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Este trabalho teve como objetivo caracterizar extratos de prépolis comerciais
e aplica-lo em diferentes concentragdes em lingliica Toscana. A caracterizacao da
prépolis no primeiro experimento realizou-se pelas suas composicoes de fendlicos e
flavondides totais, por técnicas colorimétricas. Os extratos também foram
caracterizados quanto a atividade antioxidante através das técnicas quelante de
metal e sequestrante de radicais livre DPPH. Apds os extratos serem comparados,
0 que obteve melhor resultado foi utilizado, no segundo experimento, nas
concentragdes de 0,1%, 0,2%, 0,3% e 0,4% na fabricagdo de lingli¢cas que foram
analisadas sob armazenamento refrigerado. As analises fisico-quimicas das
linglicas foram compostas por umidade, proteinas, cinzas, gordura, pH e TBARS.
Os testes de aceitabilidade das linglicas foram determinados através da analise
sensorial na 12 semana apds a producao, compararam a prépolis ao cha-verde como
padrao a 0,03%. Foram realizados no mesmo experimento, nos dias zero, 5%, 109,
159, 20° e 27° dias de armazenamento, analises de pH, TBARS e crescimento
microbioldgico. Os aspectos microbiolégicos avaliados foram maiores no dia zero:
contagem total de mesofilicos e/ou psicotréficos, Salmonella, Coliformes, Clostridio
sulfito redutores e Staphylococcus aureus; nos demais dias de analises apenas
ocorreu a contagem total de mesofilicos e/ou psicrotréficos. Os parametros fisico-
quimicos dos extratos de propolis estavam todos de acordo com os padrdes exigidos
nas normas de seguranca. Com relagdo as caracteristicas sensoriais, as lingticas
Toscanas foram aceitas quanto ao gosto e aparéncia e o uso da prépolis diminuiu a
oxidacao lipidica e o crescimento de microrganismos, promovendo a qualidade
durante os dias de armazenamento.

Palavras-chaves: extrato de prépolis; atividade antioxidante; linglica Toscana; vida-
de-prateleira.
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This study aimed to characterize commercial extracts of propolis and apply it
in different concentrations in Tuscany sausage. The characterization of propolis in
the first experiment was carried out by their compositions and phenolic flavonoids, by
colorimetry techniques. The extracts were also characterized as the antioxidant
activity through the techniques of metal chelating and sequestering DPPH free
radical. After the extracts were compared, which showed the best result was used in
the second experiment, the concentrations of 0.1%, 0.2%, 0.3% and 0.4% in the
manufacture of sausages, which were analyzed under cold storage. The physico-
chemical properties of the sausages were made up of moisture, protein, ash, fat, pH
and TBARS. The acceptability of these tests was determinated with sensory analysis
within 1 week after production, propolis compared to green tea as the standard
0.03%. Were performed the same experiment, on days zero, 5, 10, 15, 20 and 27
days of storage, analysis of pH, TBARS and microbiological growth. The
microbiological aspects evaluated were higher at day zero: the total count of
mesophilic and / or psicotrophic, Salmonella, coliforms, sulfite reducer clostridia and
Staphylococcus aureus, the other days of analysis was only the total count of
mesophilic and / or psychrotrophic. The physicochemical parameters of the propolis
extracts were all in accordance with the standards required by safety standards. With
respect to sensory characteristics, the Tuscan sausages were accepted as the taste
and appearance, and the use of propolis have decreased lipid oxidation and
microbial growth, promoting quality during the days of storage.

Keywords: propolis; antioxidant activity; Tuscany sausage; shelf-life
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1 INTRODUGCAO

As abelhas Apis melifera produzem além do mel outras substancias como
geléia real e propolis, que tem sido relatada como substancias com propriedades
antimicrobianas e antioxidantes. (WESTON, 2000; NAGAI et al., 2001; NAGAI &
INOUE, 2004; STOCKER et al, 2005). O controle de qualidade, o valor nutricional e
o monitoramento de residuos tdxicos em alimentos tém se destacado ultimamente
como os principais itens de interesse publico (IBANEZ & CIFUENTES, 2000).

Também o interesse por alimentos funcionais tem crescido recentemente, ou
seja, aqueles alimentos que fornecem nao s6 o valor energético e nutricional, mas
também algum beneficio fisiologico (Goldberg, 1996 citado por GOMEZ-CARAVACA
et al., 2006) e a funcionalidade de um alimento esta relacionada a alguns
ingredientes que o0 mesmo contém, sendo que atualmente os consumidores estao
dando preferéncia aqueles ingredientes que tenham origem natural, que séao
normalmente extraidos de plantas, sub-produtos alimenticios e outras fontes
naturais, do que aos sintéticos (Herrero et al, 2005 citado por GOMES-CARAVACA
et al., 2006).

Ao lado da deterioracdo microbiolégica, a oxidacao lipidica € um dos
principais processos que levam a perda de qualidade dos produtos carneos
(BUCKLEY, MORRISSEY, & GRAY, 1995). A oxidacgao lipidica de produtos carneos
inicia na fragdo fosfolipidica altamente insaturada nas membranas subcelulares
(GRAY & PEARSON, 1987).

A propolis € uma substancia resinosa coletada por abelhas meliferas dos
botdes florais e folhas de arvores e plantas, misturadas com o pélen bem como
enzimas secretadas pelas abelhas. E usada pelas abelhas como material para selar
aberturas e eliminar invasores de colméias (CRANE, 1997).

Mendes da Silva et al. (2006) encontraram uma alta correlacdo entre a
atividade antioxidante e niveis de fendlicos, indicando que os flavondides
desempenham um papel importante na atividade antioxidante de extratos de prépolis
no Brasil.

Kamagawa et al. (2004) estudando prépolis de diferentes regides geograficas
encontraram que a atividade antioxidante dos mesmos apresentava correlacdo com

o conteudo total de flavondides no extrato etandlico de propolis. Os fendlicos sédo
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considerados como antioxidantes mais abundantes e efetivos na propolis
(SCHELLER, WILCZOK & IMILSKI, 1990).

Han & Park (2002) estudando o efeito de diferentes extratos de propolis
encontraram uma diminuicdo acentuada de TBARS em amostras de embutidos
curados de carne suina em comparagdo com as amostras controle e tratada com
sorbato.

Atualmente, varias substancias naturais tém sido estudadas para o uso como
ingredientes e suplementos para os consumidores em Varios paises, estando os
produtos oriundos da abelha Apis melifera incluidos nesta relacdo em funcao da
ampla atividade biolégica que os mesmos apresentam.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais:

« Caracterizar seis extratos de prépolis comercializados em Santa Maria, RS quanto
a composicao de fendlicos e flavondides para correlacionar com a agao antioxidante

e aplicar o extrato na fabricagédo de linglica Toscana.
2.2 Objetivos Especificos:

 Analisar seis extratos de prépolis comerciais quanto ao contetudo de flavondides e
fendlicos totais e quanto a atividade antioxidante pelo método quelante e pelo
sequestro de radical DPPH;

» Avaliar a agao antioxidante de prépolis nas concentracées 0,1%, 0,2%, 0,3% e
0,4% em linglica Toscana, utilizando como controle positivo o cha-verde;

» Determinar a composicao fisico-quimica das linglicas Toscanas;

* Avaliar alteragcbes microbiolégicas, pH e de oxidagdo lipidica durante

armazenamento refrigerado;

» Avaliar sensorialmente a aceitabilidade da linglica Toscana nos diferentes

tratamentos;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Prépolis

A propolis € uma substancia resinosa coletada por abelhas meliferas dos
botdes florais e folhas de arvores e plantas, misturadas com o pélen bem como
enzimas secretadas pelas abelhas. E usada pelas abelhas como material para selar
aberturas e eliminar invasores de colméias (CRANE, 1997). A proépolis possui
consisténcia e coloracdo variada e sua composicdo ira depender da origem do
material coletado, refletindo a variedade de vegetacao proxima a colméia. No geral,
a prépolis é composta de 50% de resina e balsamo de vegetais, 30% de cera
(considerada impureza), 10% de 6leos aromaticos, 5% de pélen e 5% de varias
substancias.

A classificacdo da propolis em 12 tipos reflete a diversidade vegetal das areas
tropicais e a propolis vermelha é o 13° tipo, devido sua cor vermelha intensa e tem
demonstrado, com seu perfil quimico, varias atividades biolégicas em ensaios “in
vitro” (SILVA et al, 2008).

Os compostos fendlicos, como os flavondides, sao responsaveis pela
atividade biolégica da prépolis e atuam juntamente com os derivados do acido
cindmico e seus ésteres e os diterpenos (SALATINO et al, 2005).

Segundo Bontempo (2008) desde a antiguidade esse produto foi utilizado
empiricamente por civilizacbes com alto grau de desenvolvimento como os egipcios,
maias, gregos e romanos.

Nos ultimos anos foram estudadas cientificamente as suas diversas acdes
farmacolégicas. A propolis vem sendo utilizada como preventivo de doencas em
humano, inclusive a gama de produtos farmacéuticos estdo crescendo
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2005).

A prépolis nasal em spray com indicacdo para sinusite, rinite e
descongestionante e o xarope de propolis para gripes, amidalites e bronquites. Em
infecgdes de ouvido existem solucdes otoldgicas de prdpolis com acao antibidtica e
analgésica. Quando associada a geléia real é usada na forma de gel para
massagem como analgésico e antiinflamatério para lesdes e inchacos nas
articulagcbes. A pomada tem uso anti-séptico, cicatrizante, antiedemaciante,
antiherpes, antifungico candidiase e nas micoses interdigitais e radio protetora
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(aplicada antes da radioterapia). Quando em enxaguatério bucal (solugéo
hidroetandlica de prépolis) previne a carie, as gengivites, a afta e cicatriza Ulceras
gastroduodenais (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2005).

A prépolis verde brasileira € considerada a melhor e mais eficiente do mundo.
Isso porque o Brasil apresenta clima e meio-ambientes propicios para que as
abelhas possam produzir essa qualidade superior de prépolis (BONTEMPO, 2008).

Entre as conhecidas agdes da propolis na salude humana estao
antibacteriana, antifungica e antiinflamatéria (DOBROWOLSKI, 1991), antiviral,
cicatrizante (TSAKOFF, 1978), anestésica e propriedades preventivas ao cancer
(GHISALBERTI, 1979).

Os subprodutos das abelhas sao diversos e as aplicabilidades fitoterapicas,
cosméticas e alimentares mostram isso. As diferencas do mel, da geléia real e da
prépolis nem sempre sao sutis, pois no aquecimento a 100°C da geléia real e da
prépolis ndo se observa alteracbes da atividade no teste de peroxidacao,
diferentemente de alguns méis que perdem a atividade rapidamente. Os flavonéides
presentes na propolis estao diretamente relacionados a forte atividade antioxidante.
No mel os constituintes responsaveis por essa atividade sdo decompostos com o
calor (NAGAI et al, 2001).

O uso de substancias naturais, como a prépolis, na medicina familiar desde
os tempos primérdios tem atraido atencdo em anos recentes como sendo um
ingrediente em produtos domésticos e produtos alimenticios, uma vez que, possui
varias propriedades bioldgicas incluindo propriedades antimicrobianas, antioxidantes
e antitlceras (BURDOCK, 1998).

3.1.1 Atividade Antioxidante

Os radicais livres sao atomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons
nao pareados passando a ter funcdo oxidante ou redutora de elétrons. Sao
produzidos continuamente durante os processos metabdlicos e atuam como
mediadores para a transferéncia de elétrons em varios processos bioquimicos,
desempenhando fungdes relevantes no organismo (MOREIRA, 2004).

A produgé@o em excesso de radicais livres pode conduzir a diversas formas de
dano celular e desenvolver numerosas doencas (artrite, aterosclerose, diabetes,
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catarata, esclerose mdltipla, cardiopatias e cancer). Diversas vitaminas e minerais
podem agir diretamente na neutralizacdo da acdo dos radicais livres ou participar
indiretamente de sistemas enzimaticos com essa funcao, a atividade antioxidante
pode ser praticada por substancias encontradas em concentracées pequenas nos
alimentos (MOREIRA, 2004).

Segundo Halliwell (2000), antioxidante é qualquer substancia que, quando
presente em baixa concentracdo comparada ao substrato oxidavel, regenera o
substrato ou previne significativamente a oxidacdo do mesmo. Assim, o0 combate ao
excesso de radicais livres pode ocorrer via antioxidante metabdlico ou via absorcéo
da dieta.

A utilizacdo de compostos antioxidantes encontrados na dieta ou mesmo
sintéticos € um dos mecanismos de defesa contra os radicais livres que podem ser
empregados nas industrias de alimentos, cosméticos, bebidas e também na
medicina, sendo que muitas vezes os préprios medicamentos aumentam a geragao
intracelular desses radicais (HALLIWELL, 1995).

O o-tocoferol (vitamina E), B- caroteno (pré-vitamina A), acido ascorbico
(vitamina C) e compostos fendlicos (acido caféico, acido galico e acido elagico) séo
antioxidantes provenientes de alimentos, tais como a uva, 0 morango e as nozes
(HALLIWELL, 1995).

O uso de temperos é um procedimento estabilizador em alimentos para
muitas culturas. Ao adiciona-los além de acrescentar flavor, muitos aditivos também
possuem acgdo antioxidante. Os compostos fendlicos constituem a maior parte dos
antioxidantes naturais conhecidos e identificados como antioxidantes nas plantas
Rosmarinus officinalis L. e Salvia officinalis L. O orégano (Origanum vulgare L.)
possui quatro flavonodides que atuam juntos com os compostos antioxidantes ativos,
ou seja, os flavondides juntos com os compostos fendlicos tém contribuido para a
atividade antioxidante (RISCH, S.; CHI-TANG, H., 1996).

A atividade antioxidante do extrato etanélico e aquoso de prépolis relatada por
Park et al. (1998) seria conferida pela presenca de flavonéides na mesma (PRATT &
BIRAC, 1979).

Em estudo com extrato oleoso de propolis, a extracdo de compostos fenélicos
foi inferior e a eficiéncia inferior ao extrato hidroalcodlico. Ainda assim, algumas
atividades antibacterianas e citotéxicas nao foram prejudicadas, levando a crer que
existem outros compostos efetuando essa atividade farmacolégica (BURIOL, 2009).
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Nagai et al. (2001) estudando a atividade antioxidante de méis comerciais,
geléia real e propolis encontraram que a atividade antioxidante dos méis comerciais
diminuia com o tempo decorrido e que a atividade antioxidante da geléia real e da
prépolis era mantida mesmo apos o tratamento térmico a 100°C. Buratti et al. (2006)
correlacionou o poder antioxidante do mel e da propolis com a quantidade de fendis.

Isla et al. (2001) investigaram a atividade antioxidante de propolis Argentino e
encontraram que a correlacdo entre o conteudo de fendlicos e a atividade
antioxidante era significativa, porém acreditam que outros fatores podem estar
envolvidos.

A prépolis potencializa e estimula a liberacdo de enzimas superdxido
dismutase e glutationa peroxidase, as quais se encarregam de bloguear a formacéao
ou destruicao dos radicais livres. Bonan e Cohen (1992), ao publicar os avangos no
campo da medicina ortomolecular nas doencas degenerativas, relacionaram a
atividade dos radicais livres como uma das teorias de proliferacdo e a propolis
possui constituintes capaz de barrar a acdo oxidativa destes radicais.

Os hidroperoxidos lipidicos formados durante a fase de propagacdo do
processo de peroxidacdo sdo instaveis e sdo quebrados na presenca de elementos
tracos levando a novos radicais livres e outros compostos, incluindo radicais
alquilas, aldeidos, cetonas e uma grande gama de compostos carbonilados que
afetam negativamente a textura, cor, flavor, valor nutritivo e a seguranca dos
produtos carneos (BUCKLEY et al., 1995).

Em geral, nas carnes e nos produtos carneos as dimensées das alteracdes
lipidicas oxidativas s&o quantificadas medindo-se os produtos secundarios da
degradacao. Dentre estes produtos secundarios recebem destaque os aldeidos
como o aldeido malbnico, 4-hidroxinonenal e a acroleina, que se relacionam a varias
doencas - aterosclerose, diabetes, mutagénese e até cancer (MEDEIROS et
al.,1996).

3.1.2 Atividade Antimicrobiana

Os antimicrobianos sao substancias que tem a capacidade de inibir o
crescimento de microrganismos. Na medicina quando se conhece a doenga, como a

meningococcemia, os farmacos escolhidos sdo drogas de menor espectro e maior
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poténcia para ndo desenvolver resisténcia e reincidéncia da doenca. Nos casos de
sepse grave, sem definicdo etiolégica, deve-se ampliar o espectro, procurando
atingir os microorganismos mais provaveis (PARADISI, 2002).

A grande diversidade de plantas medicinais utilizadas no Brasil como uma
forma alternativa no tratamento de doencas estimula o estudo para isolamento de
seus principios ativos, pois 0 medicamento industrializado é de custo mais alto.
Essas plantas possuem comprovada atividade antibacteriana e antifungica,
resultado de compostos do metabolismo secundario (terpendides) e compostos
fendlicos (HULIN, 1998).

Em alimentos, segundo Cabral (2008), a atividade antibacteriana é realizada
por meio da determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Bactericida Minima (CBM), técnicas que possuem controle positivo e negativo e
avaliam substancias com potencial antimicrobiano conforme a mudanca de cor nas
microplacas com reagentes especificos para cada microrganismo analisado.

A propriedade antimicrobiana de prépolis tem sido largamente relatada. Nagai
et al. (2006), explica que a propolis apresenta um efeito inibitério elevado contra o
crescimento microbiano durante a conservacdo da carne e musculo. Lee et al.
(2005), que o extrato etandlico de prépolis apresenta agdo antimicrobiana contra o
Staphylococcus aureus.

Ja Miorin et al. (2003) mostraram que tanto o mel quanto a prépolis oriundas
de A. melifera e T. angustula apresentam acao antibacteriana contra Staphylococcus
aureus, salientando que as amostras de mel apresentam atividade mais baixa
quando comparada com a prépolis.

Demonstrou-se que a atividade antibacteriana dos extratos de prépolis deve
ser avaliado estabelecendo a Minima Concentragédo Inibitéria (CIM) e a Minima
Concentracao Bactericida (CBM) em relacdo a cepa ATCC de Staphylococcus
aureus. Observou-se ademais que € de grande importancia a relacao CIM:CBM.
Quanto mais proxima seja a relacdo 1:1 mais util é o extrato para propositos
terapéuticos. A atividade antimicrobiana dos extratos de proépolis inclui a atividade
antibacteriana, antiviral e antimicética. Comprova-se com estudos “in vitro” e “in vivo”
esta ampla atividade da prépolis.

Em 1996, Valdés estudou a atividade antimicrobiana de duas amostras de
prépolis procedentes do Chile, mediante a determinagédo da CIM e CBM frente a

cepas ATCC de Staphylococcus aureus e Pseudomona aeruginosa em
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concentragdo bacteriana de 10° e 10° células/mL, e comprovou a atividade
antibacteriana frente aos microrganismos provados, para resultar os valores de CIM
e CBM menores para Staphylococcus aureus, de onde se evidenciou um maior
efeito antibacteriano.

Sabe-se inclusive que os extratos da regido Sul sdo ricos em flavondides, por
isso a sua alta atividade. A origem das flavononas se encontra nos exsudados
vegetais, e unidas as flavonas se consideram como elemento de elevada atividade
biolégica, com mais de quarenta funcdes terapéuticas reconhecidas, entre elas:
antibacterianas, antiparasitaria, antimicotica, cicatrizante, antioxidante, protetora dos
vasos capilares, antivirética, imunomoduladora e radio protetora (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2005).

Um antigo estudo detalhado de Papay et al. (1985) mediram a atividade
antibacteriana das fracbes e os compostos isolados da Prépolis hingara e as
resinas de alamo frente a germes Gram positivos (Staphylococcus albus, St. aureus,
Bacillus subtilis, Bacillus megatherium, Micrococcus sp. e Sarcina lutea) e Gram
negativos (Escherichia coli, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae e Shigella
flexneri), demonstrando efeito antibacteriano fundamentalmente a pinocembrina,
isalpina e galangina. No entanto, na fracdo lipéide da prépolis e das resinas de
alamo ressaltou-se uma atividade mais forte na mesma concentragéo.

Os compostos quimicos responsaveis pela atividade antibacteriana sao de
natureza quimica distinta dos responsaveis pela atividade antioxidante, ou seja, nao
h& o efeito sinérgico quando se compara uma fracao do extrato de prépolis vermelha
e o extrato puro (CABRAL, 2009).

Giral et al. (1996), em seus estudos sobre a atividade de um extrato de
propolis, procedente da provincia de Pinar Del Rio, Cuba, frente a diferentes cepas
virais DNA (Herpes Simples tipo-1) e RNA (Virus Influenza) A e B e virus da
dengue(tipo — 2) determinaram que o0 extrato aquoso de propolis testado,
demonstrou atividade viricida sobre todos os virus investigados, resultando seu
efeito na dependéncia da concentracao e o tempo de contato.
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3.2 Lingliica Toscana

Uma das maneiras de conservar a carne é a producao de linglicas, desde a
mais longinqua antiguidade. Ha registros na historia do consumo de linglicas entre
0s babilénios e chineses ja por volta de 1500 a.C. Durante a ldade Média ja existia
uma grande variedade de linglicas, nomeadas conforme a regido de origem. A
linglica Toscana, por exemplo, foi desenvolvida em Toscana na Itdlia e seus
imigrantes trouxeram a receita para o Brasil, sendo um embutido frescal com
ingredientes naturais e com curta vida de prateleira.

Na ltalia é conhecida por “Salsiccia Toscana”, uma das mais apreciadas
lingUicas, porém, como muitos outros produtos de familias de pequenos agricultores,
a “Salsiccia Toscana” precisou agregar a inevitavel evolucao tecnoldgica para
satisfazer aos requerimentos de seguranca. A adi¢cdo de temperos € indispensavel
para o flavor e compensar a auséncia de metabdlitos antimicrobianos, entre outros
produtos que caracterizam as lingticas fermentadas (SALGADO; FRANCO, 2005).

A lingliica Toscana é muito conhecida e popular entre os produtos carneos da
Grécia. Nas principais familias rurais do pais a producao ocorria ap6s o Natal, mas
atualmente a receita € manipulada durante todo ano e tem sofrido muitas variagdes
(GEORGANTELIS et al, 2007).

Feita exclusivamente de carne suina, € uma linglica crua e curada. A carne é
moida em pedacos menores que os da linglica calabresa (origem Calabria, Italia).
Entra em seu preparo toucinho e, em alguns casos, erva-doce, 0 que a deixa
perfumada. Esta carne é muito suscetivel a oxidagdo por possuir uma alta
concentracdo de acidos graxos poliinsaturados (WEBER; ANTIPATIS, 2001). Isto
favorece a busca por alimentos seguros e funcionais nas industrias alimenticias que
procuram cada vez mais investir em novas tecnologias e sistemas que os venham a
garantir e evite a responsabilidade por alguma toxi-infeccdo quando ingeridos pela
populacao (SECO et al, 2004).

No Brasil, linglica frescal € um dos produtos carneos mais consumidos. A
falta de tratamento térmico torna esta linglica propensa a oxidacao lipidica e
contaminacao microbiana. Uma das alternativas para conservagao é a refrigeracao
empregando-se, geralmente, a temperatura de 2 a 4°C. Porém, na pratica a
durabilidade dos produtos refrigerados ndo € muito extensa, chegando ao maximo
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20 dias quando possui aditivos, condimentos esterilizados e com boas praticas de
fabricacao (PRANDL et al, 1994).

A qualidade de um produto carneo é definida pela formulacao. Apés definir os
componentes precisam-se saber informacdes sobre as propriedades e a composicao
da matéria-prima presente no alimento. Segundo Almeida (2005) a formulagédo deve
seqguir a legislacao, ter qualidade organoléptica e estabilidade microbiologica, além
de custar um valor compativel a sua comercializagdo. Ao basear-se em informacdes
precisas sobre a composicao das matérias-primas a formulacdo e o processamento
tornam-se relativamente simples. As principais etapas no processamento da linglica
sdo: Recebimento da matéria-prima; Preparo e formulacdo; Moagem:;
Homogeneizacdo das carnes com os condimentos e aditivos, desenvolvimento do

sabor e inicio do processo de cura; Embutimento.

3.2.1 Conservacao da lingtica Toscana

A carne suina, matéria-prima principal da lingliica Toscana, quando testada
com conservantes naturais como o alecrim, salvia, manjericdo e gengibre obtiveram
resultados positivos quanto a manutencdo da cor e a estabilidade lipidica
(MARIUTTI, L. R. B.; BRAGAGNOLO, N. ,2007).

O aumento da vida-util de produtos carneos enfrenta como empecilho a perda
de qualidade global. Sendo que este termo abrange varios fatores como atributos
adequados quanto a composicdo quimica, estrutura morfolégica, propriedades
fisicas e quimicas, aspectos bioquimicos, contaminacdo microbiana, propriedades
tecnoldgicas e culinarias, padrdées higiénicos. A qualidade é determinada por
diversos parametros que se resumem em: caracteristicas fisicas, quimicas,
nutricionais, organolépticas e microbiolégicas (PELOSO, 1999).

Segundo Kamdem et al (2007), os marcadores de microrganismos, como
acido acético, benzaldeido, acetona, foram encontrados em quantidades
significativamente diferente em amostras controle, adicionadas de sais nitrato e

nitrito, mas ndo em amostras com temperos, ou seja, o uso de ingredientes
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adicionais permite uma reducao na concentragdo de nitritos e nitratos da formulacao
da linguica frescal, sem alteracdo na cor e microbiologia do produto.

A alimentacdo humana carece de solucdes praticas para a produgao de
alimentos com mais constituintes saudaveis. Produtos carneos livres de aditivos
quimicos e cocgcao sao vistos como pereciveis, ou seja, necessita ingestdao quase
que imediata. A perecibilidade poderia ser restringida adicionando ingredientes
naturais ao produto padrdo, mantendo - se a aceitabilidade deste.

O uso de produtos quimicos para preservar os alimentos ndo vem ao
encontro da redugdo dos aditivos quimicos e seus residuos. A aplicagdo de mel
como antioxidante e antibacteriano na degradacao da carne tem obtido resultados
positivos e a propolis teve resultados de forte inibicdo de crescimento bacteriano,
chegando a inibir totalmente o crescimento em alguns tipos de carne (NAGAI et al,
2006).

3.2.2 Oxidacao Lipidica

Ao lado da deterioracdo microbiolégica, a oxidacao lipidica € um dos
principais processos que levam a perda de qualidade dos produtos carneos. A
rancidez oxidativa ocasionada pela oxidacdo de acidos graxos poliinsaturados € a
principal causa deste tipo de deterioragdo em carnes (ARAUJO, 1999).

A oxidacdao do colesterol presente nas carnes é outro fator importante no
processo de rancidez oxidativa das carnes por formar produtos aterogénicos,
mutagénicos e carcinogénicos (KUMAR; SINGHAL, 1991).

O processo de oxidacdo comeca imediatamente apdés o abate, sendo
favorecido pela presenca de agente pro-oxidantes (luz, mioglobina, citocromo,
metais de transicdo) e exposicao ao ar atmosférico (MACHADO, 1994; BUKLEY et
al., 1995).

A oxidagéo lipidica € uma das causas da deterioracdo de alimentos carneos,
levando a muitos efeitos adversos sob as caracteristicas de qualidade, dentre elas:
sabor, aroma, textura e valor nutritivo influenciando a decisdo de compra pelos
consumidores e podendo colocar em risco a seguranca desses alimentos (TERRA,
1998).
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Os produtos da oxidacao lipidica sdo cetonas, aldeidos, alcodis, acidos e
hidrocarbonetos, responsaveis pelo odor e gosto de rango. Sendo assim, embora 0s
lipidios confiram caracteristicas desejaveis em um produto (suculéncia, sabor,
aroma, valor nutricional e propriedades tecnolégicas), eles podem acelerar a perda
da qualidade e da vida util do produto (TERRA, 1998).

Um produto oxidado ao ser ingerido pode causar modificacdes patoldgicas na
mucosa intestinal, atividade inibitéria de enzimas e aumento no teor de colesterol e
peréxidos no soro sanguineo, ou seja, provoca doencas como a aterosclerose
(KARPINSKA, BOROWSKY e DANOWSKAOZIEWICZ, 2001).

A oxidagéo lipidica, como um processo autocatalitico, tem os produtos das
reacdes iniciais propagando-se em cadeia, nos estagios: iniciacdo, propagacao e
terminacao. Na fase de iniciacdo, o acido graxo insaturado forma um radical livre,
através da abstracdo de um atomo de hidrogénio de sua molécula, que reage
rapidamente com o oxigénio triplete formando um radical peroxido. A fase de
propagacao envolve a continuagdo e a aceleracdo desta reacdo em cadeia. A
terminacao é o estagio onde os radicais livres comegcam a reagir entre si formando
espécies nao-radicais estaveis. A oxidacdo pode ocorrer também na presenca de
oxigénio singlete, onde o acido graxo insaturado ira formar um hidroperédxido pela
introducao direta de um oxigénio singlete em um dos carbonos da ligagdo dupla do
acido graxo. (COULTATE, 2002).

A alteracao da cor também é um indicativo da oxidacao lipidica, e as diversas
cores foram analisadas por Lawrie et al (1998), totalizando em pelo menos 12 cores
relacionadas a valéncia do atomo de ferro da molécula de mioglobina. Algumas
mudancas sao desejaveis, como a reacdo nitratos/nitritos de salsichas e outras
indesejaveis como o esverdeamento de linglicas.

A existéncia de uma interdependéncia entre a oxidacao lipidica e a da cor
sustentada por muitos autores, € explicada pela presenca dos radicais livres
produzidos durante a oxidagado lipidica que podem oxidar o atomo de ferro ou
desnaturar a molécula de mioglobina, alterando negativamente a cor dos produtos
(TERRA, 1998).

Segundo BRASIL (1998), durante o processamento, a adicdo de antioxidantes
€ regulamentada pela legislacdo e podem ser da classe antioxidante primario
(inibem radical livre) e/ou secundaria (quelante de metais cataliticos).
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As pesquisas atuais propdéem o isolamento de compostos fendlicos presentes
em sementes, frutas, folhas e raizes, visando reaproveitamento como antioxidante e
diminuicdo do impacto ambiental das industrias. Os acidos fendlicos, os flavonoides
e 0s taninos sao os principais compostos fendélicos encontrados em fontes vegetais
(BALASUNDRAN at al., 2006).

Ao testar os extratos de sementes de manga (Mangifera indica L.) e maracuja
(Passiflora sp.) embora apresentassem maiores teores de fendlicos totais e
atividade antioxidante (DPPH e FRAP) que as de péssego (Prunus persica), todos

os extratos apresentaram protecdo semelhante contra a peroxidagéo lipidica “in
vitro” em homogeneizado de peixe (BOCHI, 2007).

No caso das lingligas, o inicio da reagao de rancidez oxidativa é catalisado
pela acdo do oxigénio do ar sobre os acidos graxos insaturados presentes na
gordura suina. A autoxidacéao lipidica € iniciada pela formacao de radicais livres, 0os
quais atacam e abstraem um atomo de hidrogénio de um radical metil, adjacente a
dupla ligacdo do &cido graxo insaturado, deixando um elétron desemparelhado no
carbono, gerando um radical alila (KAHL e HILDEBRANDT ,1986).

A oxidacao que leva a rancidez oxidativa € determinada pelo indice de TBARs
sd0 expressos em valores de TBARs (Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittirico),
que se mostra um bom indicador do grau de deterioracdo e de alteracdes
organolépticas (CRACKEL et al., 1988).

Segundo Lyon et al. (1988), o TBARs em carnes de frango obteve correlacoes
significativas com atributos sensoriais tipicos do alimento. Outros estudos também
foram conduzidos usando os valores de TBARs como indicador do processo de
oxidacao de carnes e derivados, portanto, a informacao do numero de TBARS é
bastante relevante (AHH et al.,1998; HORAX et al, 1999; JO et al., 1999).

Processos envolvidos na elaboracdo 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 determinacéo da oxidacgao lipidica pelo teste de TBARS, todas as andlises
devem ser feitas através de um Unico meio de extracdo. Assim, a mudanca dos
valores de TBARS para uma situacao particular ou um determinado tipo de produto
carneo pode mostrar o comportamento da oxidacao dos lipidios que ocorre durante

0 processamento e/ou armazenamento. Dessa maneira, pode-se, por exemplo,



24

avaliar a eficacia de antioxidantes de diferentes fontes ou de diferentes embalagens,
na estabilidade de um dado produto (RHEE, 1989; RAHARJO e SOFOS, 1993).

A estabilidade oxidativa dos alimentos é dependente do equilibrio entre a
composicao e concentragdo do substrato e a presenca de prdé - oxidantes. A
remocao do oxigénio, inativagcdo de enzimas, protecdo contra luz e ions metalicos
s&o importantes para evitar ou minimizar a oxidacao lipidica. No entanto, todas estas
medidas nem sempre sao aplicaveis. A adicao de antioxidantes constitui pratica
mais comum para aumentar a estabilidade dos lipidios. Portanto, a prevencao
destas reacdes podera minimizar os seus efeitos adversos, e aumentar a vida-de-
prateleira (shelf-life) dos alimentos (KRING e BERGER, 2001).
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1° Artigo

CONTEUDO DE FENOLICOS E FLAVONOIDES TOTAIS E DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DE AMOSTRAS DE PROPOLIS COMERCIAIS

Elizangela Alves.

Resumo

Este trabalho determinou algumas caracteristicas fisico-quimicas de prépolis de
Santa Maria - RS. As amostras foram obtidas de farmacias e lojas de produtos
naturais. A composicao quimica quanto as fendlicos e flavondides totais, assim
como a atividade antioxidante foram testados e comparados. Os extratos puros
(diluidos quando necessario) através dos flavondides e fendlicos totais explicaram a
alta atividade antioxidante, confirmando a relacdo destes compostos na acao
preventiva contra os radicais livres. As seis amostras comerciais analisadas
possuiram de fendlicos 70,60 mg a 539,10 mg de acido galico/g de extrato de
prépolis e de flavondides 48,95 mg a 114,50 mg quercetina/g de extrato de propolis .
Ja a atividade antioxidante maior foi do extrato aquoso, tanto pela inibicdo do radical
DPPH quanto pela atividade quelante. O extrato aquoso de prépolis obteve
resultados satisfatorios para futura aplicacdo em alimento.

Palavras-chave: compostos fendlicos; flavondides; prépolis; atividade antioxidante;
extrato etandlico.

Summary

This study determined some physical and chemical characteristics of propolis of
Santa Maria - RS. The samples were obtained from pharmacies and health food
stores. The chemical composition as the phenolics and flavonoids, and antioxidant
activity were tested and compared. The pure extracts (diluted when necessary) by
the total phenolics and flavonoids explain the hight antioxidant activity, confirming the
relationship of these compounds in the preventive action against free radicals. The
six samples analyzed possessed of phenol 70,60 mg a 539,10 mg gallic acid / g of
propolis extract and of flavonoids 48,95 mg a 114,50 mg quercetin / g of propolis
extract. The activity was higher antioxidant of the aqueous extract, both the inhibition
of DPPH radical as the chelating activity. The aqueous propolis extract obtained
satisfactory results for further application in food.

Keywords: phenolic compounds, flavonoids, propolis, antioxidant activity, ethanol
extract.
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1 INTRODUCAO

Sabe-se que as abelhas Apis melifera produzem além do mel outras
substancias como geléia real e prépolis, que tem sido relatada como substancias
com propriedades antimicrobianas e antioxidantes'™.

A propolis é uma mistura complexa, formada por material resinoso e
balsamico coletada pelas abelhas meliferas de ramos, flores, pélen, brotos, botdes
florais e exsudados de plantas; as quais as abelhas, adicionam secrecdes salivares,
cera e poélen para a elaboracado do produto final. Sendo utilizada pelas abelhas para
eliminar possiveis invasores e selar aberturas na colméia®®.

O uso do extrato etandlico da prépolis destaca-se pelas propriedades
farmacoldgicas em sprays anti-sépticos bucais e nasais, assim como o uso do
extrato puro no combate de gripes e resfriados. As atividades antimicrobiana,
antiinflamatdria, cicatrizante, anestésica, antioxidante e estimuladora do sistema
imunolégico vem proporcionando a aplicabilidade pela industria farmacéutica e
alimenticia, na forma de alimentos funcionais’.

A prevencao da oxidacgao lipidica € uma das buscas na industria carnea, ja
que seus produtos sdo indesejaveis ndo somente pela producdo de odores e
flavours ofensivos, como resultado da decomposicdo de lipidios e producédo 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®”®.

Os antioxidantes sintéticos amplamente utilizados como o BHA (butil
hidroxianisol), BHT (butil hidroxitolueno), TBHQ (t-butil-hidroquinona) e PG (galato
de propila), tém sido questionados ao passo que antioxidantes naturais como
tocoferol, polifendis da erva-mate e da marcela e pigmentos carotendides das frutas
tropicais tem apresentado uma grande relevancia na prote¢cdo contra oxidacao
lipidica'®.

Este trabalho tera como objetivo avaliar o teor de fendlicos e flavondides
totais e atividade antioxidante “in vitro” das amostras de extratos de prépolis
comercializadas em Santa Maria — RS.
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2 MATERIAIS

Os extratos de prépolis foram obtidos em farmacias e lojas de produtos
naturais de Santa Maria, Rio Grande do Sul. Foram identificadas pelas letras A, B,
C, D, E, os extratos etandlicos, e F, o extrato aquoso. A concentracao de extrato
seco de todas as amostras foi de 11,0%, exceto a B que foi de 12,0%.

Os reagentes liquidos (Folin Ciocalteu, () - a — Tocoferol e alcool metilico) e
os sélidos (carbonato de sédio anidro, acido galico, cloreto de aluminio, quercetina,
DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) utilizados foram da Sigma Chemical Co, Merck e
Synth. As solugbes foram preparadas com os solventes adequados visando

minimizar a contaminacao das analises.

2.1 METODOS

O conteudo de fendlicos e flavonoides totais dos produtos de abelha Apis
melifera foi determinado conforme as metodologias descritas a seguir.

2.1.1. Conteudos de fenolicos totais

Para a determinacdo de fendlicos totais foi utilizado o método de Folin-
Ciocalteu'"'2. As amostras (0,5ml) foram diluidas para 50 mL com agua destilada e
filtradas em papel de filtro Wathman n®1. Esta solugéo (0,5 mL) foi entdo misturada
com 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu 0,2N por 5 minutos e por fim adicionou-
se 2 mL de solucéo de carbonato de sodio (7,5%). ApOs a incubacao a temperatura
ambiente no escuro por 2 horas, a absorbéancia foi medida a 760nm contra o branco
que se consistiu de metanol e comparada com a curva padrdo de acido galico em
quatro pontos de concentragdes (2, 4, 6 e 8 ug/ml). Y=0,0685x — 0,078, onde y é a
absorbancia e x é a concentracdo; R? = 0,9996. O conteudo total de fendlicos foi
expresso em mg equivalente de acido galico por grama de extrato de propolis,

considerando o teor de extrato seco das mesmas.
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2.1.2. Conteudo de flavonoides totais

O conteudo total de flavonodides foi determinado usando o método de Dowd
adaptado'. Resumidamente, 500 pL de cloreto de aluminio (AICls) a 2% em
metanol foi misturada com o mesmo volume da solugcdo de amostra (100ul de
extrato para 50 ml de agua destilada). Quanto a absorbancia, leu-se 415 nm apos 10
minutos contra um branco consistindo de uma solugdo de 500 pL de metanol com
500 uL de cloreto de aluminio. O conteudo total de flavondides foi determinado
usando uma curva padrao de quercetina em quatro pontos de concentracées (5, 10,
20 e 40 pg/ml). Y=0,0063x — 0,0048, onde y é a absorbancia e x é a concentragao;
R? = 0,9999 O contetdo total de flavonéides foi expresso como mg de equivalente
de quercetina por grama de extrato de prépolis, considerando o teor de extrato seco

das mesmas.
2.2. Atividade antioxidante
2.2.1. Capacidade de sequiestro de radical 2,2 difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

A medida da capacidade sequestrante foi realizada de acordo com a

metodologia descrita por Brand - Willians, Cuvelier e Berset'

. Preparou-se solucao
0,1imM de DPPH em etanol e 1,0 mL desta solucédo foi adicionada a 250 ul das
amostras.
Apo6s 20 minutos, mediu-se a absorbancia a 525 nm. A capacidade de
sequestro de radical DPPH foi calculada de acordo com a equacao abaixo:
Capacidade de sequestro de radical DPPH (%) = [(Ao— A1)/Ag]100,
Onde: Ap foi a absorbancia do controle e A; a absorbancia na presenca do

composto.
2.2.2. Atividade quelante de ion ferroso

A atividade quelante de metais foi determinada de acordo com o método de
Diniz, Madeira e Almeida'. As amostras foram utilizadas 50 pl para reacéo.
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Os extratos foram adicionados numa solucdo de cloreto de ferro 2mM (0,05
mL). A reacao iniciava através da adicdo de 5 mM de ferrozina (0,2 mL) e a mistura
era agitada vigorosamente e mantida a temperatura ambiente por 10 minutos. A
absorbancia da solugdo foi medida espectrofotometricamente a 562 nm. A
percentagem de inibicdo da formacdo do complexo ferrozina-Fe*? foi dada pela

formula:

Atividade quelante de ion ferroso = [(Ag— A1)/A]100,

Onde: Ay foi a absorbéancia do controle e A; a absorbancia na presenca de amostras.
2.2.3. Analise estatitica

Todas as medidas foram feitas em triplicata. Os resultados foram analisados
com o programa Statistica 6.0. Usando ANOVA e teste-t Student’'s (valor de p<0,05)

quando adequado para a interpretagao.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os teores encontrados de fendlicos totais e flavonoides
totais das amostras de extratos comerciais de propolis analisadas. Os teores
encontrados variaram de 70,60 + 0,07 a 539,10 + 1,51mg equivalente de &cido
galico por grama para fendlicos totais e de 48,95 + 0,13 a 114,50 + 0,13 mg
equivalente de quercetina por g para flavondides totais. As variagdes nas
concentragdes de fendlicos totais e de flavondides totais ocorre em fungédo de
diferentes fatores, tais como a ecologia da flora'®, pelo periodo da coleta da resina'’,
pela genética da abelha rainha’, pela flora local e regido da coleta'®®.

A amostra que apresentou o teor mais elevado de fendlicos totais foi a
amostra F (539,10 + 1,51 mg equivalente de acido galico por grama) que era um
extrato aquoso, ao contrario das demais que eram extratos etandlicos. Quanto aos
flavondides totais, a amostra que apresentou o teor mais elevado foi também a
amostra F (114,50 £ 0,13 mg equivalente de quercetina por grama), porém nao
diferindo estatisticamente a amostra E (110, 61 + 0,06 mg de equivalente quercetina
por grama).
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Os valores encontrados neste trabalho estdo dentro dos padrdes encontrados

por outros autores®®?!

, sendo que os valores de flavondides totais é inferior ao de
fendlicos totais.

Segundo BRASIL?, os extratos etandlicos de prépolis devem conter no
minimo 0,25% de flavondides e 0,50% de fendlicos. O conteudo médio de
compostos flavonédides e fendlicos (dados ndo mostrados) foram 0,94 g% e 3,25 g%,
respectivamente, verificando que todas as amostras estdo dentro dos padrbes
estabelecidos pela legislacdo quanto a estes dois principios.

Como a composicdo quimica da propolis é dependente da localizacéo
geografica, a relagdo entre os fendlicos totais e flavondides totais esta relacionado

1618 Em estudo realizado sobre a atividade

com a flora e regido da coleta
antimicrobiana de prépolis® foi encontrado teores de fendlicos (22,03 + 0,01 a 39,38
+ 0,01 mg/mL) dez vezes maiores do que o de flavondides totais (2,47 £ 0,15 a 4,41
+ 0,02 mg/mL) para o extrato de prdpolis oriunda da regido Nordeste do Brasil (Tipo
6), ja no extrato de prépolis oriundo da regido Sudeste (Tipo 12) os teores de
fendlicos totais (59,98 + 2,25 a 94,98 * 3,23 mg/mL) foi aproximadamente o dobro
dos teores de flavondides totais (21,52 + 0,01 a 47,31 £ 0,06 mg/mL).

Outros autores®* tém demonstrado também que os teores de compostos
fendlicos totais podem variar de acordo com o solvente usado na obtencdo do
extrato de prépolis, sendo que os valores encontrados variaram de 154,83 mg a
295,29 mg/100g de prépolis e o extrato etandlico foi a que apresentou o valor mais
elevado.

A atividade antioxidante de compostos pode ser de dois tipos, primaria
quando se liga a radical livres e secundaria quando possui capacidade quelante de
metais de transicdo. O sinergismo ocorre quando os dois mecanismos Ssao
utilizados®.

A Tabela 2 mostra a atividade antioxidante das amostras de extratos
comerciais de propolis quanto a atividade quelante de ferro e capacidade
sequestrante de DPPH.

Quanto a atividade quelante as amostras E e F, embora sem diferenca
estatisticamente significativa entre eles, apresentaram ao valores mais elevados de
capacidade complexante, 42,75% e 37,86%, respectivamente.

Segundo Diniz, Madeira e Almeida' ao ligarem-se ao fon ferro (metal
catalisador de reacdes), as drogas acetominofeno e salicilato inibem a continuidade
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da propagacdo da peroxidacdo lipidica, efeito este que os extratos de propolis
também devem provocar ao se complexar com o ferro.

O metal de transicao ferro esta naturalmente presente diferentes alimentos
como nas carnes e pescados, ligado a mioglobina e hemoglobina e assim como o
cobre sdo pré-oxidantes do processo de iniciagdo da oxidagao de lipidios?. Assim, a
oxidagao lipidica de carnes e pescados seria inibida na auséncia de oxigénio,
energia e metais'’.

A oxidacao lipidica também esta intimamente relacionada com a oxidag¢ao de
cor. O fenbnemo de esverdeamento da linglica ocorre devido a oxidagdo do
pigmento mioglobina, esta pode levar a oxidacao lipidica, a qual também pode ser
induzida por outros componentes que possuem ferro ou pelo ferro livre?.

Com relacéo capacidade sequestrante de DPPH as amostras apresentaram
valores entre 80,55 a 92,56%. Os valores encontrados sdo superiores ao relatado
por outros autores, em que a capacidade sequestrante de DPPH do extrato etandlico
de propolis apresentou 61,26% de atividade e o padrao de a-tocoferol apresentou
86,7%".

O DPPH é sequestrado pelos compostos fendlicos por dois mecanismos: (1)
conforme a habilidade de doacdo de hidrogénio aos compostos da reacdo em
cadeia, tornando-os produtos finais estaveis e (2) doacdo de elétrons do anion
fenoxido (ArOH) para o DPPH. A escolha dos mecanismos depende do poder redox
das espécies envolvidas e do numero de radicais hidroxil fendlico livres e as suas
biodisponibilidades de conjugacdo®.

A atividade antioxidante forte na prépolis pode vir dos flavondides, como
quercetina, flavonas, isoflavonas, flavononas, antocianinas, catequinas e
isocatequinas. Porém os fendlicos podem participar juntos com os flavonéides na
determinacdo dessas atividades antioxidantes®>%°.

A quercetina quando comparada ao acido ascorbico € um bom quelante e
sequestrador de radical livre, ndo permitindo a agdo das espécies reativas de
oxigénio. J&4 o acido ascorbico atua como pré-oxidante na presenca de metal,
gerando espécies reativas de oxigénio, causando uma grande agressao a camada
lipidica®.

Os 6leos essenciais e o0 extrato da propolis possuem cheiro caracteristico que
podem limitar o seu uso, porém se o0s niveis adicionados forem adequados os

mesmos podem apresentar atividade antioxidante sem afetar o odor do alimento®'.
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4 CONCLUSOES

As amostras de préopolis possuem compostos fendlicos e flavondides nas
quantidades exigidas pela legislacdo. Assim como atividade antioxidante
comprovada por dois mecanismos (quelante de metal e sequestrante de radical
livre). Os extratos que apresentaram melhor capacidade antioxidante foram as
amostras E (etandlico) e F (aquoso).
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Tabela 1. Conteudos totais de flavondides e dos fendlicos totais em amostras
comerciais dos extratos de propolis de Santa Maria - RS.

Amostras anélico§ FIavonéi(?es
(mg de acido galico/100g) (mg de quercetina/100g9)
A 299,57 +1,19° 70,06 + 0,072
B 70,60 + 0,24° 48,95 + 0,132
C 123,52 + 0,40° 80,66 + 0,112
D 389,03 + 0,48° 81,37 + 0,042
E 345,74 +0,33° 110,61 +0,06°
F 539,10 + 1,51° 114,50 +0,13°

Os resultados acima sao a média * desvio padrao (n=3).
Valores com a mesma letra sao iguais estatisticamente (p<0,05).

Tabela 2. Valores % atividade quelante de metal e capacidade sequestrante de
DPPH em amostras comerciais de extratos de prépolis de Santa Maria — RS.

Amostras % atividade quelante % sequestrante de DPPH
A 13,05 + 1,052 91,83 +0,08°
B 16,31 + 2,222 80,55 + 0,76°
C 12,38 + 0,722 92,56 + 0,082
D 1,01 £ 1,59 (%) 91,83 +0,80°
E 42,76 +1,60° 89,68 +0,21°
F 37,86 + 3,06° 89,31 +0,60°

Os resultados acima séo a média + desvio padrao (n=3).
Valores com a mesma letra sdo iguais estatisticamente (p<0,05).
(*) A amostra D nao se comportou conforme o esperado na técnica, ficando muito abaixo das demais
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4.2 Artigo 2
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Resumo

Em produtos carneos frescais como a linglica, a trituracdo da matéria-prima, a
quantidade de gordura e a auséncia do processamento térmico, a tornam
susceptivel a deterioracdo, tanto por reacdées quimicas indesejaveis quanto por
contaminacdo microbiana. Este trabalho teve como objetivo avaliar a adicdo do
extrato aquoso de prépolis e extrato de cha verde em pd nas caracteristicas fisico-
quimicas, microbiolégicas e sensoriais de linglicas toscanas. Os tratamentos foram:
controle, quatro concentracées de extrato aquoso de propolis (0,1%, 0,2%, 0,3% e
0,4%) e 0,1% de extrato de cha verde em p6. As andlises de proteina, gordura,
umidade, cinzas, Salmonella, Coliformes a 35°C, Coliformes a 45°C, Staphylococcus
coagulase positiva e analise sensorial foram realizadas apés a elaboracao, além das
analises de pH, TBARS e contagem total de microrganismos mesdéfilos aerdbios que
foram realizadas nos dias 5, 10, 15, 20 e 27 ap6s a elaboragdo para o
acompanhamento da vida de prateleira. Os resultados dos teores de proteina,
gordura, umidade, cinzas e pH nao apresentaram diferengas (p>0,05) entre o
controle e os demais tratamentos. O extrato aquoso de propolis e o extrato em p6 de
cha verde apresentaram atividade antioxidante por um periodo de 20 dias, sendo
que o extrato aquoso de prépolis também apresentou atividade antimicrobiana pelo
mesmo periodo.

Palavras-chave: lingliga toscana, antioxidante, antimicrobiano, extrato de prépolis,
vida de prateleira.

Summary

In meat products such as sausage, the comminuting, fat content and absence of
thermal treatment was responsible of susceptibility to chemical and microbiological
deterioration. This study aimed to evaluate the composition and acceptance of
sausages made with propolis. Were six treatments, a control without propolis, four
treatments with different concentrations of water extract of propolis (0.1%, 0.2%,
0.3% and 0.4%) and 0,1% of green tea extract powder. The experiment was
conducted with four replications. Analyses were made of protein, fat, moisture, ash
and sensory analysis after the manufature of sausages. The analysis of pH, TBARS
and microbiological had six times in order (0, 5, 10, 15, 20 and 27 days) to compare
the changes and the likely increase in shelf life. The results of protein, fat, moisture,
ash and pH did not differ (p>0.05) between control and other treatments. Water
extract of propolis and grean tea extract powder showed antioxidant activity for 20
days, while the water extract of propolis also showed antimicrobial activity for 20
days.

Keywords: sausage, propolis, shelf-life, antioxidant, antimicrobial.
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INTRODUCAO

Linguica € o produto carneo industrializado, obtido de carnes de animais de
acougue, adicionados ou nao de tecidos adiposos, ingredientes, embutido em
envoltério natural ou artificial, e submetido ao processo tecnolégico adequado
(BRASIL, 2000). Dependendo do teor de gordura, ja que o regulamento técnico
estabelece até o maximo de 30%, além da trituragcdo da matéria-prima e a auséncia
do processamento térmico, este produto é susceptivel a deterioracdo, tanto por
reacdes quimicas indesejaveis quanto por contaminag¢ao microbiana.

A deterioracdo quimica mais comum que ocorre em produtos carneos é a
oxidagao lipidica (RHEE, ANDERSON & SAMS, 1996). As alteracdes provocadas
pela oxidagdo lipidica em produtos carneos variam largamente, podendo ser
alteracées de flavor, perda de cor, danos estruturais nas proteinas a perda
nutricional (XIONG, 1996), sendo que estas alteragcdes podem levar a rejeicao de
produtos por parte dos consumidores. Desta forma, a prevencéo da oxidacéo lipidica
e a inibicdo do crescimento microbiano podem ter uma contribuicéo significativa para
0 aumento da vida util destes produtos.

Atualmente, para a prevencao da oxidacado lipidica e do crescimento
microbiano tem-se usado antioxidantes e antimicrobianos naturais. Extratos de
diferentes vegetais tém sido usados com esta finalidade. SEBRANEK et al. (2005)
compararam extrato de alecrim comercial com antioxidantes sintéticos BHA/BHT em
embutido suino e encontraram que o extrato de alecrim tinha eficiéncia similar aos
sintéticos. Outros autores estudaram o efeito do a-tocoferol na prevencdo da
oxidacao lipidica pelo fato do mesmo competir pelo substrato e também retardar a
decomposicao dos hidroperoxidos (FRANKEL, 1998). O éleo essencial de orégano
também tem sido usado em embutidos apresentando efeito antimicrobiano,
entretanto, para se conseguir o efeito bactericida a concentracdo necessaria é
elevada, o que provoca alteragcdes sensoriais nos produtos (BUSATTA et al., 2008).
SOUZA et al. (2006) relatam a atividade antioxidante de extrato da casca de batata
em cortes de frango armazenados sob congelamento.

A prépolis € uma substancia resinosa natural coletada pelas abelhas
meliferas (Apis melifera L) de botdes florais e folhas de arvores e plantas, misturada
com o pdlen e enzimas secretadas pelas abelhas (MARCUCCI, 1995). As abelhas
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usam a prépolis com o objetivo de se proteger de invasores externos (BURDOCK,
1998). A prépolis € considerada como responsavel pela baixa incidéncia de
bactérias e fungos dentro das colméias, sendo a acdo antimicrobiana uma
caracteristica essencial e usada pelo ser humano ha séculos por suas
caracteristicas farmacéuticas (BANKOVA et al, 2000). Aléem disso, a proépolis
também apresenta atividade antioxidante (BURDOCK, 1998). As propriedades
antimicrobianas, antifungicas e antioxidantes combinado com o fato de que muitos
dos seus constituintes estdo presentes em alimentos ou aditivos alimentares e por
ser considerado GRAS (Generally Recognised as Safe) (BURDOCK, 1998) a tornam
um candidato em potencial como um antimicrobiano e antioxidante natural para
utilizagdo em alimentos.

Desta forma este trabalho teve como obijetivo testar o potencial antimicrobiano
e antioxidante de extrato aquoso de prépolis em linglica toscana armazenada sob
refrigeracdo a 4°C. Foram também avaliadas a composigdo centesimal, as

caracteristicas microbiol6gicas e as caracteristicas sensoriais.

MATERIAIS E METODOS

Linguica toscana

A producdo das linglicas ocorreu na planta piloto do Departamento de
Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos de acordo com TERRA (1998). A carne suina foi
adquirida no comércio local e estocada sob temperatura de 4°C por 24 horas até sua
utilizagdo no preparo das lingiicas. A carne foi moida em moedor com disco de 8
mm, e posteriormente foi colocada no misturador para homogeneizacdo com 0s
demais ingredientes. A massa obtida (CO) foi subdividida em partes iguais de 4,6Kg
e foram adicionadas 0,1% (CV) de extrato em p6 de cha verde, 0,1% (P1), 0,2%
(P2), 0,3% (P3) e 0,4% (P4) de extrato aquoso de prépolis. O extrato aquoso de
prépolis usado foi adquirido no comércio local e apresentava conteido médio de
12% de extrato seco. O cha verde usado foi o extrato solUvel de cha verde em pé

adquirido no comércio local.

Analises fisico-quimica
As andlises de umidade, proteinas e cinzas foram realizadas conforme a

metodologia da AOAC (2003). A determinacao de lipidios foi realizada pelo método
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de butirdmetro de leite (BRASIL, 1999). O pH foi determinado de acordo TERRA &
BRUM (1998). As analises foram feitas em quadruplicata.

Determinacao de TBARS
As Substancias Reativas ao Acido Tio-barbiturico (TBARS) foi realizada de
acordo com RAHARJO et al. (1992). O resultado foi expresso em mg MDA/Kg de

amostra. As medidas foram feitas em quadruplicata.

Andlises Microbioldgicas

As analises microbioldgicas realizadas de acordo com BRASIL (2003) foram:
Salmonella, Coliformes a 35°C (UFC/g), Coliformes a 45°C (UFC/q), Clostridium
sulfito redutores (UFC/q), Staphylococcus coagulase positiva (UFC/g) e contagem

total de mesdéfilos aerdbios (UFC/g). As analises foram realizadas em quadruplicata.

Analise sensorial

Os tratamentos foram submetidos a andlise sensorial, utilizando painel nao
treinado, constituido de 80 provadores, adultos, de ambos os sexos. Foi feito teste
de aceitacdo (DUTCOSKI, 1996), escala hedbnica de sete pontos (1= desgostei
muitissimo; 7= gostei muitissimo), para avaliar cor, odor e sabor dos produtos
desenvolvidos e teste de atitude de compra, escala hedbnica de sete pontos

(1=nunca compraria; 7= compraria sempre).

Andlise Estatistica
Todas as medidas foram feitas em quadriplicata. Os resultados foram
analisados com o programa Statistica 6.0. Usando ANOVA e teste-t Student's (valor

de p<0,05) quando adequado para a interpretacao.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A adicao de extrato aquoso de proépolis ndo influenciou significativamente os
teores de umidade, carboidratos, gordura, proteinas e cinzas (Tabela 1). Quando
comparado com os padroes fisico-quimicos estabelecidos pelo regulamento técnico
de identidade e qualidade para linglicas (BRASIL, 2000), verificou-se que todas as
caracteristicas estabelecidas foram atendidas. O regulamento técnico estabelece o
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teor de umidade em maximo de 70%, gordura em maximo de 30%, proteina em
minimo de 12%, quanto aos teores de carboidratos e cinzas ndo existem valores
estabelecidos, sendo o teor de calcio limitado ao maximo de 0,1% em base seca. O
teor de gordura encontrado ficou bem abaixo do maximo estabelecido pela
legislacdo para este tipo de produto tendo em vista que o produto foi elaborado
apenas com pernil suino, sem adicado de outra fonte de gordura. Se comparado com
lingUicas toscanas disponiveis no comércio, os produtos deste trabalho poderiam ser
considerados com linguicas lights por comparagdo com os valores relatados na
tabela nutricional. Os teores de gordura encontrados foram também inferiores aos
encontrados por FERREIRA et al (2009) que estudaram lingligcas com teor reduzido
de gordura. O calcio nao foi avaliado neste trabalho, tendo em vista que na
formulacao nao foi utilizada matéria-prima que afetasse este elemento, uma vez que
normalmente ocorre aumento deste mineral quando existe a utilizacdo de carnes
mecanicamente separadas.

Durante o armazenamento de produtos carneos como as lingticas, diferentes
caracteristicas podem sofrer alteragdes. Entre as caracteristicas quimicas podem ser
citados o pH e a oxidacgao lipidica. A variacao de pH durante o armazenamento
refrigerado a 4°C por 27 dias esta apresentada na Tabela 2. Pode-se verificar que o
mesmo permanece com valores prdéximos aos iniciais até o dia 15, a partir do qual
se observa um aumento indicando que processos proteoliticos com liberacdo de
produtos com natureza alcalina. Aos 27 dias de armazenamento, o pH ja encontra-
se préoximo a 7,0. Este fato pode estar associado ao aumento da populacdo de
bactérias como as Enterobacteriaceae e Pseudomonas, que causam a degradacao
protéica e de aminoacidos, resultando na formacao de aménia e aumento do pH
(NYCHAS et al., 1998).

A Figura 1 mostra que com o tempo de armazenamento houve um aumento
nos valores de TBARS. Pode-se verificar que até os 20 dias de armazenamento 0s
valores estao abaixo de 0,50mg de malonaldeido/Kg de amostra para todos os
tratamentos com excecéo do controle, indicando que 0s mesmos nao apresentaram
alteracées sensoriais perceptiveis j& que os aromas de rango em carnes Sao
inicialmente detectados em valores de 0,5 a 2,0mg malonaldeido/ kg de carne
(O’'NEILL et al.,1998). Pode-se observar também que os valores de TBARS foram
mais baixos nos tratamentos, principalmente aqueles em foram adicionados o

extrato de prépolis, confirmando estudos que relatam que a prépolis apresenta
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atividade antioxidante (MOREIRA et al., 2008). Ja no 27° dia os valores encontrados
estdo acima de 1,59mg de malonaldeido/Kg considerado prejudicial a saude
(TORRES & OKANI, 2000), com excec¢ao do tratamento com adi¢cdo de 0,2% de
extrato aquoso de prépolis.

Na Tabela 3 estd apresentada as caracteristicas microbiolégicas das
linglUicas. A legislacao brasileira vigente para este tipo de produto (BRASIL, 2001)
estabelece auséncia para Salmonella, maximos de 5 x 10° UFC/g, 5 x 10° UFC/g e 3
x 10° UFC/g, respectivamente para Coliformes a 45°C, Staphylococcus coagulase
positiva e Clostridium sulfito redutores a 46°C. Desta forma, observou-se que os
produtos atenderam os requisitos microbioldgicos legais vigentes.

Em relagéo a analise microbiolégica pode-se observar pela Figura 2, que em
relacdo aos microrganismos aerébios mesofilos a adicao de 0,1, 0,2 e 0,3% de
extrato aquoso de propolis mostrou-se eficiente, pois manteve a contagem em
valores muito proximo da inicial durante os 27 dias de armazenamento refrigerado a
4°C, confirmando estudos anteriores realizados por KOO et al. (2000).
KALOGEROPOULOS et al. (2009) relatam que os extratos etandlicos de propolis da
Grécia e do Chipre apresentaram espectro de inibicdo comparaveis ao da nisina, um
antimicrobiano (bacteriocina) usado em alimentos produzido por Lactococcus lactis
subsp. lactis e usado como conservador natural em queijos processados, leite,
produtos enlatados, ovo liquido entre outros alimentos.

Os resultados da avaliacdo sensorial podem ser vistos na Tabela 4. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa nos atributos avaliados pelos
provadores (p>0,05).

Os resultados da andlise sensorial demonstraram que as adicoes de extrato
aquoso de propolis e de extrato em pé de cha verde ndo influenciaram
significativamente as caracteristicas sensoriais das linglicas. Entretanto,
observando-se o atributo sabor verifica-se que apesar ndo existir diferenca
significativa entre os tratamentos, concentracées de extrato de prépolis acima de
0,2% podem ter afetado negativamente, pois foram os menos aceitos.

A intencao de compra dos produtos esta representada na figura 3, nela 82,5%
dos avaliadores opinaram que comprariam a amostra com 0,1% de extrato de cha
verde, seguidas de 77,5%, 75%, 72,5%, 67,5% e 60% para as amostras controle,

0,1%, 0,2%, 0,3% e 0,4% de extrato aquoso de prépolis, respectivamente.
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CONCLUSOES

As adicdes de extrato de cha verde e de extrato aquoso de prépolis nao
afetaram as caracteristicas fisico-quimicas das linglicas Toscanas. Os extratos de
cha verde e aquoso de prépolis foram eficientes na inibicdo da oxidagao lipidica
durante o armazenamento refrigerado por um periodo de 20 dias. O extrato aquoso
de propolis mostrou-se eficiente no controle microbiolégico de microrganismos
aerobios mesofilos durante 20 dias de armazenamento refrigerado. Sensorialmente
no atributo sabor foi observada menor preferéncia dos produtos adicionados com
concentracdes maiores que 0,2% de extrato de aquoso. Em todas as linglicas
Toscanas houve uma intengdo de compra positiva, a partir de 60%.
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Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas de linglicas
concentragdes de extrato aquoso de prépolis.

46

toscanas com diferentes

Tratamentos

CO Ccv P1 P2 P3 P4
Cinzas (%) 3,54 3,47 3,45 3,57 3,61 3,50
Gordura (%) 7,68 7,68 7,71 7,68 7,71 7,71
Umidade (%) 69,73 69,98 67,80 69,79 69,64 65,70
Proteina (%) 13,26 13,36 13,21 14,32 13,21 14,33
Carboidratos (%) 5,79 5,51 7,83 4,64 5,83 8,76

Os resultados nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas nas linhas

(p>0,05).

CO= controle; CV= Cha-Verde em pé 0,03%; P1= 0,1% de extrato aquoso de propolis; P2= 0,2% de
extrato aquoso de prépolis; P3 = 0,3% de extrato aquoso de prépolis; P4= 0,4% de extrato aquoso de

propolis.
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Tabela 2. Variagdo do pH durante o armazenamento refrigerado de linguicas
toscana com diferentes concentragdes de extrato aquoso de prépolis.

dia zero diacinco diadez dia 15 dia 20 dia 27
CO 5,59+0,01 5,83+0,05 5,77+0,05 5,75+0,01 6,3+0,03 6,63+0,06
CV  5,45+0,02 5,8+0,01 5,73%+0,01 5,5+0,09 6,29+0,01 6,81+0,02
P1  5,48+0,01 5,75+0,03 5,61+0,1 5,7+0,01 6,35+0,03 6,63+0,02
P2  5,62+0,01 5,85+0,01 5,67+0,03 5,6+0,02 6,13+0,05 6,78+0,01
P3  5,54+0,01 5,85+0,01 5,72+0,01 5,71+£0,02 6,3+0,01 6,71+0,02
P4  5,53+0,02 5,85+0,01 5,72+0,06 5,71+0,02 6,21+0,06 6,98+0,03

CO= controle; CV= Cha-Verde em pé 0,03%; P1= 0,1% de extrato aquoso de prépolis; P2= 0,2% de
extrato aquoso de propolis;P3 = 0,3% de extrato aquoso de propolis; P4= 0,4% de extrato aquoso de

propolis
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Figura 1. Variagdo das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)
durante o armazenamento refrigerado a 4°C por 27 dias.

CO= controle; CV= Cha-Verde em pé 0,03%; P1= 0,1% de extrato aquoso de propolis; P2= 0,2% de
extrato aquoso de prépolis;P3 = 0,3% de extrato aquoso de propolis; P4= 0,4% de extrato aquoso de
propolis.
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Tabela 3. Caracteristicas microbioldgicas de linglicas toscanas adicionadas de

extrato em pé de cha verde e extrato aquoso de prépolis.

CcO CcVv P1 P2 P3 P4
Salmonella Ausente  Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Coliformes a 35°C (log) 5,87 5,84 5,79 5,71 5,69 5,82
Coliformes a 45°C (log) < 1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
Clostridium sulfito

<1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
redutores (log)
Staphylococcus

<1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
coagulase + (log)
Contagem total de

6,54 6,38 7,91 7,64 6,57 6,64

Meséfilos (log)

CO= controle; CV= Chéa-Verde em pé 0,03%; P1= 0,1% de extrato aquoso de prépolis; P2= 0,2% de
extrato aquoso de prépolis;P3 = 0,3% de extrato aquoso de propolis; P4= 0,4% de extrato aquoso de

propolis
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Figura 2. Contagem de microrganismos aerdbios mesofilos de linglicas toscanas
adicionadas de extrato em p6 de cha verde e extrato aquoso de propolis durante o

armazenamento refrigerado a 4°C por 27 dias.

CO= controle; CV= Chéa-Verde em pé 0,03%; P1= 0,1% de extrato aquoso de prépolis; P2= 0,2% de
extrato aquoso de prépolis;P3 = 0,3% de extrato aquoso de propolis; P4= 0,4% de extrato aquoso de
propolis.
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Tabela 4. Valores médios da avaliagdo sensorial dos diferentes tratamentos de
lingligcas Toscanas

CO CVv P1 P2 P3 P4
Cor 5,9 5,5 5,7 5,6 55 5,5
Aroma 5,8 6,5 5,7 5,4 5,3 5,7
Sabor 6,5 6,8 6,7 5,9 55 55

Os resultados nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas nas linhas
(p>0,05).

CO= controle; CV= Cha-Verde em pé 0,03%; P1= 0,1% de extrato aquoso de propolis; P2= 0,2% de
extrato aquoso de propolis; P3 = 0,3% de extrato aquoso de propolis; P4= 0,4% de extrato aquoso de
propolis.
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Figura 3. Intengdo de compra de lingligas Toscanas adicionadas de extrato em pé
de cha verde e extrato aquoso de propolis para armazenamento refrigerado a 4°C
por 27 dias.

CO= controle; CV= Cha-Verde em pé 0,03%; P1= 0,1% de extrato aquoso de prépolis; P2= 0,2% de
extrato aquoso de proépolis; P3 = 0,3% de extrato aquoso de prépolis; P4= 0,4% de extrato aquoso de
propolis.
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5. DISCUSSAO

As seis amostras comerciais analisadas possuiram de 70,60 mg a 539,10 mg
de acido galico/100 g de extrato de fendlicos totais e 48,95 mg a 114,50 de mg de
quercetina/100 g de extrato de flavonoides totais. Segundo Chaillou et al (2004), a
composicao das propolis estdo ligadas as espécies botanicas da regido onde as
abelhas coletam as resinas para a sua producao.

A Farmacopéia Brasileira (2005) informa que o clima da regido Sul também
favorece ao cultivo das colméias de abelhas, sendo a matéria-prima nobre utilizada
para o mercado internacional mais exigente como o Japao, a China e a Alemanha.

A propolis € uma resina protetora da colméia e um dos subprodutos das
abelhas Apis melifera, ao lado do mel e da geléia real, mostrando-se totalmente
variavel quanto a composi¢cdo, como no primeiro experimento, onde as amostras
analisadas obtiveram valores altos, mas seguiram o padrdo de outros trabalhos em
que os fendlicos encontram-se em maior quantidade (SILVA et al, 2006; CHAILLOU
et al, 2004).

Embora as técnicas colorimétricas ndo caracterizem molecularmente os
componentes, estdo na metodologia de muitos trabalhos (MEDA et. al. 2005;
MENDES DA SILVA et al.,, 2006; BERTONCELJ et al., 2007) e conseguem
comprovar a relagao direta que existe destes compostos com a sua acao biolégica
positiva “in vitro” e “in vivo”.

Os flavonodides e os acidos fendlicos sdao as maiores classes de compostos
fendlicos, suas relacbes com atividade antioxidante refletiu em estudos sobre a
prevencao do cancer (TAPIERO et al, 2002).

Nos testes “in vitro”, foi comprovada a marcante acado antioxidante das
prépolis tanto na classe primaria, que atuam como redutores e se ligam a radicais
livres como o DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) quanto na secundaria, que possui
capacidade quelante de metais de transicdo como o ferro na forma de cloreto,
impedindo reac¢des oxidantes aceleradas.

Os melhores percentuais quelantes foram os das amostras E (42,76+1,60) e F
(37,86£3,06) embora nado se diferenciem estatisticamente. As amostras A
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(13,05%£1,05), B (16,31+x2,22) e C (12,38+0,72) obtiveram valores inferiores aos
demais. Enquanto D ndo reagiu conforme esperado na técnica.

O ion ferro esta naturalmente presente nos pescados, ligado a mioglobina e
hemoglobina e assim como o cobre sdo prooxidantes do processo de iniciacdo da
oxidagédo de lipidios (SHAHIDI & HONG, 1991). Assim, oxidacdo de pescados €
desfavorecida na auséncia de oxigénio, energia e metais (RODRIGUES -
ESTRADA, 1997).

A oxidacao lipidica também esta interdependente a oxidacdo de cor. O
fenbmeno de esverdeamento da linglica ocorre devido a oxidacao do pigmento
mioglobina, esta leva a oxidacdo lipidica, a qual também pode ser induzida por
outros componentes que possuem ferro ou pelo ferro livre (OLIVO et al, 2001).

A capacidade seqUestrante de radical - livre DPPH foi alta em todas as
amostras de prépolis analisadas neste trabalho, sendo a média de 89,29%. O
desenvolvimento e a utilizacao de antioxidantes de origem natural sdo desejados. Ao
evitar doencas cardiovasculares ou até mesmo o cancer, a propolis amplia as suas
muitas atividades biolégicas. Por outro lado, conforme a biogeografia (a colméia, as
regides e a época do ano) ocorre diferentes composicdes e conseqlentemente ha
diferengas na atividade antioxidante (TEIXEIRA et al, 2008).

Segundo Teixeira et al (2008), nao existe uma correlagdo direta da
capacidade anti radical DPPH com a concentracdo de compostos antioxidantes,
podendo ocorrer sinergismo com outras substancias presentes no extrato de
prépolis, ou seja, uma mistura de componentes é responsavel pelo poder
antioxidante.

O segundo experimento selecionou a propolis para aplicagdo em linglica
Toscana por possuir uma das melhores caracterizacbes quanto a composicao
(fendlicos e flavondides totais) e atividade antioxidante (quelante e sequestrante). A
sua escolha também se baseou na base aquosa, evitando um provavel gosto
residual do alcool presente nas demais.

A linglica Toscana, como todo produto carneo, tem a sua qualidade
relacionada a matéria-prima carne e aos demais ingredientes de boa procedéncia.
Um exemplo disso seria a suplementagéo da dieta animal com vitamina E, a reducgéo
dos teores de ferro e cobre antes do abate animal e minimiza assim injarias

causadas pelo estresse oxidativo na carne (OLIVO et al, 2001).
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As concentragbes do extrato adicionado na massa nao alteraram a dos
demais ingredientes, em escala crescente foram elas: 0,1%, 0,2%, 0,3% e 0,4%. O
controle positivo utilizado foi o cha verde a 0,1%. Conforme o esperado, as analises
fisico-quimicas foram iguais estatisticamente entre os tratamentos. A média com o
padrao, as cinzas, a gordura, a umidade e a proteina foram 3,52%, 7,69%, 68,77% e
13,61%, respectivamente e seguiram o padrao de linglica frescal (BRASIL, 2000).

Devido ao potencial dano hepatico e carcinogénese em animais de
laboratério, antioxidante sintéticos como o BHA, o BHT e o TBHQ estdo sendo
cuidadosamente utilizados na industria de alimentos (SHIMAZAWA M et al, 2005).

A utilizacdo de antioxidantes junto com os ingredientes, como o cha-verde ou
a propolis, aumentou consideravelmente a qualidade da linglica Toscana. A
associacao com a armazenagem refrigerada conseguiu manter o pH e a proliferacao
microbiana sob certo controle.

Durante as analises do pH, manteve-se com um comportamento semelhante
entre si na 12 semana, em que ocorreu a analise sensorial, ndo houve diferenca
estatistica de pH nas linglicas, mantendo em 5,7 e 5,8, ou seja, este fator ndo
influenciou nas analises iniciais. O ligeiro decréscimo no 10° dia foi seguido de
aumento para préximo a 7,0 até o ultimo dia de analise, em que bactérias como as
Enterobacteriaceae e Pseudomonas, que causam a degradacdo protéica e
aminoacida, resultam na formagdo de aménia (NYCHAS, DROSINOS & BOARD,
1998).

Quanto as caracteristicas microbiologicas, as linglicas produzidas atenderam
a especificagdes estabelecidas pela legislacdo (BRASIL, 2001), pois apresentou
auséncia de Salmonella e contagens de Coliformes a 45°C (fecais), de
Staphylococcus coagulase positiva e Clostridium sulfito redutores abaixo dos valores
maximos estabelecidos. Entretanto a contagem de Coliformes a 35°C e de Mesofilos
foram elevadas, mostrando problemas relacionados com a qualidade inicial da
matéria prima ou das condicdes de higiene de processamento.

Apesar da contagem elevada de microrganismos mesofilos, a adicdo do
extrato aquoso de prépolis apresentou capacidade de inibicdo do crescimento
microbiano confirmando relato da literatura (KOO et al, 2000).

Em relacao a oxidacao lipidica na lingliga toscana, verificadas pela técnica de
TBARS, observou-se que até o dia 20 as amostras com prépolis e extrato de cha

verde apresentaram valores de malonaldeido ndo detectaveis sensorialmente que €
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abaixo de 0,5 mg/Kg de amostra. A oxidacéao lipidica € a maior responsavel pela
perda de qualidade e desenvolvimento de off-flavor (TEIXEIRA et al, 2008). Além de
prevenir a deterioracdo lipidica, o antioxidante pode ser agregador de valor na
cadeia produtiva da industria alimenticia.

A avaliacdo sensorial pelos painelistas indicou que as linglicas Toscanas
produzidas com extrato de prépolis, foram estatisticamente, idénticas entre si em
todos os parametros analisados (cor, aroma e sabor), em comparacdo com O
Controle. O tratamento CV foi considerado mais aceitavel, em virtude, talvez, de
possuir sabores e aromas mais suaves que 0s consumidores brasileiros sao
adaptados (TERRA, 1998). O tratamento P4 ja possuia o aroma mais caracteristico
da prépolis, resultando em menor aceite.

Segundo Lappe et al (2004), na aspersao de prépolis sobre os salames
resultou em produtos com qualidade organolépticas semelhante, alterando apenas a
textura da amostra que recebeu mais propolis.

Embora se queira preservar os alimentos de futuras alteragées com o uso de
ingredientes, sabe-se que adicionar a propolis no processo de producdo nao ira
reverter uma matéria-prima j4 oxidada ou em fase de terminagdo. Os préximos
testes serdo realizados em matérias-primas de Otima qualidade e priorizar4d em

enriguecer a sua formulacao e vida de prateleira.

6. CONCLUSAO

Os extratos de propolis analisados continham compostos fendlicos e
flavondides em quantidades exigidas pela legislacao, além de comprovada atividade
antioxidante pelo método quelante e pelo seqliestro de radical DPPH.

A adicao de propolis em base aquosa em linglica Toscana manteve a
composicao fisico-quimica em todas as adigdes, assim como o controle e o padrao
cha-verde também.

As alteracoes microbiolégicas, de pH e de oxidacdo lipidica, durante
armazenamento refrigerado, foram favorecidas com o uso da propolis e do cha-

verde.
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Este trabalho serve como base de conhecimento para uma nova linha de
pesquisa, que necessita de posteriores adequacdes e aprimoramentos a fim de
alcancar os seus objetivos. A aceitabilidade da linglica Toscana nos diferentes
tratamentos adicionados de prépolis permitira agregar funcionalidade da mesma na

sua formulagéo.
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