés estagios: a iniciagdo, a propagagao e a
terminagédo (COULTATE, 2002; GORDON, 1990; HAMILTON et al., 1997).

A autoxidacao é iniciada com a formagao de radicais livres, entidades
reativas e estruturalmente instaveis. O mecanismo de formagédo do primeiro
radical livre ainda ndo se encontra devidamente esclarecido e provavelmente
a principal via geradora de radicais livres seja a decomposicdo de
hidroperdxidos (ROOH) que existem em alimentos em minimas quantidades
(tragos) antes mesmo do inicio da autoxidagao (GORDON, 1990). Estas
moléculas sdo geradas a partir da reagado da molécula lipidica com o oxigénio
na presenca de catalisadores, como luz visivel, irradiagdo, radiacéo

ultravioleta, temperatura e metais, que sdo denominados de iniciadores. Outra
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via de formagdo dos hidroperdoxidos € a oxidacdo de &cidos graxos
poliinsaturados catalisada por lipoxigenases e outras oxidases que
representam outra forma distinta de iniciagdo (ADEGOKE, et al., 1998;
ARAUJO, 1999). Ainda, segundo Torres (2003) as principais causas do
desenvolvimento da rancidez sdo hidrélise e oxidacdo lipidica. A rancidez
hidrolitica provoca a liberagdo de acidos graxos, sendo geralmente as lipases
(microbianas ou da prépria carne) que iniciam o processo de rancificagao das
gorduras. No caso das linguigas, o inicio da reagdo de rancidez oxidativa é
catalisado pela agdo do oxigénio do ar sobre os acidos graxos insaturados
presentes na gordura suina. De acordo com Kahl e Hildebrandt (1986), a
autoxidacao lipidica é iniciada pela formacdo de radicais livres, os quais
atacam e abstraem um atomo de hidrogénio de um radical metil, adjacente a
dupla ligacdo do acido graxo insaturado, deixando um elétron
desemparelhado no carbono, gerando um radical alila.

Nas fases de iniciagéo e propagacao, a presencga de radicais livres, que
sdo moléculas extremamente reativas, € decisiva (ADAMS e MOSS, 1999).
Os radicais livres podem ser definidos como moléculas ou atomos que
possuem um elétron desemparelhado na ultima camada, ocupando um unico
orbital atémico ou molecular (HALLIWEL e GUTTERIDGE, 2000). Essas
formas reativas sdo normalmente produzidas durante o metabolismo do
oxigénio nos tecidos e sdo chamadas de espécies reativas de oxigénio (ROS -
Reactive Oxygen Species). Estes compostos dividem-se em radicais
superéxido (O?) e hidroxila (HO) ou néo radicais peréxido (H?0?). Alguns deles
sdo produzidos durante o metabolismo aerdbio das células vivas, como o
radical superoxido, que € formado pela adicao de um elétron extra ao oxigénio
molecular, durante o processo de redugao do oxigénio na cadeia respiratéria
mitocdndrial. Da mesma forma, os macréfagos, quando estimulados,
produzem radicais superdxido (O?) e H?0? durante o processo normal de
fagocitose (COMBS, 1998). Mesmo apresentando pouca reatividade quimica,
os compostos O? e H20?, quando expostos a determinados ions metalicos (Fe
>* e Cu %), geram um radical livre altamente reativo, o radical hidroxila, este &
provavelmente, o radical livre mais importante para a iniciagado do processo de
oxidacao nos tecidos animais, uma vez que ele pode rapidamente remover um
atomo de hidrogénio do acido graxo insaturado (ADAMS e MOSS, 1999). Os
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principais alvos do radical hidroxila sdo os lipideos, especialmente os acidos
graxos insaturados da membrana celular, as proteinas e o DNA (COMBS,
1998). Na fase de iniciagao: estao envolvidas agbes dos radicais livres e o
mecanismo natural de defesa antioxidante, no organismo ainda vivo, alteragao
na estrutura das membranas celulares. Suas caracteristicas podem ser
resumidamente descritas como o baixo consumo de oxigénio, aumentando
lentamente e baixa concentragdo de peroxidos, ndo ha alteracdes sensoriais e
aumenta a concentracéo de radicais livres (BOBBIO e BOBBIO, 2001).

Na fase de propagacdo ocorre a destruigdo oxidativa, sendo que no
periodo imediatamente antes e pds-abate, ocorre uma série de eventos
bioquimicos, tais como, falha do sistema antioxidante natural, diminuigdo do
pH, acdo enzimatica, desnaturacdo protéica, liberagcdo de ferro.
Caracteristicas suas como o alto consumo de oxigénio, promove o aumento
da concentracdo de perdxidos e inicia a decomposi¢cdo, ha o inicio das
alteracbes sensoriais com aparecimento de odor caracteristico, provocado
pelos produtos de decomposicdo dos hidroperéxidos. Na terceira fase, ou
terminagdo, as caracteristicas s&o: consumo de oxigénio tendendo a cair,
diminuicdo dos peroxidos e forte alteracdo sensorial, podendo haver
alteracdes da cor e viscosidade (BOBBIO e BOBBIO, 2001). E a fase mais
critica, por ocasido do processamento, manuseio, moagem, trituragéo,
cozimento e estocagem, determinando o rompimento da membrana celular,
potencializado pela adicdo de agua, adicdo de sal, temperatura, liberagao de
ferro, presenga de oxigénio, agdo microbioldgica (OLIVO, 2005).

A estabilidade oxidativa dos alimentos € dependente do equilibrio entre
a composig¢ao e concentragao do substrato e a presencga de pro-oxidantes. A
remogao do oxigénio, inativagcdo de enzimas, protecdo contra luz e ions
metdlicos sdo importantes para evitar ou minimizar a oxidacao lipidica. No
entanto, estas medidas nem sempre séo aplicaveis. A adicao de antioxidantes
constitui pratica mais comum para aumentar a estabilidade dos lipidios.
Portanto, a prevencdo destas reacbes podera minimizar os seus efeitos
adversos, e aumentar a vida-de-prateleira (shelf-life) dos alimentos (KRING e
BERGER, 2001).
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2.2.1 TBARS

Testes como indice de peroxidos, acidos graxos livres, anisidina, Kreis,
TBA (acido 2-tiobarbiturico), valor Totox (valor total de oxidagdo) e compostos
volateis sao utilizados no controle de qualidade de d6leos, gorduras e produtos
que a contenham, por fornecerem informacbes valiosas e essenciais a
respeito do estado oxidativo, na predicao da rancidez do alimento analisado
(OSAWA, FELICIO e GONCALVES, 2005). O método mais usual para
acompanhar a evolu¢do da oxidagao de lipidios em carnes e produtos carneos
€ o teste de TBA, devido a sua simplicidade e rapidez. O teste de TBA
quantifica o malonaldeido (MDA), um dos principais produtos de
decomposi¢ao dos hidroperéxidos de acidos graxos poliinsaturados, formado
durante o processo. De acordo com Miyagusku et al. (2007) as substancias
reativas ao acido 2-tiobarbiturico sao preferencialmente formadas a partir da
clivagem de acidos graxos com duplas ligagdes. Os hidroperoxidos formados
podem originar compostos contendo grupamentos carbonilicos, sendo o
malonaldeido o principal alcadienal relacionado com o processo de oxidacao
lipidica. A reacdo envolve o acido 2-tiobarbiturico com o malonaldeido,
produzindo um composto de cor vermelha, medido espectrofotometricamente
a 532 nm de comprimento de onda (de acordo com a metodologia, esse
comprimento de onda pode variar, situando-se ao redor de 500 a 550 nm). Os
resultados sdo expressos em unidades de absorbancia por unidade de massa
de amostra ou em “valor de TBA” ou “numero de TBA”, definidos como a
massa, em mg, de malonaldeido por kg de amostra. O valor de TBARS,
substancias reativas ao TBA, constitui-se numa outra maneira de expressar o
valor obtido no teste de TBA, sendo atualmente mais utilizado e leva em
consideragdo outras substancias capazes de reagir com o acido 2-
tiobarbitdrico (OSAWA, FELICIO e GONCALVES, 2005). Segundo Lyon et al.
(1988), o valor de TBARS foi proposto como analise adequada para monitorar
mudancgas provenientes da rancidez oxidativa em carnes de frango apds
obtencdo de correlagdes significativas com atributos sensoriais tipicos do
alimento. Outros estudos também foram conduzidos usando os valores de

TBARS como indicador do processo de oxidacdo de carnes e derivados,
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portanto, a informagédo do numero de TBARS ¢é bastante relevante (AHH et al.,
1998; HORAX et al; JO et al., 1999). Processos envolvidos na elaboragéo de
produtos carneos que incluam moagem, mistura e cozimento favorecem a
formagdo do malonaldeido, sendo fundamental o emprego do teste na
avaliacdo da qualidade do produto final (OSAWA, FELICIO e GONCALVES,
2005). Na determinagao da oxidagao lipidica pelo teste de TBARS, todas as
analises devem ser feitas através de um unico meio de extragdo. Assim, a
mudanca dos valores de TBARS para uma situagao particular ou um
determinado tipo de produto carneo pode mostrar o comportamento da
oxidacdo dos lipideos que ocorre durante o0 processamento e/ou
armazenamento. Dessa maneira, pode-se, por exemplo, avaliar a eficacia de
antioxidantes de diferentes fontes ou de diferentes embalagens, na
estabilidade de um dado produto (RHEE, 1989; RAHARJO e SOFQOS, 1993).

2.3 Antioxidantes

Antioxidantes sdo compostos que podem prevenir ou retardar o
processo oxidativo causado pelos radicais livres e pelas espécies reativas ao
oxigénio (ROS) em alimentos, postergando a deterioragdo, rancidez e
descoloracdo decorrente da autoxidagcdo. Estas mudancas levam a
deterioracdo do sabor, aroma e coloracido dos alimentos, itens
importantissimos na observacdo do consumidor por ocasido da aquisi¢ao
(MEHTA, ZAYAS e YANG, 1994). Compostos fendlicos, como metabdlitos
secundarios, funcionam como sequestradores de radicais e algumas vezes
como quelantes de metais (ADEGOKE et al., 1998; SHAHIDI, JANITA e
WANASUNDARA, 1992), agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagag¢ao do processo oxidativo. Encerram multipla agdo, preservando os
alimentos contra indesejaveis mudangas iniciadas em presenga do oxigénio.
Os produtos intermediarios, formados pela agao destes antioxidantes sao
estaveis devido a ressonancia do anel aromatico apresentada por estas
substancias (NAWAR, 1985).
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2.3.1 Antioxidantes sintéticos

Antioxidantes fendlicos sintéticos como butil hidroxitolueno (BHT), butil
hidroxianizol (BHA), butil hidroquinona terciaria (TBHQ) e propil galato (PG)
sdo comumente adicionados em alimentos gordurosos estabilizando-os contra
a oxidagcao (CHU e HSU, 1999; MOURE et al., 2001; STAUFFER, 1996).
Contudo, ha uma preocupagcdo com a utilizacdo desses antioxidantes
sintéticos devido a relatos sobre efeitos negativos, como carcinogenicidade
(WHYSNER et al., 1994) e toxicidade (WANASUNDARA e SHAHIDI, 1998).
Estudos toxicologicos tém demonstrado a possibilidade de estes antioxidantes
apresentarem efeito carcinogénico em experimentos com animais
(BOTTERWECK et al., 2000). Em outros estudos, o BHA mostrou induzir
hiperplasia gastrointestinal em roedores por um mecanismo desconhecido em
humanos (CRUCES-BLANCO et al, 1999). A redugdo do nivel de
hemoglobina e a hiperplasia de células basais (MADHAVI e SALUNKHE,
1995) foram atribuidas ao uso de TBHQ. A absorcao oral de BHT resulta em
absorgao rapida pelo trato gastrointestinal, eliminagdo na urina e nas fezes de
ratos, camundongos e humanos (VERHAGEN et al., 1989). O figado, os
pulmdes e o sangue sdo os principais alvos de toxicidade do BHT, sendo que,
em ratos, os efeitos deste sobre o figado sdo mais marcantes, quando
comparados ao BHA (WITCHI, 1986).

2.3.2 Antioxidantes naturais

Nos ultimos tempos, tem-se aumentado consideravelmente o interesse
em encontrar antioxidantes de ocorréncia natural para uso em alimentos,
visando substituir os sintéticos. (ITO et al., 1983; ZHENG e WANG, 2001). Os
antioxidantes sintéticos tém sido questionados ao passo que antioxidantes
naturais como tocoferol, polifendis e pigmentos carotendides tém apresentado
uma grande relevancia na prote¢ao contra oxidagao lipidica. (ROMERO et al.,

2007). Recentemente, muitos pesquisadores tém demonstrado um grande
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interesse em plantas medicinais pela seu potencial antioxidante total
(DJERIDANE et al., 2006; KATALINIC et al., 2006; WONG et al., 2006).
Antioxidantes de plantas sdo constituidos principalmente por compostos
fendlicos que sao representados, na maioria das vezes por acidos fendlicos
(CAO e CAO, 1999), flavondides (MADSEN e BERTELSEN, 1995), e
catequinas (SHAHIDI, JANITHA, e WANASUNDARA, 1992). Diferentes
polifendis tém demonstrado serem potentes antioxidantes, interferindo no
potencial oxidativo/antioxidativo da célula ou atuando como sequestradores de
radicais livres, como quelantes ou sequestrantes do oxigénio singlete e como
desativadores de metais pré-oxidantes (PRATT, 1992; RICE-EVANS et al.,
1995; KAHKONEN et al., 1999; LODOVICI et al., 2001). A acdo antioxidante
destes constituintes tem sido relacionada a prote¢cdo do organismo contra os
radicais livres, gerados in vivo, os quais estdo envolvidos na instalagao de
varias doengas degenerativas como cancer, aterosclerose, artrite reumatica,
desordens cardiovasculares entre outros, além da estabilidade oxidativa nos
alimentos (TAPIERO et al., 2002; MOURE et al., 2001). Ainda, de acordo com
Ames (1983); Leong e Shui (2002), o consumo de antioxidantes de origem
vegetal que inibem ou aceleram a eliminagdo dos radicais livres, tem sido
associado a baixa incidéncia dessas doengas em consequéncia do alivio do

estresse oxidativo desses radicais livres.

2.4 Extratos

Os compostos fendlicos, como metabdlitos secundarios de plantas, séo
comumente encontrados em varios vegetais e tém demonstrado boa defesa
contra o estresse oxidativo das espécies reativas ao oxigénio (ROS)
endogenas e dos radicais livres. (CHOI et al., 2005; KIM e CHUNG, 2002).
Diversos pesquisadores tém trabalhado na separagdo, identificacao,
quantificacdo dos compostos fendlicos em alimentos, enfrentando muitos
problemas metodoldgicos, pois, além de englobarem uma gama enorme de

substancias (fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavonodides, taninos
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e ligninas), eles s&o, na maioria das vezes, de grande polaridade, muito
reativos e suscetiveis a acéo de enzimas (KING e YOUNG, 1999).

Existem varias metodologias para preparagdo de extratos vegetais,
visando o isolamento de seus constituintes quimicos. Um método considerado
adequado é o de extracao hidroalcodlica (etanol/agua 50/50, v/v ou metanol)
para chegar ao extrato bruto. Posteriormente, este extrato pode ser submetido
a um processo de particdo liquido-liquido, com solventes de polaridades
crescentes, buscando extracdo dos respectivos compostos: hexano
(esterdides/terpenos/acetolenonas),  diclorometano  (lignanas/flavondides
metoxilados/sesquiterpenos/lactonas/ triterpenos/cumarinas), acetato de etila
(flavondides/taninos/xantonas/acidos triterpénicos/saponinas/compostos
fendlicos em geral) e butanol (flavondides
glicosilados/taninos/saponinas/carboidratos), visando uma semi-purificagéo
das substancias através de suas polaridades. Outros solventes de polaridades
similares também podem ser utilizados (CECHINEL e YUNES, 1998; VOGEL,
1981). O solvente utilizado na extragdo e o método de extragdo podem
influenciar significativamente no nivel dos componentes recuperados, dessa
maneira pode determinar a habilidade antioxidante de cada tipo de extrato
(KOBA et al., 2007; HAYOUNI et al., 2007). Xu e Chang (2007) concluiram
que diferentes solventes utilizados na extracdo, resultam em distintas
composi¢des fendlicas e seus antioxidantes. Na comparacdo, incluindo
acetona/agua (50:50, v/v), acetona/agua (80:20, v/v), acetona/agual/acido
acético (70:29.5:0.5, v/vlv), etanol/agua (70:30, v/v), metanol/agua (70:30, v/v)
e etanol absoluto, a acetona/agua/acido acético (70:29.5:0.5, v/vlv), foi a
formulacdo mais efetiva na extragcéo fendlica e a menor atividade antioxidante
foi apresentada pela extragdao com etanol absoluto. Extratos obtidos usando
solventes de alta polaridade sdo mais efetivos sequestradores de radicais
livres e inibidores bacterianos, do que aqueles obtidos usando solventes de
menor polaridade. Os solventes mais eficientes para extragao de polifenois de
Quercus coccifera L. e Juniperus phoenicea L., foram a mistura de
acetona/agual/acido acético (95:4,5:0.5, v/v/v), do que a mistura de etil
acetato/metanol/agua (60:30:10, v/v/iv) e agua (HAYOUNI et al., 2007).
Majhenic, Skerget e Knez (2007), ao comparar os solventes: agua, metanol,

acetona (35%) e etanol (60%), utilizados em sementes de guarana,
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concluiram que o extrato etandlico foi o mais eficiente como antioxidante e
como antimicrobiano. Souza (2006) Trabalhando com subprodutos de
Solanum tuberosum na extragdo de antioxidantes, concluiu que o extrato
aquoso (hidro-etandlico) e o purificado foram efetivos no controle da oxidagéo
lipidica em cortes de frango, porém o purificado foi mais eficaz, sob este

aspecto e nao diferiu do controle na analise sensorial.

2.5 Marcela

Achyrocline satureioides (Lam.) D.C., popularmente conhecida como
“marcela” ou “macela”, € uma erva usada na Argentina, Uruguai, Paraguai e
Brasil por suas propriedades medicinais de largo uso, cujas propriedades
despertam interesse da industria farmacéutica. Influsées de inflorescéncias de
Achyrocline satureioides sao utilizadas comumente na medicina popular
brasileira como digestivo, anti-espasmaodico, anti-inflamatério, agente
hipoglicémico e como redutor dos niveis de colesterol sanguineo (SIMOES et
al.,, 1988). Estudos da composigcdo quimica demonstraram que o extrato
etandlico das inflorescéncias da marcela tem como principais constituintes os
flavondides quercetina, 3-O-metilquercetina e luteolina. De forma similar,
estudos fitoquimicos confirmaram a presencga de acido caféico, clorogénico e
isoclorogénico (FERRARO, NORBEDO e COUSSIO, 1981; SIMOES, 1984).
As propriedades bioquimicas dos polifendis como flavondides e acido caféico
tém atraido muitos pesquisadores da biologia e da medicina. Os flavondides
sdo descritos como sequestradores do anion superoxido, de hidroxilas, de
radicais peroxi e como inibidores de enzimas chave na respiragcéo
mitocondrial. Eles também sao conhecidos como inibidores da oxidagao de
proteinas de baixa densidade. Em complemento, a quercitina € um dos
principais flavondides presentes na marcela e foi descrita como inibidora da
peroxidagao lipidica através de sequestradores de ROS e quelante de ions
metalicos, responsaveis pela geragdo das ROS (OHSHIMA et al., 1998; DI
CARLO et al., 1999; YAMAMOTO et al., 1999; HARBONE e WILLIAMS, 2000;
ISHIGE, SCHUBERT e SAGARA, 2001). Verificou-se que tanto o extrato
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aquoso quanto o metandlico de marcela reduziram a produgéo de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico em homogeneizados de figado de ratos
(DESMARCHELIER, COUSSIO e CICCIA,1998). Em estudo epidemioldgico
com dietas de antioxidantes na incidéncia de doengas neurogenerativas,
Arredondo et al. (2004) concluiram que os flavondides quercetina e luteolina,
contidos na infusao de Achyrocline satureioides, foram responsaveis por efeito
citoprotetor. O resultado obtido por estes pesquisadores sugere que o extrato
de marcela possui significante capacidade para carrear radicais livres.
Segundo Campagnol (2007), o uso de extrato hidro-etandlico de marcela a 1%
em salame controlou a oxidacéo lipidica, mantendo o produto com baixos
valores de TBARS, porém reduziu significativamente os valores de aceitagao

em prova sensorial.

2.6 Erva mate

llex paraguariensis Saint Hilaire (Aquafoliaceae) é conhecida
popularmente como erva mate. E nativa de regides de clima temperado,
resiste a baixas temperaturas e sua area de ocorréncia natural é restrita ao
Brasil, Paraguai e Argentina (Anuario Brasileiro da Erva-mate, 1999).

De acordo com Canterle (2005), a erva mate, ingerida na forma de
chimarrao, possui 6timo efeito antioxidante em sistemas vivos e em sistemas
quimicos. A infusao de folhas de llex paraguariensis (Mate) possui conteudo
de polifendis comparavel ao cha preto e ao suco de laranja, e quando
submetido a normalizagdo para o conteudo de polifendis totais da bebida,
apresenta atividade antioxidante ligeiramente maior que vinhos, suco de
laranja e cha preto. Na andlise do extrato de folhas mate em cromatografia
liquida de espectro de massa (LC/MS), verificou-se que os isdmeros do acido
cafeioilquinico (CQA) e o di-cafeoilquinico (di-QCA) foram os maiores
componentes da fracdo fendlica (BRAVO, GOYA e LECUMBERRY, 2007).
Estes sédo constituintes da familia dos acidos clorogénicos, que sdo os mais
conhecidos grupos de compostos fendlicos de llex paraguariensis. A presenca

de rutina, quercetina e camferol, ambos livres ou como glicosideos, em varias
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espécies llex, incluindo I. paraguariensis, podem também ser responsaveis,
em parte, pela atividade antioxidante observada na erva mate (ALIKARIDIS,
1987; FILIP et al., 2001). Filip et al. (2007) concluiram que a cafeina e o acido
clorogénico do extrato aquoso de erva mate tem um importante papel na
inferéncia de secregado da peroxidase, pela glandula submandibular de ratos,
conferindo defesa contra alteragées imunolégicas e inflamatérias da cavidade
oral. O extrato aquoso de folhas contém significativamente mais alto nivel de
compostos fendlicos que o de extrato aquoso de erva mate comercial e este
apresentou atividade peroxidase respectivamente maior (ANESINI, FERRARO
e FILIP, 2006). Campos et al. (2007) trabalhando com salame, concluiram
que a adicdo de extrato hidro-etandlico de erva mate controlou a oxidacéo

lipidica mantendo o produto carneo com baixos valores de TBARS.
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RESUMO

O efeito de dois niveis (0,5% e 1%) de extratos hidro-etandlicos de erva
mate (/lex paraguariensis) e de marcela (Achyrocline satureioides), bem como
da composicao mista de extratos de erva mate e marcela (1/1:v/v), na inibigao
da oxidacao lipidica e a interferéncia na colorimetria (CLab) da banha suina
foram avaliados. A atividade antioxidante foi elevada para todos os extratos e
composi¢cdes mistas de extratos. Observaram-se valores entre 91,86 e
99,15% na inibicdo da oxidacéo lipidica, no teste de oxidacio acelerada. Nao
foi observado efeito sinérgico, nem antagbnico, na composi¢cdo mista de
extratos de erva mate e de marcela (1/1:v/v) sobre a inibicdo da oxidagao. Na
analise da colorimetria das coordenadas a* e b*, os extratos de erva mate, de
marcela e as composigdes mistas de extratos (0,5% e 1%) apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) em relagcdo ao controle (sem extrato) e o
extrato de erva mate a 1% obteve o valor mais alto, diferenciando-se
significativamente (p<0,05) dos demais, indicando uma maior interferéncia na
cor da banha suina. Notou-se que quanto a coordenada L*, o controle, as
composicdes mistas de extratos (0,5% e 1%) e o extrato de marcela (0,5%)
nao demonstraram diferenga significativa (p>0,05), indicando nao haver
interferéncia, na luminosidade da banha suina. Os demais extratos e
composi¢coes se diferenciaram do controle (p<0,05), interferindo neste
parametro sobre a banha suina.

Palavras-chave: oxidacao; banha suina; erva mate; marcela; antioxidante

ABSTRACT

The effect of two levels (0,5% and 1%) of hydro-ethanolic extracts of
yerba mate (llex paraguariensis) and marcela (Achyrocline satureioides) and
mixed composition of extracts of mate and marcela (1/1:v/v) in the inhibition of
lipid oxidation and interference in the colorimetric (CLab) of porcine barth
were evaluated. The antioxidant activity was high for all the extracts and
compositions of mixed extracts. Values were observed between 91.86 and
99.15% of the inhibition of lipid oxidation in accelerated oxidation test. There
was no synergistic effect or antagonistic, the composition of mixed extracts of
mate and marcela (1/1:v/v) on the inhibition of oxidation. In the analysis of
colorimetric coordinates a* and b*, the extracts of yerba mate, and the
compositions of marcela mixed extracts (0,5% and 1%) showed significant
difference (p<0,05) compared to control (without extract) and the extract of
yerba mate (1%) obtained the highest value, differentiating it significantly
(p<0,05) of the others, indicating greater interference in the color of porcine
barth. It was noted that on the L* coordinate, control, the mixed compositions
of extracts (0,5% and 1%) and extract of marcela (0,5%) showed no significant
difference (p>0,05), indicating no interference in the light of porcine barth. The
other extracts and compositions differ from the control (p <0,05), interfering in
this parameter on the porcine barth.

Keywords: oxidation; porcine barth; yerba mate; marcela; antioxidant
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1 INTRODUGAO

A preocupacdo em proporcionar aos consumidores produtos de alta
qualidade tem levado a industria de produtos carneos a adotar medidas que
limitem o fenbmeno da oxidagao lipidica, pois esta acarreta alteragdes
organolépticas nos produtos, tais como: alteragdes da coloragao da carne e da
gordura, desenvolvimento de sabor e aroma desagradaveis, tornando os
alimentos impréprios para o consumo, além de também provocar outras
alteragdes que irdo afetar ndo sé a qualidade nutricional, devido a degradagéao
de vitaminas lipossoluveis e de acidos graxos essenciais, mas também a
integridade e seguranga dos alimentos, através da formagdo de compostos
poliméricos potencialmente toxicos como os compostos da oxidagdo do
colesterol (KUBOW, 1990; PANIANGVAIT et al.,1995) e da polimerizagéo dos
triglicerideos (ALEXANDER, 1978; CHANG, PETERSON e HO, 1978), além
dos aldeidos com a e B insaturagdes, incluindo o malonaldeido, que é
reconhecido por seus efeitos toxicos, mutagénicos e carcinogénicos
(NEWBURG e CONCON, 1980).

Compostos quimicos conhecidos como antioxidantes sdo empregados
com a finalidade de inibir ou retardar a oxidacao lipidica de dleos, gorduras e
alimentos gordurosos. A adigao de antioxidantes sintéticos como o BHA, BHT,
PG e TBHQ é uma pratica corrente na industria de produtos carneos e o uso
desses aditivos tem sido questionado pela possibilidade de efeitos colaterais
maléficos a saude. Estudos toxicologicos tém demonstrado a possibilidade
destes antioxidantes apresentarem efeito carcinogénico em experimentos com
animais (BOTTERWECK et al., 2000). Em outros estudos, o BHA mostrou
induzir hiperplasia gastrointestinal em roedores por um mecanismo
desconhecido em humanos (CRUCES-BLANCO et al., 1999). A redugao do
nivel de hemoglobina e a hiperplasia de células basais (MADHAVI e
SALUNKHE, 1995) foram atribuidas ao uso de TBHQ. Por estes motivos, o
uso destes antioxidantes em alimentos é limitado. No Brasil, o uso destes

antioxidantes é controlado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
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(ANVISA) que limita a 0,01g/100g para BHA e BHT como concentracdes
maximas permitidas em carnes e produtos carneos (BRASIL, 1998).

A utilizagdo de plantas e ervas como antioxidantes em alimentos
processados esta tornando-se cada vez mais importante na industria da
alimentagcdo como uma alternativa aos antioxidantes sintéticos (ITO et al.,
1983; MADSEN e BERTELSEN, 1995; ZHENG e WANG, 2001). A presencga
de compostos fendlicos em plantas tem sido muito estudada pela inibicdo da
oxidacao lipidica, além da participagdo em processos responsaveis pela cor,
adstringéncia e aroma em varios alimentos (PELEG, BODINE e NOBLE,
1998), porém ha necessidade de se trabalhar na busca pela melhor forma de
utiizacdo dos vegetais para esta finalidade, haja vista que os extratos
elaborados tém apresentado bons resultados quanto a atividade antioxidante,
porém apresentaram interferéncias nas caracteristicas sensoriais dos
produtos.

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.), planta muito comercializada
no norte da Argentina, sul do Brasil e leste do Paraguai (GIBERTI, 1979), na
forma de pé6 de folhas tostadas, detém propriedades antioxidantes e apresenta
efeito hipocolesterolémico em fungdo da reducdo da oxidagdo das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), minimizando a formagao do ateroma,
caracteristica essa atribuida aos constituintes fendlicos presentes nas folhas
(SANTOS et al., 2004). Derivados cafeicos e flavonoides foram identificados e
quantificados, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em extrato
aquoso das folhas de erva-mate (FILIP et al., 2001).

A Achyrocline satureioides, popularmente conhecida como marcela, é
uma planta medicinal usada na Argentina, Uruguai, Paraguai e Brasil por suas
propriedades antiespasmaodica, hepatoprotetora e colerética, possui alto
conteudo de compostos polifendlicos, na maioria flavondides, e de diferentes
acidos fendlicos como o cafeico, clorogénico e isoclorogénico (SIMOES et al.,
1988; FERRARO, NORBEDO e COUSSIO, 1981), sugerindo que esta planta
pode possuir potentes efeitos antioxidantes. Desmarchelier, Coussio e Ciccia
(1998); Gugliucci e Menini (2002) relataram propriedades antioxidantes da
marcela, mas a sua aplicagdo em produtos carneos ainda tem sido pouco

estudada.
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Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito dos extratos hidro-
etandlicos de marcela (Achyrocline satureioides), de erva mate (llex
paraguariensis) e a composi¢cao mista de extratos de erva mate e de marcela

(1/1, v/v) na inibicdo da oxidacéo lipidica e na colorimetria de banha suina.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e periodo experimental

O experimento foi realizado no Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos, da Universidade
Federal de Santa Maria e no Laboratério de Inspegcdo de Alimentos e
Bromatologia - LIAB do Depésito de Subsisténcia de Santo Angelo, do

Exército Brasileiro, no periodo de fevereiro a outubro de 2008.

2.2 Matéria-prima

Para elaboragdo dos extratos foram utilizadas amostras de
inflorescéncias de marcela (Achyrocline satureioides), colhidas durante o més
de margo, na zona rural de Santiago-RS-Brasil e amostras de erva mate (/lex
paraguariensis) comercial, adquiridas em um supermercado de Santo Angelo-

RS-Brasil, no mesmo periodo.
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2.3 Preparacao do extrato de marcela

O produto vegetal seco (30 gramas) de inflorescéncias da marcela, foi
homogeneizado com solvente, transferido para um béquer e deixado durante
1 hora a temperatura ambiente. Transcorrido este periodo, procedeu-se a
filtracdo utilizando-se papel de filtro Whatman n° 1. A parte sodlida foi
submetida a mais duas extracbes sucessivas, com o objetivo de extrair
totalmente o principio ativo da matéria prima. Os 3 filtrados foram recolhidos e
concentrados em rotaevaporador (Rotavapor® RE 120 - Blchi, Flawil, Suiga)
até 7% do volume inicial, obtendo-se assim o extrato bruto que foi mantido sob
refrigeracdo em frasco de vidro, ao abrigo da luz. Na elaboragéo do extrato, a
relagao liquido-sélido foi de 12:1. Na primeira extragdo, o solvente empregado
foi uma mistura de etanol 95% com agua destilada (12:1) e nas duas
seguintes etanol 95% (CAMPAGNOL, 2007).

2.4 Preparacao do extrato de erva mate

O po de folhas secas (100 gramas) de erva mate foi homogeneizado
em 400 ml de uma mistura de etanol a 95% e agua destilada (4/1, v/v) durante
3 minutos. Logo apds, a mistura foi agitada durante 1 hora sob temperatura
ambiente. Em seguida foi filtrado através de papel filtro Whatman n°® 1. A parte
soélida foi reextraida com etanol por mais duas vezes. Os 3 filtrados foram
recolhidos e concentrados em rotaevaporador (Rotavapor® RE 120 - Bichi,
Flawil, Suica) até 7% do volume inicial, obtendo-se assim o extrato bruto que
foi mantido sob refrigeragdo em frasco de vidro, ao abrigo da luz (CAMPOS et
al., 2007).
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2.5 Teste da oxidagao acelerada em banha suina

Foram pesados 100 gramas de banha suina em um becker e
adicionados do extrato (0,5 ou 1 grama), no controle nao foi adicionado
extrato. A composigao foi aquecida e mantida a temperatura entre 100-110°C
durante 90 minutos, sob agitagdo com auxilio de agitador magnético. Depois
de decorrido este tempo, foi realizada a analise do indice de TBARS nas
amostras, com leitura da absorbancia a 531nm (PADILHA, 2007). A atividade
antioxidante das concentragdes foi calculada em relagdo a percentagem de

inibicdo da oxidagao na banha suina, pela seguinte férmula:

(absorbancia da amostra)

% de inibigdo =1 - x 100 (1.1)

(absorbancia do controle)

2.6 TBARS

As substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) resultantes da
oxidagao lipidica foram determinadas segundo o método de Raharjo e Sofos
(1993). Os valores de TBARS foram determinados em triplicata para cada

amostra.

2.7 Composigado das amostras

Cada amostra foi composta através da adicdo de aliquotas pré-
determinadas de extrato a 100g de banha suina, em becker, dando origem as
seguintes composicoes:

- extrato de erva mate a 0,5% (EO0.5);

- extrato de erva mate a 1% (E1);

- extrato de marcela a 0,5% (M0.5);
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- extrato de marcela a 1% (M1);

- composi¢céo mista de extratos de erva mate e de marcela (1/1, v/v) a
0,5% (EMO.5);

- composi¢céo mista de extratos de erva mate e de marcela (1/1, v/v) a
1% (EM1).

2.8 Determinagéao da cor

A determinagdo da cor foi realizada pelo aparelho Minolta Chroma
Meter CR- 300, (MINOLTA). Os resultados foram expressos como L*

(luminosidade), a* (diregéo para o vermelho) e b* (dire¢cado para o amarelo).

2.9 Analise estatistica

Todas as determinagdes foram realizadas em ftriplicata, os dados foram
avaliados através de analise de variancia (ANOVA). As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, considerando o nivel de significancia de 5%
(p<0,05), utilizando o pacote estatistico SAS, versao 8.2 (SAS, 1996).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Colorimetria

Os resultados da analise colorimétrica dos extratos adicionados em

banha suina estao descritos na tabela 1. Na coordenada a* os extratos hidro-
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etandlicos de erva mate e de marcela apresentaram diferenga significativa
(p<0,05) em relagao ao controle/sem extrato e o E1 obteve o valor mais alto,
diferenciando-se significativamente (p<0,05) dos demais, indicando uma maior
interferéncia na cor, em direcido ao vermelho, da banha suina. O M0.5 e o
EMO0.5, apresentaram o0s menores valores a partir do controle,
respectivamente, demonstrando as menores interferéncias, neste parametro,
sobre a banha suina. O E0.5, o M1 e o EM1 apresentaram valores
intermediarios e com interferéncia crescente, respectivamente, sobre o

produto avaliado.

Tabela 1 — Valores médios da determinacdo colorimétrica de amostras de
banha suina com diferentes niveis de extratos de erva mate, de marcela e da
composi¢ao mista de extratos de erva mate e de marcela (1/1, v/v) expressas
como L* (luminosidade), a*(direcdo ao vermelho) e b* (direcdo ao amarelo)

Tratamentos’ L* a* b*

Controle 90,272 8,06° 10,80°
E0.5 86,97° 26,40° 14,50°
E1 84,52° 49,26° 18,99°
Mo.5 88,79 17,73° 17,58°
M1 84,95° 31,23° 16,20°
EMO0.5 88,70 17,30° 17,38
EM1 87,50 33,56° 17,25

Médias acompanhadas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo apresentam diferenca
significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

' Controle: sem adicdo de extrato; E0.5: adicido de 0,5% de extrato hidro-etandlico de erva
mate; E1: adicdo de 1% de extrato hidro-etandlico de erva mate; MO0.5: adicdo de 0,5% de
extrato hidro-etandlico de marcela; M1: adigdo de 1% de extrato hidro-etandlico de marcela;
EMO.5: adigdo de 0,5% de composi¢cdo mista de extratos hidro-etandlicos de erva mate e
marcela; EM1: adicdo de 1% de composigdo mista de extratos hidro-etandlicos de erva mate
e marcela.

Na analise da coordenada colorimétrica b* novamente os extratos
hidro-etandlicos de erva mate e de marcela apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) em relagdo ao controle/sem extrato, porém quando
foram comparadas as concentragdes, o E0.5 obteve o valor mais baixo a partir
do controle, demonstrando a menor interferéncia neste parametro, sobre a
banha suina. O E1 apresentou diferenga (p<0,05) em relacdo a todos

tratamentos e indicou uma maior interferéncia na cor, em diregdo ao amarelo,
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do produto analisado. O M1 e o MO0.5, bem como o EM1 e o EMO0.5
apresentaram valores intermediarios para este parametro. Segundo Fennema
(2000), o processamento térmico de vegetais com folhas verdes modifica cor,
de verde para verde amarronzado, devido a conversao da clorofila em
feofitina, sendo tranferida ao produto adicionado.

Observou-se que quanto a coordenada L*, o controle, o M0.5, o EM0.5
e o EM1 nao demonstraram diferenga significativa (p>0,05), indicando néao
haver interferéncia, na luminosidade, da banha suina. Campagnol (2007), da
mesma forma, ndo observou diferenga significativa quanto coordenada L*,
entre produtos carneos adicionados ao extrato hidro-alcodlico de marcela e o
controle, em salame. Os demais extratos e composicboes mistas se
diferenciaram do controle (p<0,05), interferindo neste parametro sobre a

banha suina.

3.2 Atividade antioxidante

Na Figura 1 estdo descritos os resultados da atividade antioxidante dos
extratos hidro-etandlicos de marcela, de erva mate e das composi¢cdes mistas
de extratos (1/1, v/v), em relagdo a inibicdo da oxidagdo, acompanhada no
teste de oxidagcao acelerada em banha suina. Observou-se que a taxa de
inibicdo da oxidagao foi elevada para as diferentes formulacbées, porém néao
apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) entre si. Foram encontrados
valores entre 91,86 e 99,15% na inibicdo da oxidagao lipidica, no teste de
oxidagao acelerada em banha suina.

Estes resultados estdo de acordo com Anesini, Ferraro e Filip (2006);
Bravo, Goya e Lecumberry (2007); Campos et al. (2007), que encontraram
excelente atividade antioxidante no extrato de erva mate, e com Campagnol
(2007) que encontrou, da mesma forma para o extrato de marcela. Souza
(2006) trabalhando com extrato hidro-etandlico bruto e purificado de casca de
batata inglesa (Solanum tuberosum) encontrou valores entre 84% e 94% na

inibicdo da oxidacao lipidica em teste semelhante ao utilizado neste trabalho.
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Figura 1 - Atividade antioxidante dos extratos hidro-etandlicos de marcela a
0,5% (M0.5) e a 1% (M1), de erva mate a 0,5% (E0.5) e a 1% (E1), das
composi¢des mistas de extratos (1/1, v/iv) a 0,5% (EMO0.5) e a 1% (EM1), em
relacdo a inibicdo da oxidacdo, acompanhada no teste de oxidacao acelerada
em banha suina. Dados expressos pela média (n=3)

No teste de oxidacdo acelerada os controles oxidaram até o nivel
médio de 1,942 mg de malonaldeido/Kg de amostra, demonstrando, dessa
forma, a eficacia dos extratos na inibicdo da oxidacéo lipidica.

Por outro lado, a atividade antioxidante de fitoquimicos naturais pode
ser influenciada pelo solvente utilizado na extracio e pelo método de extracéo
dos compostos ativos, que podem interferir significativamente no nivel dos
componentes recuperados (MOLLER et al. (1999); KOBA et al. (2007);
HAYOUNI et al. (2007). Estudos da composigao quimica demonstraram que o
extrato etandlico das inflorescéncias da marcela tem como principais
constituintes os flavondides quercetina, 3-O-metilquercetina e luteolina. De
forma similar, estudos fitoquimicos confirmaram a presenca de acido caféico,
clorogénico e isoclorogénico (FERRARO, NORBEDO e COUSSIO, 1981;
SIMOES, 1984). Na analise do extrato de folhas mate em cromatografia
liquida de espectro de massa (LC/MS), verificou-se que os isdmeros do acido
cafeioilquinico (CQA) e o di-cafeoilquinico (di-QCA) foram os maiores
componentes da fracdo fendlica (BRAVO, GOYA e LECUMBERRY, 2007).
Estes sdo constituintes da familia dos acidos clorogénicos, que sdo os mais

conhecidos grupos de compostos fendlicos de llex paraguariensis
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(ALIKARIDIS, 1987; FILIP et al., 2001). Estes compostos fendlicos, como
metabdlitos tém demonstrado boa defesa contra o estresse oxidativo das
espécies reativas ao oxigénio (ROS) enddgenas e dos radicais livres. (CHOI
et al., 2005; KIM e CHUNG, 2002).

Ainda, nao foi constatado efeito sinérgico resultante da mistura de
extratos de erva mate e marcela, ja que ndo houve diferenga significativa entre
estes e os extratos puros sobre o percentual de inibigdo de oxidagdo. Da
mesma forma, ndo houve antagonismo quanto ao efeito antioxidante na

mistura de extratos.

4 CONCLUSAO

Os extratos hidro-etandlicos de erva mate, de marcela e as
composi¢cdoes mistas de extratos (1/1:v/v), ambos a 0,5% e 1% em banha
suina, apresentaram elevada atividade antioxidante e nao foi observado efeito
sinérgico, nem antagdnico, na composi¢cao mista de extratos (1/1:v/v) de erva
mate e marcela sobre a inibicdo da oxidagao lipidica.

Os extratos de erva mate, de marcela e as composi¢cdes mistas de
extratos (0,5% e 1%), na analise da colorimetria das coordenadas a* e b*,
apresentaram interferéncia em relacdo ao controle-sem extrato, sendo que o
extrato de erva mate a 1% obteve o mais alto valor, indicando uma maior
interferéncia na cor da banha suina. Quanto a coordenada L*, o controle, as
composi¢des mistas de extratos e o extrato de marcela a 0,5% nao indicaram

interferéncia, na luminosidade, da banha suina.
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ABSTRACT

The effect of adding a level (0,5%) of hydro-ethanolic extract or purified
extract from yerba mate (llex paraguariensis), of hydro-ethanolic extract or
purified extract from marcela (Achyrocline satureioides) on security (TBARS
values) and quality (pH and attributes sensory) and microbiology (aerobic
mesophilic, coliforms to 45 °C/g, Staphylococcus coagulase positive,
Clostridium Sulphite reducing to 46 °C, and Salmonella sp) of tuscany
sausages was evaluated. All treatments showed lipid stability during storage at
4 °C, except the control of oxidation process that began at 30 days. There was
no interference of the addition of the extracts on the pH of the sausages
compared with control. In sensory analysis the hydro-ethanolic extract of yerba
mate interfered (p<0,05) in comparison to the control, the other extracts did not
interfere (p>0,05). In the microbiological tests, during the storage period
studied, under refrigeration at 4° C, the count of Clostridium Sulphite reducing
to 46° C was lower than 1x10' CFU. g ', the Staphylococcus coagulase
positive was lower than 1x10?> CFU. g ', coliforms to 45° C was lower than
1x10" CFU. g " and the Salmonella sp was absent in 25 g. The initial count of
mesophilic aerobes found in the formulation of sausage for all treatments
was below 10° CFU. g', cited by Terra (1998) as acceptable range of
microbiological contamination. During the storage of sausages suffered minor
oscillations with a reduction of the counts of mesophilic aerobes on day 12 and
progressive increases. In the final period of storage, from 30 days, there was a
process of bacterial growth in all samples, except in sausages added to hydro-
ethanolic extract of marcela. The addition of 0,5% of purified extract of yerba
mate, hydro-ethanolic extract of marcela or purified extract of marcela can be
used in the preparation of tuscany sausages, providing safer products for
consumers.

Keywords: tuscany sausages; yerba mate; marcela; lipid oxidation

1 INTRODUCTION

Recently, many researchers have demonstrated a great interest in
medicinal plants by their concentrations of phenolic compounds related to total
antioxidant potential (DJERIDANE et al.; KATALINIC et al.; WONG et al;
SOUZA, 2006, CAMPAGNOL; PADILHA; CAMPOS et al., 2007) and have
worked on the separation, identification, quantification of phenolic compounds
in foods, experiencing many methodological problems, because, in addition to

encompass a wide range of substances (simple phenols, phenolic acids,
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coumarins flavonoids, tannin and lignin), they are in most cases, large-polarity,
many reactive and susceptible to the action of enzyme (KING & YOUNG,
1999).

The health impact of antioxidants in foods and the hazardous effects of
synthetic preservatives have led to active research in the field of natural
antioxidants (MARTHA-ESTRELLA, NIOKHOR & STEVANOVIC, 2007).

Processed meat products, such as sausage, frankfurter, salami,
hamburger and meatballs, are highly appreciated by the population. However,
the lipid components are susceptible to attack by molecular oxygen, resulting
in lipid oxidation with the generation of cholesterol oxides and alteration of fatty
acids. (BAGGIO e BRAGAGNOLO, 2006)

Phenolic compounds, such as secondary metabolites of plants, are
commonly found in many plants and have shown good protection against the
oxidative stress of endogenous ROS and free radicals. (CHOI et al., 2005; KIM
& CHUNG, 2002).

llex paraguariensis Saint Hilaire (Aquafoliaceae) is known popularly as
yerba mate. It is native to temperate climate regions, resists to low
temperature, and its natural occurence area is restricted to Brazil, Paraguay,
and Argentina (Anuario Brasileiro da Erva-mate, 1999). Among the phenolic
compounds are referred to the high content of caffeoylquinic derivatives such
as chlorogenic acid and its isomers, which he attributed to astringent and
antioxidant action of the product (CLIFFORD & RAMIREZ-MARTINEZ, 1990).
In addition to chlorogenic acid, the flavonoid rutin, luteolin, diglicoside of
luteolin, tannins and cafeoilglicose are present in the hydro-ethanolic extract of
yerba mate (FILIP et al., 2001). Antioxidant activity of /lex species was
previously demonstrated in others systems (FILIP & FERRARO, 2003). The
potential as antioxidants /. paraguariensis and “Yerba Mate” hydro-ethanolic
extracts, commonly used by people, as reported by Anesini, Ferraro & Filip
(2006); Campos et al. (2007).

Achyrocline satureioides known popularly as marcela ou macela, is an
herb used in Argentina, Uruguay, Paraguay and Brazil for its antispasmodic
properties and protective liver. Studies on the chemical showed that the
ethanol extract of inflorescences is main constituents the flavonoids quercetin,

3-O-metilquercetin and luteolin. Similarly, phytochemical studies have
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confirmed the presence of caffeic acid, chlorogenic and isochlorogenic
(FERRARO, NORBEDO & COUSSIO, 1981; SIMOES, 1984). The extracts of
A. satureioides possess significant antioxidant activity (DESMARCHELIER,
COUSSIO & CICCIA, 1998; CAMPAGNOL, 2007).

The objective of this study was to evaluate the use of hydro-ethanolic
extract and purified from Achyrocline satureioides (marcela) and llex
paraguariensis (yerba mate) to 0,5%, added in tuscany sausage, with analysis
of lipid stability (TBARS values), quality (pH and sensory attributes) and
microbiology (aerobic mesophilic, coliforms to 45 °C/g, Staphylococcus

coagulase positive, Clostridium Sulphite reducing to 46 °C and Salmonella sp).

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Preparation of yerba mate hydro-ethanolic extract (YMA)

Yerba mate hydro-ethanolic extract was obtained from dried and
powdered leaves of llex paraguariensis. One hundred grammes of these
leaves were homogenised in 400 ml of a mixture of ethanol 95%/water (4/1,
v/v) for 3 min and left for 1 h at room temperature. After that, the homogenate
was filtered through a Whatman No. 1 filter paper. Then, the solid phase was
twice reextracted using ethanol as solvent. Ethanolic extracts were collected all
together and solvent was eliminated in a Rotavapor® (RE 120 - Buchi, Flawil,
Switzerland). One hundred grams of dried and powdered yerba mate leaves
gave rise to 89,3 ml of extract. The extraction was done using amber glass.
Samples were maintained at 4 °C and protected from light (CAMPOS et al.,
2007).
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2.2 Preparation of marcela hydro-ethanolic extract (MA)

The dried plant product (inflorescences of marcela) was mixed with
solvent, and transferred to a becker for 1 hour at room temperature. After this
period has to filter. The solid part was subjected to two successive extractions,
with the aim of extracting the active principle of the full material. The 3 filtrates
were collected and concentrated on Rotavapor® (RE 120 - Buchi, Flawil,
Switzerland) up to 7% of initial volume, resulting in a crude hydro-ethanolic
extract which was kept under refrigeration in glass bottle, in the dark. In
preparing to extract liquid-solid ratio was 12:1. In the first extraction solvent
used was a mixture of 95% ethanol with distilled water (12:1) and in the two
following 95% ethanol. Samples were maintained at 4 °C and protected from
light (CAMPAGNOL, 2007).

2.3 Preparation of yerba mate purified extract (YMP) and marcela purified
extract (MP)

The purified extract was obtained through a sequential separation, using
solvents of increasing polarity, according Simdes (2007). For this, we used
funnels where the separation of hydro-ethanolic extract was placed in contact,
sequentially, with the solvent in the following order: hexane, chloroform and
ethyl acetate. So on the first mixed up the funnel: extract + hexane, is under by
shaking and homogenized, after separating the fraction hexane extract was
reserved and transferred to a second funnel which has been obtained fraction
chloroform and so on until the fraction of ethyl acetate, which was submitted to
the evaporation of the solvent on Rotavapor® (RE 120 - Bachi, Flawil,
Switzerland) and the residue reattached in distiled water. Samples were

maintained at 4 °C and protected from light.
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2.4 Preparation of sausages and treatments

The raw materials for production of 15 kg of sausage were lean pork
(84%) and retail pork with 60% fat (16%), the ingredients were water (10%),
salt (0,6%), condiments to tuscany sausage (1%), commercial mixture of
healing, containing nitrate and sodium nitrite: 150 mg/kg (1%), crushed garlic
(0,2%), ground white pepper (0,1%), dried marjoram (0,05%) and glutamate
(0,05%), according to Terra (1998). After mixing the ingredients meat already
prepared the mass was divided into five parts, which were added to the
extracts and followed wallbox. In the control sample was not added extract.
The remaining samples were mixed with 0,5% v/v (extract / sausage) hydro-
ethanolic extract of yerba mate (YMA), purified extract of yerba mate (YMP),
hydro-ethanolic extract of marcela (MA) and purified extract of marcela (MP).
The samples were packed in plastic bags and stored at 4 °C for a period of 36

days. The tests were carried out as described below.

2.5 Physico-chemical analysis

2.5.1 pH determination

The pH of the sausage samples was measured after homogenization
with distilled water at a 1:10 ratio using a digital pH meter (Digimed, DM 20,
Brazil), as described by Terra & Brum (1988). Means of three measurements
were recorded for each different sample. The pH of the sausage samples was
recorded on days 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33 and 36 of storage.
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2.5.2 TBARS

The thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) from lipid oxidation
was determined by the method of Raharjo & Sofos (1993), 10g finely grinding
the sample, add 40 ml of trichloroacetic acid (TCA- JT Baker- UK) 5%, mix and
filter the mixture volumetric flask with funnel and Whatman No. 1 filter paper;
pipetting 2 ml of volumetric flask in a tube and add 2 ml of thiobarbituric acid
(TBA) 0,08 M, placed in boiling water bath for 5 min, read on
spectrophotometer at a wavelength of 531nm, calibrating it with a white. The
values of TBARS were determined in ftriplicate for each sample and were
expressed as mg malonaldehyde (MDA) per kg sample and were recorded on
days 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33 and 36 of storage.

2.6 Microbiological analysis

2.6.1 Coliforms to 45°C/g

There was thermotolerant coliform counts of using the presumptive and
confirmatory tests, aiming to control microbiological products (BRASIL, 2003).

Tests were performed for each sample on days 0, 10, 20 and 30 storage.

2.6.2 Staphylococcus coagulase positive

Based on inoculation agar Baird-Parker, followed by proof and evidence
coagulase were developed procedures for counting of Staphylococcus
coagulase positive with results in CFU/g (BRASIL, 2003). Tests were

performed for each sample on days 0, 10, 20 and 30 storage.
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2.6.3 Clostridium Sulphite reducing to 46 °C

Inoculation and incubation in anaerobiosis, fermentation stormy and
confirmatory tests are the procedures to be made for the counting of
Clostridium Sulphite reducing (BRASIL, 2003). Tests were performed for each
sample on days 0, 10, 20 and 30 storage.

2.6.4 Salmonella sp

Procedures for pre-enrichment, selective enrichment, isolation, selection
and biochemical tests will be performed for detection of Salmonella sp. The
results are expressed in absence or presence of Salmonella in 25 g (BRASIL,
2003). Tests were performed for each sample on days 0, 10, 20 and 30

storage.

2.6.5 Mesophilic aerobes

Sausages samples (25 g) were transferred into stomacher bags, diluted
with 225 ml of Peptone water and stomached for 1 min in a Stomacher,
resulting in a 10™ dilution used for analysis. Serial dilutions were prepared and
0,1 ml aliquots from each dilution were plated onto standard plate count agar
(PCA). The plates were incubated at 37 °C for 48 h to determine mesophilic
counts every 3 days during a period of 36 days of storage. Results were
expressed as colony forming units (CFU)/g samples (BRASIL, 2003).
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2.7 Sensory analysis

Sensory tests were performed in the acceptance of products produced,
using hedonic scale structured in 7 points, ranging from very disgust (note 1) to
like very much (note 7). For evaluation of the samples will be used 50 non-
trained tasters, evaluated the attributes of color, aroma, taste, texture and

overall acceptability.

2.8 Statistical analysis

The physico-chemical tests were performed in triplicate and
microbiological analysis in duplicate, data were evaluated by analysis of
variance (ANOVA). Means were compared by Tukey test, considering the
significance level of 5% (p<0,05) using the statistical package SAS 8.2 (SAS,
1996).

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Lipid oxidation

The TBARS test, despite its limitations, is the most usual in the
assessment of meat products, due to its simplicity and speed (OSAWA,
FELICIO & GONCALVES, 2005). The changes in the values of TBARS were
followed, every 03 days during the 36 days of storage (Figure 1). At O until 27
days of storage, all sausage samples showed levels of TBARS of at most
0,3302 mg MDA/Kg, without significant differences between them (p>0,05).
Levels of TBARS at 30 days of the storage period were significantly higher
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(p<0,05) in sausages control than in YMA, YMP, MA and MP, and showed
levels of at most 0,8840 mg MDA/Kg on 36 days. Jin et al. (2007) in a study
evaluating the oxidative stability of pork sausage, reported values of TBARS
with increasing levels of 0,900 mg MDA/kg up to 1,100 mg MDA/kg during the
storage 0° C, over a period of 2 to 4 weeks, respectively. The YMP presented
0,2496 mg MDA/kg at 36 days, followed by YMA, with 0,3094, MP with 0,3302,
and MA with 0,3146, without significant difference between these treatments
(p>0,05) in this period, indicating as a result of this study, the oxidation stability
of sausage containing hydro-ethanolic extracts and semi-purified extracts of
Achyrocline satureioides (marcela) and llex paraguariensis (yerba mate) to
0,5% of meat products should be higher than control sausage without added

extract.

1,0000 +
0,7500 -
0,5000 +

0,2500 +

TBARS (mg MDA/kg sausage)

0,0000

Storage time (days) at 4 °C

‘—O—Control = YMA —&— YMP —e—MA —%—MP ‘

Figure 1- Effect of storage time at 4 °C on thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS). Means values of tuscany sausages with 0,5% extract.
Control: no addition of extract; hydro-ethanolic extract of yerba mate (YMA),
purified extract of yerba mate (YMP), hydro-ethanolic extract of marcela (MA)
and purified extract of marcela (MP).<~Designates a significant difference from
lipid oxidation (p<0,05)
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3.2 pH

The pH values (Figure 2) were similar between treatments on day 0 with
6,01, 5,99, 598, 595 and 5,96 in control, YMA, YMP, MA and MP,
respectively, without significant differences between them (p>0,05) and
indicated that there was no interference of the extracts on this parameter in
meat products. Remained stable until 9 days of storage in all treatments. From
the 12 days there was a marked decrease, with values from 5,75, 5,53, 5,50,
5,56 and 5,68 in control, YMA, YMP, MA and MP, respectively. A decrease in
the pH value was reported by Almeida (2005), noted that the pH value dropped
from 5,88 to 5,68 after 10 days of storage at 4 °C in tuscany sausage wrapped
in film permeable to oxygen. Their lower values indicate that some
fermentation occurs during storage of these products, although no sugars are
usually added to the sausage mixture. Following the behavior was increasing
in all treatments. This is associated mostly with increase of Gram-negative
bacteria populations (VERMA & SAHOO, 2000), such as Enterobacteriaceae
and Pseudomonas, as well as yeasts and moulds, which cause protein and
amino acid degradation resulting in formation of ammonia and consequent pH
increase (NYCHAS, DROSINOS & BOARD, 1998). Similar behavior of pH
values was described by Georgantelis et al. (2007) in a study with pork
sausage stored at 4° C for 20 days. At day 36 of storage, the treatments had
values of 6,78, 6,39, 7,01, 6,82 and 6,61 in control, YMA, YMP, MA and MP,

respectively, macroscopic view showing the beginning of deterioration.
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0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36
Storage time (days) at 4 °C

‘—o—ControI —e—YMA —a— YMP —m— MA —x— MP ‘

Figure 2 - Values are means of pH for the storage of tuscany sausages with
0,5% extract. Control: no addition of extract; hydro-ethanolic extract of yerba
mate (YMA), purified extract of yerba mate (YMP), hydro-ethanolic extract of
marcela (MA) and purified extract of marcela (MP). (sd = vertical bar at each
point)

3.3 Microbiological

Mesophilic aerobes, Coliforms to 45° C, Clostridium Sulphite reducing to
46° C, Staphylococcus positive coagulase and Salmonella sp were estimated
to assess the general microbiological quality of the sausages since the
microflora of the sausages could have implications for public heath. The initial
count of mesophilic aerobes found for the raw materials used in the
formulation of 10° CFU. g ™', cited by Terra (1998) as acceptable range of
microbiological contamination. This counting and commonly used to indicate
the sanitary quality of foods (FRANCO & LANDGRAF, 1999), which, detects
the number of aerobic bacteria or optional and mesophilic present both in the
form vegetative and esporulated as in food. These results indicate that the raw
material were properly handled in a hygienic ideals of accurate and kept
showing good microbiological quality to be used with lipid safety in the
preparation of products. During the storage of sausages suffered minor

oscillations with a reduction of the counts of mesophilic aerobes on day 12 and
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progressive increases, probably due to the behavior of pH, which, when
reduced, may have inhibited growth, with damage to the metabolic micro-
organisms (LEISTNER, 2000). In the final period of storage, from 30 days,
there was a process of bacterial growth in all samples, except in MA. That
growth is probably due to the elimination of barriers such as pH and Aw that
occurred during the cold storage. The increase in pH is related to the increase
in heterotrophic bacteria, which reach higher levels to 106 CFU. g ' showing
proteolytic activity and lipolytic (TEODORO, ANDRADE & MANO, 2007).
During the storage period studied, at 0, 10, 20 and 30 days under refrigeration
at 4 °C, the count of Clostridium Sulphite reducing to 46° C was lower than
1x10" CFU. g 7, the Staphylococcus coagulase positive was lower than 1x10?
CFU. g ', Coliforms to 45° C was lower than 1x10" CFU. g ' and the
Salmonella sp was absent in 25 g, those results showed no difference (p>0,05)
among all treatments. According to the RDC 12 (BRASIL, 2001), approving
Technical Regulation on microbiological standards for food, the tolerance in
fresh pork sausage (raw sausages and the like) of Clostridium Sulphite
reducing to 46° C is 3x10° CFU. g ', of Staphylococcus coagulase positive is
5x10° CFU. g ™", of Coliforms to 45° C is 5x10> CFU. g "' and of Salmonella sp
is absent in 25 g. Thus, one can see that the results presented in this study
show that the sausage is considered within the limits allowed by Brazilian
legislation, despite the occurrence of contamination indicate that even low in
some stage before the time of analysis of the product. It is necessary to
emphasize that the presence of pathogens in the raw material represents high
risk to public health because they can remain viable in product ready for
consumption. In the U.S., in a study of outbreaks of infections and food
poisoning, it was found that the major cause, the temperature were improper
storage of food (83%), cooking insufficient (67%), through cross-
contamination of equipment and utensils during production (63%) and

inadequate hygiene practices during the manufacturing (63%) D'Aoust (1997).
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Table 1- Mesophilic aerobes (CFU. g ') from tuscany sausages with different
treatments.

Time Treatments*

(Days) Control YMA YMP MA MP
0 13x10° 2P 1,5x10° *# 13x10° *8° 1,4x10° *A 1,2x10° 2P
3 50x103 =8 9,0x10* 8 9,0x10% »8° 3,0x10% o 8,0x10* >oEF
6 2,5%10° 2° 9,0x10* »# 50x10% o8¢ 3,0x10% o 1,0x10° >0
9 24x10° 2° 1,0x10° <& 2,0x10% ¢° 2,0x10% ¢ 2,0x103 >°
12 1,0x10° 25 1,0x10* ©® 1,0x10* € 1,0x10* ° 1,0x10* o*
15 3,0x10% °F 2,6x10%* °® 2,3x10* b8° 32x10% bP 8,0x10* *0%F
18 19x10* o€ 50x10% 28 2,0x10% °° 34x10% bC 4,7x10* 2
21 13x10% o€ 2,0x10* °® 2,7x10* 28¢ 1,7x10% 2 20x10% b
o4 1,8 x10% °F 3,0x10% 8 3,0x10% v8° 2,0x10* °°° 4,5%10% aFer
o7 18x10% °F 40x10* @8 1,0x10° =8¢ 8,0x10% >® 6,0x10* c&Fe
30 2,0x10* 9€ 50x10% o8 1,0x10° =8¢ 8,0x10% ©® 9,0 x10% FF
33 2,4x10° € 1,5%10° & 35x10° *® 85x10* & 34x10° 28
36 1,5% 106 = 1,6x10° = 7,0x10° ®A 9,0x10* ®2 3,90x10° v

a—d: Means in the same row with different letters are significantly diferent (p<0,05).

A-H: Means in the same column with different letters are significantly diferent (p< 0,05).

* Tuscany sausage added to 0,5% v/v (extract/sausage). Control: no addition of extract;
hydro-ethanolic extract of yerba mate (YMA); purified extract of yerba mate (YMP); hydro-
ethanolic extract of marcela (MA) and purified extract of marcela (MP)

3.4 Sensory

In the sensory analysis (Figure 3), parameters color and overall
acceptability, the YMA had the lowest scores and significant difference
(p<0,05) compared with YMP, MA, MP and control which does not differentiate
among themselves. This result is due, possibly to slightly greenish color of
sausages added to YMA. The thermal processing of green vegetables leads to
changes in color, from green to milky green brown due to conversion of
chlorophyll to feofitin, (FENNEMA, 2000), being transferred to the meat
product added. Attribute in aroma, taste and texture the MP, YMP and the
control showed higher levels of acceptance and no significant differences
between them (p>0,05), the YMA had the lowest and not only differed
significantly from MA. Souza (2006) working with potato peel extracts in

chicken meat found that the purified extract did not interfere in the parameters
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on the sensory control. The phenolic compounds involved in biochemical
processes responsible for the formation of color, astringency, aroma and taste
in foods of plant origin (SOARES, 2002) and may have interfered in the meat

products of added hydro-ethanolic extracts in this study.
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Figure 3 - Average score of the hedonic scale, obtained by non-trained tasters
in tuscany sausage with 0,5% extract. Control: no addition of extract; hydro-
ethanolic extract of yerba mate (YMA), purified extract of yerba mate (YMP),
hydro-ethanolic extract of marcela (MA) and purified extract of marcela (MP).
(sd= vertical bar at each column)

4 CONCLUSION

The hydro-ethanolic extracts and purified to yerba mate and marcela
were effective in reducing lipid oxidation of tuscany sausages during cold
storage. The addition of 0,5% of hydro-ethanolic extract of mate interfered
significantly in sensory evidence of acceptance of products, the other
formulations did not interfere. Therefore, the addition of 0,5% of purified extract
of yerba mate, the hydro-ethanolic extract of marcela or purified extract of
marcela can be used in the preparation of tuscany sausages, providing safer

products for consumers.
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4 DISCUSSAO

Neste trabalho foram avaliados o efeito dos extratos hidro-etandlicos de
erva mate a 0,5% (E0.5), de erva mate a 1% (E1), de marcela a 0,5% (M0.5),
de marcela a 1% (M1), da composi¢cao mista de extratos de erva mate e de
marcela (1/1, v/v) a 0,5% (EMO0.5) e da composi¢cdo mista de extratos de erva
mate e de marcela (1/1, v/iv) a 1% (EM1), na inibicdo da oxidagéo lipidica e na
colorimetria de banha suina.

Como resultados da andlise colorimétrica dos extratos adicionados em
banha suina observou-se que na coordenada a* os extratos hidro-etandlicos
de erva mate e de marcela apresentaram diferenca significativa (p<0,05) em
relacdo ao controle/sem extrato e o E1 obteve o valor mais alto, diferenciando-
se significativamente (p<0,05) dos demais, indicando uma maior interferéncia
na cor, em direcdo ao vermelho, da banha suina. O M0.5 e o EMO.5,
apresentaram o0s menores valores a partir do controle, respectivamente,
demonstrando as menores interferéncias, neste parametro, sobre a banha
suina. O E0.5, o M1 e o EM1 apresentaram valores intermediarios e com
interferéncia crescente, respectivamente, sobre o produto avaliado.

Na andlise da coordenada colorimétrica b* novamente os extratos
hidro-etandlicos de erva mate e de marcela apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) em relagdo ao controle/sem extrato, porém quando
foram comparadas as concentracdes, o E0.5 obteve o valor mais baixo a partir
do controle, demonstrando a menor interferéncia neste parametro, sobre a
banha suina. O E1 apresentou diferenga (p<0,05) em relagdo a todos os
tratamentos e indicou uma maior interferéncia na cor, em direcido ao amarelo,
do produto analisado. O M1 e o MO0.5, bem como o EM1 e o EMO0.5
apresentaram valores intermediarios para este parametro. Segundo Fennema
(2000), o processamento térmico de vegetais com folhas verdes modifica a
cor, de verde para verde amarronzado, devido a conversdo da clorofila em
feofitina, sendo tranferida ao produto adicionado.

Observou-se que quanto a coordenada L*, o controle, o M0.5, o EM0.5

e o EM1 nado demonstraram diferenga significativa (p>0,05), indicando né&o
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haver interferéncia, na luminosidade, da banha suina. Campagnol (2007), da
mesma forma, ndo observou diferenga significativa quanto a coordenada L*,
entre produtos carneos adicionados ao extrato hidro-alcodlico de marcela e o
controle, em salame. Os demais extratos e composicoes se diferenciaram do
controle (p<0,05), interferindo neste parametro sobre a banha suina.

Na avaliacdo dos resultados da atividade antioxidante dos extratos
hidro-etandlicos de marcela, de erva mate e das composi¢cdes mistas de
extratos (1/1, v/v), em relagao a inibicdo da oxidagdo, acompanhada no teste
de oxidacdo acelerada em banha suina, observou-se que a taxa de inibicdo
da oxidagdo foi elevada para as diferentes formulagdes, porém néo
apresentaram diferenga significativa (p>0,05) entre si. Foram encontrados
valores entre 91,86 e 99,15% na inibicdo da oxidagao lipidica, no teste de
oxidacao acelerada em banha suina.

Estes resultados estdo de acordo com Anesini, Ferraro e Filip (2006);
Bravo, Goya e Lecumberry (2007); Campos et al. (2007), que encontraram
excelente atividade antioxidante no extrato de erva mate, e com Campagnol
(2007) que encontrou, tal atividade da mesma forma para o extrato de
marcela. Souza (2006) trabalhando com extrato hidro-etandlico bruto e
purificado de casca de batata inglesa (Solanum tuberosum) encontrou valores
entre 84% e 94% na inibicdo da oxidagao lipidica em teste semelhante ao
utilizado neste trabalho. Ainda, ndo foi constatado efeito sinérgico resultante
da mistura de extratos de erva mate e marcela, ja que nado houve diferenca
significativa entre estes e os extratos puros sobre o percentual de inibicdo de
oxidagdo. Da mesma forma, ndo houve antagonismo quanto ao efeito
antioxidante na mistura de extratos.

Com base nos resultados acima expostos e discutidos, neste
experimento também foi avaliado o efeito do extrato hidro-etandlico de erva
mate (YMA), do extrato purificado de erva mate (YMP), do extrato hidro-
etandlico de marcela (MA) e do extrato purificado de marcela (MP), adicionado
(0,5%) em linguica toscana, com analise da estabilidade lipidica (TBARS),
qualidade (pH e atributos sensoriais) e microbiologia (aerébios mesdfilos,
coliformes a 45 °C/g, Staphylococcus coagulase positiva, Clostridium sulfito

redutores a 46 °C e Salmonella sp).
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Do dia 0 até o dia 27 de armazenamento, todas as amostras
apresentaram niveis de TBARS de no maximo 0,3302 mg MDA/kg, sem
diferengas significativas entre si (p>0,05). Os niveis de TBARS em 30 dias de
armazenagem foram significativamente maiores (p<0,05) no controle do que
em linglicas YMA, YMP, MA e MP e apresentaram valores de no maximo
0,8840 mg MDA/kg aos 36 dias. De acordo com Torres e Okani (1997), estes
niveis sdo considerados aceitaveis, haja vista que valores de até 1,59 mg de
MDA/kg na carne ndo seriam percebidos por analise sensorial e também nao
causariam danos a saude do consumidor. Jin et al. (2007) em um estudo
avaliando a estabilidade oxidativa de lingli¢ga suina, relataram valores de
TBARS com niveis de 0,900 mg MDA/kg até 1100 mg MDA/kg durante o
armazenamento a 0° C, por um periodo de 2 a 4 semanas, respectivamente .
O YMP apresentou 0,2496 mg MDA/kg em 36 dias, seguido por YMA, com
0,3094, MP com 0,3302 e MA com 0,3146, sem diferenca significativa entre
esses tratamentos (p>0,05) neste periodo, indicando a estabilidade oxidativa
das linguigas toscana contendo os extratos hidro-etandlicos e extratos
purificados marcela e de erva mate, ambos a 0,5% dos produtos carneos,
sobre o controle/sem adig¢ao de extrato.

Nos valores de pH n&o houve diferenga significativa (p>0,05) entre
todos os tratamentos no dia 0, com 6,01, 5,99, 5,98, 5,95 e 5,96 no controle,
YMA, YMP, MA e MP, respectivamente e esses resultados indicaram que nao
houve interferéncia dos extratos sobre esse parametro nos produtos carneos.
O pH manteve-se estavel até 9 dias de armazenamento em todos os
tratamentos. A partir do 12° dia, houve uma queda acentuada, com valores de
5,75, 5,63, 5,50, 556 e 5,68 no controle, YMA, YMP, MA e MP,
respectivamente. Uma diminuicdo no valor do pH foi relatado por Almeida
(2005), que observou redugao no pH de 5,88 para 5,68 em linglica toscana,
apos 10 dias de armazenamento a 4 °C, embalada em filme permeavel ao
oxigénio. Os valores menores indicam que uma fermentagao ocorreu durante
0 armazenamento desses produtos, embora geralmente, agucares ndo séo
adicionados a mistura das linguigas, porém acredita-se ter sido ocasionada
pela glicose contida na cura rapida. Na sequéncia, o comportamento do pH foi
crescente em todos os tratamentos e isto esta associado, essencialmente, ao

aumento da populagdo de bactérias gram-negativas (VERMA e SAHOO,
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2000), como Enterobacteriaceae e Pseudomonas, bem como bolores e
leveduras que causam degradagao de proteinas e aminoacidos, resultando na
formagdo de amobnia e consequente aumento pH (NYCHAS, DROSINOS e
BOARD, 1998). Comportamento similar nos valores de pH foi descrito por
Georgantelis et al. (2007) em um estudo com lingli¢a suina, armazenada a 4 °
C, onde houve um decréscimo nos valores do pH até o 5° dia de
armazenamento e depois sucessivos aumentos até o 20° dia.

No 36° dia de armazenamento, os tratamentos apresentaram valores
de pH de 6,78, 6,39, 7,01, 6,82 e 6,61 no controle, YMA, YMP, MA e MP,
respectivamente, mostrando a visualizagcdo macroscépica de inicio de
deterioracéo.

Foi realizada a contagem de aerdbios mesdfilos, coliformes a 45 °C,
Clostridium sulfito redutores a 46 °C, Staphylococcus coagulase positiva e
Salmonella sp para avaliar a qualidade microbiolégica das linglicas, uma vez
que a contaminagdo da microflora poderia gerar implicagdes para a saude
publica. A primeira contagem de aerdbios encontrados para as matérias-
primas utilizadas na formulacdo das amostras para todos os tratamentos foi
inferior a 10° UFC .g”", citada por Terra (1998) como faixa aceitavel de
contaminagdo microbiana. Esta contagem € comumente utilizada para indicar
a qualidade sanitaria dos alimentos (FRANCO e LANDGRAF, 1999) e detecta
0 numero de bactérias aerdbicas ou facultativas mesdfilas, que se apresentam
tanto sob a forma vegetativa como esporulada na alimentagdo. Estes
resultados indicam que as matérias-primas foram devidamente tratadas em
condicdes de higiene ideais e foram bem conservadas, mostrando boa
qualidade microbiolégica para ser usada com seguranga na preparagao dos
produtos. Durante o armazenamento as linguigas sofreram ligeiras oscilagoes,
com uma reducdao na contagem de aerdbios no 12° dia e progressivo
aumento, provavelmente devido ao comportamento do pH, que, quando
reduzido, pode ter inibido o crescimento, com prejuizos para o metabolismo
dos microrganismos (LEISTNER, 2000). No ultimo periodo de armazenagem,
a partir de 30 dias, houve um processo de crescimento bacteriano em todas
as amostras, exceto em MA. Esse crescimento é, provavelmente, devido a
eliminagcdo de obstaculos, tais como pH e atividade de agua (Aw) que

ocorreram durante o armazenamento refrigerado. O aumento do pH esta
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relacionado com o aumento de bactérias heterotroficas, que atingem niveis
superiores a 10° UFC. g, mostrando atividade proteolitica e lipolitica
(TEODORO, ANDRADE e MANO, 2007).

Durante o periodo de armazenamento estudado, em 0, 10, 20 e 30 dias
sob refrigeracédo a 4 °C, a contagem de Clostridium sulfito redutores a 46 °C
foi menor que 1x10" UFC. g ™', o Staphylococcus coagulase positiva foi menor
que 1x10%2 UFC. g ", coliformes a 45 °C foi menor que 1x10' UFC. g " e
Salmonella sp foi ausente em 25 g, esses resultados ndo demonstraram
diferenga significativa (p>0,05) entre todos os tratamentos. Segundo a RDC
12 (BRASIL, 2001), que aprova o Regulamento Técnico sobre padrbes
microbioldgicos para alimentos, a tolerdncia em embutidos frescais para
Clostridium sulfito redutores a 46 °C é 3x10° UFC. g ', de Staphylococcus
coagulase positiva é 5x10° UFC. g ', de coliformes a 45 ° C ¢ 5x10° UFC. g ™
e de Salmonella sp é auséncia em 25 g. Assim, pode-se notar que os
resultados apresentados neste estudo mostram que as lingligas foram
consideradas dentro dos limites permitidos pela legislagdo brasileira. E
necessario enfatizar que a presenga de patdbgenos na matéria-prima
representa alto risco para a saude publica, porque estes podem permanecer
viaveis no produto pronto para consumo. Nos E.U.A., segundo D'Aoust (1997),
em um estudo em surtos de infeccdes e intoxicacdes alimentares, verificou-se
que a principais causas foram a temperatura inadequada de armazenamento
dos alimentos (83%), o cozimento insuficiente (67%), a contaminagao cruzada
através dos equipamentos e utensilios durante o processo de producgéo (63%)
e as praticas inadequadas de higiene durante a fabricagéo (63%).

Na analise sensorial, nos parametros cor e aceitagao global, o YMA
obteve a menor pontuacdo e com diferenga significativa (p<0,05) em
comparagao com YMP, MA, MP e controle, que nao se diferenciam entre si.
Este resultado se deve, possivelmente, a cor ligeiramente esverdeada de
linglicas adicionadas de YMA. O processamento térmico de vegetais verdes
leva a mudanca na cor, do verde ao verde amarronzado devido a conversao
de clorofila para feofitina, (FENNEMA, 2000), sendo transferida para o produto
carneo adicionado. Nos atributos de aroma, sabor e textura o MP, o YMP e o
controle, apresentaram os maiores niveis de aceitacao e ndo houve diferenca

significativa entre estes (p>0,05), o YMA apresentou o menor valor e diferiu
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significativamente do MA (p<0,05). Souza (2006), trabalhando com extratos de
cascas de batata adicionados em cortes de frango, concluiu que o extrato
purificado nao interferiu nos parametros sensoriais sobre o controle. Os
compostos fendlicos envolvidos em processos bioquimicos sao os
responsaveis pela formacdo de cor, adstringéncia, aroma e sabor em
alimentos de origem vegetal (SOARES, 2002) e podem ter interferido nos

produtos carneos adicionados dos extratos hidro-etandlicos, neste estudo.
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5 CONCLUSAO GERAL

Os extratos hidro-etandlicos de erva mate, de marcela e as
composi¢coes mistas de extratos (1/1:v/v), ambos a 0,5% e 1% em banha
suina, apresentaram elevada atividade antioxidante e ndo foi observado efeito
sinérgico, nem antagdnico, na composi¢cao mista de extratos (1/1:v/v) de erva
mate e marcela sobre a inibigdo da oxidagao lipidica.

Os extratos de erva mate, de marcela e as composi¢des mistas de
extratos (0,5% e 1%), na andlise da colorimetria das coordenadas a* e b*,
apresentaram interferéncia em relacdo ao controle-sem extrato, sendo que o
extrato de erva mate a 1% obteve o mais alto valor, indicando uma maior
interferéncia na cor da banha suina. Quanto a coordenada L*, o controle, as
composi¢des mistas de extratos e o extrato de marcela a 0,5% nao indicaram
interferéncia, na luminosidade, da banha suina.

Os extratos hidro-etandlicos e purificados de erva mate mate e de
marcela foram eficazes na redugao da oxidagao lipidica de linguigas toscana,
durante o armazenamento refrigerado e nao interferiram nos outros
parametros fisico-quimicos e microbioldgicos. A adicao de 0,5% do extrato
hidro-etandlico de erva mate interferiu significativamente na prova de
aceitacao sensorial dos produtos, ja as outras formulagées nao interferiram e
podem ser utilizadas na preparagdo de linglicas toscana, fornecendo
produtos mais seguros para os consumidores.

Estudos futuros devem ser realizados no sentido de se alcangar uma
purificacdo mais eficaz dos extratos, mantendo sua atividade antioxidante,
mas sem interferir nos atributos sensoriais dos produtos e buscando um
produto comercial para utilizagdo na agroindustria, ou mesmo, na industria de

produtos carneos.
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