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RESUMO

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBANO DE
EXTRATOS DE MARCELA (Achyrocline satureioides) E CAPIM-LIMAO
(Cymbopogon citratus) E APLICACAO EM LINGUICA FRESCAL

AUTORA: Caroline Pagnossim Boeira
ORIENTADOR: Dr. Nelcindo Nascimento Terra
CO-ORIENTADORA: Dra. Claudia Severo da Rosa

A linguica é um produto cérneo que devido ao seu alto teor de gordura, a natureza das
matérias-primas e a falta de tratamento térmico, esta propensa a deterioracdo, a oxidacao
lipidica e a contaminacdo microbiana. Diversos estudos vém sendo realizados na area de
alimentos visando o desenvolvimento de extratos vegetais que exibam propriedades
antimicrobianas e/ou antioxidantes. O presente estudo teve por objetivo obter extratos de
marcela (Achyrocline satureioides) e capim-limdo (Cymbopogon citratus), avaliar a
capacidade antioxidante e antimicrobiana, bem como aplicar o extrato de cada erva com
maior atividade antioxidante em linguicas de frango, visando o seu potencial antioxidante
natural. Os extratos foram obtidos pelo método convencional e ultrassom, em diferentes
temperaturas (20 °C, 40 °C e 60 °C), durante 20 minutos. Nos extratos foram realizadas as
analises de fendlicos totais, flavonoides totais, atividade antioxidante pelos métodos DPPH,
FRAP, ORAC e atividade antimicrobiana. O extrato de capim-limdo obtido pelo método
convencional a 60 °C, e o extrato de marcela obtido pelo método ultrassom a 60 °C foram os
qgue apresentaram as melhores caracteristicas antioxidantes e atividade antimicrobiana,
diferentes concentragdes de cada extrato (0,5% e 1,0%) foram aplicados em linguicas de
frango. As andlises realizadas nas linguicas foram: composi¢do centesimal, pH, atividade de
agua, cor, oxidacgdo lipidica, analises microbioldgica e sensorial. Os resultados obtidos na
composicdo centesimal mostraram que as linguicas estdo de acordo com o Padrdo de
Identidade e Qualidade do Produto. As analises microbioldgicas para Staphylococcus
coagulase positiva, Coliformes a 45 °C, Samonella sp. e Clostridium sulfito redutor dos
produtos estdo de acordo com a RDC n° 12 de 2 de janeiro de 2001. O pH e atividade de dgua
das linguicas de frango apresentaram um leve aumento ao final do tempo de armazenamento.
O parametro b* mostrou que os tratamentos T1 e T2 foram 0s que apresentaram maior
oxidacgdo lipidica concordando com os dados de TBARS. Ao fim dos 42 dias de
armazenamento, os valores de TBARS para o tratamento com adi¢do de antioxidante sintético
foi de 0,99 mg de malondialdeido (MDA) /kg enquanto que os tratamento adicionados de
extrato de marcela e capim-limdo mantiveram-se abaixo de 0,4 mg de MDA/kg. A linguica
adicionada de 1,0% de capim-limdo foi a que apresentou menor oxidacédo lipidica ao longo
dos 42 dias de armazenamento. As caracteristicas sensoriais foram mantidas, demonstrando
boa aceitabilidade pelos provadores. Os resultados do check-all-which-apply (CATA)
mostraram que os tratamentos com 1,0 % de extrato de marcela e 0,5 e 1,0%, de extrato de
capim-limao foram os grupos que receberam os melhores atributos sensoriais, sendo 0s mais
aceitos.

Palavras-chave: Antioxidante natural. Linguica de frango. Oxidacao Lipidica. Capim-limao.

Marcela.



ABSTRACT

EVALUATION OF ANTIOXIDANT POTENTIAL AND ANTIMICROBAN FROM
MARCELA EXTRACTS (Achyrocline satureioides) AND LEMON CAPIM
(Cymbopogon citratus) AND APPLICATION IN FRESCAL LANGUAGE

AUTHOR: Caroline Pagnossim Boeira
ADVISOR: Dr. Nelcindo Nascimento Terra
CO-ADVISOR: Dr. Claudia Severo da Rosa

Sausage is a meat product which, because of its high fat content, the nature of the raw
materials and the lack of heat treatment, is prone to deterioration, lipid oxidation and
microbial contamination. Several studies have been carried out in the area of food for the
development of plant extracts that exhibit antimicrobial and / or antioxidant properties. The
objective of the present study was to obtain extracts of marcela (Achyrocline satureioides) and
lemon grass (Cymbopogon citratus), to evaluate antioxidant and antimicrobial capacity, as
well as to extract the extract of each herb with higher antioxidant activity in chicken sausages,
aiming its natural antioxidant potential. The extracts were obtained by conventional method
and ultrasound, at different temperatures (20 °C, 40 °C and 60 °C) for 20 minutes. In the
extracts were carried out the analyzes of total phenolics, total flavonoids, antioxidant activity
by DPPH, FRAP, ORAC and antimicrobial activity. The extract of lemon grass obtained by
the conventional method at 60 °C and the extract of marcela obtained by the ultrasound
method at 60 °C were the ones that presented the best antioxidant characteristics and
antimicrobial activity, being thus different concentrations of each extract (0,5% and 1,0%)
were applied in chicken sausage. The analyzes performed in the sausages were: centesimal
composition, pH, water activity, color, lipid oxidation, microbiological and sensorial
analyzes. The results obtained in the centesimal composition showed that the sausages are in
accordance with the Standard of Identity and Product Quality. Microbiological analyzes for
Staphylococcus coagulase positive, Coliformes at 45 °C, Samonella sp and Clostridium sulfite
reductant of the products are in accordance with RDC n° 12 of January 2, 2001. The pH and
water activity of the sausages of chicken presented a slight increase at the end of storage time.
The parameter b * shows that T1 and T2 treatments presented the highest lipid oxidation in
agreement with TBARS data. At the end of the 42 days of storage, the TBARS values for the
treatment with addition of synthetic antioxidant were 0.99 mg of malondialdeido (MDA) / kg
while the added treatments of marcela extract and lemon grass remained below 0, 4 mg of
MDA / kg. The sausage added was 1,0% of lemon grass which presented lower lipid
oxidation over the 42 days of storage. The sensorial characteristics were maintained,
demonstrating good acceptability by the tasters. The results of check-all-which-apply (CATA)
showed that the treatments with 1,0% of marcela extract and 0,5 and 1,0% of lemon grass
extracts were the groups that received the best sensory attributes, being the most accepted.

Keywords: Natural antioxidant. Chicken sausage. Lipid Oxidation. Lemon grass. Marcela.
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1 INTRODUCAO

A linguica é um produto carneo industrializado, que tem feito parte do habito
alimentar da populacdo brasileira tendo o seu consumo aumentado significativamente, pois,
trata-se de um produto de facil preparo e apresenta caracteristicas sensoriais e nutricionais
(alto teor de proteinas, lipidios, e minerais) que agradam o consumidor (QUEIROZ et al.,
2005). Porém em virtude do seu alto teor de gordura, a natureza das matérias-primas e a falta
de tratamento térmico, tal produto é propenso a deterioracdo, a oxidacdo lipidica e a
contaminacdo microbiana (GEORGANTELIS et al., 2007).

A oxidacdo lipidica é um importante fator limitador da qualidade da carne e de
produtos carneos e tem interferido na aceitabilidade dos consumidores (MARANGONI;
MOURA, 2011). Os produtos da oxidacdo lipidica sdo indesejaveis, ndo somente pela
producdo de odores e flavours desagradaveis, como resultado da decomposicéo 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
toxicos durante o processamento (CAPRILES; SOARES; AREAS, 2009).

Os antioxidantes sdo definidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) como substancias que retardam ou inibem alteragfes oxidativas em alimentos
(BRASIL, 1997). Segundo Prado (2009) os antioxidantes também s&o classificados quanto a
sua origem, naturais ou sintéticos, e para serem utilizados em alimentos, devem ser seguros
para a saude.

A marcela (Achyrocline satureioides) é uma planta medicinal utilizada no Brasil
através de infusbes para o alivio de colicas abdominais, dores de cabeca e distarbios
estomacais. Possui propriedades antimicrobianas, antioxidantes, antinflamatérias. O alto
contetdo de compostos polifenélicos, na maioria flavonoides, e de diferentes acidos fendlicos
como o caféico e clorogénico nas partes aéreas desta planta, tem despertado o interesse pelo
estudo das suas propriedades antioxidantes (BLASINA et al., 2009).

O capim-limdo (Cymbopogon citratus), também conhecido por erva cidreira, capim-
cidreira ou lemongrass, é uma planta originaria da Asia e é muito cultivada em paises
tropicais. No Brasil, seus chas e extratos sdo utilizados na medicina popular como digestivos,
antitussigenos, antigripais, analgésicos, antitérmicos, anti-inflamatorios das vias urinarias,
diureticos, antiespasmadicos, antialérgicos, entre outros (NEGRELLE; GOMES, 2007). Em

diversos sistemas de extracdo o capim-limdo ou seus compostos especificos (ex. citral, f3-
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mirceno e geraniol) tém apresentado atividade antimutagénica, antioxidante e
anticarcinogénica (RABBANI; DEVI; KHANAM; ZAHRA, 2006).

Com base no exposto, 0 alto conteddo de bioativos nos extratos de marcela
(Achyrocline satureioides) e capim-limdo (Cymbopogon citratus), as propriedades
antioxidantes de ambas, a boa disponibilidade na flora silvestre brasileira e o baixo custo de

obtencdo contribuem para utilizacdo destas plantas como antioxidantes em produtos carneos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Extrair compostos bioativos de marcela (Achyrocline satureioides) e capim-liméo

(Cymbopogon citratus) e aplica-los em linguicas de frango.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter extratos de marcela (Achyrocline satureioides) e capim-limdo (Cymbopogon
citratus), através do método convencional e do método de ultrassom;

e Quantificar os compostos fenolicos totais e flavonoides totais dos extratos obtidos;

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos pelos métodos de DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil), ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) e FRAP (Poder
antioxidante de reducdo de ferro);

e Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato que apresentar maior atividade
antioxidante;

e Elaborar linguicas de frango adicionadas de diferentes concentracdes de extratos de
marcela e capim-liméo;

e Determinar a estabilidade lipidica, fisico-quimica e microbiolégica das linguicas
durante a vida de prateleira;

e Avaliar sensorialmente as formulagdes das linguicas de frango.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LINGUICA FRESCAL

Embutidos, como linguicas, séo definidos como alimentos condimentados contidos em
envoltorio natural ou artificial, cuja elaboracdo emprega carne de bovinos, suinos ou aves,
bem como suas visceras, podendo ser cozido ou ndo, curado, maturado e dessecado (BRASIL,
2000).

A linguica do tipo frescal destaca-se dentre os produtos carneos embutidos por sua
aceitacdo e comercializacdo. O processo de producdo utiliza carnes de animais de acougue,
adicionadas ou ndo de tecidos adiposos, e 0 processamento pode ocorrer em estabelecimentos
de micro, pequeno, médio e grande porte. Ao processo, agregam-se aditivos utilizados para
melhorar as caracteristicas sensoriais do produto (OLIVEIRA; ARAUJO; BORGO, 2005). De
acordo com o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (R.I.1.S.P.0.A.), para embutidos ndo submetidos ao cozimento, como € o caso da
linguica frescal, é permitida a adicdo de dgua ou gelo até o maximo de 3% na formulacéo,
calculada sobre o total dos componentes e com a finalidade de facilitar a trituragéo e
homogeneizagdo da massa (BRASIL, 1952).

Sua obtencdo requer uma série de etapas de manipulacéo, o que eleva as possibilidades
de contaminacdo por diversas espécies de micro-organismos o que pode comprometer a
qualidade microbioldgica do produto final. Diversas podem ser as fontes de introducao destes
agentes na cadeia alimentar, como condi¢6es inadequadas de abate e evisceragdo, nas quais as
carcagas podem ser contaminadas por enterobactérias presentes no trato gastrintestinal
(BORCH et al., 1996; TUTENEL et al., 2003).

A qualidade do produto elaborado reflete de forma clara uma série de fatores
envolvidos no processo, como a qualidade da matéria- prima empregada, os ingredientes
utilizados, os colaboradores envolvidos na produgdo, bem como equipamentos e utensilios,
podem ser importantes fontes de contaminacdo (CHEVALLIER et al., 2006). Devido ao alto
teor de gordura, a natureza das matérias-primas e a falta de tratamento térmico, a linguica
frescal € propensa a deterioracdo, a oxidacdo lipidica e a contaminacdo microbiana
(GEORGANTELIS et al., 2007).

A linguica apresenta, como caracteristicas fisico-quimicas, umidade méxima de 70%,
gordura maxima de 30% e proteina minima de 12% (BRASIL, 2003). O processo requer

adicdo de sais de cura, recurso que permitird ao alimento produzido em escala industrial
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atingir os parametros caracteristicos de qualidade sensorial como sabor, cor, aroma e textura e
a preservacéo do produto (OLIVEIRA; ARAUJO; BORGO, 2005).

3.2 OXIDACAO LIPIDICA

A oxidacdo lipidica é uma das principais alteragbes que acometem as carnes e
derivados, em razdo da composicao rica em lipidios e ions ferro, a utilizacdo de processos
como cocgdo e moagem, além do uso de cloreto de sddio, um conhecido catalisador desta
reacdo (ROCHA et al., 2002). Segundo Gray (1996) o desenvolvimento da rancidez oxidativa
baseia-se no surgimento de radicais livres, espécies quimicas que apresentam um ou mais
elétrons desemparelhados, que podem ser gerados durante o metabolismo normal das células
ou resultantes da acdo de iniciadores, como a luz ou ions metélicos. O mecanismo da

oxidacdo lipidica estd demonstrado na Figura 1.

Figura 1: Mecanismo de oxidacao lipidica
Iniciacdo RH — R'+H°
Propagagdio R*'+0, — ROO'

ROO*+RH — ROOH + R*

Término ROO*+R* — ROOR

Produtos

ROO™+ROO" — ROOR+O, ¥ Eoisieis

R*+R* — RR

onde; RH - Acido graxo insaturado; R* - Radical livre;
ROO" - Radical peroxido e ROOH - Hidroperéxido

Fonte: Ramalho e Jorge (2006)

Os lipidios sdo constituidos por uma mistura de tri, di e monoacilglicerdis, acidos
graxos livres, glicolipidios, fosfolipidios, esterois e outras substancias. A maior parte destes
constituintes é oxidavel em diferentes graus, sendo que os acidos graxos insaturados sdo as
estruturas mais susceptiveis ao processo oxidativo (COSGROVE, 1987).

O resultado das reacOes oxidativas nos alimentos € o surgimento de compostos
oxigenados responsaveis pelas desagradaveis caracteristicas organolépticas, conhecidas
popularmente como ranco, aléem do desenvolvimento de substancias toxicas, como a
acroleina, malonaldeido (MDA) e os 6xidos de colesterol (ROCHA et al., 2002).
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Existem diferentes métodos para quantificar a oxidacao lipidica. Em carnes e produtos
carneos 0 mais usual € o teste de TBARS, devido a sua simplicidade e rapidez. Este teste
quantifica o malonaldeido (MDA), um dos principais produtos de decomposicdo dos
hidroperdxidos de &cidos graxos poliinsaturados, formado durante o processo oxidativo
(OSAWA; FELECIO; GONCALVES, 2005).

Figura2: Reacdo de oxidacéo lipidica em produtos carneos.

Acidos graxos insaturados
ou triglicerideos

N \L

Oxidagéo de
Radicais Livres > | pigmentos,
vitaminas,
\L proteinas.
Oxigénio
Produtos de \L
cisdo: cetonas, N
aldeidos, alcoois, = Hidroperéxidos Insolubilidade

hidrocarbonetos, das proteinas

epoxidos. L

Polimerizacio (escurecimento e
formagio de produtos téxicos)

Fonte: Jadhav et al., 1996.

Visto que os radicais livres causam danos oxidativos aos lipideos e proteinas o que
pode ocasionar desagradaveis caracteristicas organolépticas em produtos alimenticios,
presume-se que a utilizacdo de antioxidantes capazes de neutralizar os radicais livres possa ter
um papel importante na prevencéo destas alteracdes (HARBORNE e WILLIANS, 2000).

A preocupacao constante de proporcionar aos consumidores produtos de alta qualidade
levou a adocdo de medidas que permitem limitar a oxidacdo durante as fases de
processamento e armazenamento dos produtos. O desenvolvimento do processo oxidativo
pode ser inibido por meio de alternativas como embalagens a vacuo ou atmosfera
modificada, e o uso de substancias antioxidantes (ROCHA et al., 2003).

A adicdo de compostos antioxidantes € uma pratica eficiente, razdo que justifica o
atual interesse pela pesquisa de novos compostos com capacidade antioxidante. O baixo custo

de obtencdo, facilidade de emprego, eficacia, termo-resisténcia, "neutralidade™ organoléptica
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e auséncia reconhecida de toxicidade, sdo premissas para a sua selecdo e utilizacdo a nivel
industrial (CASTERA-ROSSIGNOL; BOSQUE, 1994).

3.3 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo definidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) como substancias que retardam ou inibem alterages oxidativas em alimentos
(BRASIL, 1997). Mesmo em pequenas quantidades eles podem minimizar a oxidacdo do
substrato, no entanto, para que sejam efetivos, os compostos necessitam serem adicionados o
mais cedo possivel durante o processamento, (SIES & STAHL, 1995), pois ndo sdo capazes
de reverter a oxidacao de produtos ja rancificados (CAMPOS & TOLEDO, 2000).

Os compostos com acdo antioxidante atuam evitando o inicio ou bloqueando a
propagacao das reacdes de oxidacdo em cadeia de diferentes modos. Os antioxidantes também
sdo classificados quanto a sua origem, naturais ou sintéticos, e para serem utilizados em

alimentos, devem ser seguros para a satde (PIETTA, 2000).

3.3.1 ANTIOXIDANTES SINTETICOS

Os antioxidantes sintéticos sdo largamente utilizados na inddstria de alimentos devido
a sua alta capacidade antioxidante e notavel atuacdo no retardo das reacGes de oxidacdo, por
isso eles sdo alvos de estudos relacionados com sua eficiéncia e toxicologia (ARAUJO,
2008).

Os antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria de alimentos séo os polifendis,
dentre estes o BHA (butil hidroxianisol), BHT (butil hidroxitolueno), TBHQ (t-butil-
hidroquinona) e PG (galato de propila), cuja acdo consiste na rapida doagdo de um &tomo de
hidrogénio para o radical livre (HAMAMA e NAWAR, 1991). Desse modo, os derivados
fenolicos transformam-se em radicais livres que possuem baixa reatividade gragcas a
estabilizacdo que a ressonancia do anel aromaético proporciona, ndo propagando ou
promovendo as reacdes de oxidacdo (OMURA, 1995).

Em produtos carneos utiliza-se o eritorbato de sodio e o ascorbato de soédio, com a
funcdo de acelerar a formacdo da cor e estabilizar a cor de carnes curadas com nitrito, em

funcdo de seu alto poder redutor. O eritorbato de sodio é o sal sodico do acido eritorbico ou
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acido isoascorbico. Além da sua reacdo com o nitrito, apresenta por si s6 um forte efeito
antioxidante quando aplicado em concentragfes acima de 100ppm, todavia em concentracGes
mais baixas pode acelerar as reacGes oxidativas (ANGELINI, 2010).

Essas substancias sintéticas sdo utilizadas como aditivos alimentares, pois tiveram o
seu uso aprovado apds investigacGes do comité internacional de especialistas da Organizagao
das NacgOes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO) e pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) em aditivos alimentares Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
(JECFA) que comprovaram sua seguranca dentro de um limite de ingestdo diaria aceitavel
(IDA) (TAKEMOTO; TEIXEIRA; GODOY, 2009).

Segundo Bauer (2001) o emprego de antioxidantes sintéticos na inddstria de alimentos
tem sido alvo de questionamentos quanto a inocuidade, demonstrando a possibilidade desses
antioxidantes apresentarem alguma toxidez. Estudos demonstram que o0s antioxidantes
sintéticos podem estar relacionados a implicacdes negativas, como efeitos mutagénicos e
carcinogénicos (SOUZA, 2006). Por estes motivos, a salubridade dessas substancias vem
sendo questionada e em alguns paises, seu uso ja foi restrito. Esses fatos desencadearam a
procura por novos antioxidantes, que sejam seguros e preferencialmente provenientes de
fontes naturais (TERMENTZI; KEFALAS; KOKKALQOU, 2006).

3.3.2 ANTIOXIDANTES NATURAIS

Os alimentos fornecem ndo somente nutrientes essenciais necessarios para a vida, mas
também compostos bioativos que promovem beneficios a salde. Esse efeito tem sido
atribuido, em grande parte, a propriedades biologicas ditas promotoras da salde, tais como
atividades antioxidante, antinflamatoria e hipocolesterolémica de vitaminas e de compostos
fenolicos (SEIFRIED et al., 2007).

Os antioxidantes naturais compreendem uma vasta classe de compostos quimicos, que
atuam de diferentes maneiras na oxidacao de lipidios, doando protons (antioxidante primario),
como os compostos fendlicos, e/ou quelando com catalisadores da reacdo de oxidacdo
(sinergisticos), como os &cidos citrico e ascorbico. Dentre os antioxidantes naturais mais
utilizados destacam-se os acidos fenolicos, tocoferdis e extratos de plantas, como sélvia e
alecrim (RAMALHO; JORGE, 2006).

Esses compostos estdo presentes em alimentos de origem vegetal, tais como frutas,

verduras e alguns cereais (PEREIRA, 2009). Sdo exemplos tipicos, as classes dos fenois,
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acidos fendlicos e seus derivados, flavonoides, tocoferois, fosfolipidios, aminoacidos, acido
fitico, &cido ascdrbico, pigmentos, esterdis, entre outros (OLIVEIRA, 2009).

Diversas ervas e especiarias foram relatadas por possuirem atividades antioxidantes,
sugerindo, inclusive, potencial benéfico a saide humana. H& necessidade de aprofundar o
campo de pesquisa relativo a identificacdo destes compostos e seus mecanismos de acéo
bioldgica. Essas considera¢bes apontam a importancia do estudo das plantas medicinais como
antioxidantes naturais, de modo a minimizar os processos oxidativos (YANISHLIEVA et al.,
2006; VIUDA-MARTOS et al., 2011).

A exigéncia do consumidor reforca o mercado potencial dos antioxidantes naturais,
uma vez que existe grande desconforto de uma parcela da populagdo em manter a aquisicao e
consumo de alimentos industrializados, cuja producédo reconhecidamente envolva o emprego
de substanciais quantidades de aditivos sintéticos (VALENTAO et al., 2002; AMAROWICZ
et al., 2004).

3.4 MARCELA

A marcela (Achyrocline satureioides) é uma planta medicinal utilizada no Brasil
através de infusdes para o alivio de célicas abdominais, dores de cabeca e distirbios
estomacais. Possui propriedades antimicrobianas, antioxidantes e antinflamatorias (Figura 3).
O alto contetdo de compostos polifenolicos, na maioria flavonoides, e de diferentes acidos
fenolicos como o caféico e clorogénico nas partes aéreas desta planta, tem despertado o
interesse pelo estudo das suas propriedades antioxidantes. Estudos epidemiologicos
mostraram que plantas ricas em flavonoides podem induzir efeitos benéficos para a saude, que
vao aléem de sua capacidade antioxidante (BLASINA et al., 2009).

A atividade antioxidante da marcela ja foi demonstrada por diversos autores. Lima et
al., (2017) verificaram que o uso de extrato de marcelaa 0,5 e 0,75% em salsichas elaboradas
com carne mecanicamente separada de tilapia, ocasionou a diminuig¢do significativa do
crescimento microbiologico e da oxidacéo lipidica. Ao avaliar a estabilidade lipidica com a
utilizacdo de extrato de marcela aplicado em embutido emulsionado com substituicdo da
gordura por isolado proteico de residuo de pescado, Palezi (2011) verificou que o extrato
hidro-etandlico de marcela foi eficiente na inibicdo da oxidacdo lipidica. Da mesma forma,
Piovesan et al., (2017), corroboram que o0 uso de extrato hidro-etanélico de marcela a 0,75%

em linguica de frango reduziu a producdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico. O
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uso de extrato hidro-etandlico de marcela a 1% em salame controlou a oxidagdo lipidica,
mantendo o produto com baixos valores de TBARS (CAMPAGNOL et al., 2011).

Figura 3: Marcela (Achyrocline satureioides)

Fonte: Google Imagens

3.5 CAPIM-LIMAO

O capim-limdo (Cymbopogon citratus), também conhecido por erva cidreira, capim-
cidreira ou lemongrass (Figura 4), é uma planta quase acaule, com folhas longas, estreitas e
aromaticas, pertencente & familia Poaceae (Gramineae). Esta planta é originaria da Asia e é
muito cultivada em paises tropicais. No Brasil, seus chas e extratos sdo utilizados na medicina
popular como digestivos, antitussigenos, antigripais, analgésicos, antitérmicos, anti-
inflamatorios das vias urindrias, diuréticos, antiespasmodicos, antialérgicos, entre outros
(NEGRELLE; GOMES, 2007). Além disso, o capim-limdo também € utilizado na
aromatizacdo de alimentos e na industria de perfumes e cosméticos (GANJEWALA,
LUTHRA, 2010).

Em diversos sistemas, extratos de capim-limdo ou seus compostos especificos (ex.
citral, B-mirceno e geraniol) tém apresentado atividade antimutagénica, antioxidante e
anticarcinogénica (RABBANI; DEVI; KHANAM; ZAHRA, 2006).

A atividade antioxidante e antimicrobiana do capim-limdo ja foi demonstrada por
alguns autores. Olorunsanya et al. (2009) verificaram que a adigdo de 1,5% da erva de capim-
limdo em empanados crus e cozidos de porco, foi efetiva para a reducdo da oxidacao lipidica.
O uso de extrato hidro-etandlico de capim-limdo em bifes bovinos foi um dos mais eficazes

como bactericida (TAYEL et al., 2012). Ao avaliar a estabilidade lipidica com a utilizacdo de
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extrato aquoso de capim-limao (Cymbopogon citratus) aplicado em carne de frango picada
irradiada Kanattn et al. (2014) verificaram que 0 uso do extrato aquoso de capim-liméo foi
eficiente para minimizar a oxidacdo lipidica. Da mesma forma, Siewe et al. (2015)
verificaram que a incorporacdo de 6leo essencial de capim-limdo nas proporcées de 1,0% e
2,0%, reduziram a producdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitrico em empanados
bovinos, em complemento a isso houve uma reducdo no crescimento das bactérias

Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Figura 4: Capim-limao (Cymbopogon citratus)

N TG A

Fonte: Google Imagens



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

22

4 ARTIGOS CIENTIFICOS

4.1 Artigo 1
Artigo em processo de avaliagdo na revista Ciéncia Rural

Extracao assistida por ultrassom para obtencédo de compostos bioativos, antioxidantes e

antimicrobianos de marcela

Ultrasonic assisted extraction to obtain bioactive, antioxidant and antimicrobial compounds

from marcela

Caroline Pagnossim Boeira'” Natiéli Piovesan? Marcela Bromberger Soquetta® Deborah
Cristina Barcelos Flores' Bruna Nichelle Lucas' Juliano Smanioto Barin' Claudia
Severo da Rosa® Nelcindo Nascimento Terra’

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das condigdes de extracdo sobre 0s
compostos bioativos, bem como sobre a atividade antioxidante e atividade antimicrobiana do
extrato com maior poder antioxidante. Os extratos foram obtidos pelo método convencional e
extracdo assistida por ultrassom, variando a temperatura (20 ° C, 40 ° C e 60 ° C). Foram
quantificados os fenolicos totais, flavonoides totais, a atividade antimicrobiana, e atividade
antioxidante pelos métodos DPPH, FRAP, e ORAC. Os métodos de extragdo convencional e
ultrassom influenciaram no teor de fendlicos em todas as temperaturas avaliadas. Os
flavonoides ndo sofreram influéncia dos métodos de extracdo. A atividade antioxidante
méaxima (DPPH) foi superior no método ultrassom em todas as temperaturas, entretanto pelo
método FRAP os melhores resultados foram na extragdo convencional. Os métodos

convencional e ultrassom ndo influenciaram no ICsy nas temperaturas de 20 °C e 40°C, mas a

* Departamento de Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), 97105-
900, Santa Maria, RS, Brasil. E-mail: carolinepagnossim@hotmail.com. *Autor correspondente.

2 Instituto Federal do Rio Grande do Norte, RN, Brasil.
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atividade antioxidante pelo método ORAC sofreu influencia dos métodos em todas as
temperaturas. O extrato obtido a 60 °C pelo método ultrassom possui elevada acgédo
antimicrobiana frente a cepas de Salmonella sp., Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
De um modo geral, a extracdo assistida por ultrassom pode ser considerada adequada para
obtencdo de extratos de marcela, que sdo ricos em compostos bioativos com alta atividade
antioxidante.

Palavras-chave: ultrassom, compostos bioativos, antioxidantes naturais, Achyrocline

satureioides.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of extraction conditions on bioactive
compounds, as well as on antioxidant activity, and the antimicrobial activity of the extracts
with the highest antioxidant characteristics. The extracts were obtained by conventional
method and ultrasound-assisted extraction at various temperatures (20 °C, 40 °C and 60 °C).
Total phenolics, total flavonoids, antimicrobial activity and antioxidant activity were
quantified by the methods of DPPH, 1Cso, FRAP, and ORAC, respectively. The conventional
extraction method and the ultrasound method influenced the phenolic content at all the tested
temperatures. Flavonoids were not influenced by extraction methods. The maximum
antioxidant activity (DPPH) was highest in the ultrasonic method at all the temperatures;
however, in the case of the FRAP method the best results were for the conventional extraction
method. The conventional and ultrasonic methods did not influence the ICsy at temperatures
of 20 °C and 40 °C, but using ORAC the antioxidant activity was influenced by the methods
at all temperatures. The extract obtained at 60 °C by the ultrasound method had high
antimicrobial action in relation to the strains of Salmonella sp., Escherichia coli, and

Staphylococcus aureus. In general, ultrasonic-assisted extraction can be considered adequate
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to obtain extracts of marcela, which are rich in bioactive compounds with high antioxidant

activity.
Key words: ultrasound, bioactive compounds, natural antioxidant, Achyrocline satureioides

INTRODUCAO

A marcela (Achyrocline satureioides) € uma planta medicinal com alto contedo de
compostos polifendlicos, na maioria flavonoides, e de diferentes acidos fendlicos como o
caféico e clorogénico. E uma erva usada no Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai por suas
propriedades analgésicas, antimicrobiana, antiespasmaddica, anti-inflamatoria, antitumoral e
elevado potencial antioxidante (BLASINA et al., 2009).

Segundo ZHENG & WANG (2001) tem-se aumentado consideravelmente o interesse em
encontrar antioxidantes de ocorréncia natural para uso em alimentos, visando substituir os
sintéticos. Neste sentido, encontrar métodos extrativos eficientes bem como a caracterizacao
de compostos bioativos a partir de fontes naturais é um grande desafio para os pesquisadores.

Os métodos de extracdo, a parte do material vegetal utilizada, a origem deste, o grau
de processamento, o tamanho da particula, o solvente utilizado, o tempo de extracdo,
temperatura, polaridade e concentragdo do solvente influenciam sobre os extratos obtidos
(TIWARI et al., 2011).

A extragdo com o uso de ultrassom apresenta-se como uma técnica extrativa
promissora por promover a extracdo exaustiva de principios ativos de vegetais com gasto de
energia relativamente pequeno, economia de tempo e maior seguranga no processo. Segundo
ROCHA et al. (2009) as ondas geradas no processo propagam-se no meio liquido, originando
variacdes de pressdo, responsaveis pela criacdo e implosdo de microbolhas de gas no centro

de um liquido. Essa alta frequéncia forma ondas de chogue no momento da implosdo das
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bolhas e também produz um efeito vibratdrio na célula vegetal, capaz de leva-la a ruptura e,
com isso, a liberacdo do seu contetdo.

Baseando no exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das condicdes de
extracdo sobre os compostos bioativos, atividade antioxidante e determinar a atividade

antimicrobiana do melhor extrato de marcela (Achyrocline satureioides).

MATERIAIS E METODOS

As inflorescéncias de marcela foram colhidas no més de abril na zona rural de Santa
Maria (RS). A espécie Achyrocline satureioides esta sob o nimero de registro 388117. A
marcela foi seca em estufa a 45 ° C (x5) por 48 horas, triturada em moinho de facas tipo
Willy e passada em peneira de 20 mesh. O material foi armazenado em freezer doméstico em
sacos de polietileno a temperatura de -18 °C até o término das analises.

Os extratos hidroalcodlicos foram preparados a partir de 5g de marcela triturada
adicionado de 50 mL de alcool de cereais 70%, propor¢cdo 1:10 (p/v). Para extracdo pelo
método convencional, esta mistura foi mantida em banho ultratermostatizado (Marconi,
modelo MA- 184, Sao Paulo, Brasil) e submetida agitacdo constante utilizando agitador
(Marconi MA-039, Sdo Paulo, Brasil), durante 20 minutos em diferentes temperaturas 20 ° C,
40°C, 60 ° C. Para 0 método de extragdo por ultrassom o alcool de cereais e a marcela foram
imersos em banho ultrassom (QUIMIS®, modelo Q335D, S&o Paulo, Brasil) operando em
frequéncia de 40 kHz durante 20 minutos em diferentes temperaturas 20 ° C, 40 ° C, 60 ° C.
Em seguida os extratos foram centrifugados a 202 G por 10 minutos e filtrados, sendo o
volume ajustado com solvente para 50 mL, ap6s foram acondicionados em frascos ambar e
armazenados em freezer (-18 °C) até o momento das analises.

A determinag8o de compostos fendlicos totais foi feita pelo método de Folin-Ciocalteu

descrito por ROESLER (2007), que sugere incubar os tubos durante 5 minutos em banho-
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maria a 50°C. Para a quantificacdo foi realizada uma curva de calibracdo (y = 0,0012x +
0,021 R2 = 0,9953) utilizando &cido galico em concentracdes de 10 a 500 mg.L™. O teor de
compostos fenolicos totais foi expresso em miligramas equivalentes de acido géalico/ g de
marcela (mg EAG g™).

O teor de flavondides totais foi determinado pelo método proposto por ZHISHEN,
MENGCHENG & JANMING (1999). Para o calculo foi realizada curva de calibracdo (y =
0,0027x - 0,0772 R2 = 0,9672) utilizando quercetina em concentragdes de 25 a 200 mg.L™ .0
teor de flavondides totais foi expresso em mg equivalente de quercetina/ g de marcela (mg EQ
g).

A atividade antioxidante por meio da reducdo do ferro (FRAP) foi determinada
conforme metodologia descrita por BENZIE & STRAIN (1996). O composto TEAC (trolox
equivalent antioxidant capacity) (faixa de 2,5 a 25uM) foi utilizado para a curva de calibragdo
(y=0,0601x - 0,0679 R2 = 0,9937). Os resultados expressos em pmol equivalentes de trolox /
g de marcela (umol TEAC g™).

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-
hydrazyl) foi feita sequndo BRAND-WILLIAMS, CUVELIER & BERSET (1995). Incubou-
se 2,5 mL de uma solucdo metandlica de DPPH 0,1 mM com 0,5 mL de solug¢bes contendo
concentracdes crescentes dos extratos, por 30 minutos e auséncia da luz. Os resultados foram
expressos como percentual (%) de inibicdo de oxidacdo do radical DPPH, de acordo com a
formula 1:

%DPHHmipiciodoradical = [(Ao — As) + Ag] X 100 (1)
Onde A, e absorbancia controle, As é a absorbancia da amostra. Para o calculo do IC50,
utilizou-se a equacgédo da reta obtida dos valores da absorbéancia (AA%) das concentracfes
crescentes das amostras, substituindo o valor de Y por 50, obtendo-se o valor de X como a

concentracdo da amostra com capacidade para reduzir 50% do DPPH.
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A capacidade de absorcao de radicais de oxigénio (ORAC) foi analisada conforme
proposto por DAVALOS, GOMEZ-CORDOVES & BARTOLOME (2004). A intensidade da
fluorescéncia (excitacao a 485 nm e emissdo a 525 nm) foi monitorada a cada minuto, durante
120 minutos, no leitor de microplacas Sinergy Mx (BioTeK, Winooski, EUA). A curva
padrdo foi preparada com solucéo de Trolox (0 a 96 mM), e os resultados foram expressos em
umol equivalente de Trolox por grama de marcela (umol Trolox/g).

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada conforme técnica descrita por
SOQUETTA (2016), com modificacbes, nesta técnica foi utilizado o extrato obtido na
extracdo por ultrassom a 60 °C, no método de difusdo em disco, empregando trés cepas
bacterianas (Salmonella Enteritidis ATCC 13076, Escherichia coli ATCC 25922, e
Staphylococcus aureus ATCC25923). As culturas, obtidas a partir de suspensées em caldo
BHI e densidades ajustadas a turvacdo do tubo com 0,5 da escala de McFarland
(108UFC/mL), foram semeadas na superficie de placas contendo o meio Agar Muller-Hinton.
Sobre 0 meio foram colocados discos de papel filtro (6 mm de diametro) embebidos com 20
ul de extrato, para controle positivo foi utilizado disco com 30 pg de cloranfenicol e para
controle negativo os discos de papel foram embebidos em &gua destilada esterilizada. As
placas foram incubadas em estufa (37 © C) por 24 horas.

Os extratos e as andlises foram conduzidos em triplicata. Os resultados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as méedias comparadas entre si através do teste

de Tukey, a 5% de significancia, através do programa computacional Statistica®7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos obtidos pelo método convencional nas temperaturas de 20 °C e 60 °C

apresentaram maiores teores de fendlicos comparados a temperatura de 40 °C, para



147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

28

flavonoides o aumento da temperatura ndo influenciou. Em contra partida MIGLIATO (2011)
investigaram a influéncia da temperatura na extracdo de flavondides de folhas de Syzygium
cumini (L.) Skeels, e observaram que o0 aumento da temperatura afetou de forma significativa
a extracdo de flavonoides. Para 0 método de ultrassom o extrato obtido a 60 °C mostrou maior
teor de fendlicos, mesma forma para flavondides o aumento da temperatura influenciou
positivamente. Em outro estudo, AZEVEDO (2010) verificou que as condi¢des 6timas de
operacdo para a obtencdo desses compostos estdo na faixa de temperatura entre 50 °C a 60 °C.
TABARAKI et al. (2012) corroboram ao relatarem que a temperatura influencia o processo de
extracdo, uma vez que o calor torna a parede celular mais permeavel, aumentando a
solubilidade dos compostos e o coeficiente de difusdo do solvente.

Comparando os dois métodos de extracdo pode-se observar que em todas as
temperaturas os extratos obtidos tiveram diferenca significativa quanto ao teor de fendlicos e
gue os maiores resultados foram obtidos na extracdo por ultrassom. Esse resultado entra em
conformidade com o estudo de GUSS et al. (2017) que ao comparar 0s métodos de extracdo
de compostos bioativos de marcela, verificou que o ultrassom obteve os maiores resultados
para contetdo de fendlicos totais.

Diferentes técnicas sdo usadas para determinar a atividade antioxidante in vitro a fim
de permitir a selecdo de substancias e matrizes puras com esta propriedade. No presente
estudo, as atividades antioxidantes dos extratos de marcela foram avaliadas pelos seguintes
métodos: FRAP, DPPH e ORAC. A tabela 1 mostra que na extragcdo pelo método ultrassom a
temperatura de 60 °C o ICso do extrato foi menor, consequentemente a elevagdo da
temperatura aumentou a atividade antioxidante. A atividade antioxidante pelo FRAP no
método convencional ndo variou nas temperaturas de 20 °C e 40 °C, porém houve aumento da
atividade na temperatura de 60 °C contudo pelo método de ORAC a temperatura que

favoreceu a extracdo foi de 20 °C, analisando o método de ultrassom nas diferentes
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temperaturas, pode-se perceber que o método ndo influenciou o 1Csy nas temperaturas de
20°C e 40 °C, ja a temperatura de 60 °C apresentou 0 menor valor, consequentemente maior
atividade antioxidante. No método de FRAP o aumento de temperatura ndo influenciou na
atividade antioxidante, o método de extracdo pelo ultrassom influenciou positivamente a
atividade antioxidante pelo ORAC na temperatura de 40 °C e 60 °C diferenciando-se
estatisticamente da temperatura de 20 °C.

Comparando os dois métodos de extracdo quanto ao 1Csy observa-se que o método
ultrassom diferiu significativamente na temperatura de 60 °C do método de convencional
apresentando maior atividade antioxidante, entretanto nas demais temperaturas os métodos
ndo diferiram-se. Analisando a atividade antioxidante pelo método de FRAP o método de
extracdo convencional foi melhor que o ultrassom em todas as temperaturas testadas, assim
como para o 1Csg, onde apenas na temperatura de 60 °C houve diferenca estatistica. Segundo
GUIMARAES et al. (2011) pode haver variacdo da atividade antioxidante, dependendo do
composto e da concentracdo deste para cada metodologia separadamente, neste caso 0 método
ultrassom provavelmente tenha extraido mais compostos que facilitem a doacdo de um
hidrogénio por parte destes compostos para neutralizar o radical DPPH. A determinacgéo pelo
método de FRAP depende do potencial redox dos compostos extraidos no extrato, que sdo
caracterizados pela complexidade de suas moléculas, provavelmente os compostos extraidos
com solucdo hidroalcoolica tenham potencial redox para serem quantificados por este método
(PULIDO et al, 2000). O método de ORAC mostra que nas temperaturas de 40 °C e 60°C o
método ultrassom foi melhor, apresentando maior atividade antioxidante.

A atividade antioxidante méxima pelo DPPH (Figura 1) no método ultrassom foi
maior para todas as temperaturas testadas, quando comparado com o método convencional,
coincidindo com o menor ICs na temperatura de 60 °C. No método convencional ndo houve

diferenca significativa entre as temperaturas testadas.
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Pode-se perceber também que os extratos obtidos pelo método convencional
apresentaram atividade antioxidante maxima entre 80% e 90% e os obtidos pelo método de
ultrassom apresentaram valores acima de 90%. Segundo MELO et al. (2008) a capacidade
antioxidante pode ser considerada forte, quando o percentual de sequestro do radical DPPH
apresentar valores acima de 70%, e moderado quando atingir valores entre 50% e 70%. Com
isso, todos os extratos de marcela obtidos possuem atividade antioxidante forte.

O extrato de marcela apresentou inibicdo frente a todas as cepas avaliadas, Salmonella
sp. (10,25+0,24), Staphylococcus aureus (21,70+£0,20) e Escherichia coli (13,40£0,15).
Segundo MOTHANA & LINDEQUIST (2005), halos de inibicdo de 8 a 13 mm de tamanho
sdo considerados extratos com poder de acdo moderadamente ativos, ja halos de inibicdo >14
mm de tamanho sdo extratos muito ativos, considerando que o tamanho dos halos da marcela
ficaram entre 10 e 21 mm, o extrato de marcela é muito ativo frente as cepas de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e moderadamente ativo frente a Salmonella sp..
Segundo Souza et al. (2002) os resultados deste estudo sugerem que 0s componentes
quimicos desta planta sejam os responsaveis por tal acdo frente as bactérias analisada, sendo

estes flavondides, quercetina, 3-O-metilquercetina e luteolina.

CONCLUSAO

A extracdo assistida por ultrassom foi melhor que o método convencional para 0s
extratos de marcela, que sdo ricos em compostos bioativos com alta atividade antioxidante.
Os resultados demonstram ainda que a temperatura de 60 °C apresentou maior rendimento de
extracdo. A marcela apresenta acdo antimicrobiana frente a cepas de Salmonella sp.,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Desse modo, devido seu baixo custo de obtencéo

e sua grande disponibilidade, a marcela pode ser considerada uma promissora fonte natural de
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obtencdo de extratos ricos em compostos antioxidantes, destinados a substituir o0s

antioxidantes sintéticos na industria alimenticia.
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Tabela 1: Fenolicos totais, flavondides totais, capacidade inibitoria (ICsp), capacidade de
reducdo de ferro (FRAP) e capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC) dos

extratos obtidos por diferentes métodos e temperaturas de extragéo.

Método Convencional Meétodo Ultrassom
Temperatura (°C) Fenoélicos Totais (MgGAE/g)
20 °C 313.05%+1.63 299.28%"+0.81
40 °C 246.15"" +2.61 315.48%2+2.45
60 °C 312.30%°+2.37 346.62** £0.32

Flavonoides Totais (mgQE/q)

20 °C 21.53%+2.93 17.28% +0.48

40 °C 19.727+0.82 19.90% +0.54

60 °C 20.35"+1.31 2150 +0.39

1Cso (Mg/mL)

20 °C 0.37%*+0.08 0.48% + 0.04

40 °C 0.42"* £ 0.05 0.46°% +0.03

60 °C 0.45" +0.03 0.28"° + 0.06
FRAP (umol TEAC/g)

20 °C 13.11%+1.81 9.46"° + 1.46

40 °C 14.22% + 1.87 9.29% +2.47

60 °C 18.85™ +2.94 11.40" +0.38
ORAC (um Trolox/g)

20 °C 1042.75"* + 5.72 866.90™" + 3.67

40 °C 882.65°" + 1.62 1057.25% +4.73

60 °C 1005.17%° +1.85 1060.10%* £7.6

Resultados sdo expressos em Média £ DP (n=3).

GAE = Acido galico equivalente;

QE: Quercetina equivalente;

TEAC = trolox equivalente antioxidante capacidade.

ABLetras mailsculas iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey
(p>0,05) no mesmo método de extracéo entre diferentes temperaturas testadas. *® Letras minGsculas iguais na
mesma linha ndo apresentam diferenca significativa entre as mesmas temperaturas para diferentes métodos de
extracéo.
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Figura 1: Percentual de atividade antioxidante méaxima (%) dos extratos de marcela, obtidos

por diferentes métodos e temperaturas de extracao.
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Resultados sdo expressos em Média £ DP (n=3).

AB| etras mailsculas iguais ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p>0,05) no mesmo
método de extracdo entre diferentes temperaturas testads. *” Letras minUsculas iguais ndo apresentam diferenca
significativa entre as mesmas temperaturas para diferentes métodos de extracéo.
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Resumo: O objetivo deste trabalho foi determinar a melhor condicdo de extragdo de
compostos bioativos do capim-limdo (Cymbopogon citratus) e avaliar a atividade
antimicrobiana do extrato com maior poder antioxidante, em linguicas de frango refrigeradas
durante o periodo de armazenamento. Os extratos foram obtidos pelo método convencional
(extracdo com solvente) e por extracdo assistida por ultrassom, variando a temperatura (20
°C, 40°C e 60 °C). Foram quantificados os compostos fendlicos, flavonoides totais, atividade
antimicrobiana in vitro, e atividade antioxidante pelos métodos DPPH, FRAP, ORAC. Os
resultados demonstram que a extracdo convencional foi melhor para obtencdo de extratos
de capim-limdo, que séo ricos em compostos bioativos com alta atividade antioxidante. A
temperatura de 60 °C apresentou maior rendimento de extracdo. O capim-limdo apresenta
acado antimicrobiana in vitro, frente a cepas de Salmonella sp., Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. A avaliacdo da capacidade antimicrobiana na linguica frescal,
demonstrou que a concentracdo de 1,0% de extrato prolongou a vida de prateleira do
produto em 21 dias quanto ao crescimento de aerdbios mesdfilos e protegeu frente as

bactérias psicotréficas durante todo o periodo de armazenamento.

Termos para indexagdo: Cymbopogon citratus, antioxidantes naturais, ultrassom

Introducéo

O capim-limédo (Cymbopogon citratus), pertencente a familia das Poaceae, é uma
planta aromética cultivada para producdo comercial de 6leo essencial, que geralmente
apresenta como constituintes majoritarios os monoterpenos citral (mistura isomérica de neral
e geranial) e o mirceno (Prins et al., 2008). E uma planta perene que cresce principalmente
em regides tropicais e savanas (Negrelle & Gomes, 2007).

Varios estudos vém sendo realizados na éarea de alimentos visando o

desenvolvimento de extratos vegetais que exibam propriedades antimicrobianas e/ou
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antioxidantes (Cerdeiras et al., 2001). As ervas e especiarias sdo uma das principais fontes
de antioxidantes naturais na dieta humana (Hernandez et al., 2009).

Os produtos carneos podem se deteriorar rapidamente devido a processos oxidativos
e 0 crescimento microbiano durante as etapas de processamento e armazenamento.
Portanto, retardar e prevenir esses processos sao fatores determinantes na qualidade final
do produto (Krishnan et al., 2014).

Para garantir a seguranca destes produtos, aumentar sua vida util, controlar a
oxidacgéo lipidica e crescimento microbiano, a industria recorre aos conservantes quimicos
(Moreira et al., 2005). Entretanto, as pesquisas tém relacionado esses conservantes a
efeitos mutagénicos e carcinogénicos e por outro lado tem revelado compostos bioativos
naturais com a mesma fungéo, sem diminuicdo na qualidade dos produtos. Como resultado
disso, hd um grande interesse na obtencao e utilizagdo de antioxidantes e antimicrobianos
de fontes naturais (Mercadante et al., 2010).

A extracdo de compostos bioativos pode ser realizada de diferentes maneiras,
normalmente utiliza-se a extracdo com uso de solventes organicos. No entanto, essa técnica
€ demorada, requer elevado tempo de extracdo e pode apresentar pouca eficiéncia, além
disso, a presenca de compostos termolabeis requer a utilizagdo de técnicas a baixas
temperaturas a fim de evitar a hidrolise, a solubilizacdo e a degradagdo. A extragdo por
ultrassom é também considerada uma tecnologia limpa na industria de alimentos. O efeito
que as ondas de ultrassom de alta poténcia tém sobre caracteristicas fisicas, bioquimicas e
nas propriedades dos alimentos tem despertado um grande interesse devido a possibilidade
do ultrassom produzir uma variedade de efeitos, dependendo da combinagdo de
caracteristicas entre as ondas de ultrassom e o produto, entre elas a melhor qualidade do
extrato obtido (Vizzotto et al., 2011).

Muitas espécies vegetais possuem propriedades antimicrobiana e antioxidante,
dentre estas espécies, destacam-se as plantas medicinais que, além de conferir
caracteristicas sensoriais proprias aos alimentos, podem desempenhar uma acao inibitoria

sobre o crescimento de microrganismos indesejaveis e reduzir os processos oxidativos o
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que as torna Uteis e uma alternativa mais saudavel para as industrias de alimentos,
principalmente quando comparados aos conservantes quimicos (Jayasena; Jo, 2014).

Muitos estudos in vitro relatam a eficacia dos extratos de plantas medicinais como
antioxidantes e sua acdo contra patdégenos de origem alimentar e bactérias deteriorantes
(Azerédo et al., 2012; Andrade et al., 2012; Queiroz et al., 2016). No entanto, poucos
estudos relatam a eficiéncia dos extratos aplicados diretamente nos alimentos como
conservantes. Assim, sao necessarios estudos detalhados sobre a efetividade dos extratos
quando empregados individualmente (Tajkarimi et al., 2010).

Baseando no exposto, o objetivo deste trabalho foi determinar a melhor condicdo de
extracdo de compostos bioativos de capim-lim&o (Cymbopogon citratus) e avaliar a atividade
antimicrobiana do extrato com maior poder antioxidante, em linguicas de frango durante o

periodo de armazenamento.

Materiais e Métodos

Matéria Prima

As folhas de capim-lim&o foram colhidas no més de julho na zona rural de Santa
Maria (RS). O capim-limao foi seco em estufa a 45°C (x5) por 48 horas, triturado em moinho
de facas tipo Willy e passado em peneira de 20 mesh. O material foi armazenado em freezer

doméstico em sacos de polietileno a temperatura de -18°C até o final das analises.

Obtencao dos extratos — extracao convencional e extracdo por ultrassom

Os extratos hidroalcodlicos foram preparados a partir de 5g de capim-limao triturado
adicionado de 50 mL de alcool de cereais 70%, proporcao 1:10 (p/v). Para extracdo pelo
método convencional, esta mistura foi mantida em banho ultratermostatizado (Marconi,
modelo MA- 184, Séo Paulo, Brasil) e submetida agitacdo constante utilizando agitador
(Marconi MA-039, Sao Paulo, Brasil), durante 20 minutos em diferentes temperaturas 20°C,

40°C, 60°C (Viera, 2016). Para o método de extracdo por ultrassom o &lcool de cereais e 0
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capim-lim&o foram imersos em banho ultrassom (QUIMIS®, modelo Q335D, Séo Paulo,
Brasil) operando em frequéncia de 40 kHz durante 20 minutos em diferentes temperaturas
20°C, 40°C, 60°C. Em seguida os extratos foram centrifugados a 202 G por 10 min e
filtrados sendo o volume ajustado com solvente para 50mL, e acondicionados em frascos

ambar e armazenados em freezer (-18°C) até o momento das andlises.

Determinacao de Fendlicos Totais

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi feita pelo método de Folin-
Ciocalteu descrito por Roesler (2007), que sugere incubar os tubos durante 5 minutos em
banho-maria a 50°C. Para a quantificagcdo foi realizada uma curva de calibragdo (y =
0,0012x + 0,021 R2 = 0,9953) utilizando acido galico em concentracdes de 10 a 500 mg.L™.
O teor de compostos fendlicos totais foi expresso em miligramas equivalentes de &cido

gélico/ g de capim-limdo (mg EAG g™).

Determinagao de Flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado pelo método proposto por Zhishen,
Mengcheng & Janming (1999). Para o calculo foi realizada curva de calibragéo (y = 0,0027x
- 0,0772 R2 = 0,9672) utilizando quercetina em concentragdes de 25 a 200 mg.L™. O teor de

flavonoides totais foi expresso em mg equivalente de quercetina/ g de capim-limao (mg EQ

g?).

Poder antioxidante por meio da reducéo do Ferro (FRAP)

A atividade antioxidante por meio da reducdo do ferro (FRAP) foi determinada
conforme metodologia descrita por Benzie & Strain (1996). O composto TEAC (trolox
equivalent antioxidant capacity) (faixa de 2,5 a 25uM) foi utilizado para a curva de calibragao
(y=0,0601x - 0,0679 R2 = 0,9937). Os resultados expressos em pmol equivalentes de trolox

/ g de capim-lim&o (umol TEAC g™).
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DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-
hydrazyl) foi feita segundo Brand-Williams, Cuvelier & Berset (1995). Incubou-se 2,5 mL de
uma solucdo metandlica de DPPH 0,1 mM com 0,5 mL de solu¢cbes contendo concentracoes
crescentes dos extratos, por 30 minutos e auséncia da luz. Os resultados foram expressos
como percentual (%) de inibicdo de oxidacdo do radical DPPH, de acordo com a equagéo
(2):

%DPHHipipicaodoradical = [(Ao — As) + Ag] X 100 (1)
Onde A, é absorbancia controle, A, é a absorbancia da amostra. Para o célculo do ICsp,
utilizou-se a equacgéo da reta obtida dos valores da absorbancia (AA%) das concentracdes
crescentes das amostras, substituindo o valor de Y por 50, obtendo-se o valor de X como a

concentracdo da amostra com capacidade para reduzir 50% do DPPH.

Capacidade de absorgéo de radicais de oxigénio (ORAC)

A capacidade de absorcédo de radicais de oxigénio (ORAC) foi analisada conforme
proposto por Davalos, Gémez-Cordovés e Bartolomé (2004). A intensidade da fluorescéncia
(excitacdo a 485 nm e emissdo a 525 nm) foi monitorada a cada minuto, durante 120
minutos, no leitor de microplacas Sinergy Mx (BioTeK, Winooski, EUA). A curva padrao foi
preparada com solug¢ao de Trolox (0 a 96 mM), e os resultados foram expressos em pmol

equivalente de Trolox por grama de capim-liméao (umol Trolox/g).

Determinagao in vitro da capacidade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada conforme técnica descrita por
Soquetta (2016), com modificacfes, nesta técnica foi utilizado o extrato obtido na extracéo
convencional a 60 °C, no método de difusdo em disco, empregando trés cepas bacterianas
(Salmonella Enteritidis ATCC 13076, Escherichia coli ATCC 25922, e Staphylococcus

aureus ATCC25923). As culturas, obtidas a partir de suspensfes em caldo brain heart
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infusion (BHI) e densidades ajustadas a turvacdo do tubo com 0,5 da escala de McFarland
(10®UFC/mL), foram semeadas na superficie de placas contendo o meio Agar Muller-Hinton.
Sobre o0 meio foram colocados discos de papel filtro (6 mm de diametro) embebidos com 20
pI de extrato, para controle positivo foi utilizado disco com 30 ug de cloranfenicol e para
controle negativo os discos de papel foram embebidos em agua destilada esterilizada. As

placas foram incubadas em estufa (37 ° C) por 24 horas.

Elaboragé&o das linguicas de frango

A elaboracdo da linguica de frango ocorreu na planta piloto de carnes e produtos
carneos do Centro de Ciéncias Rurais da UFSM e foram utilizadas as recomendacdes
descritas por Terra (1998), seguindo as quantidades de ingredientes descritos pela
Legislagéo (Brasil, 2000) conforme Tabela 1.

A elaboracdo das linguicas de frango iniciou-se com a separacdo da carne e pele
(coxa e sobrecoxa de frango desossadas) com auxilio de facas esterilizadas. Apés foi
realizada a moagem da carne e pele de frango (Moedor Jamar PJ22, Jamar Ltda, S&o
Paulo, Brasil) em disco com orificio de 12 mm, sendo levados a misturadeira (Jamar MJI 35,
Jamar Ltda, S&o Paulo, Brasil) para a adicdo dos demais ingredientes até a formagéo da
liga.

Para uma melhor comparacédo dos resultados, elaborou-se: uma formulacdo padréo
(T1), adicionada de antioxidante sintético, o mesmo utilizado em linguicas comerciais
(Eritorbato de sodio); uma formulacao controle (T2), sem adicao de antioxidantes; adicao de
0,5% e 1,0% de extrato de capim-lim&o (T3 e T4), respectivamente (Tabela 1). A adicdo de
aliquotas pré-definidas dos extratos hidro-alcodlicos foram adicionadas manualmente.
Foram realizadas trés repeti¢cbes para cada tratamento (N= 12).

As massas carneas foram embutidas em tripa suina natural previamente lavada para
a remocao do sal e imersa em solucéo de acido lactico 1%, por 30 minutos para hidratacao.

Para armazenamento as linguicas de frango foram acondicionadas em bandejas de
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poliestireno, embaladas com papel filme, identificadas e armazenadas em refrigerador a

temperatura de 4°C.

Andlises Microbiolbgicas

As analises microbiologicas foram realizadas para verificar a estabilidade da linguica.
Seguiu-se, a cada sete dias, andlises de mesofilos aerdbios totais e psicrotroficos totais, até
completar quarenta e dois dias de armazenamento a 4°C.

Porgcbes de 25g de linguica de frango foram homogeneizadas com 225mL de agua
peptonada peptonada e as diluicdes (10°) em agua peptonada 0,1% foram utilizadas para
as andlises microbiolégicas. Foi realizada a contagem dos microrganismos mesoéfilos
aerdbios totais, utilizando o meio de cultura &gar padrdo em placas por profundidade
(37°C/48h) e contagem de microrganismos psicrotroficos utilizando o meio de cultura Agar

Padrao com inoculagdo em placas em superficie (7°C/7 a 10 dias) (Brasil, 2003).

Andlise estatistica

Os extratos e as analises foram conduzidos em triplicata. O experimento foi repetido
trés vezes. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas entre si através do teste de Tukey, a 5% de significancia, através do programa

computacional Statistica ®7.0.

Resultados e Discussao

Conteudo de Fendlicos e Flavondides Totais

O teor de fendlicos totais e flavondides totais dos extratos de capim-limdo estédo
apresentados na Tabela 2. O extrato obtido pelo método convencional na temperatura de 20
°C apresentou maior teor de fendlicos (141,42 mgGAE/g) comparado as demais

temperaturas testadas neste método, para os teores de flavonoides o0 aumento da
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temperatura ndo influenciou. Para o método de ultrassom o extrato obtido a 60 °C mostrou
maior teor de fendlicos (135,81 mMgGAE/G) e da mesma forma para flavonoides o aumento
da temperatura influenciou positivamente. Em estudo realizado por Vedana et al. (2008) foi
observado que a trituracdo associada a uma extracao hidroalcodlica quente favoreceu a
extracdo dos compostos fendlicos e consequentemente ao aumento da extracdo de
compostos bioativos. Os trabalhos de Wang et al. (2008) e Ghafoor et al. (2009) corroboram
com este estudo ao relatarem a maior extragdo de compostos fendlicos do farelo de trigo e
sementes de uva com 0 aumento da temperatura de extracdo de 33 a 67 °C.

Tabaraki et al. (2012) também relataram que o aquecimento de extratos vegetais na
temperatura entre 52 °C e 67 °C pode amolecer o tecido da parede celular e hidrolisar os
compostos fendlicos ligados (fenol — proteina ou polissacarideo — fenol), consequentemente
aumentando sua solubilidade.

Comparando os dois métodos de extracdo pode-se observar que nas temperaturas
de 40 e 60 °C os extratos obtidos ndo tiveram diferenca significativa quanto ao teor de
fendlicos, ou seja 0 método nao influenciou nestas temperaturas. Comparando os métodos
em relacdo aos flavondides o extrato obtido pelo método convencional mostrou-se mais
efetivo em todas as temperaturas.

Segundo Chemat et al. (2011) a extracdo assistida por ultrassom pode ser utilizada
na extracdo de compostos termossensiveis utilizados em alimentos, devido a producao de
bolhas em um liquido abaixo do seu ponto de ebulicdo, resultando em um forte estresse
dindmico, facilitando a dilatacdo e a hidratacdo do material, aumentando o tamanho dos
poros da parede celular e otimizando os processos de difusédo e de transferéncia de massa,
contudo no método convencional a agitacao constante durante a extracdo produziu maiores
efeitos na matriz vegetal, bem como a circulagdo do solvente no sistema aumentando a

transferéncia de massa (Corbin et al., 2015) .

Atividade antioxidante



247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

46

O ICs, € um parametro usado para determinar o potencial antioxidante das plantas.
Ele demonstra a quantidade de extrato da planta que é necessaria para capturar em 50% o
radical DPPH. Quanto maior o ICsq, maior sera a quantidade necessaria de substancia para
exercer a atividade antioxidante, dessa forma, um baixo 1Cs, significa que a planta tem um
grande poder antioxidante (Negrelle & Gomes, 2007). A Tabela 3 mostra que na extracao
pelo método convencional a temperatura de 60 °C, o ICs, do extrato foi menor,
consequentemente a elevagcdo da temperatura aumentou a atividade antioxidante.
Comparando os dois métodos de extracdo (Tabela 3), quanto ao ICs, Observa-se que o
método convencional diferiu significativamente na temperatura de 20 °C do método de
ultrassom apresentando menor atividade antioxidante, entretanto nas demais temperaturas
os métodos nao diferiram-se. A atividade antioxidante pelo FRAP a extracdo convencional
sofreu influencia da temperatura aumentando a atividade com o aumento da temperatura,
contudo pelo método de ORAC a temperatura que favoreceu a extracdo foi de 40 °C,
analisando o método de ultrassom nas diferentes temperaturas, pode-se perceber que o
método nao influenciou o ICsy nas temperaturas de 40 e 60 °C, apresentando valores
inferiores, consequentemente maior atividade antioxidante. No método de FRAP o aumento
de temperatura ndo influenciou na atividade antioxidante, o método de extracdo pelo
ultrassom influenciou positivamente a atividade antioxidante pelo ORAC na temperatura de

60 °C diferenciando-se estatisticamente dos demais.

Analisando a atividade antioxidante pelo método de FRAP o método de extracéo
convencional foi melhor que o ultrassom em todas as temperaturas avaliadas, assim como
no método antioxidante de DPPH. Segundo Guimaraes et al. (2011) pode haver variacao
da atividade antioxidante, dependendo do composto e da concentracdo deste para cada
metodologia separadamente, neste caso o método convencional provavelmente tenha
extraido mais compostos que facilitaram a doacdo de um hidrogénio por parte destes
compostos para neutralizar o radical DPPH, uma vez que esta metodologia se baseia no

descoramento de uma solucdo composta por radicais estaveis DPPH de cor violeta quando
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na presenca de substancias que podem ceder um &tomo de hidrogénio, neutralizando assim
o radical (Brand-Williams et al., 1995). A determinacdo da atividade antioxidante pelo
método de FRAP depende do potencial redox dos compostos extraidos no extrato, que sao
caracterizados pela complexidade de suas moléculas, provavelmente 0s compostos
extraidos com solucao hidroalcodlica tenham potencial redox para serem quantificados pelo
método (Pulido et al., 2000). O método de ORAC mostra que nas temperaturas de 20 e 40

°C o método convencional foi melhor apresentando maior atividade antioxidante.

A atividade antioxidante maxima pelo DPPH no método convencional foi maior nas
temperaturas de 20 e 60 °C, coincidindo com o menor ICs, na temperatura de 60 °C, ja no
método de ultrassom ndo houve diferenca significativa entre as temperaturas avaliadas.
Pode-se perceber também que os extratos obtidos pelo método convencional apresentaram
atividade antioxidante entre 70 e 80% e os obtidos pelo método de ultrassom apresentaram
entre 60 e 70%. Segundo Melo et al. (2008) a capacidade antioxidante pode ser considerada
forte, quando o percentual de sequestro do radical DPPH apresentar valores acima de 70%,
e moderado quando atingir valores entre 50 e 70%. Com isso, 0s extratos de capim-limao
obtidos pelo método convencional possuem atividade antioxidante forte, enquanto que 0s
obtidos pelo método ultrassom possuem atividade intermediaria. Sacchetti et al. (2005)
avaliando as atividades antioxidantes de varios 6leos essenciais pelo método convencional
encontraram mais de 60% de atividade antioxidante pelo método de DPPH para o 6leo

essencial de capim-lim&o.

Segundo Shirsath et al. (2012), um dos pardmetros que merecem atencdo na
extracdo por ultrassom é a frequéncia do aparelho, pois de acordo com o autor, frequéncias
mais baixas, cerca de 20 kHz sdao mais eficazes em materiais de origem vegetal, como é o
caso do capim-liméo, devido aos efeitos promovidos pela cavitagcdo durante a extracao, pois
as bolhas geradas no sistema podem implodir mais facilmente que as bolhas geradas em

alta frequéncia, facilitando a liberagdo do composto (Esclapez et al., 2011). Nesta pesquisa,
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a frequéncia do aparelho utilizado foi de 40 kHz, o que pode justificar o método convencional

ter obtido melhor atividade antioxidante pelas metodologias de DPPH e FRAP.

Atividade antimicrobiana

O extrato de capim-limdo apresentou inibicdo frente a todas as cepas avaliadas,
Salmonella sp. (10,02+0,04), Staphylococcus aureus (10,60+0,27) e Escherichia coli
(9,30+0,14). Segundo Mothana & Lindequist (2005), halos de inibicdo de 8 a 13 mm de
tamanho séo considerados extratos com poder de acado moderadamente ativos, ja halos de
inibicdo >14 mm de tamanho sdo extratos muito ativos, considerando que o tamanho dos
halos do capim-liméo ficaram entre 9 e 10 mm, o extrato pode ser considerado com acéo

moderada frente a essas cepas.

Estudos tem demonstrado e comprovado o efeito parasitolégico do 6leo essencial de
capim-limédo, contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Schuck et al., 2001). Tais
resultados concordam com os obtidos neste experimento, visto que o maior halo inibitorio foi
obtido frente a Staphylococcus aureus (10,60 mm). Esta capacidade antimicrobiana do
capim-limdo é descrita na literatura por Lambert et al. (2001) pela presenca do citral

(composto formado pela mistura dos isdmeros geranial e neral).

Analises microbiolégicas da linguica frescal

Segundo Terra (1998), contagem de até 10° UFC'g™ é considerada faixa aceitavel de
contaminacdo microbiana em alimentos, o que também indica a qualidade sanitaria dos
alimentos. Desse modo para verificar a atividade antimicrobiana dos extratos de capim-liméao
durante o periodo armazenamento das linguicas de frango, foi realizada a contagem de
microrganismos aerébios mesofilos totais e psicotréficos totais (Figura 1 e 2).

Nos resultados obtidos das contagens de microrganismos psicotréficos (Figura 1),
gque nao sao inibidos pelo efeito da refrigeracdo e consequentemente diminuem a vida-de-

prateleira dos produtos frescais refrigerados, a adicdo do extrato de capim-limédo na
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concentracdo de 1,0% (T4) manteve o produto estavel até o final do armazenamento
gquando comparado aos outros tratamentos, totalizando 42 dias.

Observa-se que para a contagem de aerdbios mesofilos, no periodo de 0 a 14 dias
de armazenamento, em todos os tratamentos foram inferiores a 10° UFC'g™ (Figura 2).
Destaca-se ainda que os tratamentos com 0,5 e 1,0% de extrato de capim-liméo
permaneceram estaveis até o vigésimo primeiro dia de armazenamento, comprovando sua

atividade antimicrobiana no produto carneo.
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Concluséo

A extracdo convencional foi melhor para obtencéo de extratos de capim-limao, ricos
em compostos bioativos com alta atividade antioxidante. Os resultados demonstram ainda
gue a temperatura de 60 °C apresentou maior atividade antioxidante.

O capim-lim&o apresenta acao antimicrobiana, in vitro, frente a cepas de Salmonella
sp., Escherichia coli, e Staphylococcus aureus. A avaliacdo da capacidade antimicrobiana
na linguica frescal, demonstrou que a concentragédo de 1,0% de extrato manteve o produto
estavel até o vigésimo primeiro dia de armazenamento quanto ao crescimento de aerdbios
mesofilos e protegeu o produto durante os 42 dias armazenados frente as bactérias
psicotréficas.

Desse modo, devido seu baixo custo de obtencdo e sua grande disponibilidade, o
capim-liméo pode ser considerado uma promissora fonte natural de obtencdo de extratos
ricos em compostos antioxidantes e antimicrobianos, destinados a substituir os antioxidantes

sintéticos na industria alimenticia.
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Tabela 1: Ingredientes utilizados nas formulacdes das linguicas de frango.

Ingredientes (%) T1 T2 T3 T4
Retalhos de Frango 88 88 88 87,53
Pele de Frango 5,43 5,53 5,03 5,0
Agua/gelo 3,0 3,0 3,0 3,0
Sal 2,34 2,34 2,34 2,34
Cura rapida 0,23 0,23 0,23 0,23
Alho moido 0,09 0,09 0,09 0,09
Pimenta preta moida 0,09 0,09 0,09 0,09
Glutamato 0,04 0,04 0,04 0,04
Fixador de cor 0,23 0,23 0,23 0,23
Condimento para linguica de 0,45 0,45 0,45 0,45
frango*
Eritorbato de sédio 0,1 - - -
Extrato de capim-limao - - 0,5 1,0
Total 100%

T1- Adicionado de antioxidante sintético (Eritorbato de Sédio)
T2 - Sem adicéo de antioxidante

T3 - Com adicdo de 0,5% de extrato de capim-liméo (CL)

T4 - Com adicdo de 1,0% de extrato de capim-liméo (CL)

*Quantidade recomendada pelo fornecedor — Bremil IndUstria de produtos alimenticios LTDA

57
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Tabela 2: Teor de fendlicos totais e flavondides totais dos extratos de capim-liméo obtidos

por diferentes métodos e temperaturas de extragao.

Temperatura (° C)

Método Convencional

Método Ultrassom

Fendlicos Totais (mgGAE/Q)

20 °C 141,42" +1,71 111,73%° +2,94

40 °C 121,80°" £3,92 114,225 +0,24

60 °C 133,84% +2,29 135,81°* +4,58
Flavondides Totais (mgQE/Q)

20 °C 13,99"* 1,52 10,33"° +1,16

40 °C 13,53 £1,40 11,46"° +0,64

60 °C 13,422 +0,27 12,09*° +0,48

Resultados s&@o expressos em Media + DP (n=3).
GAE = Acido galico equivalente; QE: Quercetina equivalente

ABLetras maitsculas iguais na mesma coluna néo apresentam diferenca significativa pelo teste de
Tukey (p>0,05) no mesmo método de extragdo entre diferentes temperaturas testadas. *° Letras

minUsculas iguais na mesma linha néo apresentam diferenca significativa entre as mesmas
temperaturas para diferentes métodos de extracédo.



59

Tabela 3: Capacidade inibitéria (ICs), capacidade de reducéo de ferro (FRAP), capacidade
de absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC) e atividade antioxidante maxima (DDPH) dos

extratos obtidos por diferentes métodos e temperaturas de extragéo.

Método Convencional Método Ultrassom
Temperatura (° C) ICso (Mg/mL)
20 °C 0,89"° 0,68 1,46™ 0,20
40 °C 0,71**+0,11 0,63%* +0,08
60 °C 0,45 +0,01 0,522 +0,10
FRAP (umol TEAC/g)
20 °C 8,20 +0,64 3,37"°+0,84
40 °C 8,10%2+0,52 5,40"" +1,36
60 °C 9,70 0,69 4,80"" +0,83
ORAC (um Trolox/g)
20 °C 326,35% +4,31 283,65 +3,32
40 °C 364,00" +1,2 355,60%° +3,11
60 °C 353,95 +5,4 405,85 +4,5
DPPH (%)
20 °C 86,76"%+0,80 67,69"°+0,72
40 °C 72,3352 +1,12 63,85""+0,89
60 °C 87,39"%+0,63 68,71 0,46

Resultados séo expressos em Média = DP (n=3).

TEAC = trolox equivalente antioxidante capacidade

ABlLetras mailisculas iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de
Tukey (p>0,05) no mesmo método de extracdo entre diferentes temperaturas testadas. *° Letras
mindsculas iguais na mesma linha ndo apresentam diferenca significativa entre as mesmas
temperaturas para diferentes métodos de extracao.
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Figura 1: Valores médios da contagem de microrganismos psicotroficos totais, das amostras

de linguica de frango, durante o periodo de armazenamento a 4 °C (+1 °C).
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T1- Adicionado de antioxidante sintético (Eritorbato de Sd6dio)
T2 - Sem adicéo de antioxidante

T3 - Com adicdo de 0,5% de extrato de capim-liméo (CL)

T4 - Com adicdo de 1,0% de extrato de capim-liméo (CL)
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Figura 2: Valores médios da contagem de microrganismos aerébios mesodfilos totais das

amostras de linguica de frango, durante o periodo de armazenamento a 4 °C (+1 °C).
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Resumo

Os produtos céarneos, devido ao teor de umidade, proteinas, gorduras e outros nutrientes,
tornam-se susceptiveis a alteragdes fisico-quimicas e microbiologicas, sendo que a
forma mais comum de deterioracdo destes produtos € a oxidacdo lipidica. O presente
estudo teve por objetivo aplicar diferentes concentracbes de extrato de marcela
(Achyrocline satureioides) e capim-limao (Cymbopogon citratus) em linguica de frango
frescal como antioxidantes naturais, caracterizando as mesmas gquanto a composicao
centesimal, pH, cor, oxidacdo lipidica, estabilidade microbioldgica e atributos
sensoriais. As linguicas de frango diferenciaram-se somente em relagdo a adicdo de
antioxidante, os tratamentos foram: T1- padrdo, com Eritorbato de sdédio; T2- sem
adicdo de antioxidante; T3 e T4 - adicdo de 0,5% e 1,0% de extrato de marcela,
respectivamente; T5 e T6 - adicdo de 0,5% e 1,0% de extrato de capim-limao,
respectivamente. Foram realizadas as analises de composi¢cdo centesimal, a cada sete
dias foram avaliados pH, atividade de agua, cor, e indice de TBARS. A anélise sensorial
foi avaliada através do teste de aceitabilidade, teste de intencdo de compra e o teste
check-all-which-apply (CATA). Os resultados obtidos na composicdo centesimal
mostraram que as linguigas estdo de acordo com o Padrdo de Identidade e Qualidade do
Produto. As analises microbiolégicas para Staphylococcus coagulase positiva,
Coliformes a 45 ° C, Samonella sp e Clostridium sulfito redutor dos produtos estdo de
acordo com a RDC n° 12 de 2 de janeiro de 2001. O pH e atividade de agua das
linguicas de frango apresentaram um leve aumento ao final do tempo de
armazenamento. O pardmetro b* mostra que os tratamentos T1 e T2 foram os que
apresentaram maior oxidacdo lipidica em virtude da coloracdo amarelada, concordando
com os dados de TBARS. Ao fim dos 42 dias de armazenamento, os valores de TBARS
para o tratamento com adicdo de antioxidante sintético foi de 0,99 mg de
malondialdeido (MDA) /kg enquanto que os tratamentos adicionados de extrato de
marcela e capim-limao mantiveram-se abaixo de 0,4 mg de MDA/Kkg, sendo a linguica
adicionada de 1,0% de capim-limdo a que apresentou menor oxidacéo lipidica ao longo
dos 42 dias de armazenamento. As caracteristicas sensoriais foram mantidas,
demonstrando boa aceitabilidade pelos provadores. Os resultados do CATA mostraram
que os tratamentos com 1,0 % de extrato de marcela e 0,5 e 1,0% de extrato de capim-
limdo foram os grupos que receberam os melhores atributos sensoriais, sendo 0s mais

aceitos.
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Palavras-chaves: linguica de frango, antioxidantes naturais, oxidacao lipidica.
Abstract

Meat products, due to moisture content, proteins, fats and other nutrients, become
susceptible to physico-chemical and microbiological changes, and the most common
form of deterioration of these products is lipid oxidation. The objective of the present
study was to apply different concentrations of marcela extract (Achyrocline
satureioides) and lemon grass (Cymbopogon citratus) in fresh chicken sausage as
natural antioxidants, characterizing them as centesimal, pH, color, lipid oxidation,
microbiological stability and sensory attributes. The chicken sausages differed only in
relation to the antioxidant addition, the treatments were: T1- standard, with sodium
erythorbate; T2-control, without antioxidant; T3 and T4 - addition of 0,5% and 1,0% of
marcela extract, respectively; T5 and T6 - addition of 0,5% and 1,0% of lemon grass
extract, respectively. The analyzes of centesimal composition were performed, every
seven days were evaluated pH, water activity, color, and TBARS index. The sensory
analysis was evaluated through the acceptability test, the intention to purchase test and
the check-all-which-apply (CATA) test. The results obtained in the centesimal
composition showed that the sausages are in accordance with the Standard of Identity
and Product Quality. Microbiological analyzes for Staphylococcus coagulase positive,
Coliformes at 45 °C, Samonella sp and Clostridium sulfite reductant of the products are
in accordance with RDC n° 12 of January 2, 2001. The pH and water activity of the
sausages of chicken presented a slight increase at the end of storage time. The parameter
b* shows that T1 and T2 treatments presented the highest lipid oxidation due to the
yellowish coloration, in agreement with TBARS data. At the end of the 42 days of
storage, the TBARS values for the treatment with addition of synthetic antioxidant were
0,99 mg of MDA / kg while the added treatments of marcela extract and lemon grass
remained below 0,4 mg of MDA / kg, and the sausage added was 1,0% of lemon grass,
which presented lower lipid oxidation over the 42 days of storage. The sensorial
characteristics were maintained, demonstrating good acceptability by the tasters. The
results of CATA showed that the treatments with 1,0% of marcela extract and 0,5 and
1,0% of lemon grass extracts were the groups that received the best sensory attributes,

being the most accepted.

Keywords: chicken sausage, natural antioxidants, lipid oxidation.
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1 Introdugéo

Os produtos carneos, devido ao teor de umidade, proteinas, gorduras e outros
nutrientes, tornam-se susceptiveis a alteracdes fisico-quimicas e microbioldgicas, sendo
que a forma mais comum de deterioracdo destes produtos é a oxidacdo lipidica
(Karakaya, Bayrak & Ulusoy, 2011).

A preocupacao constante de proporcionar aos consumidores produtos de alta
qualidade levou a adocdo de medidas que permitem limitar a oxidacéo durante as fases
de processamento e armazenamento dos produtos. O desenvolvimento dos processos
oxidativos pode ser inibido por meio de diversas alternativas, entre elas o uso de
substancias antioxidantes (Rocha et al., 2003).

Os antioxidantes sdo substancias que retardam ou inibem as alteracGes
oxidativas nos alimentos através do sequestro de radicais livres. Podem ser naturais ou
sintéticos, sendo que estes sdo os de maior utilizacdo, devido a acessibilidade e maior
estabilidade. Entretanto, as pesquisas tém relacionado possiveis efeitos mutagénicos e
carcinogénicos e revelado compostos bioativos naturais com a mesma funcdo, sem
diminuicdo na qualidade dos produtos (Silva et al., 2010).

Como resultado disso, nos ultimos anos, houve um aumento na procura de
alternativas de fontes naturais, como os antioxidantes derivados das plantas, para
combater a instabilidade oxidativa de lipidios e para aumentar a qualidade e a vida de
prateleira de produtos carneos. Desse modo, surge a necessidade de desenvolver novos
estudos com aplicacbes de antioxidantes naturais em alimentos, avaliando os seus
potenciais antioxidantes bem como seus efeitos na qualidade dos produtos (Falowo;
Fayemi & Voster, 2014; Veeki et al., 2015).

A marcela e o capim-limao apresentam altos niveis de polifendis, conhecidos
por suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatdrias, apresentando-
se dessa forma, como uma alternativa natural de compostos antioxidantes para serem
aplicados em alimentos (Tavares et al., 2014; Salgueiro et al., 2016).

O presente estudo teve por objetivo aplicar diferentes concentracGes de extrato
de marcela (Achyrocline satureioides) e capim-limdo (Cymbopogon citratus) em
linguiga de frango como antioxidantes naturais, caracterizando as mesmas quanto a
composi¢cdo centesimal pH, cor, oxidacdo lipidica, estabilidade microbiolégica e

atributos sensoriais.
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2 Materiais e Métodos

2.1 Matéria Prima

A carne de frango e a tripa natural foram fornecidas por um frigorifico, sob
inspecdo federal, localizado na cidade de Santa Maria/RS. Os ingredientes e
condimentos foram doados pela empresa Bremil Industria de Produtos Alimenticios
LTDA, localizada na cidade de Lajeado/RS.

2.2 Obtencdo dos extratos de Marcela e Capim-limao

As inflorescéncias de marcela e as folhas de capim-limdo foram colhidas nos
meses de abril e julho de 2016, respectivamente, na zona rural de Santa Maria (RS). As
ervas foram secas em estufa a 45°C (£5) por 48 horas, triturada em moinho de facas tipo
Willey (Solab SL-31, Sdo Paulo, Brasil) e passadas em peneira de 20 mesh. O material
foi armazenado em freezer domeéstico em sacos de polietileno a temperatura de -18°C
até a elaboracéo dos extratos.

Os extratos de marcela e capim-liméo foram preparados a partir de 5g de erva
triturada adicionado de 50 mL de alcool de cereais 70%, propor¢do 1:10 (p/v). A partir
de resultados prévios com diferentes metodologias de extracdo se verificou que o
extrato de marcela contendo maior quantidade de compostos bioativos se deu com
extracdo assistida por ultrassom e para o capim limdo com o método convencional.
Para extracdo dos compostos da marcela foi utilizada a metodologia de Cavalheiro
(2013) com modificacdes, onde foi empregado o banho ultrassom (QUIMIS® Q335D,
Sdo Paulo, Brasil) operando em frequéncia de 40 kHz, na temperatura de 60°C durante
20 minutos (Viera, 2016). Para o capim-limdo a extracdo foi realizada pelo método
convencional em banho ultratermostatizado (Marconi MA- 184, Sdo Paulo, Brasil),
submetida agitacdo constante utilizando agitador (Marconi MA-039, S&o Paulo, Brasil),
durante 20 minutos na temperatura de 60°C, segundo metodologia descrita por Reyes-
Caudillo et al., (2008) com modificagdes. Em seguida os extratos foram centrifugados a
202 G por 10 min, filtrados e concentrado em rotaevaporador a vacuo (Fisatom 802,
Sdo Paulo, Brasil) utilizando temperatura de 45°C, para evaporagdo do alcool de

cereais. Em seguida foi completado seu volume com agua destilada, para manter a
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concentracgéo inicial, e acondicionados em frascos &mbar e armazenados em freezer (-

18°C) até o momento da elaboragdo da linguiga de frango.

2.3 Elaboracéo das linguicas de frango

A elaboragéo da linguica de frango ocorreu na planta piloto de carnes e produtos
carneos do Centro de Ciéncias Rurais da UFSM e foram utilizadas as recomendacdes
descritas por Terra (1998), seguindo as quantidades de ingredientes descritos pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 2000) conforme Tabela
1.

Tabela 1: Ingredientes utilizados nas formulacgdes das linguicas de frango.

Ingredientes (%) Tl T2 T3 T4 T5 T6
Retalhos de Frango 88 88 88 87,53 88 87,53
Pele de Frango 5,43 5,53 5,03 5,0 5,03 5,0
Agua/gelo 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Sal 2,34 2,34 2,34 2,34 2,34 2,34
Cura rapida 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23
Alho moido 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09
Pimenta preta moida 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09
Glutamato 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Fixador de cor 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23
Condimento para 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45
linguica de frango*
Eritorbato de sodio 0,1 - - - - -
Extrato de marcela - - 0,5 1,0 - -
Extrato de capim-limé&o - - - - 0,5 1,0
Total 100%

T1- Adicionado de antioxidante sintético (Eritorbato de S6dio); T2 — Sem adicdo de antioxidante; T3-
Com adicdo de 0,5% de extrato de marcela (M); T4 — Com adicdo de 1,0% de extrato de marcela (M); T5
- Com adicdo de 0,5% de extrato de capim-limédo (CL) e T6 - Com adicdo de 1,0% de extrato de capim-
limdo (CL). *Quantidade recomendada pelo fornecedor — Bremil Inddstria de produtos alimenticios
LTDA.

A elaboragéo das linguicgas de frango iniciou-se com a separagéo da carne e pele
(coxa e sobrecoxa de frango desossadas) com auxilio de facas esterilizadas. Apods foi
realizada a moagem da carne e pele de frango (Moedor Jamar PJ22, Jamar Ltda, Sao

Paulo, Brasil) em disco com orificio de 12 mm, sendo levados a misturadeira (Jamar
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MJI 35, Jamar Ltda, Sdo Paulo, Brasil) para a adicdo dos demais ingredientes até a
formagéo da liga.

Os tratamentos diferiram somente em relacdo ao antioxidante empregado. Para
uma melhor comparacdo dos resultados, elaborou-se: uma formulacdo padrdo (T1),
adicionada de antioxidante sintético, o mesmo utilizado em linguigas comerciais
(Eritorbato de sddio); uma formulacdo controle (T2), sem adi¢do de antioxidantes;
adicdo de 0,5% e 1,0% de marcela (T3 e T4), respectivamente; adicdo de 0,5% e 1,0%
de capim-limdo (T5 e T6), respectivamente (Tabela 1). A adicdo de aliquotas pré-
definidas dos extratos hidro-alcodlicos foram adicionadas manualmente. Foram
realizadas trés repeticdes para cada tratamento (N= 18).

As massas carneas foram embutidas em tripa suina natural previamente lavada
para a remoc¢do do sal e imersa em solucdo de acido lactico 1%, por 30 minutos para
hidratacdo. Para armazenamento as linguicas de frango foram acondicionadas em
bandejas de poliestireno, embaladas com papel filme, identificadas e armazenadas em

refrigerador a temperatura de 4°C.
2.4 Caracterizacao fisico-quimica

A composicdo centesimal das linguicas foi realizada nos Laboratérios do
Departamento de Tecnologia e Ciéncia de Alimentos (UFSM). Todas as analises foram
realizadas em triplicata e seguiram as metodologias descritas na Association Of Official
Analytical Chemists, sdo elas: determinacdo de umidade (967.03), cinzas (942.05),
proteina bruta (981.10) e extrato etéreo (920.39). Os carboidratos foram obtidos por
diferenca (AOAC, 1995).

2.5 Determinacéo de pH e atividade de agua

As determinacdes de pH e atividade de 4gua (Aa) foram realizadas em triplicata
nos dias 1, 7, 14, 21, 28, 35 e 42. Para a determinacdo de pH, a linguica foi misturada
com agua destilada na proporc¢éo 1:10 e mensurado através de um potenciémetro digital
Digimed® (Modelo DM-23, S&o Paulo, Brasil), devidamente calibrado com solug6es de
pH 4,0 e pH 7,0 (AOAC, 2002). Para a analise de Aa utilizou-se 3g de linguica, a
temperatura ambiente (25°C), em equipamento especifico, AquaLab® série 4TEV

(Decagon Devicelnc., EUA).
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2.6 Oxidacdo lipidica- TBARS

A avaliacdo da oxidacdo lipidica das linguicas foi realizada em triplicata pelo
teste das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS) segundo Raharjo et al.
(1992), adaptado por Pereira (2009) com 10g de amostra previamente moida e
homogeneizada em saqueta plastica, adicionado 40 mL de &cido tricloroacético (TCA)
5% e 1 mL do antioxidante sintético butilhidroxitolueno (BHT) 0,15%. A amostra foi
homogeneizada por um minuto em Stomacher (Marconi MA- 440CF, S&o Paulo, Brasil)
filtrada com auxilio de papel filtro qualitativo para baldo volumétrico de 50 mL sendo o
volume completado com a solucdo de &cido tricloroacético 5%. Deste baldo, retirou-se
uma aliquota de 2 mL e transferiu-se para tubo de ensaio, onde foi adicionado 2 mL de
acido tiobarbitdrico 0,08 M em acético 50%. Os tubos foram incubados em banho-
maria fervente por 40 minutos. A leitura foi realizada em 531 nm e os resultados
comparados contra o branco. Os valores de TBARS foram determinados nos dias 1, 7,
14, 21, 28, 35 e 42 de armazenamento e os resultados foram expressos em mg de

malonaldeido por quilograma de amostra (mg MDA/KQ).

2.7 Determinacéo da cor

A cor das linguicas foi analisada nos dias 1, 7, 14, 21, 28, 35 e 42 de
armazenamento de acordo com o sistema da Comisséo Internacional de lluminagdo (CIE),
usando os parametros L*, a* e b* (escala CIELAB), através da leitura em colorimetro
Minolta CR-400 (Minolta Sensing Inc. Konica, Japdo) foi usado com modo de
calibracédo a refletancia espectral, com iluminante D65 e angulo de observacao de 10°.
Foram efetuadas dez leituras na superficie de cada amostra de linguica em diferentes
pontos de trés propor¢des. Os resultados foram expressos como L*, a* e b*. O valor de
L* determina a posi¢do do ponto sobre o eixo vertical de claridade; o valor de a* é do
ponto sobre o eixo (-) verde/vermelho (+) e o valor de b*, do ponto correspondente

sobre o eixo (-) azul/amarelo (+).

2.8 Analises Microbioldgicas

As analises microbioldgicas foram realizadas no primeiro dia de elaboracdo do

produto. Foram realizadas as analises exigidas para linguica frescal segundo a RDC
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n°12, descrita pela ANVISA (Brasil, 2001), através metodologias dispostas na Instrugédo
Normativa n° 62 da ANVISA (Brasil, 2003).

Porcbes de 25¢g de linguica de frango foram homogeneizadas com 225mL de
agua peptonada e as diluicdes em agua peptonada 0,1% foram utilizadas para as analises
microbioldgicas. Foram realizadas as contagens de coliformes a 45°C, em caldo EC
(Escherichia coli), Staphylococcus coagulase positiva em Agar Baird-Parker
(36°C/48h), Salmonella sp. em caldo tetrationato verde brilhante e rappaports
vassiliadis (42,5°C/24h), seguidos de isolamento em placas contendo os meios SS e
Rajhans, contagem Clostridium sulfito redutores em &gar SPS, incubadas em jarras de
anaerobiose (Brasil, 2003).

2.9 Analise Sensorial

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CAAE:
67063317.1.0000.5346) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), reconhecido
pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — (CONEP/MS).

Um cédigo de trés digitos foi atribuido as amostras, que foram avaliadas por
cada consumidor em ordem monddica (Ares et al., 2010). Os testes foram realizados em
cabines individuais com iluminacdo fluorescente. As linguicas de frango foram assadas
e cortadas em 3 x 3 x 1 cm, embaladas individualmente em papel aluminio. Foram
disponibilizados 4gua mineral a temperatura ambiente e biscoito tipo dgua e sal para que
o0 provador, entre as amostras, fizesse a limpeza das papilas gustativas. Cem
consumidores habituais de linguica de frango, ndo treinados, (65% do sexo feminino,

35% do sexo masculino, 17-55 anos) participaram dos testes sensoriais.

2.9.1. Teste de aceitacao e intencdo de compra

A aceitacdo das amostras foi verificada através do teste afetivo de aceitabilidade
em nivel laboratorial, apresentadas aos provadores de forma monddica e aleatdria,
através da utilizacdo de uma escala hedonica estruturada de 9 pontos (9 - Gostei
muitissimo e 1 - Desgostei muitissimo (Stone, Bleibaum, & Thomas, 2012). As
amostras foram avaliadas com rela¢do a cinco atributos: cor, odor, sabor, textura e
aparéncia global (Meilgaard, Carr, & Civille, 2006). Em relacdo a intengdo de compra

das linguicas, foi utilizado o teste de atitude com avaliacdo através de escala de cinco
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pontos (onde 5 corresponde a Decididamente eu compraria e 1 corresponde a
Decididamente eu ndo compraria) (Dutcosky, 2011).

2.9.2. Avaliacdo do check-all-which-apply (CATA)

Os consumidores foram convidados a preencher um questionario check-all-
which-apply (CATA) com 20 descritores relacionados as caracteristicas sensoriais das
linguicas. Os descritores utilizados no questionario CATA foram selecionados com base
em estudos sobre descritores sensoriais para caracterizacdo de novos produtos (Ares &
Jaeger, 2013). A aparéncia dos atributos sensoriais cor (escura, estranha, clara, e
uniforme), aroma (agradavel e gorduroso), sabor (frango, oxidado, de ervas, tempero
ideal, salgado, sem sal, apimentado) e textura (ideal, seca, Umida, consistente, macia,

suculenta, de borracha) foram usados para caracterizar o perfil sensorial das linguicas.

2.10 Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas entre si através do teste de Tukey, a 5% de significancia, através do
programa computacional Statistica® 7.0. A analise da correspondéncia foi utilizada para
analisar os dados do questionario da CATA, considerando a distancia do qui-quadrado
(Vidal, Téarrega, Antlnez, Ares, & Jaeger, 2015), calculado sobre a matriz contendo a
frequéncia de uso de cada termo para cada amostra. O experimento foi repetido trés

VEZES.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicao centesimal das linguicas de frango

Os valores encontrados para a composicdo centesimal, segundo a Tabela 2,
mostram que os produtos estdo de acordo com o Padréo de Identidade e Qualidade do
produto (BRASIL, 2000), que estabelece o valor maximo de 70% para umidade, valor
méaximo de 30% para gordura e valor minimo de 12% para proteina. A legislacdo para
linguica frescal ndo define padrdo para as cinzas, entretanto os valores encontrados
ficaram entre 3,68% a 3,83%.
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Tabela 2: Composigéo centesimal das amostras de linguica de frango refrigeradas.

Tratamentos Umidade Cinzas Proteina Gordura Carboidratos
(%) (%) (%) (%) (%)
T1 69,58 £0,82° 3,76+0,01® 16,69+0,11® 7,30+£0,71° 2,65+1,29°
T2 70,55+0,18 3,72+0,01* 16,30+£0,13° 6,91+0,14° 2,49+0,13
T3 68,79+0,34* 368+0,02° 16,88+0,13° 7,08+0,33* 3,55+ 0,38"
T4 69,17 +1,47* 3,79+0,02° 16,89+0,10° 7,55+0,10° 2,57 +1,44°
T5 69,84+ 0,37° 3,76 £0,08° 16,86+0,04° 7,19+0,10° 2,34 +0,38"
T6 70,06 +0,45° 3,83+0,03* 16,56+0,32" 7,32+0,70° 2,20 + 0,76

Valores médios + desvio padréo

| etras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey. T1-
Adicionado de antioxidante sintético (ES - Eritorbato de Sddio); T2 - Sem adi¢do de antioxidante; T3 - Com adi¢do
de 0,5% de extrato de marcela (M); T4 - Com adigdo de 1,0% de extrato de marcela (M); T5 - Com adicéo de 0,5%
de extrato de capim-limdo (CL); T6 - Com adic¢do de 1,0% de extrato de capim-limdo (CL)

O teor de umidade, gordura e carboidratos, ndo apresentaram diferencga
significativa (p<0,05) entre os tratamentos, fato que se atribui a formulacdo ser a mesma

em todos os tratamentos.

3.2 Determinacéo de pH e Atividade de Agua

Os resultados do efeito do extrato hidroalcodlico de marcela e capim-limdo no
pH de linguica frescal de frango armazenada a 4°C durante 42 dias sdo apresentados na
Figura 1.

Os valores médios de pH obtidos ficaram na faixa entre 5,81 e 6,07 nos
diferentes tratamentos analisados, apresentando diferenca estatistica significativa entre
0s tratamentos somente no vigésimo oitavo dia de armazenamento. O pH da linguica
além de exercer influéncia direta sobre sua conservacéo, esta diretamente relacionado a
sua coloracdo e sabor. O pH deve ser suficientemente acido para facilitar a producgéo de
oxido de nitrogénio a partir do nitrito que combinado com a mioglobina produzira a

coloracéo résea tipica da linguica (Coventry & Hickey, 1991).
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Figura 1: Valores médios de pH das amostras de linguica de frango durante o periodo de
armazenamento a 4 °C (x1 °C).
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T1- Adicionado de antioxidante sintético (ES - Eritorbato de So6dio); T2 - Sem adicdo de antioxidante; T3 - Com

adicdo de 0,5% de extrato de marcela (M); T4 - Com adicédo de 1,0% de extrato de marcela (M); T5 - Com adicédo de
0,5% de extrato de capim-lim&o (CL); T6 - Com adic&o de 1,0% de extrato de capim-liméo (CL)

Percebe-se que o tratamento padrdo (T1) foi o que apresentou menor pH ao
longo do periodo de armazenamento e o tratamento controle o maior. Sabendo que o
tratamento controle (T2) ndo tem adicdo de eritorbato de sédio, nem de extrato de
marcela e capim-limao, pressupde-se que a adi¢cdo do antioxidante sintético contribuiu
para a diminuicdo do pH, o que também foi observado por Soquetta et al. (2017) em
paté de presunto adicionado de eritorbato de sddio e o pH encontrado foi de 5,6, j& para
o0 tratamento sem adicdo de antioxidante o valor foi de 6,1, demonstrando que a adigéo
do antioxidante sintético também contribuiu para a redugéo do pH.

Os valores normais para coxa de frango séo de pH entre 6,4 e 6,7 e também para
carne de peito e coxa de frangos valores de 5,94 e 6,10, respectivamente (Olivo, 2006).
Enquanto que para carne de sobrecoxa desossada manualmente, utilizadas neste estudo,
pH de aproximadamente 5,8 a 6,2 (Beraquet, 2000). Portanto, os extratos adicionados
mantiveram as linguigas dentro dos valores citados na literatura.

Ao final do armazenamento, o pH dos produtos elaborados sofreu um leve
aumento devido a elevacdo nas contagens de microrganismos psicotréficos, produtores

de proteases. Ao iniciar a producédo de proteases pelas bactérias, estas passam a utilizar
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aminoacidos como substrato de crescimento, ao invés de utilizarem a glicose, resultando
0 aumento do pH, devido a formagéo de amoniaco e aminas (Terra; Brum, 1988).

Os valores de atividade de agua (Aa) das linguicas de frango (Figura 2) variaram
de 0,96 a 0,97. Segundo Ribeiro e Saravalli (2004), os resultados da atividade de agua
mostram que as linguicas de frango sdo consideradas alimentos de alta atividade de
agua, o que favorece o crescimento de microrganismos. Observou-se diferenca
estatistica entre os tratamentos somente no ultimo dia de armazenamento, onde ocorreu
uma leve tendéncia ao decréscimo nos valores. Esses resultados corroboram com
Andrés (2005) que ao determinar a atividade de agua em linguicas de frango com baixo
teor de gordura, relatou declinio nos valores ao final do armazenamento. De acordo com
Wilson e Demmig-Adams (2007), a quantidade de agua presente no alimento pode
afetar a estabilidade oxidativa dos lipidios e, segundo Dewi e Ismail (2010), a oxidacéo
lipidica reduz o tempo de vida do produto e a qualidade nutritiva do mesmo. Desta
forma, os fatores que garantem a seguranca destes produtos sdo a manutencao a baixas
temperaturas.

Figura 2: Valores médios de atividade de dgua (Aa) das amostras de linguica de frango

durante o periodo de armazenamento a 4 °C (1 °C).

——T] ~B=T2 ~A=T3 =>=T4 —@=T5 —0=T6

0,976

0,973

0,97

Atividade de agua (Aa)

0,967
1 7 14 21 28 35 42

Tempo (dias)

Valores médios + desvio padréo de cada dia analisado

T1- Adicionado de antioxidante sintético (ES - Eritorbato de Sddio); T2 - Sem adicéo de antioxidante; T3 - Com
adicdo de 0,5% de extrato de marcela (M); T4 - Com adi¢do de 1,0% de extrato de marcela (M); T5 - Com adicéo de
0,5% de extrato de capim-lim&o (CL); T6 - Com adic&o de 1,0% de extrato de capim-liméo (CL)

3.3 Oxidacdo lipidica- TBARS
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Os extratos de marcela e capim-limdo influenciaram de forma distinta a
oxidacdo lipidica das amostras de linguicas de frango, durante o periodo de
armazenamento refrigerado (Figura 3). Observa-se que os niveis de TBARS tenderam a
aumentar ao longo do tempo. Resultado semelhante foi encontrado por Brannan (2008)
que verificou aumento significativo nos valores de TBARS em carne de frango
adicionada de extrato de semente de uva, durante armazenamento refrigerado. Os
tratamentos com 0,5 e 1,0% de capim-limao mostraram os menores resultados para a
oxidacdo lipidica das linguicas, durante todo o periodo de armazenamento, sendo 0,33 e
0,32 mg MDA/kg amostra, respectivamente.

Em comparacdo com o controle, os antioxidantes naturais empregados, foram
eficientes em retardar a oxidacdo lipidica até os 42 dias da vida de prateleira, sendo que
os extratos de marcela e capim-limdo foram mais eficientes que o eritorbato de sodio
(Figura 3). Isto demonstra que a dosagem testada foi suficiente para manter a

estabilidade oxidativa das linguicas refrigeradas por 42 dias de armazenamento.

Figura 3: Valores médios de TBARS (mgMDA/kg de amostra) das amostras de linguica

de frango durante o periodo de armazenamento a 4 °C (x1 °C).
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T1- Adicionado de antioxidante sintético (ES - Eritorbato de Sddio); T2 - Sem adicdo de antioxidante; T3 - Com
adicdo de 0,5% de extrato de marcela (M); T4 - Com adi¢do de 1,0% de extrato de marcela (M); T5 - Com adic&o de
0,5% de extrato de capim-lim&o (CL); T6 - Com adic&o de 1,0% de extrato de capim-liméo (CL)
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J& para o tratamento com eritorbato de sodio, pode-se observar que ocorreu um
aumento na producgdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico. Este antioxidante,
largamente utilizado na inddstria carnea, foi eficiente na inibicdo da oxidacao lipidica
até os 35 dias, contudo, aos 42 dias apresentou o maior valor de TBARS (0,99 mg
MDA/kg amostra). Assim como observado neste estudo Capitani et al. (2009)
observaram diminuta eficiéncia do eritorbato em evitar a formagdo de MDA em
homogeneizado de carne de frango.

De acordo com Greene e Cumuze (1982) o limite maximo aceitavel de
malonaldeido em produtos carneos é de 2,0 mgMDA/kg, acima do qual o flavor de
oxidagdo comeca a ser detectado sensorialmente.

3.4 Determinacéo da cor

Os resultados obtidos para a luminosidade (L*), cor vermelha (a*) e cor amarela
(b*) das linguicas de frango durante todo o periodo de armazenamento sao apresentados
na Tabela 3.

Para o parametro L*, observa-se que apenas no primeiro dia de armazenamento
houve diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos. No final do armazenamento
todos os tratamentos, inclusive o controle, apresentaram valores superiores para L* se
comparado com o inicio do experimento. O aumento do valor de L* significa que a
carne estava mais “clara”, como pode ser constatado no diagrama de cromaticidade do
sistema CIELAB os valores de L* representam a porcentagem de luminosidade,
variando de preto (0%) a branco (100%) (Ramos e Gomide, 2007).

Em relacdo ao pardmetro a*, apenas no dia 1 e dia 21 de armazenamento, nota-
se diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos. Os valores de a* para todos os
tratamentos apresentaram-se numericamente proximos. Pereira (2009) em seu estudo
com antioxidantes naturais em carne mecanicamente separada de ave, constatou que a
média do periodo de armazenamento ndo houve diferenca significativa para os valores
de a* (p<0,05) entre os tratamentos com extrato de marcela, erva mate e da mistura
destes dois extratos apresentando valores numericamente muito proOximos.

O parametro b*, que varia de azul (-b*) a amarelo (+b*), apresentou valores
maiores para o tratamento com adic¢do de 1,0% de extrato de marcela (T4), assim como
para o tratamento sem adi¢cdo de antioxidante (T2) e para o tratamento adicionado de

antioxidante sintético (T1), apresentando diferenca significativa dos demais tratamentos
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Tabela 3: - Valores médios para a luminosidade (L*), cor vermelha (a*) e cor amarela (b*) das amostras de linguica de frango durante o periodo
de armazenamento a 4 °C (x1 °C).

Tempo de analise (dias)

Parametro L* 1 7 14 21 28 35 42
T1(ES) 50,03 + 2,10% 50,15+ 1,632 53,44 + 1,86% 52,58 £ 1,872 49,24 + 2 572 53,03 +1,69? 53,46 +£ 1,532
T2 (Controle) 51,01 + 1,43% 50,80 + 1,428 51,81 +0,85% 51,13 +£2,732 51,58 + 3,402 51,63 £ 1,602 52,91 £ 1,962
T3 (0,5% M) 53,88 = 3,012 52,82 £ 1,392 51,33+1,878 50,84 £ 1,232 54,65 + 2,882 55,60 + 2,512 55,61+ 1,772
T4 (1,0% M) 50,79 + 0,80% 52,12 + 2,382 51,32 £ 2,428 52,67 £ 2,118 51,88 £ 2,472 51,23+ 1,178 54,22 + 3,862
T5(0,5CL) 47,29 + 3,18° 52,65 + 3,292 51,17 + 1,942 54,28 £ 3,208 54,33 £ 1,028 55,31 £ 0,918 50,57 £ 1,978
T6 (1,0% CL) 49,69 + 1,25%® 53,81 £ 2,63 50,44 +1,76% 55,34 + 2,452 54,81 +1,728 5491 + 1,792 55,27 + 1,402
Parametro a*

T1(ES) 13,70 + 0,61° 14,11 £ 1,228 12,8 +0,48? 14,44 + 0,22% 14,09 £ 1,292 12,24 + 2452 13,19 £ 2,048
T2 (Controle) 12,57 + 0,29 12,63 +£ 1,028 10,58 £ 0,742 12,84 +1,77% 1193+ 1,76 a 12,09 £ 0,992 12,39 £ 2,642
T3 (0,5% M) 12,80 + 0,85" 12,23+ 1,978 10,89 + 1,542 13,32 + 0,95% 10,17 £ 0,628 13,62 + 2,852 12,31 + 3,992
T4 (1,0% M) 10,35 + 0,46" 13,33 +1,33¢ 11,46 £ 0,142 14,76 £ 1,248 14,38 £ 1,152 12,74 £ 0,828 11,36 £ 1,768
T5(0,5CL) 11,90 + 1,31 13,06 + 0,892 11,89 + 1,452 11,23 + 1,46" 11,76 £ 1,292 13,66 + 2,092 11,1 +2,728
T6 (1,0% CL) 11,95 + 0,54 13,52 + 1,692 10,61 £ 0,522 14,36 + 0,90% 12,28 +£2,97 a 13,48 £ 1,168 12,11 +£1,828
Parametro b*

T1 (ES) 16,08 + 0,58% 16,81 +£ 0,672 16,56 + 0,942 17,42 £ 0,432 16,23 £ 1,892 15,01 + 2,53 17,14 £ 1,268
T2 (Controle) 16,64 + 0,69° 16,71+ 0,612 15,48 £ 0,532 17,29 £ 1,212 17,82 +£0,782 17,34 + 1,59%° 17,22 £ 0,822
T3 (0,5% M) 16,50 + 1,79° 15,69 £ 2,752 15,46 £ 0,722 16,99 + 0,86° 17,38 £ 1,752 19,01 + 0,22° 16,26 +£ 1,232
T4 (1,0% M) 12,71 +1,12° 16,98 + 1,652 16,69+ 1,572 17,59 + 0,802 18,08 + 1,492 17,21 +1,26® 17,68 + 1,442
T5(0,5CL) 15,03 + 1,39% 17,06 + 1,042 15,12+ 1,282 18,28 + 1,882 18,20 +£ 0,582 18,41 + 0,48%° 14,19 + 3,028
T6 (1,0% CL) 14,88 + 1,71® 16,7 + 0,928 14,92 £ 1,952 18,17 £ 1,042 17,13 +0,772 18,07 + 1,09%° 15,41 +£ 1,032

Valores médios + desvio padrédo de cada dia analisado
3 | etras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey. T1- Adicionado de antioxidante sintético (ES - Eritorbato de Sédio); T2 - Sem
adicdo de antioxidante; T3 - Com adicéo de 0,5% de extrato de marcela (M); T4 - Com adicéo de 1,0% de extrato de marcela (M); T5 - Com adi¢do de 0,5% de extrato de capim-limdo (CL); T6
- Com adicéo de 1,0% de extrato de capim-liméo (CL)
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no primeiro dia de armazenamento. Possivelmente, essa diferenga observada no tratamento
com 1,0% de marcela, é devido a adi¢do do extrato que tem uma coloracdo amarela intensa, e
consequentemente pode ter contribuido para o aumento da cor amarela nas linguicas de
frango.

A tendéncia da cor amarela apresentada nos tratamentos com antioxidante sintético e o
controle, ocorreram em virtude da oxidacdo de lipidios ter sido sempre maior do inicio ao
final do periodo de armazenamento para esses tratamentos. As diferencas nos valores de b*
durante o periodo de estocagem podem ser relatadas pela intensidade do processo de oxidacao
que aparece durante 0 armazenamento que tende a aumentar a cor amarela de produtos pela

rancidez (Garcia-Esteban, Ansorena & Astiasaran, 2004).

3.5 Andlises Microbioldgicas

Segundo a RDC n® 12 de 2 de janeiro de 2001 (Brasil, 2001), que aprova o
Regulamento Técnico sobre padrdes microbioldgicos para alimentos, a tolerdncia em
embutidos frescais para Staphylococcus coagulase positiva e para Clostridium sulfito redutor
a 46 °C é de 3 x 103 UFC.g™ (3,47 Log UFC/g) para coliformes a 45 °C é de 5 x 10° (3,69 Log
UFC/g) e para Salmonella spp é auséncia em 25 g. Os resultados para Staphylococcus
coagulase positiva, Clostridium sulfito redutor e coliformes a 45 °C, apresentaram-se
inferiores a 1 Log UFC.g™ e auséncia em 25 gramas de amostra para Salmonella sp.. Com
base nos resultados obtidos pode-se notar que as linguicas de frango foram consideradas
dentro dos limites permitidos pela legislagdo, demonstrando que o processamento foi
realizado em condi¢fes adequadas de higiene e respeitando as boas praticas de fabricacéo.

3.6 Analise Sensorial

3.6.1 Teste de aceitacdo e intencdo de compra

Os valores médios das notas atribuidas para os atributos cor, odor, sabor, textura e
aparéncia global (Tabela 4) ficaram entre os escores 6 e 7, classificados como ‘“gostei
ligeiramente” e “gostei” na escala hedonica estruturada de nove pontos para o0s tratamentos
avaliados.

Os atributos cor, textura e aparéncia global ndo apresentaram diferenca significativa

(p<0,05) entre os tratamentos avaliados, demonstrando que ndo houve interferéncia da adicéo
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das diferentes concentragOes de extrato de marcela e capim-limdo nas linguicas de frango.
Quanto ao atributo odor, houve diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos, onde a
linguica de frango adicionada de 1,0% de extrato de capim-lim&o apresentou média superior
pelos provadores. Para o atributo sabor, a linguica de frango adicionada de antioxidante
sintético e a adicionada de 0,5% de capim liméo diferenciaram-se das demais com médias
superiores pelos provadores. De acordo com Gomes & Negrelle (2003) estes resultados
podem estar relacionados ao odor caracteristico de limao presente nesta erva, além do sabor

aromatico e ardente (Gomes & Negrelle, 2003).

Tabela 4: — Médias das notas relativas as caracteristicas sensoriais (cor, odor, sabor, textura e
aparéncia global) das amostras de linguica de frango refrigeradas no décimo dia de

armazenamento a 4 °C (z1 °C).

Tratamentos Cor Odor Sabor Textura Aparéncia
T1 6,82+0,35 6,80+0,25° 7,20+0,64° 6,66+0,84° 6,90+0,11°
T2 6,55+0,37° 6,61+043" 6,28+022"° 6,31+050° 6,16+0,26"
T3 6,68 +0,11° 6,60+0,65° 6,65+053" 6,05+0,09° 6,60+0,34°
T4 6,40 +0,20° 6,60+0,74° 6,39+0,15"° 6,20+0,18"° 6,45+0,15
T5 6,46 +0,29° 6,75+0,13° 6,88+0,10° 6,70+0,42° 6,73+0,122
T6 6,88 +0,15* 7,44+011° 657+0,09° 6,30+0,29° 6,70+0,18?

Valores médios + desvio padrao de analises de 100 provadores.

% | etras minGsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey. T1-
Adicionado de antioxidante sintético (ES - Eritorbato de Sodio); T2 - Sem adicdo de antioxidante; T3 - Com adicdo de 0,5%
de extrato de marcela (M); T4 - Com adicdo de 1,0% de extrato de marcela (M); T5 - Com adi¢do de 0,5% de extrato de
capim-limdo (CL); T6 - Com adi¢&o de 1,0% de extrato de capim-liméo (CL)

Escores: 1= desgostei muitissimo; 2= desgostei muito; 3=desgostei moderadamente; 4= desgostei ligeiramente, 5=
indiferente; 6= gostei ligeiramente; 7= gostei moderadamente; 8= gostei muito; 9= gostei muitissimo.

De acordo com Santana et al. (2006) uma das maiores preocupacgdes ao desenvolver
um produto é verificar a intencdo de compra pelo consumidor. Os resultados do teste de
intencdo de compra realizado no décimo dia de armazenamento das linguicas estdo
apresentados na Figura 4. A media do teste de intencdo de compra ficou em torno de 4,
equivalente ao termo “Provavelmente compraria” da escala. Nao houve diferenca estatistica
(p<0,05) entre o tratamento adicionado de antioxidante sintético e o tratamento com adi¢do de
1,0% extrato de capim-lim&o. Isso demonstra que a adi¢do do extrato de capim-liméo ao nivel

de 1,0% ndo influiu no comportamento do consumidor em relacdo a compra do produto.
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Figura 4. Médias das notas atribuidas a intencdo de compra para as linguicas de frango
refrigeradas armazenadas a 4°C (x1 °C) utilizando escala hedonica de 5 pontos.

5

a b
b b
c I I
0 I
T1 T2 T3 T4 TS5

Tratamentos

d

w

N

Intencdo de compra

[XY

-
T6
Valores médios + desvio padréo de andlises de 100 provadores.

® | etras minGsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey. T1-
Adicionado de antioxidante sintético (ES - Eritorbato de Sédio); T2 - Sem adicao de antioxidante; T3 - Com adicéo de 0,5%
de extrato de marcela (M); T4 - Com adicdo de 1,0% de extrato de marcela (M); T5 - Com adi¢do de 0,5% de extrato de
capim-lim&o (CL); T6 - Com adi¢&o de 1,0% de extrato de capim-lim&o (CL)

Escores: 1 =Decididamente eu ndo compraria, 2=Provavelmente eu ndo compraria, 3= Talvez sim / Talvez ndo, 4=
Provavelmente eu compraria, 5= Decididamente eu compraria

3.6.2 Avaliacédo do check-all-which-apply (CATA)

Analise de correspondéncia (CA) usada para avaliar os descritores gerados pelo
questionario CATA esta apresentado na Figura 5. A CA explicou 71,08% da variancia total,
com 42,0% e 29,08% na primeira e segunda dimensao, respectivamente. As linguicas foram
separadas no mapa sensorial em seis grupos distintos. O primeiro grupo consistiu do
tratamento contendo adicéo de antioxidante sintético (T1); o segundo grupo foi caracterizado
pelo tratamento sem adicdo de antioxidantes (T2); o terceiro e quarto grupos continham 0,5 e
1,0%, respectivamente, de extratos de marcela (T3 e T4) e o quinto e sexto grupos continham
0,5 e 1,0%, respectivamente, de extratos de capim-limédo (T5 e T6). O tratamento com adigéo
de antioxidante sintético (T1) foi caracterizado pelos descritores suculento, macio e cor clara.
O tratamento controle (T2) caracterizou-se pelos atributos sabor de frango, tempero ideal, sem
sal, apimentado, seco e gosto oxidado. J& o tratamento com adicdo de 0,5% de extrato de
marcela (T3) foi caracterizado pelos atributos cor escura, cor uniforme, consistente,

emborrachado, salgado, gorduroso e textura ideal. Os tratamentos com adigéo de 1,0 % de
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extrato de marcela (T4) e 0,5 e 1,0%, respectivamente, (T5 e T6) de extratos de capim-limé&o
caracterizaram-se pelos atributos sabor de erva, cor estranha, imido, suculento e agradavel.
Assim, os resultados da CATA mostraram que o tratamento controle sem adicdo de
antioxidante (T2) e o tratamento com 0,5% de extrato de marcela (T3) foram os tratamentos
que receberam mais descritores negativos pelos provadores. A presenca do atributo sabor
oxidado encontrado no grupo controle (T2), esta relacionado ao grau de oxidacéo lipidica das
linguicas, visto que neste grupo ndo foram empregados antioxidantes. J& os tratamentos com
antioxidante sintético (T1), e os adicionados de 1,0 % de extrato de marcela (T4) e 0,5 e
1,0%, respectivamente, (T5 e T6) de extrato de capim-lim&o foram os grupos que receberam

0s melhores atributos sensoriais.

Figura 5: Representacdo das amostras e 0s termos na primeira e segunda dimensdes da analise

de correspondéncia realizada em questdes de dados check-all-which-apply (CATA).
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e @ Agraddvel Colrunif%rme:
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® Macia ® Apimentado
® Corclara

F2 (29,08 %)
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T1- Adicionado de antioxidante sintético (ES - Eritorbato de Sédio); T2 - Sem adicdo de antioxidante; T3 - Com adicdo de

0,5% de extrato de marcela (M); T4 - Com adicao de 1,0% de extrato de marcela (M); T5 - Com adi¢do de 0,5% de extrato de
capim-limédo (CL); T6 - Com adi¢éo de 1,0% de extrato de capim-liméo (CL)

4 CONCLUSAO

As linguigas de frango apresentaram caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas
dentro dos padrdes de Identidade e Qualidade do Produto.

Os niveis de TBARS demostraram que 0s extrato de marcela e capim-limdo foram
eficazes em retardar a oxidag&o lipidica das linguicas de frango armazenadas a 4 °C, sendo a
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linguica adicionada de 1,0% de capim-lim&o a que apresentou a menor oxidacdo lipidica ao
longo dos 42 dias de armazenamento.

As linguicas ao longo do armazenamento apresentaram-se mais claras, o parametro b*
mostrou oxidagdo nos tratamentos com antioxidante artificial (T1) e no sem antioxidante (T2),
corroborando com os resultados de TBARS.

A anélise sensorial mostrou que as linguicas foram classificadas como “gostei
ligeiramente” a “gostei” na escala estruturada de 9 pontos. O teste de intencdo de compra
mostrou que os provadores comprariam as linguicas. Os resultados da CATA mostraram que
0 tratamento com antioxidante sintético, e os tratamentos com adi¢cdo de 1,0 % de extrato de
marcela e 0,5 e 1,0%, de extrato de capim-limao foram os grupos que receberam os melhores
atributos sensoriais, sendo 0s mais aceitos.

A utilizacdo de extrato de marcela e capim-limdo é vidvel como ingrediente em
produtos carneos visto que pode servir como antioxidante natural sem alterar a qualidade dos

produtos.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo foi realizada a extragcdo de compostos bioativos de marcela (Achyrocline
satureioides) e capim-limdo (Cymbopogon citratus) através de diferentes métodos e
condicbes de extracdo. Apds a descoberta dos extratos com maiores caracteristicas
antioxidantes de cada planta estes foram aplicados em linguicas de frango, caracterizando as
mesmas quanto a composicdo centesimal, pH, cor, oxidacdo lipidica, estabilidade
microbioldgica e atributos sensoriais durante o armazenamento.

Para os extratos de marcela obtidos pelo método convencional a temperatura de 20 °C
e 60 °C apresentaram maiores teores de fendlicos comparados a temperatura de 40 °C, para
flavonoides o aumento da temperatura ndo influenciou. J& para os extratos de capim-liméo o
extrato obtido pelo método convencional a temperatura de 20 °C apresentou maior teor de
fendlicos comparado as demais temperaturas avaliadas neste método, para flavonoides o
aumento da temperatura também néo influenciou. Para os extratos de marcela e capim-limao
obtidos pelo método de ultrassom a temperatura de 60 °C mostrou maior teor de fendlicos, da
mesma forma para flavonoides o aumento da temperatura influenciou positivamente. Em
contra partida Migliato et al. (2011) investigaram a influéncia da temperatura na extragéo de
flavonoides de folhas de Syzygium cumini (L.) Skeels, e observaram que o aumento da
temperatura afetou de forma significativa a extracdo de flavonoides. Em outro estudo,
Azevedo (2010) verificou que as condi¢cBes 6timas de operacdo para a obtencdo desses
compostos estdo na faixa de temperatura entre 50 °C a 60 °C. Tabaraki et al. (2012)
corroboram ao relatarem que a temperatura influencia o processo de extragdo, uma vez que o
calor torna a parede celular mais permeavel, aumenta a solubilidade dos compostos e o
coeficiente de difusdo do solvente.

Diferentes técnicas sdo usadas para determinar a atividade antioxidante in vitro a fim
de permitir a selecdo de substancias e matrizes puras com esta propriedade. No presente
estudo, as atividades antioxidantes dos extratos de marcela e capim-limao foram avaliadas
pelos seguintes métodos: FRAP, DPPH e ORAC. Os resultados mostraram que na extragao
pelo método ultrassom a temperatura de 60 °C o ICs, do extrato de marcela foi menor,
consequentemente a elevagcdo da temperatura aumentou a atividade antioxidante, ja para o
capim-limdo a extracdo convencional a 60 °C mostrou-se mais eficiente. A atividade

antioxidante pelo FRAP no método convencional para os extratos de marcela e capim-liméo
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ndo sofreram influencia nas temperaturas de 20 °C e 40 °C, porém houve aumento da
atividade na temperatura de 60 °C. Para a extragdo por ultrassom ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) entre as temperaturas testadas para ambas as ervas. Para o método de
ORAC a temperatura que favoreceu a extracdo dos compostos bioativos da marcela e capim-
liméo foi de 60 °C pela extragdo por ultrassom.

A atividade antioxidante maxima pelo DPPH para a marcela foi maior no método
ultrassom a 60 °C. Ja para o capim-limdo o DPPH foi maior no método convencional nas
temperaturas de 20 e 60 °C. Segundo Melo et al. (2008) a capacidade antioxidante pode ser
considerada forte, quando o percentual de sequestro do radical DPPH apresentar valores
acima de 70%, e moderado quando atingir valores entre 50 e 70%. Com isso, todos 0s
extratos de marcela obtidos possuem atividade antioxidante forte e os extratos de capim-liméo
obtidos pelo método convencional possuem atividade antioxidante forte, enquanto que os
obtidos pelo método ultrassom possuem atividade intermediéria.

O extrato de marcela apresentou inibicdo frente a todas as cepas avaliadas, Salmonella
sp. (10,25+0,24), Staphylococcus aureus (21,70+0,20) e Escherichia coli (13,40£0,15), assim
como o extrato de capim-limdo, Salmonella sp. (10,02+0,04), Staphylococcus aureus
(10,60+0,27) e Escherichia coli (9,30+0,14). Segundo Mothana & Lindequist (2005), halos de
inibicdo de 8 a 13 mm de tamanho sdo considerados extratos com poder de agéo
moderadamente ativos, ja halos de inibicdo >14 mm de tamanho sdo extratos muito ativos. O
extrato de marcela é muito ativo frente as cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
e moderadamente ativo frente a Salmonella sp.. O extrato de capim-limdo pode ser
considerado com acdo moderada frente a todas as cepas analisadas. De acordo com Souza et
al. (2002) e Lambert et a. (2001), os resultados deste estudo sugerem que oS componentes
quimicos das plantas sejam os responsaveis por tal acdo frente as bactérias analisada sendo,
para a marcela, os flavondides, quercetina, 3-O-metilquercetina e luteolina e para o capim-
lim&o a presenca do citral (composto formado pela mistura dos isdmeros geranial e neral).

As linguigas de frango apresentaram caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas
dentro dos padrfes adequados pela legislagdo brasileira. Em relagdo a umidade, gordura e
carboidratos, este estudo ndo encontrou diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos.
Possivelmente os valores aproximados devem-se a elaboragdo do produto que partiu de uma
mistura homogénea com quantidades iguais de matéria-prima e ingredientes.

Os valores médios de pH obtidos ficaram na faixa entre 5,81 e 6,07 nos diferentes
tratamentos analisados, apresentando diferenca estatistica significativa entre os tratamentos

somente no dia 28° dia de armazenamento. Os valores normais para coxa de frango séo de pH
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entre 6,4 e 6,7 e também para carne de peito e coxa de frangos valores de 5,94 e 6,10,
respectivamente (Olivo, 2006). Enquanto que para carne de sobrecoxa desossada
manualmente, utilizadas neste estudo, um pH de aproximadamente 5,8 a 6,2 (Beraquet, 2000).
Portanto, os resultados de pH mantiveram-se em media dentro dos valores normais citados
pela literatura.

Os valores de atividade de agua (Aa) das linguicas de frango variaram de 0,96 a 0,97.
Segundo Ribeiro e Saravalli (2004), os resultados da atividade de agua mostram que as
linguicas de frango sdo consideradas alimentos de alta atividade de agua, o que favorece o
crescimento de microrganismos. Observou-se diferenca significativa, entre os tratamentos,
somente no ultimo dia de armazenamento, onde ocorreu uma leve tendéncia ao decréscimo
nos valores. Esses resultados corroboram com Andrés (2005) que ao determinar a atividade de
agua em linguicas de frango com baixo teor de gordura, relatou declinio nos valores ao final
do armazenamento.

Os niveis de TBARS tenderam a aumentar ao longo do tempo. Resultado semelhante
foi encontrado por Brannan (2008) que verificou aumento significativo nos valores de
TBARS de carne de frango, durante armazenamento refrigerado. Os tratamentos com 0,5 e
1,0% de capim-limédo obtiveram os menores resultados para a oxidacéo lipidica das linguicas
de frango, durante todo o periodo de armazenamento, a linguica de frango adicionada de 1,0%
de capim-limao apresentou a menor oxidacao lipidica ap6s os 42 dias de armazenamento.

No final do armazenamento todos os tratamentos, inclusive o controle, apresentaram
valores superiores para L* se comparado com o inicio do experimento, indicando um produto
mais claro. O comportamento do parametro de cor b* corrobora com os valores de TBARS,
pois os tratamentos com adi¢cdo de antioxidante sintético (T1) e sem adicdo de antioxidante
(T2) foram os que apresentaram maior oxidacdo lipidica. O processo de oxidacdo tende a
aumentar a cor amarela de produtos pela rancidez (GARCIA-ESTEBAN; ANSORENA;
ASTIASARAN, 2004).

Os valores obtidos para Staphylococcus coagulase positiva, Samonella sp.,
Clostridium sulfito redutor e coliformes fecais apresentaram-se dentro dos limites de
tolerancia estabelecidos pela RDC n° 12 de 2 de janeiro de 2001, para todos os tratamentos,
demonstrando que o processamento foi realizado em condi¢cdes adequadas de higiene e
respeitando as boas praticas de fabricacdo (BRASIL, 2001).

A analise sensorial mostrou que as linguicas foram classificadas como “gostei
ligeiramente” a “gostei” na escala estruturada de 9 pontos. O teste de intencdo de compra

mostrou que os provadores comprariam as linguicas. Os resultados da CATA mostraram que
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0 tratamento com antioxidante sintético, e os tratamentos com adi¢do de 1,0 % de extrato de
marcela e 0,5 e 1,0%, de extrato de capim-limé&o, foram os grupos que receberam os melhores
atributos sensoriais, sendo 0s mais aceitos.

A utilizacdo de extrato de marcela e capim-limdo é viavel como ingrediente em
produtos carneos visto que pode servir como antioxidante natural sem alterar a qualidade dos

produtos.
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6 CONCLUSAO

De um modo geral, a extracdo assistida por ultrassom pode ser melhor para obtencéo
de extratos de marcela, que sdo ricos em compostos bioativos com alta atividade antioxidante.
Para o capim-liméo a extragdo convencional foi melhor na obtengéo desses compostos. Os
resultados demonstram ainda que a temperatura de 60 ° C apresentou maior rendimento de
extracdo para ambas as ervas.

A marcela e o capim-limdo apresentam acdo antimicrobiana frente a cepas de
Salmonella sp., Escherichia coli, e Staphylococcus aureus. A avaliacdo da capacidade
antimicrobiana em linguica frescal de frango do extrato de capim-limdo demonstrou que a
concentracdo de 1,0%, prolongou a vida de prateleira do produto até o vigésimo primeiro dia
guanto o crescimento de aerdbios mesofilos e protegeu contra o crescimento de bactérias
psicotroficas durante todos os 42° dias de armazenamento do produto.

As linguicas de frango apresentaram caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas
dentro dos padrdes adequados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Néo
houve interferéncia da adicdo dos extratos sobre pH e atividade de agua das linguicas de
frango em relagéo ao controle.

Os niveis de TBARS demostraram que os extrato de marcela e capim-limdo foram
eficazes em retardar a oxidacdo lipidica das linguicas armazenadas a 4 °C, sendo a linguica de
frango adicionada de 1,0% de capim-limdo a que apresentou a menor oxidacado lipidica apds
0s 42 dias de armazenamento.

No final do armazenamento todos os tratamentos, inclusive o controle, apresentaram
valores superiores para L*, indicando um produto mais claro. O parametro b* mostrou
oxidagéo nos tratamentos com antioxidante artificial e no sem antioxidante corroborando com
0s resultados de TBARS.

Os valores obtidos para Staphylococcus coagulase positiva; Samonella sp.;
Clostridium sulfito redutor e coliformes fecais apresentaram-se dentro dos limites de
tolerancia estabelecidos pela RDC n° 12 de 2 de janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para todos 0s tratamentos.

A andlise sensorial mostrou que as linguicas foram classificadas como “gostei
ligeiramente” a “gostei” na escala estruturada de 9 pontos. O teste de intencdo de compra
mostrou que os provadores comprariam as linguigas. Os resultados da CATA mostraram que

o0 tratamento com antioxidante sintético, e os tratamentos com adicéo de 1,0 % de extrato de
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marcela e 0,5 e 1,0%, de extrato de capim-limdo foram o0s grupos que receberam os melhores
atributos sensoriais, sendo 0s mais aceitos.

Desse modo, devido o baixo custo de obtencdo e a grande disponibilidade na flora, a
marcela e o capim-limdo podem ser considerados uma promissora fonte natural de obtencéo
de extratos ricos em compostos antioxidantes, sendo viaveis como ingredientes em produtos
carneos visto que podem servir como antioxidantes naturais sem alterar a qualidade dos

produtos.
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APENDICES
APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo intitulado “Potencial antioxidante de extratos de
marcela (Achyrocline satureioides) e capim-limdo (Cymbopogon citratus) para aplicacdo em produto carneo”,
gue tem como objetivo a extracdo de compostos bioativos da Marcela e Capim-limdo métodos e posterior
aplicacdo em Linguica de Frango.

Procedimentos a serem realizados

Serdo oferecidas a vocé amostras de linguicas e solicitado que vocé assinale utilizando a escala
hedbnica os atributos como: aparéncia global, cor, odor, sabor e textura. Apds vocé responde a questdo se
compraria ou ndo o produto em questo.

Riscos possiveis e benéficos esperados

Fica claro que vocé ndo € obrigado a participar do projeto. No caso de recusa vocé ndo terd nenhum tipo
de prejuizo. A qualquer momento da pesquisa vocé é livre para retirar-se da mesma. No caso de aceite, fica claro
que os produtos oferecidos sdo seguros e de boa qualidade, ndo havendo prejuizos ou riscos a saude, mas
poderdo ocorrer alguns desconfortos em relagdo ao sabor e odor na hora de provar. Ndo haverd beneficio
financeiro pela sua participacfo e nenhum custo para vocé. Vocé ndo tera beneficios diretos, entretanto, ajudara a
comunidade cientifica na construcdo do conhecimento sobre as caracteristicas sensoriais de um novo produto
com maior prazo de validade.

Confidencialidade

Os dados obtidos com esta pesquisa serdo publicados em revistas cientificas reconhecidas. Os seus
dados serdo analisados em conjunto com os demais participantes, assim ndo aparecerdo informagdes que possam
Ihe identificar, sendo mantido o sigilo de sua identidade. Apds a pesquisa os dados serdo destruidos.

Utilizacdo dos dados obtidos

Os pesquisadores responsaveis pelo estudo sdo o Prof. Dr. Nelcildo Nascimento Terra e Caroline
Pagnossim Boeira, aluna do Programa de P6s-Graduagdo e Ciéncia e Tecnologias dos Alimentos da UFSM. Em
qualquer etapa do estudo vocé tera acesso aos pesquisadores responsaveis pelo estudo para esclarecimento de
eventuais duvidas. Este estudo obteve aprovacdo junto ao Comité de ética em Pesquisa da Universidade Federal
de Santa Maria, com o protocolo n® 67063317.1.0000.5346

Telefones para contato com a pesquisadora
e Caroline Pagnossim Boeira (55) 9966-2856

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para
mim. Ficaram claros para mim quais sdo os objetivos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também
que minha participacdo é isenta de despesas. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei
retirar meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades e prejuizos.

Ainda, declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
sujeito da pesquisa ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do participante Assinatura do responsavel pelo estudo

Santa Maria, de de 2017.

Comité de Etica em Pesquisa (CEP/UFSM) — Avenida Roraima, 1000 — Prédio da Reitoria — 7° andar — Sala 702,
Cidade Universitaria, Bairro Camobi, 97105-900, Santa Maria — RS



APENDICE B

Ficha de avaliacdo Sensorial

Nome:

Idade: ( ) 17-30 ( )31-50

()+51

Data: _/ / Sexo:( )F ()M

Assinale os termos que descrevem as caracteristicas apropriadas para cada amostra de linguica

avaliada:

99

Caracteristicas

AMOSTRA
253

AMOSTRA
368

AMOSTRA
475

AMOSTRA
520

AMOSTRA
617

AMOSTRA
728

Gordurosa

Cor escura

Cor estranha
Cor clara

Cor uniforme
Umida

Sabor de frango
Sabor oxidado
Sabor de ervas
Tempero ideal
Suculenta
Salgada

Sem sal
Apimentado
Consistente
Macia

Seca
Borrachenta

Agradavel

()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()

()
()
()
()
()
()
()
()
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APENDICE C

Ficha de avaliacdo Sensorial

Nome:

Data:_/ / Sexo:( )F ()M

Idade: ( )17 -30 ()31-50

100

Vocé esta recebendo seis amostras de linguica de frango, por favor, prove-as e assinale, através da escala, 0 quanto gostou ou desgostou dos seguintes atributos do produto:

ESCALA

(9) GOSTEI MUITISSIMO

(8) GOSTEI MUITO

(7) GOSTEI MODERADAMENTE

(6) GOSTEI LIGEIRAMENTE

(5) INDIFERENTE

(4) DESGOSTEI LIGEIRAMENTE

(3) DESGOSTEI MODERADAMENTE
(2) DESGOSTEI MUITO

(1) DESGOSTEI MUITISSIMO

AMOSTRA

ATRIBUTOS

COR

ODOR

TEXTURA

APARENCIA

Em relacéo a sua intencdo de compra vocé:

(5) Certamente compraria

(4) Provavelmente compraria

(3) Tenho davidas se compraria
(2) Provavelmente ndo compraria
(1) Certamente ndo compraria

AMOSTRA

AN AN AN AN AN/
N N N N N N




