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RESUMO
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Universidade Federal de Santa Maria

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIOXIDANTE
DE EXTRATOS DE CAQUI (Diospyros kaky L.) PARA PROTECAO

DE PRODUTOS CARNEOS
AUTORA: Liana Inés Guidolin Milani
ORIENTADOR: Nelcindo Nascimento Terra
CO-ORIENTADORA: Leadir Lucy Martins Fries
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 21 de setembro de 2012.

As alteracOes microbianas e oxidativas indesejaveis que podem ocorrer na carne ou nos
produtos carneos causam perda de qualidade e conseqiiente desvalorizacdo comercial. O consumo
de produtos carneos tem causado preocupacdo nos consumidores pela presenga de conservantes
sintéticos, os quais sdo questionados freqiientemente devido aos riscos de apresentarem efeitos
colaterais maléficos a saude. Com o intuito de controlar as referidas alteragfes, pesquisas tém sido
desenvolvidas, com o propésito de estudar fitoquimicos naturais, obtidos de diversos substratos
vegetais, 0s quais além de terem a preferéncia dos consumidores, também possuem a capacidade de
atuarem como auxiliares na prevencdo de doencas. Aos compostos fendélicos tem sido atribuida
atividade antimicrobiana e antioxidante, e considerando tal capacidade foi utilizado neste estudo o
caqui (Diospyros kaky L.) que é rico em polifendis. Inicialmente foi comparada a atividade antioxidante
dos extratos hidroetandlicos de Diospyros kaki L. das cultivares Quioto e Rama Forte em carne de
frango e verificado o efeito dos mesmos sobre a cor e as caracteristicas sensoriais das amostras. O
extrato hidroetandlico bruto de caqui da cultivar Rama Forte, que apresentou maior teor de compostos
fendlicos, maior atividade antioxidante e que nédo interferiu nas caracteristicas sensoriais da carne de
frango foi empregado nos testes posteriores. O extrato hidroetandlico de caqui da cultivar Rama Forte foi
fracionado usando solventes com diferentes polaridades (n-hexano, cloroférmio e acetato de etila) e
submetido juntamente com as fragBes hexanica, cloroférmica, de acetato de etila e a fragcdo residual a
determinacdo de compostos fendlicos totais, atividade antioxidante e antimicrobiana in vitro. Também foi
verificada a atividade antioxidante dos mesmos em carne bovina e comparada com a atividade do extrato
oleoso de alecrim (Chr. Hansen®). O extrato e/ou fracbes mais eficientes foram avaliados quanto a
atividade antioxidante e antimicrobiana, bem como quanto a influencia sobre as caracteristicas
sensoriais e a cor de produtos carneos (hamburguer e salame). Com base nos resultados obtidos
pode-se verificar que o extrato hidroetandlico bruto de caqui da cultivar Rama Forte, bem como as
fracdes residual e a de acetato de etila apresentaram atividade antioxidante na carne bovina durante o
periodo de armazenamento, mas nao apresentaram atividade antimicrobiana. Nas amostras de
salame, o extrato hidroetandlico bruto de caqui da cultivar Rama Forte também apresentou atividade
antioxidante e ndo alterou as caracteristicas sensoriais nem as contagens microbianas realizadas
apos o periodo de processamento do salame. J& no hamburguer congelado o extrato hidroetanélico
bruto de caqui da cultivar Rama Forte e as fracdes residual e de acetato de etila, quando utilizados
nas concentracdes de 0,5 e 0,7%, ndo demonstraram potencial antioxidante e antimicrobiano, e ndo
interferiram nas caracteristicas sensoriais das amostras, enquanto que a fracao acetato de etila (0,5 e
0,7%) contribuiu na retencdo e estabilidade da cor vermelha das amostras de hamburguer de carne
bovina durante o periodo de armazenamento do produto congelado. Desta forma, com base nos
resultados obtidos parece adequado supor que o extrato hidroetandlico bruto de caqui da cultivar
Rama Forte e as fracbes residual e de acetato de etila apresentam potencial antioxidante, mas
estudos mais aprofundados devem ser realizados principalmente no que se refere a atividade
antioxidante em produtos carneos congelados.

Palavras-chave: Compostos fendlicos. Extratos naturais. Caqui. Diospyros kaky L.. Hamburguer.
Salame.
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Microbial and oxidative changes occurring in meat and meat products cause loss of quality
and consequent commercial devaluation. The consumption of meat products has caused concern
among consumers by the presence of chemical preservatives, which are often questioned because of
the risk of harmful side effects to health. In an attempt to control microbial and oxidative changes,
researches have been performed with the purpose of isolating natural phytochemicals obtained from
various plant substrates, which besides having the preference of the consumers, also have the ability
to act helping in the prevention of diseases. Antioxidant and antimicrobial activities have been
attributed to the phenolic compounds; persimmon (Diospyros kaky L.) was used in this study since it is
rich in polyphenols. Initially, we compared the antioxidant activity of hydroethanolic extracts of
Diospyros kaki, L. of the cultivars ‘Quioto’ and ‘Rama Forte’ in chicken meat. The effect of these
cultivars on the color and sensory characteristics of the samples was also verified. The crude
hydroethanolic extract of persimmon cv. ‘Rama Forte’ was used in subsequent tests since it showed a
higher content of phenolic compounds, higher antioxidant activity, and it did not affect the sensory
characteristics of chicken meat. The hydroethanolic extract of persimmon cv. ‘Rama Forte’ was
fractionated using solvents with different polarities (n-hexane, chloroform, and ethyl acetate) and
subjected along with the hexane, chloroform, and ethyl acetate fractions and the residual fraction to
the determination of total phenolic compounds as well as antimicrobial and antioxidant activity in
vitro. The antioxidant activity in beef was verified and compared with the activity of the oily extract of
rosemary (Chr. Hansen ®). The extract and/or the most efficient fractions were evaluated for
antioxidant and antimicrobial activity as well as for the influence on the sensory characteristics and
color of meat products (beef burgers and salami). Based on the results obtained, the crude
hydroethanolic extract of persimmon cv. ‘Rama Forte’ and the residual and ethyl acetate fractions
showed antioxidant activity in beef during the storage period, however, no antimicrobial activity was
observed. In the salami samples, the crude hydroethanolic extract of persimmon cv. ‘Rama Forte’ also
showed antioxidant activity and did not alter the sensory characteristics or microbial counts performed
after the manufacturing period of the salami. In the frozen beef burgers, crude hydroethanolic extract
of persimmon cv. ‘Rama Forte’ and residual and ethyl acetate fractions, when used in the
concentrations of 0.5 and 0.7%, did not show antioxidant potential or antimicrobial characteristics.
Moreover, they did not interfere in the sensory samples. However, the ethyl acetate fraction (0.5 and
0.7%) contributed to the retention and stability of the red color of the samples of beef burgers during
the storage of the frozen product. Thus, based on the results obtained, it seems appropriate to
assume that the crude hydroethanolic extract of persimmon cv. ‘Rama Forte’ as well as residual and
ethyl acetate fractions have antioxidant potential. Further studies should be performed mainly in
relation to the antioxidant activity in frozen meat products.

Keywords: Phenolic compounds. Natural extracts. Persimmon. Diospyros Kaky L.. Burger Beef.
Salami.






LISTA DE ILUSTRACOES

Artigo 1

FIGURA 1 - Inibicdo da oxidacao lipidica nas amostras de carne de frango
adicionadas dos extratos hidroetanolicos durante 14 dias de armazenamento

= O ol I ) P SESEURUURRR 52

Artigo 2

FIGURA 1 - Atividade antioxidante do extrato hidroetandlico bruto de caqui,

de suas frac6es e do extrato oleoso de alecrim pelo método de capacidade

de sequestro do radical DPPH. ..o 61
FIGURA 2 - Placa de Petri com halo de inibicdo do crescimento microbiano
frente ao disco impregnado com cloranfenicol 30ug (C+), discos com o extrato

em 3 repeticdes (R) e disco com agua destilada (controle negativo, C-). ........ 62

Artigo 3

FIGURA 1 - Inibicdo da oxidacao lipidica em amostras de carne bovina

tratadas termicamente e adicionadas do extrato hidro etandlico de caqui cv.

Rama Forte, de suas fracOes e do extrato oleoso de alecrim durante o

periodo de armazenamento @ 5°C (21 °C). woovvvviieeieiieeiiee e 89
FIGURA 2 - Valores médios da contagem de microrganismos aerobios

mesofilos das amostras de carne bovina controle e das submetidas aos

diferentes tratamentos no zero e 20° dia de armazenamento a5 °C. .............. 90

Artigo 4

FIGURA 1 - Valores médios de TBARS das amostras de salames controle

e das adicionadas do extrato hidro etandlico bruto de caqui cv. Rama Forte

e do extrato oleoso de alecrim durante o periodo de armazenamento. ........... 116






LISTA DE TABELAS

Artigo 1

TABELA 1 - Quantidade de compostos fendlicos totais nos extratos
hidroetandlicos de caqui cv. Quioto, cv. Rama Forte e erva-mate. ............
TABELA 2 - Valores médios do indice de TBARS das amostras de carne
de frango controle e das adicionadas dos extratos hidroetandlicos durante
o0 periodo de armazenamento a 4 °C (21 °C). ...ueeveeeriiiiiiiieeeeeeiiieeee e
TABELA 3 - Médias das notas da analise sensorial (cor, aroma, sabor

e textura) das amostras de carne de frango moida pertencentes ao grupo
controle e aos grupos submetidos aos diferentes tratamentos, apos 4 dias
de armazenamento em congelamento a-18 °C. ...........ccceeeeeiviieeeeiiviiinnnnnnns
TABELA 4 - Médias dos parametros L*, a* e b*, entre as amostras de carne
de frango controle e as adicionadas dos extratos hidroetandlicos durante o
periodo de armazenamento a 4 °C (£1 °C). ..oovevvvveeiiiiiiiiie e eeeee e

Artigo 2

TABELA 1 - Quantidade de compostos fendlicos totais e valores de 1Csy do
extrato hidroetandlico bruto de caqui, das fracées e do extrato oleoso de

=1 [>T 03 ] o RSP

Artigo 3

TABELA 1 - Valores médios de TBARS das amostras de carne bovina
controle e das adicionadas dos diferentes extratos durante o periodo de
armazenamento @5 %C (L OC) covvviiiiiiiiiiiiiieee e
TABELA 2 - Médias dos parametros L*, a* e b*, das amostras de carne
bovina controle e das adicionadas do extrato hidroetanélico bruto de caqui
cv. Rama Forte, de suas fragdes e do extrato oleoso de alecrim durante o
periodo de armazenamento a5 °C (1 %C). ..oovviiviveiiiriiiiiiiiiee e e e eee e,

Artigo 4

TABELA 1 - Quantidade de compostos fendlicos totais do extrato hidro
etandlico bruto de caqui cv. Rama Forte e do extrato oleoso de alecrim. ......
TABELA 2 - Valores médios da contagem de bactérias laticas,
Staphylococcus coagulase negativa e positiva, coliformes a 35°C e 45 °C; e
pesquisa de Salmonella sp. das amostras de salame controle e das
adicionadas do extrato hidro etandlico de caqui cv. Rama Forte e do extrato
oleoso de alecrim durante o periodo de fabricag@o. ..........cccccceeiiiiiiiiiieennnee.
TABELA 3 - Valores médios da atividade de agua, pH, perda de peso e
TBARS das amostras de salame controle, das adicionadas do extrato hidro
etandlico bruto de caqui cv. Rama Forte e do extrato oleoso de alecrim
durante o periodo de fabriCaga0. ..........cooiiiuiiiiiiiiiiiie e
TABELA 4 - Médias dos parametros L*, a* e b*, das amostras de salame
controle e das adicionadas do extrato hidro etandlico bruto de caqui cv.

Rama Forte e do extrato oleoso de alecrim durante o periodo de fabricacao. .

TABELA 5 - Valores médios das notas de aceitacdo sensorial para cor,
aroma, sabor e textura dos salames controle e dos adicionados do extrato

hidro etandlico bruto de caqui cv. Rama Forte e do extrato oleoso de alecrim .

52

53

54

55

61

87

88

112

113

114

115

116






Artigo 5

TABELA 1 - Valores médios da pontuagdo dos provadores para os atributos

de cor, aroma, sabor e textura dos hamburgueres padréo, controle e

adicionados doS extratoS €M LESTE. .......uuiiiiiiei e 123
TABELA 2 - Valores médios para a luminosidade (L*), cor vermelha (a*), cor
amarela (b*) e tonalidade cromética (h*) na superficie dos hamburgueres

padréo, controle e adicionados dos extratos em teste durante o periodo de
armazenamento de 14 meses a -25 %C (1 %C). .oovuruuirvrmiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeiieens 124

Artigo 6

TABELA 1 - Valores médios da contagem de Staphylococcus coagulase

positiva, Clostridium sulfito redutores a 46 °C, coliformes totais, coliformes
termotolerantes e pesquisa de Salmonella sp., das amostras de hamburguer
submetidas aos diferentes tratamentos logo apos a sua elaboracéo. .............. 138
TABELA 2 - Valores médios da contagem de microrganismos aerobios

mesofilos e psicrotroficos das amostras de hambuarguer controle e das

submetidas aos diferentes tratamentos durante o periodo de armazenamento

A =25 O, ittt — ittt e e e e e e e e e e e e e e e aaanrrrraaaees 139
TABELA 3 - Valores médios do teor de umidade, cinzas, proteinas e

lipideos da massa carnea pronta para a elaboragdo dos hamburgueres

controle, padréo e dos diferentes tratamentos. .........ccccceeieiiiieiieeeeeeeiieeeeeeeiiians 140
TABELA 4 - Valores médios de TBARS e pH das amostras de hamburguer

controle e das submetidas aos diferentes tratamentos durante o periodo de
armazenamento 8 -25 OC. ... e 141






SUMARIO

1 INTRODUGAOD . .....ccuiiiiiteite ettt ettt ettt ettt ere e eae e 25
2 OBIETIVOS. ..ot e e 27
2.1 ODJELIVO GOIaAl. oo 27
2.2 ObjetivoS €SPECITICOS . iiiiiiiiiiiiiiiee e 27
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA......ei ettt 29
3.1 Microbiologia da carne € produtoS CArNEO0S........uvvvveeeviiieiieeeeeniiiinies 29
I @ )'{[o = To2= To J 1] o] (o Lo VPP P TP P PP PP PPPPPPPPPPPRPPPPP 30
3.3 ANLIOXIAANTES . .ceeeieeeiiiee e 33
3.4 EXIratoS VEQEIAIS ..uuuuuuieiiie ettt 34
3.5 Extratos vegetais como antioxidantes e antimicrobianos................... 36
4 ARTIGOS CIENTIFICOS. ...ttt ettt 47

4.1 Artigo 1 - Oxidacao lipidica, caracteristicas sensoriais e cor da
carne de frango adicionada de extratos de caqui (Diospyros kaki, L.) e

submetida a tratamento térmico. ...........cooovviiiiiii i 47
RESUIMIO L.t e et e e e e b e e e et e e e e eaaes 48
N 1S 1 = T A 49
T 1o o 11 o> o NSRS 50
MatErial € IMETOUOS ... iiieei et e e e e e e e e e e e et e e reaaeeeeenas 50
RESUItATOS € DISCUSSAD ...euuniiiiiiiiiitiiee it ee et e et e et e e et e e e et e e s e b e e s eaaeeeeaans 51
(O] o (o1 11157 Vo 1 55
Referéncias BibliografiCas ..........cccooeviiiiiiiiiecce e 55
4.2 Artigo 2 - Atividade antioxidante e antimicrobiana in vitro de

extratos de caqui (Diospyros kaki L.) cv. Rama Forte .............cccccceeveeeeenn. 57
ST U 1 10 58
Y o 15) = o TSR 58
INETOTUGED ...t e e e e e e e e e e e 59
Material € METOUOS .......coeviiiiiiie et e e e et e e e e e e eaaaaas 59
RESUIAUOS € DISCUSSAD ....cvuiiiiiiiiiiiiieeieee et ee e e e et e st e e eeaa e eaaaeeaaeeeaneasanaes 60
(7o) 0 1¢] [V ST To TR TR 62
Referéncias BibliografiCas ..........cooooiiiiiiiiiiiiiiie e 63

4.3 Artigo 3 - Efeito dos extratos de caqui (Diospyros kaki L.) cv.
Rama Forte na oxidagdao lipidica, crescimento microbiano e na cor da

carne bovina tratada termiCamente. .......cooviiiiiiiiiiiicrerr e 65
RESUMIO .t e e e e e e 66
Y 0151 =T PP 66
INETOTUGED ...t e e e e e e e e e e e e e e 67
Material € MELOUOS .......uuuuuiiiiiie e 69
RESUItAA0S € DISCUSSEO ...uuuuuiiiiiieieeeii ittt e e e e et 72
(70T [od 11 15T To TSP 80
Referéncias BibliografiCas ..........ccoooeeiiiiiiiieeie e 81
4.4 Artigo 4 - Aplicacao de extrato de caqui (Diospyros kakiL.) cv. Rama

Forte em salame tipo Italiano. ..............ccccooiiiiiiiiiiiiiee 91
RESUMIO . e e e e 92
Y 01 1 =T P UPSURRR 92
INETOTUGEID ...t e e e e e e e e e e e e 93

[ N LAY, =) (o Yo (o T 95






RESUItAdOS € DISCUSSED ...ceeeeiiieieeieiiiiiiiiiiiiiiiit ettt e e e e e e e e e e e e e e es s nebbae e 99
(0] o Tod 1§ 17= To L PSSR UUPPPPPTRUTPPPPPPIN 106
Referéncias BiblIOGrafiCas ........cccooieieeiiiiiieeeeee e 106
4.5 Artigo 5 - Efeito de extratos de caqui (Diospyros kaki L.) cultivar

Rama Forte e do extrato oleoso de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) nas
caracteristicas sensoriais e na estabilidade da cor de hamburguer de

carne bovina congelado. ......ccveviiiiii 117
RESUMIO .t 118
Y 015 1 =T P RRPRSRR 119
REFEIENCIAS ....ceeviiie e et e e et e e e e eeaaes 126
4.6 Artigo 6 - Antioxidante natural de caqui (Diospyros kakiL.) para a

conservacao de hamburguer de carne bovina.................cccociiiiiis 127
RESUIMO . et e e e et e e et e e e et e e e aaa e eeees 127
ADSIIACT ..o e aaaan 128
1 (oo 11 o> Vo NS 128
Material € MELOUOS ......uuuieiiiii e e e e e e 129
RESUItAA0S € DISCUSSEOD ....uuiiieeieeeeiieiieeeeeeeie e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeeeaas 131
(0] [od 11 15T Lo TSP RPRPPPRTN 134
Referéncias BIiblIOGrafiCas ...........ccoiiiiiiiiiiiiie e 134
B DISCUSSAD. ...ttt ettt ettt te bbb re st st e st sneneeaeanas 143
B CONCLUSODES ...ttt ettt e et e st n s eae e s ee e 157

REFERENCIAS . ..ot e e et e et e e e e ettt e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e aaan, 159






1 INTRODUCAO

A carne ou produtos carneos, devido ao seu conteido de umidade e demais
nutrientes, sdo alimentos bastante susceptiveis a alteracdes de ordem fisico-quimica
e microbioldgica (ARAUJO, 2008). A deterioragcdo de alimentos por origem
microbiana € um problema constante nas industrias alimenticias e neste sentido tem
sido uma das preocupacdes, considerando-se causas de perdas dos alimentos,
diminuicdo da produtividade e de danos a saude humana (ALMEIDA et al., 2008).

Os produtos da oxidacéo lipidica, também s&o indesejaveis, ndo somente
pela reducdo do tempo de vida-util e alteracBes sensoriais dos alimentos carneos,
mas também, pela destruicdo de constituintes essenciais deste alimento, como 0s
acidos graxos, ocasionando decréscimo do valor nutricional e formacdo de
compostos toxicos para a saude humana (KARPINSKA; BOROWSKI; OZIEWICZ,
2001; MELO; GUERRA, 2002)

Com o intuito de conservar e aumentar o prazo de validade dos produtos
carneos sao utilizados aditivos quimicos sintéticos. No entanto, os consumidores
tendem a evitar produtos que apresentem em sua cOmposiCao conservantes de
origem sintética. Desta forma, existe uma tendéncia cada vez maior de utilizar
aditivos naturais (ALMEIDA et al., 2008) e se faz necessério estudar novos agentes
que permitam a substituicdo racional dos conservantes sintéticos comumente
utilizados e possibilitar sua insercéo nos sistemas de conservacao de alimentos.

Alguns produtos conhecidos como fitoquimicos, extraidos de diferentes
vegetais, tem demonstrado potencial para preservacdo de alimentos, os quais tém
comprovado propriedades antimicrobianas e antioxidantes (HSIEH; MAU; HUANG,
2001; WONG,; KITTS, 2006; ALMEIDA et al., 2008). Alguns estudos tém avaliado o
efeito de extratos vegetais contra alteracbes microbianas e oxidativas em produtos
carneos (MILANI et al., 2001; TERRA et al., 2008; XI et al., 2012), sendo que a
importancia dos compostos fendlicos nesta atividade é destacada (WONG; KITTS,
2006; ASOLINI ; TEDESCO; CARPES, 2006).

Neste contexto, o caqui (Diospyros kaky L.) contém alto teor de polifendis,
entre estes 0s taninos que apresentam atividade antimicrobiana e antioxidante
(SCALBERT, 1991; GU et al., 2008). Katsube et al. (2004) estudaram a atividade

antioxidante do extrato etanélico de 52 plantas comestiveis, através da capacidade
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de sequestro de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e do teste de oxidacao da
lipoproteina de baixa densidade (LDL), sendo que o caqui adstringente (Diospyros
kaki L.) estava entre as quatro plantas que apresentaram maior atividade, enquanto
gue o caqui ndo adstringente mostrou pequena atividade antioxidante. Os autores
também verificaram que as amostras com maior teor de compostos fendlicos
apresentaram tendéncia a ter alta atividade sequestradora de radical DPPH e alta
atividade antioxidante no ensaio de oxidacdo da LDL. Em geral tem sido verificado
gue frutos de cultivares de caquis adstringentes possuem maior teor de compostos
fendlicos que as cultivares ndo adstringentes (SUZUKI et al., 2005; GIORDANI et al.,
2011).

Considerando o0 exposto este trabalho teve por objetivo quantificar os
compostos fendlicos totais nos extratos hidro etandlicos de caqui da cultivar Quioto
(ndo adstringente) e Rama Forte (adstringente), assim como comparar a atividade
antioxidante destes extratos em carne de frango e verificar o efeito na cor e nas
caracteristicas sensoriais da mesma. O extrato de caqui da cultivar que demonstrou
melhor atividade antioxidante foi empregado em testes posteriores. Caracterizou-se
o efeito antimicrobiano e antioxidante in vitro e em produtos carneos do extrato
hidroetandlico bruto de caqui da cultivar selecionada e também das fracbes de
compostos obtidos do referido extrato através do fracionamento com solventes de
diferentes polaridades. O fracionamento do extrato hidroetandlico bruto visou isolar
0s principios ativos potencializando sua acédo e minimizando a interferéncia sobre as
caracteristicas sensoriais dos produtos carneos.

Pretendeu-se determinar o extrato e/ou as fragbes com maior capacidade
antimicrobiana e antioxidante in vitro e em carne, bem como verificar sua atividade
antimicrobiana e antioxidante em produtos carneos como salame e hamburguer.
Também determinar a possivel interferéncia nas caracteristicas sensoriais dos

produtos cérneos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Obter extratos naturais a partir de frutos de Diospyros kaki L. para adicdo em
produtos carneos, avaliando sua atividade antioxidante e antimicrobiana; bem como

a aceitacao sensorial nos produtos carneos elaborados.

2.2 Objetivos especificos

- Elaborar extratos hidroetandlicos brutos de caqui da cultivar (cv.) Quioto e
Rama Forte e determinar o teor de compostos fendlicos totais;

- Verificar o efeito da adi¢cdo de extratos hidroetandlicos brutos de caqui da
cultivar Quioto e Rama Forte em carne de frango submetida a moagem, adicionada
de NaCl e tratada termicamente, e comparar com o extrato hidroetandlico de llex
paraguariensis L. (erva mate);

- Selecionar entre as cultivares de caquis estudados a que apresentar maior
atividade antioxidante e menor interferéncia sobre a cor e as caracteristicas
sensoriais da carne de frango;

- Elaborar extrato hidroetandlico bruto a partir de frutos da cultivar de caqui
selecionada e fraciona-lo através do emprego de solventes de polaridade crescente;

- Determinar a concentragdo de compostos fendlicos totais dos extratos hidro
etandlicos brutos e das fracdes obtidas;

- Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante in vitro do extrato
hidroetandlico bruto de caqui da cultivar selecionada e de suas fracoes;

- Avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana do extrato hidroetandlico
bruto de caqui da cultivar selecionada e de suas respectivas fragbes em carne
bovina;

- Selecionar o extrato hidroetandlico bruto e/ou as fracbes do extrato que
apresentaram boa atividade antioxidante e/ou antimicrobiana in vitro e na carne
bovina para comprovar sua acao em produtos carneos como salame e hambdurguer;

- Avaliar a aceitacao das formulacfes dos produtos carneos adicionados de

extratos através de andlise sensorial.






3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microbiologia da carne e produtos carneos

As carnes sdo produtos altamente pereciveis com atividade de agua
suficiente para o crescimento da maioria dos microrganismos. Como a carne é
altamente protéica, ela € relativamente tamponada e permite o crescimento dos
microrganismos (FORSYTHE, 2002).

A vida util da carne refrigerada em aerobiose é considerada curta, ndo mais
gue uma ou duas semanas, e depende fundamentalmente da taxa bacteriana inicial
e da influencia de diversos fatores como a temperatura de armazenamento, o pH, a
tensdo de oxigénio e o potencial redox. Sua alteracdo se deve principalmente as
bactérias psicrotréficas que sdo aquelas bactérias cuja temperatura 6tima de
crescimento situa-se em torno de 20 a 23 °C, mas podem proliferar sem grandes
dificuldades em temperaturas de refrigeracdo. S&o muitos os tipos de
microrganismos psicrotréficos detectados na carne refrigerada; entre os mais
freqlientes vale mencionar espécies dos géneros: Pseudomonas, Moraxella,
Acinetobacter,  Flavobacterium,  Micrococcus, Brochothyrix,  Lactobacillus,
Enterobacter, Hafnia e Alteromonas. Contudo também foram encontradas, embora
com menos frequéncia, espécies dos géneros Yersinia, Campylobacter, Alcaligenes,
Vibrio, Aeromonas e Arthrobacter. Em meio a essa diversidade, as bactérias
aerbbias gram negativas sao as que adquirem maior importancia com destaque de
diversas espécies do género Pseudomonas que sdo normalmente as responsaveis
pela alteracdo da carne refrigerada. Em algumas ocasides (carnes com pH elevado),
participam da alteracdo de forma regular, junto com as Pseudomonas, outras
bactérias, entre as quais se destaca a Shewanella putrefaciens, em funcdo deste
microrganismo ser muito sensivel ao decréscimo do pH e sé se proliferar quando
esse parametro esta proximo a 6 (ORDONEZ et al., 2005). Também poderdo ser
encontrados alguns bolores e leveduras em carne bovina e de aves. As leveduras
mais encontradas em carnes bovinas e aves fazem parte dos géneros Candida e
Rhodotorula (JAY, 2005).

Na carne moida ou na carne bovina de hamburguer sdo evidenciadas,

predominantemente, as bactérias deteriorantes aerdbias Gram-negativas como
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Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter, Moraxella e Aeromonas, que crescem na
superficie desses alimentos e, ocasionalmente, as anaerobias Gram-positivas como
Lactobacillus, que se desenvolvem no interior (FORSYTHE, 2002; JAY, 2005).

As bactérias Pseudomonas e outras aerlGbias Gram-negativas normalmente
deterioram o0s produtos carneos durante a estocagem a frio em aerobiose. As
bactérias acido-laticas causam deterioracbes tipicas em carnes estocadas em
embalagens com atmosfera modificada ou embalagens a vacuo (FORSYTHE, 2002).

Por ser um produto nutritivo, a carne pode ser deteriorada rapidamente pelo
crescimento de microrganismos e até ser prejudicial a saude devido a contaminacéo
de patdégenos. Caso microrganismos como as Pseudomonas spp., Brochothrix
thermosphacta e bactérias &cido-lacticas crescam na carne, esta se tornara
deteriorada e inadequada para o consumo. No entanto, é a presenca e/ou o0
desenvolvimento de patdgenos causadores de toxinfeccBes alimentares tais como
Salmonella, linhagens de Escherichia coli produtoras de toxinas, Listeria
monocytogenes, Clostridium botulinum e Staphylococcus aureus produtores de
toxinas, que tornam os produtos carneos e de aves preocupantes (FORSYTHE,
2002; AHN; GRUN; MUSTAPHA, 2007).

Em geral, produtos carneos fermentados tém uma longa histéria de
seguranca alimentar no mundo. Isso ndo significa que eles nunca tenham sido
responsaveis por surtos alimentares, mas quando estes acontecem, Sdo caso0S
esporadicos (JAY, 2005). Muitos surtos alimentares ocorreram nos EUA nos anos de
1990, envolvendo produtos de carne fermentada. Como consequéncia, o USDA
ordenou uma reducdo de 5 log no nimero de patégenos, especialmente da E. coli
0157:H7, durante a manufatura de linglicas fermentadas secas e semi-secas (JAY,
2005). Em contrapartida, muitos estudos tém sido realizados, investigando a eficacia
de processamentos domeésticos e comerciais na reducao do numero de patégenos
(JAY, 2005).

Diante do exposto, percebe-se que o0 controle da contaminagcdo microbiana

tem sido uma preocupacao constante na industria da carne.

3.2 Oxidacdo lipidica da carne e produtos céarneos

A oxidacéo dos lipidios ocorre através de uma reacao em cadeia, envolvendo

trés estagios: a iniciacdo, a propagacdo e a terminacdo. E um processo basico
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causador de rancidez nos produtos alimenticios, e pode ocorrer durante o
armazenamento, processamento e aquecimento. A reacdo inicia a partir de radicais
livres altamente reativos, 0s quais reagem com oxigénio ou acidos graxos, gerando
mais radicais livres e hidroperdxidos que reagem em cadeia (HAMILTON et al.,
1997; ARAUJO, 2008). Portanto, a prevencdo destas reacdes em cadeia podera
minimizar os seus efeitos adversos e aumentar a vida-de-prateleira dos alimentos.

As reacBes de oxidacdo lipidica dependem de mecanismos reacionais
diversos complexos, os quais estdo relacionados com o tipo de estrutura lipidica e o
meio onde esta se encontra. O numero e a natureza das insaturacdes presentes no
acido graxo, o tipo de interface entre os lipidios e o oxigénio, a exposicao a luz e ao
calor, bem como a presenca de pro-oxidantes (ions metalicos de transi¢cdo) ou de
antioxidantes, sdo fatores determinantes para a estabilidade oxidativa dos lipidios
(FRANKEL et al., 1994; BERSET; CUVELIER, 1996).

A carne possui uma complexa estrutura fisica e a composicdo quimica
susceptivel a oxidacdo, sendo que sua estabilidade oxidativa depende do equilibrio
e da interacdo entre substancias endégenas antioxidantes e pré-oxidantes, e de sua
composicdo de substratos propensos a oxidacdo, incluindo acidos graxos
poliinsaturados, colesterol, proteinas e pigmentos conforme foi exposto por Serpen,
Gokmen e Fogliano (2012).

A oxidacdo dos lipidios inicia-se nas liga¢es insaturadas dos acidos graxos e
desta forma, a presenca de gorduras polinsaturadas nos produtos carneos os torna
susceptiveis a oxidacdo. Além disso, no tecido animal a oxidacdo lipidica é
acelerada pela hemoglobina, mioglobina e pelo citocromo C. O aquecimento da
carne libera o ferro da mioglobina e de outras metaloproteinas que atuam como
catalisadores, acelerando a reacdo da oxidacdo de fosfolipidios; transforma a
mioglobina em molécula pré-oxidante, induz a decomposicdo de peréxido e
desnatura enzimas protetoras que atuam no controle da oxidagédo (ARAUJO, 2008).

A carne crua ndo apresenta problema sério de oxidacdo e a degradagdo em
condicOes de refrigeracéo é devida a acado bacteriana ou enzimatica. Em condi¢cbes
de congelamento, a vida util € determinada pelas alteracées oxidativas que afetam
os lipidios, as quais ocorrem em maior velocidade em carnes de aves e suinos do
que de bovinos. A carne de frango oxida mais rapidamente que a carne bovina, em
razéo do elevado teor de acidos graxos insaturados, especialmente nos fosfolipidios.

A carne de peru torna-se rancificada mais rapidamente, em virtude da maior
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concentracdo de fosfolipidios (em torno de 30 a 40% do lipidio total). A carne de
suina possui também elevado teor de fosfolipidios altamente insaturados, além de
lipidios totais, que contribuem com 50 a 60% de &cidos graxos insaturados.
(ARAUJO, 2008).

Segundo Serpen, Gokmen e Fogliano (2012) a composi¢cdo de antioxidantes
endoégenos e compostos pro-oxidantes podem diferir entre carne de diferentes
espécies, entre animais de uma Unica espécie e nos diferentes tipos de musculo.
Também a dieta do animal por meio de pastagens ou de grdos desempenha um
importante papel na modificacdo da concentracdo de antioxidantes, pré-oxidantes e
acidos graxos na carne. Sistemas antioxidantes enddgenos sdo formados por
compostos ndo enzimaticos hidrofilicos e lipofilicos, como vitamina E, vitamina C,
carotenoides, polifendis, tidis, e enzimas celulares como a superoxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase. Juntos, os sistemas antioxidantes enzimaticos e
nao enzimaticos operam para neutralizar a acao do pro-oxidantes no tecido muscular
tanto em animais vivos e também apés o abate (CHAN; DECKER, 1994; SERPEN;
GOKMEN; FOGLIANO, 2012).

A desintegracédo da estrutura da carne pela moagem/trituracéo libera acidos
graxos insaturados dos fosfolipidios presentes nas membranas e ions Fe™ da
mioglobina, iniciando a oxidagcdo mesmo em condi¢cbes de resfriamento (ARAUJO,
2008).

Os produtos da oxidacéo lipidica sdo indesejaveis tanto pelo resultado da
decomposicdo de lipidios e producdo de compostos volateis, como também, pela
destruicdo de constituintes essenciais, ocasionando um decréscimo do valor
nutricional dos alimentos e a formacdo de compostos téxicos durante o
processamento (MELO; GUERRA, 2002; AHN; GRUN; MUSTAPHA, 2007). A
oxidacdo lipidica em carnes pode ser estimada através do valor de TBARS
(substancias reativas ao acido 2-tiobarbitlrico) visto que produtos primarios da
oxidacao lipidica constituem-se principalmente de hidroperoxidos, os quais séo
rapidamente decompostos em varias substancias reativas ao acido 2-tiobarbiturico,
particularmente carbonilas, sendo o malonaldeido o elemento mais importante
(TARLADIGS; PEARSON; DUGAN, 1964).

Segundo Hamilton (1997) o efeito nocivo das rea¢cfes de oxidacao dos lipidios

pode ser minimizado basicamente com refrigeracdo, acondicionamento e
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armazenamento adequados, embora a reacao nao seja detida por completo ja que a
auto-oxidacao requer energia de ativacao reduzida.

A estabilidade oxidativa dos alimentos é dependente do equilibrio entre a
composicdo e concentracdo do substrato e a presenca de pré-oxidantes e
antioxidantes. Desta forma, a remoc¢ao do oxigénio, inativacdo de enzimas, protecéo
contra a luz e ions metalicos sdo importantes para evitar ou minimizar a oxidacao
lipidica. No entanto, estas medidas nem sempre sdo aplicaveis. A adicdo de
antioxidantes constitui pratica mais comum para aumentar a estabilidade dos lipidios
(DECKER, 1998).

3.3 Antioxidantes

Antioxidantes sao substancias usadas para controlar reacdes oxidativas em
alimentos e neste sentido preservar alimentos através do retardo da deterioracao,
rancidez e descoloragao resultante da autoxidacdo (ADEGOKE et al.,, 1998). Os
antioxidantes séo classificados segundo sua forma de atuagcdo em antioxidantes
primarios e secundarios. Os primarios atuam interrompendo a cadeia de reacao
através da doacdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, resultando em
produtos termodinamicamente estaveis e/ou reagindo com os radicais livres,
formando o complexo lipidio-antioxidante (TAKEMOTO, 2004). Esquematicamente,
seu modo de acéo pode ser representado da seguinte forma: inibicdo da fase inicial
da reacdo pela interacdo com os radicais livres ou na etapa de propagacao,
reagindo com os radicais alcoxil ou peroxil, e ou, pela formagdo do complexo
antioxidante-peroxil (ARAUJO, 2008). Sao exemplos de antioxidantes deste grupo os
antioxidantes BHA (butil-hidroxi-anisol), BHT (butil-hidroxitolueno), TBHQ (t-butil-
hidroquinona), tocoferdis e galatos (TAKEMOTO, 2004).

Os antioxidantes secundarios atuam retardando a etapa de iniciagdo da
autoxidacgao, por diferentes mecanismos: como quelantes, formando complexos com
metais, ou sequestrantes, que reagem com O oOxigénio livre, removendo-o do
sistema. Como exemplo de quelantes tem-se o0 EDTA (etileno diamino tetracético),
acido citrico, acido tartarico e polifosfatos (SHAHIDI, 2000). As substancias mais
usadas como sequestrantes sdo: o acido ascoérbico, acido eritorbico, sulfitos e

palmitato de ascorbila. Também existem substancias que atuam através da
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decomposicdo de hidroperoxidos para formar espécie nao radical, absorvendo a
radiacdo ultravioleta e desativando o oxigénio singlet (JADHAVI et al., 1997).

O uso de antioxidantes deve atender aos seguintes requisitos: ser compativel
com o substrato, ndo conferir odor ou sabor estranho ao produto, ser efetivo durante
todo o periodo de armazenamento, ser estavel ao processo de aquecimento e ser
facilmente incorporado ao alimento (MELO; GUERRA, 2002). Existe uma grande
guantidade de compostos, tanto naturais quanto sintéticos, com propriedades
antioxidantes, mas para o emprego em alimentos, os mesmos devem apresentar
certos requerimentos, sendo um deles a seguranca da saude dos consumidores
(NAWAR, 1996).

Ha& uma tendéncia geral, no processamento de alimentos, de se substituir 0s
antioxidantes sintéticos pelos naturais ou pelo uso preferencial de ingredientes que
naturalmente possuem atividade antioxidante (TSALIKI; LAGOURI; DOXASTAKIS,
1999; HAYES et al., 2010).

3.4 Extratos vegetais

Os compostos fendlicos, como os metabdlitos secundarios de plantas, sdo
comumente encontrados em varios vegetais e tém como importantes funcdes a
atividade antimicrobiana e defesa contra o estresse oxidativo das espécies reativas
de oxigénio (ROS) enddgenas e dos radicais livres (SIMOES et al., 2001; KIM;
CHUNG, 2002).

Segundo relatado por Schirmer e Langsrud (2010) os componentes
antimicrobianos ativos em ervas, especiarias e frutas podem ser divididas em
subgrupos por sua estrutura quimica e o modo como exercem sua funcéo
antimicrobiana. Os grupos mais importantes incluem fito-fendlicos em ervas e
especiarias; flavonoides e acidos em frutos e bagas; e glucosinolatos em vegetais
cruciferos.

Diversos pesquisadores tém trabalhado na separacédo, identificacéo,
guantificacdo dos compostos fendlicos em alimentos, enfrentando muitos problemas
metodoldgicos, pois, além de englobarem uma gama enorme de substancias (fendis
simples, &cidos fendlicos, cumarinas, flavondides, taninos e ligninas), eles séo, na
maioria das vezes, de grande polaridade, muito reativos e suscetiveis a acdo de
enzimas (KING; YOUNG, 1999).
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Existem varias metodologias para preparacdo de extratos vegetais, visando o
isolamento de seus constituintes quimicos. Um método considerado adequado € o
de extracdo hidroalcodlica (etanol/agua 50/50, v/iv ou metanol) para obtencdo do
extrato bruto (CECHINEL; YUNES, 1998). Posteriormente, este extrato pode ser
submetido a um processo de separacdo liquido-liquido, com solventes de
polaridades crescentes, buscando extracdo dos respectivos compostos: hexano
(para extracao de esterodides, terpenos, acetolenonas), diclorometano (para lignanas,
flavonoides metoxilados, sesquiterpenos, lactonas, triterpenos, cumarinas), acetato
de etila (flavonoides, taninos, xantonas, acidos triterpenicos, saponinas, compostos
fendlicos em geral) e butanol (flavonoides glicosilados, taninos, saponinas,
carboidratos), visando uma semi-purificacdo das substancias através de suas
polaridades. Outros solventes de polaridades similares também podem ser utilizados
(CECHINEL; YUNES, 1998; VOGEL, 1981).

O solvente utilizado na extracdo e o método de extracdo podem influenciar
significativamente no nivel dos componentes recuperados, dessa maneira pode
determinar a habilidade antioxidante de cada tipo de extrato (KOBA et al., 2007).

Diferentes sistemas solventes como agua, misturas aquosas de etanol,
metanol, e acetona comumente tém sido usados para extrair os antioxidantes a partir
de matérias primas vegetais, como frutas, verduras, legumes e outros géneros
alimenticios (SUN; HO, 2005).

Xu e Chang (2007) concluiram que diferentes solventes utilizados na
extracdo, resultam em distintas composicdes fendlicas e seus antioxidantes. Extratos
obtidos usando solventes de alta polaridade sdo mais efetivos sequestradores de
radicais livres e inibidores bacterianos, do que aqueles obtidos usando solventes de
menor polaridade. Majhenic, Skerget e Knez (2007), ao comparar os solventes:
agua, metanol, acetona (35%) e etanol (60%), utilizados em sementes de guarana,
concluiram que o extrato etandlico foi o mais eficiente como antioxidante e como
antimicrobiano.

Zhao e Hall (2008) elaboraram extratos de uvas passas com diferentes
solventes em diferentes concentracbes e verificaram que extratos obtidos com
etanol:agua (60:40, v/v) apresentaram maior conteddo de fendlicos totais, mas a
atividade antioxidante obtida com o extrato elaborado com etanol:agua (80:20, v/v)
foi significativamente maior que outros extratos obtidos de diferentes concentracdes

de solventes.
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Souza (2006) trabalhando com subprodutos de Solanum tuberosum na
extracdo de antioxidantes, concluiu que o extrato aquoso (hidroetandlico) e o
purificado (obtido pelo método de fracionamento) foram efetivos no controle da
oxidacao lipidica em cortes de frango, porém o purificado foi mais eficaz, e ndo
diferiu do controle na analise sensorial.

A extracdo de polifendis de caqui tem sido realizada usando métodos que
diferem em muitas variaveis, tais como as caracteristicas do extrator, nimero de
extracoes, tempo e temperatura de extracao, consequentemente, os dados relatados
na literatura, obviamente que sao afectados pelo processo de extracao, juntamente
com o método de quantificacdo instrumental, que nem sempre sao facilmente
comparaveis (GIORDANI et al., 2011).

3.5 Extratos vegetais como antioxidantes e antimicrobianos

Nos ultimos anos compostos antimicrobianos e antioxidantes extraidos de
fontes vegetais tém sido estudados e utilizados em produtos carneos devido aos
potenciais beneficios a salde (AHN; GRUN; MUSTAPHA, 2007, HAYES et al.,
2010).

A determinacéo da atividade antioxidante de produtos naturais teve inicio com
Chipault et al. (1952) em especiarias, ingredientes utilizados em alimentos desde os
primordios da histdria, ndo somente para melhorar ou ressaltar as caracteristicas
sensoriais dos alimentos mas também para preserva-los. No entanto, o interesse
pelos antioxidantes naturais teve inicio nos anos 80 diante da comprovacdo de
efeitos maléficos causados por doses elevadas de BHT, BHA e t-BHQ (t-buitil
hidroquinona) sobre o peso do figado e marcada proliferacdo do reticulo
endoplasmatico, entre outras (DURAN; PADILLA,1993). Como conseqiiéncia, énfase
foi dada na identificagdo e purificacdo de novos compostos com atividade
antioxidante, provenientes de fontes naturais, que possam atuar sozinhos ou
sinergicamente com outros aditivos, como alternativa para prevenir a deterioracéo
oxidativa de alimentos e limitar o uso dos antioxidantes sintéticos (MELO; GUERRA,
2002).

Alguns extratos vegetais tem se mostrado um meio efetivo para conservar a
gualidade de carnes e produtos carneos. Muitas especiarias tém sido estudadas por

suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas (WONG; KITTS, 2006). Tem se
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observado que o alecrim e o orégano possuem forte atividade antioxidante. O
alecrim é utilizado como condimento h4 mais de mil anos e suas propriedades
antioxidantes foram amplamente estudadas e sua eficicia tem sido comprovada na
conservacao e vida util dos alimentos (BENZAQUEN, 2009).

Segundo Economou, Oreopoulou e Thomopoulos (1991) extratos de alecrim e
salvia tem se mostrado altamente eficientes como antioxidantes. As substancias com
atividade antioxidante identificadas no extrato de alecrim foram o &cido rosmarinico,
carnosol e o acido carnosico (ARAUJO, 2008). O acido rosmarinico € de ampla
ocorréncia em vegetais da sub familia Nepetoideae (Lamiaceae) como por exemplo
no alecrim, salvia, melissa e orégano (SIMOES et al., 2001). Varios compostos
fendlicos tém sido isolados do orégano tais como glucosideos, acidos fendlicos e
derivados terpenos (BENZAQUEN, 2009).

Farbood, Macneil e Ostovar (1976) estudaram a acado antimicrobiana de
extrato de Alecrim em carne mecanicamente separada de frango (CMS), peito de
peru e carne bovina. Demonstraram que o extrato de alecrim foi efetivo contra
Staphylococcus aureus, porém nao contra a contagem total em placas. Campo,
Amiot e Nguyen (2000) verificaram que o extrato de alecrim € mais apropriado como
antimicrobiano para alimentos com baixo conteudo de gorduras e proteinas e
naqueles em que as bactérias Gram positivas sejam o maior problema.

Segundo Velasco (2005) os extratos de sélvia, alecrim e orégano se
encontram disponiveis comercialmente e sdo empregados comumente na
elaboracdo de produtos carneos. Os extratos vegetais se encontram normalmente
em forma liquida e sdo adicionados a produtos carneos em 500-5000 ppm da base
gordurosa (VELASCO, 2005).

Obviamente que o emprego de extratos vegetais tem aumentado o valor dos
produtos que o0s contém. Entretanto o emprego destes extratos tem certas
limitagOes, entre as quais se destacam a dificuldade para padronizar e o potencial
antioxidante. Muitos fatores, incluindo o clima, o periodo de colheita, o processo de
extracdo e 0 manejo da matéria prima, podem afetar o potencial antioxidante dos
extratos (VELASCO, 2005).

O extrato de alecrim quando nao purificado, apresenta como desvantagem
um aroma forte e caracteristico, que pode afetar a cor, inferir sabor residual e causar
aroma desagradavel no produto ao qual foi adicionado, além do seu alto custo
quando purificado (BROOKMAN, 1991).
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Os chés séo bebidas populares e fontes significativas de compostos fendlicos,
sdo considerados importantes integrantes das dietas devido ao seu alto potencial
antioxidante (ASOLINI; TEDESCO; CARPES, 2006). As folhas da Camellia sinensis
gue é comumente empregada como cha (preto ou verde) sdo ricas em polifenadis,
principalmente as catequinas. As catequinas do cha verde sdo consideradas
sequestradores de radicais livres e quelantes de metais, sendo usados como
antioxidantes naturais, antibacterianos e agentes antivirais (TANG et al., 2001).
Estudos verificaram propriedades antioxidantes das catequinas em carnes e
produtos carneos (SHAHIDI et al., 1992, TANG et al., 2001).

Extratos de cha verde sdo disponiveis comercialmente os quais podem ser
utilizados para retardar a oxidacdo e consequentemente, prolongar o tempo de
armazenamento dos produtos carneos prontos como nuggets de frango, corte de
carnes pré-assadas, hamburguer e seus derivados, tiras de frango, salsichas tipo
Frankfurter, mortadela, e outros (BENZAQUEN, 2009).

Alguns trabalhos tém sido desenvolvidos com a llex paraguariensis (erva
mate), sendo que tem demonstrado atividade antioxidante e também antimicrobiana.
A erva mate é uma planta que cresce naturalmente ou também é cultivada na
Argentina, Uruguai, Brasil e Paraguai. As partes aéreas desta planta sdo usadas
para preparar a bebida denominada de mate (FILIP et al., 2000). Investigacoes
fitoquimicas da llex paraguariensis identificaram compostos como os derivados
cafeoil, principalmente 3,5-dicafeoilquinico, 4,5-dicafeoilquinico, 3,4-dicafeoilquinico,
acido clorogénico, acido caféico e flavondéides como a quercetina e rutina (FILIP et
al., 2001).

Gugliucci e Stahl (1995) verificaram que extratos aquosos e alcodlicos de llex
paraguariensis inibiram a oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade in vitro,
exibindo poténcia comparavel ao acido ascoérbico. Gugliucci (1996) demonstrou que
extratos de llex paraguariensis apresentam capacidade antioxidante in vivo,
protegendo a lipoproteina humana de baixa densidade contra a oxidacao. Filip et al.
(2000) ao testarem a atividade antioxidante da llex paraguariensis e outras espécies
aparentadas (llex spp.), consumidas na América do Sul, constataram que a llex
paraguariensis apresenta maior atividade antioxidante. Experimentos realizados por
Schinella et al. (2000) confirmaram as propriedades antioxidantes de extratos
aquosos de erva mate ao verificarem inibicdo na peroxidacdo lipidica em

microssomas de figado de rato.
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Girolometto et al. (2009) determinaram in vitro a intensidade de atividade de
inibicdo bacteriana e intensidade de atividade de inativacdo bacteriana de extratos
hidricos e etandlicos de cambitos e folhas de llex paraguariensis sobre as bactérias
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Salmonella Enteritidis e Escherichia
coli. Todos estes microrganismos apresentaram sensibilidade aos extratos de llex
paraguariensis, no entanto a Salmonella Enteritidis demonstrou maior sensibilidade,
seguida por Enterococcus faecalis. A presenca de matéria organica diminuiu,
enguanto o tempo de exposicdo aumentou, a sensibilidade de Salmonella Enteritidis
e Enterococcus faecalis aos diferentes extratos de llex paraguariensis testados.
Atividade antimicrobiana in vitro de extratos de llex paraguariensis sobre a
Salmonella sp. também foi constatada por Wiest et al. (2009).

Kubo (1993) comprovaram a atividade antimicrobiana de llex paraguariensis
frente a bactérias e fungos patogénicos. Dentre as bactérias que sofreram inibicéo
total encontraram-se  Bacillus  subtilis, Brevibacterium  ammoniagenes,
Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans.

Alguns experimentos tém sido conduzidos com a utilizagdo de extratos de
erva mate em produtos carneos. Milani et al. (2001) estudaram os efeitos
antioxidantes (através do indice do TBARS) e antimicrobianos dos extratos
etandlicos e metandlicos de cha verde, chd preto e de erva mate (llex
paraguariensis) na carne mecanicamente separada (CMS) de frango. Os extratos
nao apresentaram protecdo antimicrobiana, no entanto todos demonstraram acao
antioxidante quando comparados com as amostras sem tratamento.

Milani et al. (2002) avaliaram o efeito antioxidante de extratos hidro etandlico
e metilico de casca de maca, folhas de alcachofra e extrato metilico de erva mate
em CMS de frango mantidas sob refrigeracdo e congelamento. Observaram através
do indice de TBARS que o extrato metilico de erva mate apresentou maior poder
antioxidante que os demais extratos testados. Observaram que apés um més de
armazenamento as amostras de CMS controle mantidas sob congelamento
apresentaram o indice de TBARS de 7,95 enquanto que a amostra tratada com o
extrato metilico de erva mate apresentou valor de 1,68.

Terra et al. (2008) verificaram que o extrato hidro etandlico de erva mate
apresentou atividade antioxidante em carne de peru moida submetida a tratamento
térmico de 75 °C/20 minutos, apresentando pequena reducdo de sua atividade

antioxidante em presenca de cloreto de sédio. Observaram também que o extrato
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hidro etandlico de erva mate, na concentracdo de 0,5%, ndo demonstrou atividade
antimicrobiana sobre 0os microrganismos aerdbios mesdofilos.

Terra et al. (2002) compararam a adi¢cdo do BHA e do extrato hidro etandlico
de erva mate a 0,5% e 1% em salame tipo italiano com objetivo de avaliar a
rancificacdo. Verificaram que nos tratamentos com adicdo de extrato de erva mate
houve protecdo contra a oxidacéo lipidica comparavel ao BHA. Os tratamentos com
extrato de erva-mate 0,5% e BHA obtiveram os melhores resultados sensoriais
guando comparados aos tratamentos com o extrato de erva-mate 1% e controle.
Verificaram que o extrato hidro-etandlico de erva mate 0,5% além de inibir a
oxidacdo lipidica também melhorou a cor do salame.

Campos et al. (2007) trabalhando com salame, concluiram que a adicdo de
extrato hidroetandlico de erva mate controlou a oxidagdo lipidica mantendo o
produto carneo com baixos valores de TBARS.

Furtado et al. (2004a), aplicaram extratos hidro etandlicos de marcela
(Achyrocline satureioides) e de erva mate (llex paraguariensis) em lingtica, mantida
a 5 °C por 35 dias. Observaram que 0s extratos apresentaram agao protetora contra
a rancificacdo da linglica, sendo que o extrato hidro etandlico de marcela
apresentou acao superior ao extrato etandlico de erva mate. Furtado et al. (2004b),
aplicaram os mesmos extratos hidro etandlicos de marcela e de erva mate em
lingliiga mantida a 5 °C por 35 dias, e verificaram que os extratos hidro etandlicos de
marcela a 0,5 e 1% apresentaram poder de inibicdo do crescimento microbiano
(contagem de bactérias aerdbias mesdbfilas, psicrotréficos e coliformes totais) nesse
produto.

Alguns estudos tém avaliado o efeito sinérgico da combinacdo de varios
extratos de plantas. Hsieh, Mau e Huang (2001) determinaram a atividade
antimicrobiana dos extratos combinados de “corni fructus” (Cornus offcinalis Sieb. et
Zucc.), canela (Cinnamomum cassia Blume) e cebolinha chinesa (Allium tuberosum
Rottler) sobre patégenos comuns em alimentos, incluindo bactérias, leveduras e
bolores. Verificaram que o extrato combinado mostrou um amplo espectro
antimicrobiano e quando o extrato combinado foi utilizado em bolinhos de carne
suina, suco de goiaba, cha verde e cha preto o efeito antimicrobiano foi observado
conforme esperado. Segundo os autores além de ser usado como tempero, 0 extrato
combinado é adequado para a incorporacdo em varios produtos alimentares, onde
um aditivo naturalmente antimicrobiano € desejado (HSIEH; MAU; HUANG, 2001).
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Schirmer e Langsrud (2010) investigaram o efeito inibitério de antimicrobianos
naturais sobre o crescimento de bactérias deteriorantes tipicas de carne suina
marinada. Inicialmente determinaram através de ensaio em microplacas a
concentracdo inibitéria minima (MIC) de timol, cinamaldeido, isotiocianato de alila,
acido citrico, acido ascorbico, extrato de alecrim e do extrato de semente de uva
contra Lactobacillus algidus, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc carnosum,
Carnobacterium  maltaromaticum,  Carnobacterium  divergens,  Brochothrix
thermosphacta e Serratia proteamaculans. Os antimicrobianos foram testados
individualmente ou em combinacdo e mostraram efeito sinérgico no crescimento
microbiano in vitro. Posteriormente os antimicrobianos isoladamente ou combinados
foram adicionados na carne suina embalada a vacuo para avaliar os efeitos da
preservacdo. Verificaram que concentragfes antimicrobianas de até 10 vezes o0s
valores do MIC ndo mostraram nenhum efeito sobre o crescimento bacteriano total
na carne suina embalada a vacuo o que significa que embora a maioria dos
antimicrobianos inibiu o crescimento de bactérias deteriorantes in vitro, 0 mesmo
resultado ndo ocorreu no sistema carneo natural.

Pereira (2009) avaliou cinco extratos naturais em relacdo a sua atividade
antioxidante e antimicrobiana na Carne Mecanicamente Separada (CMS) de frango
armazenada sob refrigeragcao de 0 a +4 °C durante 10 dias. Foram estudadas a erva
mate (llex paraguariensis), a marcela (Achyrocline satureioides), uma mistura de
erva mate (50%) com marcela (50%), o cha verde (Camellia sinensis) e o propolis
sem alcool. O extrato de marcela teve o melhor efeito na inibicAo da oxidac&o
lipidica da CMS de frango, apresentando os menores valores médios de TBARS. Foi
verificado também que o tratamento com a mistura de extratos de erva mate e de
marcela apresentou a menor contagem média de aerObios mesofilos totais em
relacdo aos demais tratamentos e o extrato de erva mate apresentou a menor
contagem média de bactérias lacticas.

A capacidade antioxidante e/ou antimicrobiana de alguns subprodutos da
industria de alimentos vem sendo estudados. O extrato de oliva obtido do residuo
resultante da extracdo do azeite de oliva tem demonstrado ser um antioxidante
efetivo para inibir a rancidez da carne moida suina e bovina pré-cozida. Mediante a
adicdo do extrato de oliva na carne pré-cozida suina e bovina, verificou-se que a
reacado de oxidacdo lipidica pode reduzir-se entre 63 e 83% na carne de bovino e
entre 47 e 66% na carne suina (DEJONG; LANARI, 2009).
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A atividade antimicrobiana e antioxidante de extratos de semente de uva e de
casca de pinheiro foi testada em carne moida cozida por Ahn, Grin e Mustapha
(2007). Foi verificado que os extratos de semente de uva e de casca de pinheiro a
1,0% efetivamente reduziram o ndmero de Escherichia coli O157:H7 e Salmonella
Typhimurium, e retardaram o crescimento de Listeria monocytogenes e Aeromonas
hydrophila. O extrato de casca de pinheiro resultou em reducdes de 1,7; 2,0; 0,8 e
0,4 log UFC/g, respectivamente, nas contagens de E. coli O157: H7, Listeria
monocytogenes, Salmonella Typhimurium, e de Aeromonas hydrophila,
respectivamente, ap0s 9 dias armazenamento refrigerado (4 °C). Os extratos
mantiveram as amostras estaveis quanto a coloracdo e a oxidacdo lipidica
mantendo-as com valores de TBARS inferiores as amostras tratadas com os
antioxidantes sintéticos BHA/BHT. Segundo Johnston (2009) o extrato de semente
de uva € um meio efetivo para conservar a qualidade da carne em alimentos prontos
para 0 consumo pré-cozidos, congelados e resfriados. O estudo concluiu que o
extrato de semente de uva é uma alternativa natural viavel aos ingredientes
sintéticos como o BHA e o BHT, que tem sido usados a muito tempo para conservar
a carne pre cozida.

Ahn et al. (2002) avaliaram a atividade antioxidante in vitro e in vivo de
extratos de semente de caqui e de uva. Verificaram que ambos os extratos tem forte
capacidade de sequestro de radicais DPPH in vitro, e inibiram a peroxidagao in vivo
em figado de ratos. O extrato de semente de caqui apresentou a concentracao de
tanino total e atividade de sequestro de radicais DPPH maior que o extrato de
semente de uva. Segundo os autores a forte atividade de sequestro de radicais in
vitro, a0 menos em parte, pode ser resultado da alta concentragéo de tanino total
presentes nestes extratos.

Extratos de casca de batata também tém demonstrado propriedades
antioxidantes. Em estudos realizados com extratos de casca de batata, foi
observado que apresentaram atividade antioxidante similar ao BHA (RODRIGUEZ
de SOTILLO; HADLEY; HOLM, 1994). Kanatt et al. (2005) empregaram o extrato de
casca de batata em carne de cordeiro processada submetida a radiacao. Verificaram
gue 0 mesmo apresentou atividade antioxidante comparavel ao BHT. Souza (2006)
verificou que extratos obtidos da casca da batata inglesa sdo efetivos como

protetores contra a oxidacao lipidica em cortes de frango.
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A roma é uma importante fonte de compostos bioativos e tem sido usada na
medicina de varios paises. Muitas partes da fruta da roma sdo conhecidas por
possuir atividade antioxidante e antimicrobiana, sendo que o extrato da casca possui
maior atividade antioxidante que o extrato obtido da polpa da rom&a (NAVEENA et al.,
2008; NEGI; JAYAPRAKASHA, 2003). A casca da roma é rica fonte de taninos e
outros compostos fendlicos. Naveena et al. (2008) verificaram que extrato de casca
de romda inibiu substancialmente a oxidagdo lipidica de hamburguer de frango
cozido, em maior extensédo que a vitamina C, sem alterar os atributos sensoriais do
produto. Concluiram que o extrato de casca de roma pode ser empregado como
uma excelente fonte de antioxidante natural.

Além de apresentar importancia nutricional, as frutas sdo uma importante
fonte vegetal que vem sendo explorada devido as propriedades antimicrobianas e
antioxidantes (WANG; CAO; PRIOR, 1996; ALONSO et al., 2004; SILVEIRA et al.,
2005). O caqui € uma fruta que tem merecido a atencédo dos pesquisadores devido a
abundéancia em polifendis, incluindo flavondides e ndo flavondides com diversas
variagbes estruturais, entre estes o acido galico, acido benzoico, acido cinamico,
acido p-cumarico, catequinas e as proantocianidinas ou taninos condensados
(GORINSTEIN et al., 1999; GORINSTEIN et al., 2001; AHN et al., 2002; SUZUKI et
al., 2005; PARK et al., 2006; GU et al., 2008; GIORDANI et al., 2011). Segundo
Gorinstein et al. (2001) 61,4% dos polifendis totais da variedade de caqui — Triumph
sdo acido p-cumarico; 22,1% de acido galico, seguido de 10,3% de é&cido ferdlico.
Estudo realizado com caquis cultivados no Japéao verificou que 0s caquis taninosos
possuem maior concentracdo de polifendis do que os nado taninosos. Essa diferenca
se da principalmente pela maior concentracdo de acido gélico em caquis taninosos
(SUZUKI et al., 2005). Conforme Dalvi (2008) a presenca de carotendides e
polifendis no caqui conferem-lhe uma atividade antioxidante expressiva.

Hagerman et al. (1998) sugeriram que tanino, ou polifendis poliméricos,
podem ser muito mais potentes como antioxidantes do que sédo os fenois simples
monomericos devido ao alto peso molecular e a proximidade de muitos anéis
aromaticos e grupos hidroxila. Os resultados obtidos por Gu et al. (2008) estdo de
acordo com esta sugestdo e indicaram que os taninos condensados de elevado
peso molecular foram os principais antioxidantes presentes na polpa de caqui.

Conforme foi relatado por Giordani et al. (2011) levando-se em conta a

adstringéncia do caqui, uma tendéncia comum que pode ser extrapolada a partir dos
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resultados de estudos sobre varias cultivares, apesar de Gorinstein et al. (1994) ndo
terem encontrado diferencas entre a variedade ndo adstringente Fuyu e a
adstringente Triumph, € que o teor de polifendis sollveis é geralmente de cinco a
guarenta vezes maior no grupo adstringente do que nas cultivares ndo adstringentes
(KATSUBE et al., 2004; SUZUKI et al., 2005).

Katsube et al. (2004) estudaram a atividade antioxidante do extrato etandlico
de 52 plantas comestiveis, através da capacidade de sequestro de radicais DPPH e
do teste de oxidacdo da LDL, sendo que o caqui adstringente (Diospyros kaki, L.)
estava entre as quatro plantas que apresentaram maior atividade, enquanto que o
caqui ndo adstringente mostrou pequena atividade antioxidante. A acdo antioxidante
do caqui adstringente foi atribuida a uma atividade seqlestradora de radicais livres
causando a expansdo do tempo da fase lag (fase inicial lenta) da cinética de
peroxidacao lipidica. O aumento da fase lag foi proporcional a concentracdo de
caqui no meio reacional. Esse comportamento foi confirmado no ensaio de avaliacédo
de atividade sequestrante com radical DPPH (KATSUBE et al., 2004).

Chen et al. (2008) mostrou que o extrato etandlico de caqui cv. Mopan, a
principal cultivar de caqui adstringente cultivada no norte da China, apresentou
atividade de captura de radicais DPPH e ABTS (cerca de 23 umol Trolox equivalente
/g) significativamente maior que as encontradas em extratos etandlicos de uvas,
macas e tomates, sendo correlacionado com um maior teor de compostos fendlicos
totais, que foi 8 vezes maior que o do tomate, demonstrando que estd em bom
acordo com a atividade antioxidante mais forte do seu extrato etandlico. Gorinstein et
al. (2001) obtiveram resultados semelhantes, e mostram que o teor de compostos
fendlicos totais em caqui € maior do que o de maca. Garcia et al. (2004) usando o
método do radical ABTS, também determinou uma alta atividade antioxidante em
extrato de frutos de caqui (406 pumol Trolox equivalente /g), que apresentou-se em
torno de duas vezes maior do que a de mirtilos e amoras, ambos considerados
excelentes fontes de compostos antioxidantes. Em experimento conduzido por Fu et
al. (2011) onde estudaram a capacidade antioxidante e o conteudo total de fenélicos
de 62 frutas verificaram que o caqui se destacou entre as sete frutas que
apresentaram maior teor de fendlicos totais e elevada capacidade antioxidante.

Han et al. (2002) investigaram a capacidade de sequestro de radicais livres

DPPH por extratos metandlicos de Diospyros kaki, Laminaria japonica e Undaria
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pinnatifida. O extrato obtido do Diospyros kaki apresentou maior potencial de
sequestro de radicais DPPH.

Dalvi (2008) estudou a propriedade antioxidante de extrato aquoso de polpa
de caqui Rama Forte em processos oxidativos mediados por Fe (lll) in vitro. O
extrato de polpa de caqui apresentou atividade antioxidante satisfatéria, sendo
capaz de diminuir significativamente o dano oxidativo a 2-desoxiribose mediado por
Fe(lll)-co-quelante e ascorbato.

Milani et al. (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro do extrato
hidro alcodlico bruto de caqui da cultivar Quioto e das fracbes obtidas com o
emprego de solventes com diferentes polaridades. A atividade antimicrobiana foi
testada contra Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442, Bacillus cereus ATCC 14579 e Salmonella Enteritidis, através do teste de
difusdo em placas. O extrato hidro alcodlico bruto de caqui e a fracdo aquosa
residual exibiram atividade antimicrobiana contra desenvolvimento de Salmonella
Enteritidis e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. O maior halo de inibi¢cao foi de
17,25 mm, proporcionado pelo extrato hidro alcodlico bruto de caqui sobre a
Salmonella Enteritidis. O mesmo extrato também apresentou maior teor de
compostos fendlicos (232,12mg equivalentes de acido galico por 100ml de extrato).

Em experimento conduzido por Kawase et al. (2003) foi verificado que o
extrato de pele de caqui (Diospyros kaki Thunb.) ndo exibiu atividade antimicrobiana
contra o Helicobacter pylori no teste de micro diluicdo em caldo pois apresentou
concentracdo inibitéria minima (MIC) maior que 100 pg/mL em contraste com 0s
agentes eficientes: metronidazol (MIC = 74 pg/mL), claritromicina (MIC = 1,9 pg/mL)
e eritromicina (MIC = 1,8 pug/mL). Verificaram também que o mesmo extrato ndo
promoveu inibicdo significativa contra a infeccdo do HIV em teste de inibicdo dos
efeitos citopaticos induzidos.

Em relacéo a propriedades antioxidantes de extratos de caqui em produtos
carneos, Hoffmann et al. (2003) verificaram que extratos brutos (aquoso e
hidroetandlico) de caqui da cultivar Taubaté apresentaram acéao antioxidante a 0,5%
e 10% em carne mecanicamente separada de frango (CMS) durante
armazenamento a 5°C. Quando a -18°C as médias dos valores de TBARS, das
amostras de CMS, incorporadas dos extratos, ndo apresentaram diferenca
significativa do controle. Hoffmann (2003) verificou que extrato aquoso de caqui, a

1% na carne mecanicamente separada de frango que foi incorporada em 30% ao
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produto carneo frescal (lingliica) apresentou ligeira acdo antioxidante, mas sem
diferenca significativa das amostras referéncia (CMS adicionada de 0,1% de extrato
de alecrim sobre o teor de gordura) e do que o controle (CMS sem extrato). Verificou
também que o extrato aquoso de caqui incorporado a CMS de frango em 1%
mostrou-se um realcador de sabor da linglica, fato relevante do ponto de vista
sensorial de produtos carneos.

Segundo Ahn, Grin e Mustapha (2007) sistemas antioxidantes e
antimicrobianos naturais podem melhorar a estabilidade e seguranca de produtos
carneos. Entretanto, o uso de altas concentracbes dos extratos naturais pode
resultar em efeitos adversos nas propriedades sensoriais dos produtos carneos.
Desta forma é de suma importancia o desenvolvimento de extratos naturais com
propriedades antimicrobianas e antioxidantes que possam ser utilizados em baixas

concentracfes e que nao interfiram nas caracteristicas sensoriais do produto final.
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Il Resumo

Os objetivos deste estudo foram verificar a atividade antioxidante dos
extratos hidroetandlicos de Diospyros kaki, L. (caqui) das cultivares (cv.) Quioto
e Rama Forte em carne de frango submetida a moagem, adicionada de NaCl e
tratada termicamente, além de compara-la com a atividade do extrato hidroetandlico
de llex paraguariensis L. (erva-mate), verificando o efeito dos extratos na cor e
nas caracteristicas sensoriais das amostras. Para tanto, a carne de coxa e
sobrecoxa de frango, desossada e sem pele, foi moida, adicionada de 2% de NaCl,
homogeneizada e dividida em porc¢des, nas quais foram adicionados 0,5 e 1%
dos extratos hidroetanélicos de caqui das cultivares Quioto e Rama Forte e 0,5%
do extrato de erva-mate. Apos o tratamento térmico de 75 °C/20 min, as amostras
foram resfriadas, embaladas e armazenadas durante 14 dias a 4 °C (x1°C ), e
periodicamente determinaram-se 0 TBARS e a cor. As amostras foram submetidas
a andlise sensorial. Os extratos hidroetanolicos de caqui cv. Rama Forte e cv.
Quioto (0,5 e 1%) e o de erva-mate (0,5%) apresentaram atividade antioxidante,
promovendo inibicdo da oxidagao lipidica na carne de frango de 91,46, 93,49,
11,33, 49,13 e 94,88%, respectivamente. Os extratos de ambas as cultivares de
caqui ndo promoveram alteracdes sensoriais nas amostras, diferentemente do
extrato de erva-mate (0,5%), que alterou tanto a cor como o sabor. As porcées
de carne que continham 0,5% do extrato de erva-mate apresentaram valores de
L*e a”*inferiores aos valores obtidos nas porcdes do controle e dos extratos de
caqui. Na medida em que as duas concentracdes de extrato de caqui da cv.
Rama Forte apresentaram os melhores resultados, parece adequado concluir que
este extrato possa ser aproveitado na conservagao de carne de frango moida e
tratada termicamente, por ter apresentado elevada atividade antioxidante e por
néo ter promovido alteragdes perceptiveis nas caracteristicas sensoriais (cor,
aroma, sabor e textura) da carne de frango.

Palavras-chave: Oxidac&o lipidica; Antioxidantes naturais, Caqui; Erva-mate.
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Il Summary

This study aimed to verify the antioxidant activity of hydroethanolic extracts
from the Diospyros kaki, L. cultivars Quioto and Rama Forte on ground, salted
and heat treated chicken meat, and compare with the effect of the hydroethanolic
extract from llex paraguariensis (yerba mate), verifying the effects on the colour
and the sensory characteristics of the samples. Boneless, skinless chicken leg and
thigh meat was ground 2% of salt added, homogenized and divided into portions
that were submitted to treatment with 0.5 and 1% of hydroethanolic extracts from
the Diospyros kaki, L. (persimmon) cultivars Quioto and Rama Forte, and with 0.5%
of the hydroethanolic extract from yerba mate. After heat treatment at 75 °C for
20 min the samples were cooled, packed and stored at 4 °C (+1 °C) for a period
of 14 days, periodically determining the TBARS and colour. A sensory analysis
for the colour, aroma, flavour and texture of the samples was also carried out. The
hydroethanolic extracts from the Diospyros kaki, L. cultivars Rama Forte and Quioto
(0.5% and 1%) and the hydroethanolic extract from yerba mate (0.5%) showed
antioxidant activity, causing, respectively, 91.46, 93.49, 11.33, 49.13 and 94.88%
inhibition of lipid oxidation in the chicken meat. The hydroethanolic extracts from
both persimmon cultivars caused no sensory alterations in the samples. On the
other hand, the yerba mate extract (0.5%) caused alterations in the colour and
flavour of the treated samples, showing lower L*and a* values than the control
and the other treated samples. Based on the present findings, it was concluded
that the hydroethanolic extract from the persimmon cultivar Rama Forte could be
used in the preservation of heat treated ground chicken, since it showed high
antioxidant potential and did not cause perceptible alterations in the colour, aroma,
flavour or texture characteristics of the samples.

Key words: Lipid oxidation; Natural antioxidants; Persimmon; Yerba mate.
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Il 1 Introducao

A oxidacéo lipidica nos alimentos € um sério
problema para a industria de alimentos, pois os produtos
originados s&o indesejaveis tanto pela decomposi¢do dos
lipidios como pela producéo de compostos volateis. Estes
promovem alteracées sensoriais, como também destruicao
de constituintes essenciais, ocasionando o decréscimo
do valor nutricional € a formagcao de compostos toxicos
durante o processamento e 0 armazenamento do alimento
(MELO e GUERRA, 2002; KARPINSKA et al., 2001).

A presenca de gorduras poli-insaturadas nos
produtos carneos os torna mais susceptiveis a oxidacéo,
assim como algumas operacdes de processamento,
como a reducéo do tamanho das porcdes de carne, 0
cozimento e a adicdo de sal, promovem a ruptura do
balanco oxidativo, provocando rapido desenvolvimento
da rancidez oxidativa em carnes (ARAUJO, 2008).

O controle da oxidacéo lipidica nos alimentos
¢ desejavel e o beneficio dos antioxidantes durante a
estocagem de alimentos carneos tem sido estudado
(AHN et al., 2007). O interesse por antioxidantes naturais
recentemente tem aumentado devido a percepcgao
negativa dos consumidores sobre a seguranca dos
antioxidantes sintéticos, os quais tém sido restringidos
devido ao seu potencial de carcinogénese, bem como
outros efeitos maléficos a satde (TANG et al., 2001; MELO
e GUERRA, 2002; VELAZCO, 2005).

Como consequéncia, énfase foi dada na
identificacdo e na purificacdo de novos compostos com
atividade antioxidante, provenientes de fontes naturais,
e incluidos em alimentos, visando limitar o uso dos
antioxidantes sintéticos (MELO e GUERRA, 2002). As
frutas vém sendo exploradas devido as propriedades
antioxidantes (WANG et al., 1996). O caqui é uma
fruta que tem merecido a atencao dos pesquisadores
devido a abundancia em compostos fendlicos, incluindo
flavonoides, acido galico, acido p-cumarico, catequinas
e os taninos condensados (PARK et al., 2006; GU et al.,
2008).

Devido a grande quantidade de compostos
fendlicos que apresentam propriedades antioxidantes,
a llex paraguariensis (erva-mate) tem sido estudada
(ASOLINI et al., 2006). Investigacoes fitoquimicas da
llex paraguariensis identificaram compostos, como 0s
derivados cafeoil, principalmente 3,5-dicafeoilquinico,
4,5-dicafeoilquinico, 3,4-dicafeoilquinico, acido
clorogénico, acido cafeico e flavonoides, como a
quercetina e a rutina (FILIP et al., 2001). Extratos de llex
paraguariensis demonstraram boa atividade antioxidante
em carnes e produtos carneos (TERRA et al., 2002, 2008;
CAMPQOS et al., 2007).

Este experimento teve como objetivos verificar
a atividade antioxidante dos extratos hidroetandlicos
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de Diospyros kaki, L. (caqui) das cultivares Quioto e
Rama Forte em carne de frango submetida a moagem,
adicionada de NaCl e tratada termicamente, e comparar
esta atividade antioxidante com a atividade do extrato
hidroetandlico de llex paraguariensis L. (erva-mate),
assim como verificar o efeito dos extratos na cor e nas
caracteristicas sensoriais.

I 2 Material e métodos

2.1 Preparo do extrato hidroetandlico de caqui

Os caquis (Diospyros kaki, L.) utilizados foram
da cv. Quioto (n&o adstringente) e da cv. Rama Forte
(adstringente), provenientes de um pomar comercial
de Nova Padua-RS, os quais foram colhidos em marco
de 2009 (estagio semimaduro). Para o preparo do
extrato hidroetandlico, os caquis foram desidratados
em estufa com circulacdo de ar forcada a 60 °C por
48 h e posteriormente foram reduzidos a p6. O produto
vegetal desidratado foi homogeneizado com uma solugéo
hidroetandlica (etanol 80%), na proporcédo de 20%,
utilizando-se liquidificador, durante 3 min na velocidade
média. Em seguida, foi transferido para um béquer, no
qual se ajustou o pH para 5,48 com solucao de acido
acético 50%, permanecendo em béquer imerso em
banho de ultrassom (Thornton®, modelo T14) durante
25 min a temperatura ambiente (ZHAO e HALL, 2008).
Transcorrido este periodo, submeteu-se a parte sélida
a mais duas extragdes sucessivas. O filtrado das trés
extracdes foi concentrado até 6% do volume inicial em
rotaevaporador (Fisatom® 802) com vacuo de -760 mgHg
e temperatura da agua do banho a 44 °C (1 °C ). Os
extratos hidroetanodlicos assim obtidos foram colocados
em frascos de vidro ambar ao abrigo da luz e mantidos a
4°C (£1°C) até o momento de serem utilizados.

2.2 Preparo do extrato hidroetandlico de erva-mate

O extrato hidroetandlico de erva-mate foi elaborado
conforme Pereira (2009). Para tanto, a erva-mate em
po foi adicionada de etanol 95% e agua destilada, nas
quantidades de 28 g, 112 mL e 28 mL, respectivamente.
Essa mistura foi homogeneizada por 40 min, ficando
em seguida em repouso por 20 min. Transcorrido este
periodo, procedeu-se a filtracdo utilizando-se papel de
filtro Whatman n° 6. A parte soélida foi extraida por mais
duas vezes com adicao de etanol 95% (140 mL em cada
extracdo). Os trés filtrados foram reunidos e concentrados
em rotaevaporador (Fisatom® 802) com vacuo de
-760 mgHg até o volume final de 25 mL, obtendo-se assim
0 extrato bruto, que foi mantido sob refrigeracao em frasco
de vidro &mbar, protegido da luz com papel aluminio. Na
primeira extragao, o solvente empregado foi uma mistura
de etanol 95% com &gua destilada e, nas duas seguintes,
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etanol 95%. A temperatura da agua do banho-maria no
evaporador foi de 45 a 47 °C.

2.3 Determinacao de compostos fendlicos
totais dos extratos

Para a determinacdo de fendlicos totais dos
extratos, foi utilizado o método de Folin-Ciocalteau,
descrito por Singleton et al. (1999). A curva padréo foi
construida usando o acido galico nas concentracées de 0
a 15 mg%. O conteudo total dos compostos fendlicos foi
expresso em mg equivalente de acido galico por 100 mL
(mg GAE.100 mL") de extrato.

2.4 Preparo, armazenamento e analises
das amostras de carne de frango

Utilizou-se carne de coxa e sobrecoxa de frango,
desossada e sem pele, adquirida em um supermercado
de Santa Maria-RS. A carne foi moida em disco de 5 mm
e adicionou-se 2% de NaCl que foi homogeneizado em
misturadeira (marca JAMAR®); posteriormente, dividiu-se
em seis porc¢oes iguais de 1,2 kg. Uma das por¢ées
foi considerada controle (C, sem adic&o de extrato);
a segunda porcéo, o tratamento 1 (T1, adicionado de
0,5% de extrato hidroetandlico de caqui cv. Quioto);
a terceira porcao, o tratamento 2 (T2, adicionado de
1% de extrato hidroetandlico de caqui cv. Quioto); a
quarta porcéo, o tratamento 3 (T3, adicionado de 0,5%
de extrato hidroetandlico de caqui cv. Rama Forte); a
quinta porcao, o tratamento 4 (T4, adicionado de 1,0%
de extrato hidroetandlico de caqui cv. Rama Forte), e a
sexta porcédo, o tratamento 5 (T5, adicionado de 0,5% de
extrato hidroetandlico de erva-mate). Dividiu-se a porcao
de carne de frango do controle e dos tratamentos em
partes de 100 g, as quais foram moldadas em forma de
hamburguer e tratadas termicamente a 75 °C (x1 °C) por
20 min. Apds o resfriamento (+25 °C), foram embaladas
em filme permedavel ao oxigénio e armazenadas a 4 °C
(1 °C), durante 14 dias. Determinaram-se o indice
de TBARS e a cor (L*, a*e b*) logo ap6s o tratamento
térmico e o resfriamento das amostras (dia 0) e no 3°,
7°,10° e 14° dia de armazenamento. As amostras para a
realizacao da andlise sensorial, ap6s serem embaladas,
foram congeladas (-18 °C) e a andlise sensorial realizada
apos quatro dias de armazenamento. Este congelamento
ocorreu para evitar a deterioracdo, uma vez que foram
realizadas primeiramente as analises de TBARS e cor.

2.5 Determinacéao da oxidacéo lipidica

As substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) resultantes da oxidacao lipidica das amostras de
carne de frango foram determinadas segundo o método
de Raharjo et al. (1992), com modificagcbes conforme
Pereira (2009). Os tubos com as amostras e 0s reativos
foram colocados em banho-maria fervente por 5 min,
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resfriados, e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro
a 531 nm. A densidade otica lida foi multiplicada por 7,8.
O resultado foi expresso em miligramas de malonaldeido
por kilograma de amostra.

A percentagem de inibicdo da oxidagao lipidica
proporcionada pelos tratamentos foi calculada conforme
descrito por Tang et al. (2001). A soma dos valores
de TBARS de todos os dias analisados para amostras
controle e tratadas, foi usada para calcular a percentagem
de inibicao da oxidacao lipidica, através da formula:

(controle - tratamento) + controle x 100

2.6 Determinacéo da cor

Foi realizada utilizando-se o sistema CIE em
aparelho Minolta Chroma Meter CR- 300, através da leitura
dos parametros L* (que representa a percentagem de
luminosidade, preto 0% e branco 100%), a* (-a* verde e
+a* vermelho) e b* (-b* azul e +b* amarelo). As leituras
foram realizadas a temperatura ambiente na superficie
das amostras de carne de frango, em quadruplicata para
cada amostra avaliada.

2.7 Analise sensorial

A anélise sensorial foi realizada logo apés o
descongelamento das amostras, que foram colocadas
em formas de aluminio e assadas por 1 h em forno de
fogdo a gas doméstico, com a temperatura interna do
forno de 180 a 210 °C. Foi realizado o teste de aceitacao
utilizando escala afetiva para avaliacdo dos atributos
sensoriais de cor, aroma, sabor e textura, segundo método
descrito por Minim (2006), no qual o valor 1 correspondeu
a ‘desgostei extremamente’ e 9, ‘gostei extremamente’.
O painel de julgadores foi composto por 35 provadores
nao treinados.

2.8 Analise estatistica

O desenho experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com um controle e cinco tratamentos sem
repeticdes, totalizando seis unidades experimentais. Os
dados foram coletados em triplicata para determinacao de
compostos fendlicos totais e determinacéo do indice de
TBARS. A andlise estatistica dos dados obtidos em todas
as andlises, inclusive na andlise sensorial, foi realizada
por meio da analise de variancia (ANOVA) e diferencas
significativas entre as médias foram determinadas pelo
teste de Tukey, com o nivel de significancia de 5% (COSTA
NETO, 1977).

I 3 Resultados e discussao

Através da Tabela 1, observa-se que o extrato
hidroetandlico de caqui cv. Rama Forte apresentou
1.007,88 mg GAE.100 mL"de extrato na determinacao
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Tabela 1. Quantidade de compostos fendlicos totais nos
extratos hidroetandlicos de caqui cv. Quioto, cv. Rama Forte
e erva-mate.

Compostos
fendlicos totais

Extrato

(mg GAE.100 mL")

Extrato hidroetandlico de caqui cv. 211,51
Quioto

Extrato hidroetandlico de caqui cv. 1.007,88°
Rama Forte

Extrato hidroetandlico de erva-mate 4,942 672

“Médias com letras diferentes na mesma coluna séo significativamente
diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05); GAE: equivalente em &cido
gélico.

de compostos fendlicos totais, sendo superior ao do
extrato de caqui cv. Quioto, que apresentou valor de
211,51 mg GAE.100 mL"de extrato, ocorrendo diferenca
significativa (p < 0,05) entre os valores. Entretanto, a
quantidade de compostos fendlicos presente no extrato
de caqui cv. Rama Forte foi menor do que a quantidade
apresentada pelo extrato de erva-mate, que foi de
4.942,67 mg GAE.100 mL"' de extrato, sendo também
significativa essa diferenca (p < 0,05).

Os fitoquimicos que apresentam em sua estrutura
um anel aromatico com uma ou mais hidroxilas recebem
a denominacao de compostos fendlicos e, geralmente,
apresentam propriedade antioxidante (MELO e GUERRA,
2002). Varios estudos tém reportado a relacéo entre
0 conteudo de compostos fendlicos e a atividade
antioxidante de produtos vegetais (VELIOGLU et al.,
1998). Neste experimento, foi verificado que apesar
de o extrato de caqui cv. Rama Forte apresentar teor
de compostos fendlicos significativamente menor que
o extrato de erva-mate (Tabela 1), ambos os extratos
apresentaram elevada inibicdo da oxidacéo lipidica (alta
atividade antioxidante) na carne de frango, submetida
ao tratamento térmico, pois os valores foram superiores
a 90% (Figura 1). Isto sugere que provavelmente a
concentracao de compostos fendlicos nao determina
a atividade antioxidante do extrato, mas sim a natureza
dos compostos fendlicos presentes, conforme destacou
Asolini et al. (2006).

Park et al. (2006) observaram boa correlacéo entre
a percentagem de inibicdo da oxidacao e o conteudo
de compostos polifendis encontrados em caquis, ao
utilizarem os testes de captura de radicais livres DPPH e
ABTS. No presente estudo, o extrato de caqui cv. Rama
Forte apresentou contetdo de compostos fendlicos totais
significativamente superior ao do extrato de caqui cv.
Quioto. Esse fato deve ter influenciado na percentagem
de inibicdo da oxidacgéo lipidica ocorrida nas amostras de
carne de frango durante o periodo de armazenamento a
4 °C (x1°C), o que pode ser visualizado na Figura 1.
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Figura 1. Inibicdo da oxidacgéo lipidica nas amostras de carne de
frango adicionadas dos extratos hidroetandlicos durante 14 dias
de armazenamento a 4 °C (+1°C). Tratamento 1: 0,5% de extrato
hidroetandlico de caqui cv. Quioto; Tratamento 2: 1,0% de extrato
hidroetandlico de caqui cv. Quioto; Tratamento 3: 0,5% de extrato
hidroetandlico de caqui cv. Rama Forte; Tratamento 4: 1,0% de
extrato hidroetandlico de caqui cv. Rama Forte; Tratamento 5:
0,5% de extrato hidroetandlico de erva-mate.

O extrato de caqui cv. Rama Forte (0,5 e 1%)
e 0 extrato de erva-mate 0,5% apresentaram inibicao
da oxidacéo lipidica de 91,46, 93,49 e 94,88%,
respectivamente. O extrato de caqui cv. Quioto demonstrou
menor percentagem de inibicao da oxidacao lipidica com
valores de 11,33 e 49,13% quando adicionado na carne de
frango nas concentracdes de 0,5 e 1%, respectivamente.
Os dados obtidos no presente experimento concordam
com os obtidos por Katsube et al. (2004), os quais
verificaram que o caqui adstringente mostrou alta
atividade antioxidante, a qual foi constatada através da
capacidade de sequestro de radicais DPPH e do teste
de oxidacdo da LDL, enquanto o caqui n&o adstringente
mostrou pequena atividade antioxidante.

Asolini et al. (2006) observaram que o extrato
etandlico de erva-mate apresentou atividade antioxidante
de 95% através do teste do B-caroteno e do acido
linoleico, sendo esse valor considerado de boa atividade
antioxidante. Neste experimento, o extrato de erva-mate
apresentou inibicdo da oxidacé&o lipidica de 94,88%,
enquanto o extrato de caqui cv. Rama Forte apresentou
atividade antioxidante de 91,46% (0,5%) e 93,46% (1%)
na carne de frango durante o periodo de armazenamento
de 14 dias sob refrigeracao (Figura 1). Estes dados
demonstram que o extrato de caqui cv. Rama Forte
apresentou boa atividade antioxidante.

Os valores de TBARS das amostras de carne de
frango, logo apos o tratamento térmico e durante o periodo
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Tabela 2. Valores médios do indice de TBARS das amostras de carne de frango controle e das adicionadas dos extratos
hidroetandlicos durante o periodo de armazenamento a 4 °C (1 °C).

Amostra

TBARS
(mg malonaldeido/Kg amostra)
Dia 0 1,83% 1,500
Dia 3 2,512 2,52°
Dia 7 4,66° 4,120
Dia 10 5,832 5,08°
Dia 14 5,912 B,17°

1,02° 0,21¢ 0,23¢ 0,20¢
1,38° 0,31° 0,30° 0,19°
2,83° 0,42¢ 0,32¢% 0,25°
2,31° 0,514 0,23¢ 0,15¢
3,01° 0,32¢ 0,274 0,27¢

*Médias na mesma linha ndo acompanhadas de mesma letra sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey em nivel de 5% de significancia.
C: carne de frango controle; T1: carne de frango adicionada de 0,5% de extrato hidroetandlico de caqui cv. Quioto; T2: carne de frango adicionada
de 1,0% de extrato hidroetandlico de caqui cv. Quioto; T3: carne de frango adicionada de 0,5% de extrato hidroetandlico de caqui cv. Rama
Forte; T4: carne de frango adicionada de 1,0% de extrato hidroetandlico de caqui cv. Rama Forte; T5: carne de frango adicionada de 0,5% de

extrato hidroetandlico de erva-mate.

de armazenamento refrigerado, sdo mostrados na Tabela 2.
Os valores iniciais (dia 0) das amostras submetidas aos
tratamentos T1, T2, T3, T4 e T5 foram, respectivamente,
1,50; 1,02; 0,21; 0,23; 0,20 mg malonaldeido.kg™
amostra , 0os quais foram significativamente inferiores
ao valor da amostra controle, que foi de 1,83 mg
malonaldeido.kg™" amostra. Os valores de TBARS da
amostra controle aumentaram com o aumento do tempo
de estocagem, atingindo 5,91 mg malonaldeido.kg™
amostra no 14° dia, enquanto que os tratamentos T1, T2,
T3, T4 e T5 obtiveram, respectivamente, 5,17, 3,01, 0,32,
0,27 e 0,27 mg malonaldeido.kg™" amostra no mesmo
periodo, ocorrendo diferencas significativas entre eles.

Os tratamentos que continham, respectivamente,
0,5 e 1,0% de extrato de caqui cv. Rama Forte (T3 e
T4) ndo apresentaram diferenca significativa entre os
valores de TBARS do tratamento com 0,5% de extrato
de erva-mate (T5) em zero, 3° e 14° dias analisados.
Nestes tratamentos, os valores de TBARS apresentaram
pequeno aumento durante o periodo de armazenamento.
O tratamento com 1% de extrato de caqui cv. Rama
Forte (T4) apresentou valores sem diferenca significativa
(p > 0,05) do tratamento com 0,5% de extrato de erva-
mate (T5) em todos os dias analisados e os valores de
TBARS destas amostras variaram de 0,15 a 0,32 mg
malonaldeido.kg™" amostra. J4 nas amostras do controle,
ocorreu maior aumento de TBARS e os valores obtidos
variaram de 1,83 até 5,91 mg de malonaldeido por kg
durante o armazenamento .

Com base nos valores de TBARS das amostras de
carne de frango e nos valores de percentual de inibicao da
oxidacdo lipidica apresentados na Figura 1 e na Tabela 2,
0 extrato de caqui Rama Forte, que se caracteriza por
ser adstringente, apresentou maior potencial antioxidante
que o extrato de caqui cv. Quioto. Este extrato apresentou
aumento no percentual de inibicdo da oxidacéo lipidica
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guando ocorreu aumento na concentracéo para 1% nas
amostras tratadas. Entretanto, a inibicado da oxidacéo
lipidica permaneceu abaixo de 50%. Apesar de os
valores de TBARS terem sido significativamente inferiores
aos obtidos pelas amostras controle, os mesmos foram
superiores a 1,0 em todos os dias analisados e, segundo
Trindade et al. (2008), odores de ranco podem ser
detectados por provadores treinados e nao treinados na
faixa de 0,5-1,0 e 0,6-2,0 mg malonaldeido/kg amostra,
respectivamente.

Hoffmann et al. (2003) verificaram que extratos
brutos (aquoso e hidroetandlico) de caqui da cv.Taubaté,
que se caracteriza por ser um caqui adstringente,
apresentaram ac&o antioxidante a 0,5 e 1,0% em carne
mecanicamente separada de frango (CMS) armazenada a
5°C. Porém, quando armazenada a -18 °C, os valores de
TBARS das amostras de CMS n&o apresentaram diferenca
significativa do controle. Ja Hoffmann (2003) verificou
que o extrato aquoso de caqui da cv. Taubaté a 1% na
CMS de frango, que foi incorporada na relacao de 30%
a linguica frescal, apresentou ligeira acdo antioxidante,
mas sem diferenca significativa das amostras referéncia
(CMS adicionada de 0,1% de extrato de alecrim sobre o
teor de gordura) e do controle (CMS sem extrato).

Alguns experimentos tém demonstrado atividade
antioxidante de extratos de erva-mate em produtos
carneos, 0 que vem de encontro aos dados obtidos
neste experimento. Campos et al. (2007) trabalharam
com salame e concluiram que a adicdo de 0,5% de
extrato hidroetandlico de erva-mate controlou a oxidacéo
lipidica, pois os valores de TBARS durante 60 dias
de armazenamento foram baixos. Terra et al. (2008)
verificaram que o extrato hidroetanoélico de erva-mate a
0,5% apresentou atividade antioxidante em carne de peru
moida submetida a tratamento térmico de 75 °C/20 min,
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apresentando pequena reducédo de sua atividade
antioxidante em presenca de NaCl.

Terra et al. (2002) adicionaram o BHA e o extrato
hidroetandlico de erva-mate na concentragcao de 0,5
e 1% em salame tipo italiano com objetivo de inibir a
rancificacéo, e verificaram que ambas as concentracées
empregadas apresentaram protecéo frente a oxidacéo
lipidica comparavel a do BHA. Os tratamentos com
extrato de erva-mate 0,5% e BHA obtiveram os melhores
resultados sensoriais quando comparados aos tratamentos
com o extrato de erva-mate 1% e controle. Verificaram
que o extrato hidroetandlico de erva-mate 0,5%, além
de inibir a oxidacao lipidica, também melhorou a cor
do salame. Neste experimento, como pode-se observar
na Tabela 3, as amostras de carne de frango tratadas
com 0,5% de extrato de erva-mate apresentaram notas
significativamente inferiores ao controle e aos demais
tratamentos nos quesitos cor e sabor, demonstrando
assim que o extrato interferiu nestas caracteristicas
sensoriais.

Os tratamentos com os extratos de ambas as
cultivares de caqui nao provocaram alteracdes sensoriais
significativas (p > 0,05) nas amostras tratadas, quando
comparadas com as amostras controle (Tabela 3).
Hoffmann (2003) verificou que a adicido de extrato aquoso
de caqui a 1% em CMS de frango, que foi incorporada
na relacdo de 30% em linguica, realgou o sabor, fato
esse considerado relevante do ponto de vista sensorial.
Segundo Velazco (2005), para que um antioxidante possa
ser empregado em um alimento, deve ser seguro, facil
de incorporar e efetivo em baixas concentragdes. Além
disso, deve ser termoestavel e livre de odor, sabor e cor.
Desta forma, o extrato de caqui cv. Rama Forte poderia
ser empregado como antioxidante em produtos carneos,
pois, além de proporcionar elevada inibicdo da oxidacao
lipidica na carne de frango moida adicionada de sal

e tratada termicamente, nao alterou os seus atributos
sensoriais.

Os valores de L*, a* e b* para os diferentes
tratamentos diferiram entre si (p < 0,05), sendo que
nas amostras submetidas ao tratamento com 0,5%
de extrato de erva-mate, os valores de L* e a* foram
significativamente inferiores ao da amostra controle
(p < 0,05), durante todo o periodo de armazenamento
(Tabela 4).

Como pode ser constatado no diagrama de
cromaticidade do sistema CIELAB, apresentado por
Ramos e Gomide (2007), os valores menores de a*
significam maior tendéncia em direcéo a cor verde e
menor emrelacdo a cor vermelha, enquanto que os valores
de L* representam a percentagem de luminosidade,
variando de preto (0%) a branco (100%). Desta forma,
a reducéo do valor de L* significa que a carne estava
mais “escura” e a reducgdo do valor de a” significa que
a carne estava mais “verde” e menos “vermelha” do que
a amostra controle. Este fato possivelmente se deve ao
extrato de erva-mate que apresentou coloragdo verde
escura, o que provavelmente influenciou na coloragéo
destas amostras, conferindo coloragdo marrom-
esverdeada em detrimento a colorac&o avermelhada das
amostras controle, o que foi percebido pelos avaliadores
na analise sensorial.

Nos tratamentos com 0,5 e 1% de extrato de
caqui cv. Rama Forte (T3 e T4), os valores de L* e a*
apresentaram-se inferiores ao controle, porém com valores
significativamente superiores (p < 0,05) aos obtidos
pelas amostras tratadas com o extrato de erva-mate
(T5) (Tabela 4). O extrato de caqui cv. Quioto apresentou
menor interferéncia na coloragdo das amostras de carne
de frango, embora, em alguns dias analisados, os valores
de L*e a*tenham diferido significativamente das amostras
controle.

Tabela 3. Médias das notas da andlise sensorial (cor, aroma, sabor e textura) das amostras de carne de frango moida pertencentes ao

grupo controle e aos grupos submetidos aos diferentes tratamentos, apds 4 dias de armazenamento em congelamento a -18 °C.

Atributos Amostra
sensoriais
Cor 6,82% 6,78% 7,172 6,65% 5,86° 4,43¢
Aroma 7,042 6,912 6,782 6,60° 6,522 6,132
Sabor 6,652 52" 6,69° 6,562 6,472 8,73
Textura 6,732 6,68° 6,782 6,042 6,13¢ 5,602

*Médias (n = 35) na mesma linha ndo acompanhadas de mesma letra s&o significativamente diferentes pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
significancia. C: carne de frango controle; T1: carne de frango adicionada de 0,5% de extrato hidroetandlico de caqui cv. Quioto; T2: carne de
frango adicionada de 1,0% de extrato hidroetandlico de caqui cv. Quioto; T3: carne de frango adicionada de 0,5% de extrato hidroetandlico de
caqui cv. Rama Forte; T4: carne de frango adicionada de 1,0% de extrato hidroetandlico de caqui cv. Rama Forte; T5: carne de frango adicionada
de 0,5% de extrato hidroetandlico de erva-mate.
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Tabela 4. Médias dos pardmetros L*, a* e b*, entre as amostras de carne de frango controle e as adicionadas dos extratos
hidroetandlicos durante o periodo de armazenamento a 4 °C (1 °C).

C T1 T2 T3 T4 T5

Dia 0

Parametro L* 64,930** 66,252 64,32° 60,65°¢ 59,98¢° 57 SF

Parametro a* 16,002 16,212 14,19¢ 15,11° 18, 75° 7,194

Parametro b* 17,30¢ 18,812 17,76° 16,574 16,624 18,08
Dia 3

Parametro L* 60,05 61,022 59,49bc 59,39r¢ 58,14¢ 56,614

Parametro a* 12,092 11,280 11,592 9,414 10,10¢° 4,02¢

Parametro b* 12,63 12,76 18,267 11,36° 11,66° 12,83
Dia 7

Parametro L* 59,20° 61,702 59,090 57,63¢ 57,800 55,144

Parametro a* 12,157 10,71° 10,62° 9,43¢° 9,91¢ 4,204

Parametro b* 12,852 12,54 12,852 11,054 11,73¢ 12,28
Dia 10

Parametro L* 61,582 60,962 58,45 57,180 57,16° 55,20°

Parametro a* 11,542 10,46° 10,26° 9,48¢ 9,56° 4,109

Parametro b* 18,312 12,63° 12,94 10,564 11,97¢ 12,02¢
Dia 14

Parametro L* 60,272 60,232 58,972 57,080 56,72° 55,60°

Parametro a* 9,74z° 9,08¢ 9,952 9,478be 9,25¢¢ 8,77

Parametro b* 18,372 12,84° 12,98 10,834 11,254 12,22¢

**Médias de cada dia analisado, na mesma linha, ndo acompanhadas de mesma letra s&o significativamente diferentes pelo teste de Tukey
em nivel de 5% de significancia, C: carne de frango controle; T1: carne de frango adicionada de 0,5% de extrato hidroetandlico de caqui cv.
Quioto; T2: carne de frango adicionada de 1% de extrato hidroetandlico de caqui cv. Quioto; T3: carne de frango adicionada de 0,5% de extrato
hidroetandlico de caqui cv. Rama Forte; T4: carne de frango adicionada de 1% de extrato hidroetandlico de caqui cv. Rama Forte; T5: carne de

frango adicionada de 0,5% de extrato hidroetandlico de erva-mate.

Os valores de b* que variam de azul (-b*) a
amarelo (+b*), apresentaram menor variacao e 0s valores
obtidos entre as amostras tratadas apresentaram-se
mais préximos uns aos outros, embora com diferenca
significativa em alguns dias analisados (Tabela 4).

Il 4 Conclusées

Com base nos resultados obtidos no presente
experimento, parece adequado concluir que o extrato
hidroetandlico de caqui cv. Rama Forte apresentou
elevado potencial antioxidante, podendo ser aproveitado
na conservagdo de carne de frango moida, adicionada
de NaCl e tratada termicamente, uma vez que 0 mesmo
ndo provocou alteracdes perceptiveis pelo painel de
julgadores nas caracteristicas de cor, aroma, sabor e
textura das amostras. Os extratos hidroetandlicos de
caqui das cultivares Rama Forte e Quioto néo interferiram
nos requisitos sensoriais da carne de frango tratada
termicamente, enquanto que o extrato hidroetandlico de
erva-mate, além de alterar a cor das amostras, provocou
alteracdes sensoriais .
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Il Resumo

Atualmente, as atividades antioxidante e antimicrobiana de varios compostos
fendlicos e de extratos de plantas tém sido avaliadas em muitos experimentos.
O objetivo deste estudo foi elaborar o extrato hidroetandélico bruto de caqui
(Diospyros kaki L.) cultivar Rama Forte e fraciona-lo empregando solventes com
diferentes polaridades, para posteriormente determinar os compostos fenélicos
totais e verificar as atividades antioxidante e antimicrobiana in vitro tanto do
extrato hidroetandlico bruto de caqui como das fracdes hexanica, cloroférmica,
de acetato de etila e da fracao residual, obtidas a partir do mesmo. Os compostos
fendlicos totais foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu; a atividade
antioxidante, por meio do método da captura do radical livre 2,2-difenil-1-
picrilidrazila (DPPH), e a atividade antimicrobiana pelo método de difusédo em
disco. O teor de compostos fendlicos do extrato hidroetandlico bruto de caqui,
da fracéo residual, da fracao acetato de etila, da fracdo hexanica e da fracédo
cloroférmica foram de 1.277,94, 1.231,23, 37,24, 17,60 e 11,48 mg GAE.100 mL"",
respectivamente. O extrato hidroetandlico bruto de caqui e a fragdo residual
apresentaram maior teor de compostos fendlicos e maior atividade antirradical
frente ao DPPH do que as demais fragbes testadas, com valores de IC, de
0,2467 e 0,2567 mg.mL™", respectivamente. O extrato de caqui e as fracdes nao
apresentaram atividade antimicrobiana in vitro sobre os microrganismos testados.
Os resultados demonstraram que o extrato hidroetanélico bruto de caqui cv. Rama
Forte e a frac&o residual contém quantidade suficiente de compostos fendlicos
capaz de contribuir positivamente na atividade antioxidante.

Palavras-chave: Caqui; Diospyros kaki L.; Atividade antioxidante; Atividade
antimicrobiana; Compostos fendlicos.

B Summary

The antioxidant and antimicrobial properties of various phenolic compounds
and plant extracts have been evaluated in many experiments. The aim of this study
was to obtain a crude hydroethanolic extract of persimmon (Diospyros kakiL.) cv.
Rama Forte and fraction it using solvents with different polarities. Subsequently
the total phenolic compounds and in vitro antioxidant and antimicrobial activities
were determined in the crude hydroethanolic extract of persimmon, as well as in
the hexane, chloroform, ethyl acetate and residual fractions obtained from it. The
total phenolic compounds were determined by the Folin-Ciocalteau method, the
antioxidant activity by the free radical scavenging 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) method, and the antimicrobial activity by the disc diffusion method. The
phenolic compound contents of the crude hydroethanolic extract of persimmon cv.
Rama Forte, the residual aqueous fraction, ethyl acetate fraction, hexane fraction
and chloroform fraction were, respectively, 1277.94, 1231.23, 37.24, 17.60 and
11.48 mg GAE.100 mL~". The crude hydroethanolic extract of persimmon cv. Rama
Forte and the residual fraction showed the highest contents of phenolic compounds
and highest anti-radical activities against DPPH, as compared to the other
fractions tested, with IC,  values of 0.2467 and 0.2567 mg.mL"", respectively. The
persimmon extract and fractions showed no in vitro antimicrobial activity against
the microorganisms tested. The results showed that the crude hydroethanolic
extract of persimmon cv. Rama Forte and the residual fraction contained sufficient
amounts of phenolic compounds to contribute positively to the antioxidant activity.

Key words: Persimmon; Diospyros kaki L.; Antioxidant activity, Antimicrobial
activity, Phenolic compounds.
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Il 1 Introducao

Varios estudos tém evidenciado os potenciais
antioxidante e antimicrobiano de uma grande variedade de
frutas e de vegetais (TAGURI et al., 2006; ASOLINI et al.,
2006). O consumo frequente de frutas e vegetais tem sido
associado a baixa incidéncia de doengas degenerativas,
tais como cancer, doencas cardiacas, inflamatérias e do
sistema imunolégico, além de disfuncbes neurolégicas
e de cataratas. Esses fatos estdo relacionados com a
presenca de varios compostos antioxidantes nas frutas e
nos vegetais (WANG et al., 1997; FOGLIANO et al., 1999).

Os antioxidantes tém como fungdo impedir que
os radicais livres danifiguem as células e os tecidos
(FOGLIANO et al., 1999). Na industria alimenticia, o
uso de antioxidantes n&o € recente; no entanto, nota-se
uma tendéncia em substituir antioxidantes artificiais por
naturais (AMAROWICZ et al., 2004).

As principais classes de antioxidantes que podem
estar presentes naturalmente nos alimentos s&o os
compostos fendlicos (acidos fendlicos, flavonoides e
taninos), carotenoides, tocoferois, acido ascérbico e seus
derivados (VELIOGLU et al., 1998; AMAROWICZ et al.,
2004). Os compostos fendlicos tém recebido muita atengédo
nos ultimos anos, sobretudo por inibirem a peroxidagao
lipidica e a lipoxigenase in vitro (SOUSA et al., 2007).
A acéo desses antioxidantes pode ocorrer por meio de
oxireduc&o, em que eles proprios seriam os reagentes,
ou por interagdo com metais de transicdo (Fe*? e Cu*?).
Os polifendis s&o efetivos doadores de hidrogénio e seu
potencial antioxidante estéa correlacionado com o numero
e a posicdo dos grupos hidroxilicos e conjugacoes,
assim como com a presenca de elétrons doadores no
anel aromatico B, por causa da capacidade que esse
anel aromatico tem de suportar o despareamento de
elétrons localizado no sistema de elétrons n (RAMIREZ-
TORTOZA et al., 2001).

A atividade antibacteriana de varios polifenois
e extratos de plantas também foi avaliada em estudos
farmacéuticos e em alimentos (TAGURI et al., 2006;
AHN et al., 2007). Alguns compostos fendlicos tais
como 0s de sélvia, alecrim, tomilho, lUpulo, coentro,
ché, cravo e manjericao s&o conhecidos por possuirem
efeitos antimicrobianos contra patégenos alimentares
(AHN et al., 2007).

O caqui é uma fruta que contém alto teor de
polifendis, incluindo flavonoides, &cido galico, acido
p-cumarico, catequinas e taninos condensados; dessa
forma, varios pesquisadores tém se dedicado ao estudo
de suas propriedades antioxidantes (GORINSTEIN et al.,
2001; PARK et al., 2006; GU et al., 2008; CHEN et al., 2008;
MILANI et al., 2010) e antimicrobianas (MILANI et al.,
2009).
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Baseando-se nesses fatores, este experimento
se propds a elaborar o extrato hidroetandlico bruto de
caqui cv. Rama Forte, depois fraciona-lo utilizando-se
solventes com diferentes polaridades, visando uma
semipurificacédo das substancias presentes no extrato por
meio de suas polaridades. Posteriormente, determinar 0s
compostos fendlicos totais, as atividades antioxidante e
antimicrobiana in vitro do extrato hidroetandlico bruto de
caqui, bem como das fracdes hexanica, cloroférmica, de
acetato de etila e da fracao residual, sendo estas obtidas
a partir do referido extrato.

I 2 Material e métodos

2.1 Obtencéao dos extratos

Caquis (Diospyros kaki L.) da cultivar Rama Forte,
provenientes de um pomar comercial de Nova Padua-RS,
foram colhidos em marco de 2010. Foi utilizada uma caixa
de caqui contendo 12 quilos, que foram desidratados em
estufa com circulagéo de ar forcada a 60 °C por 48 horas
e, posteriormente, foram reduzidos a p6. O preparo do
extrato hidroetandlico bruto de caqui e seu fracionamento
com solventes de polaridade crescente foram realizados
conforme descricao de Milani et al. (2009). Para o
preparo do extrato hidroetandlico bruto de caqui, foi
utilizada solucé&o hidroetandlica (etanol 80%) e caqui, na
propor¢éo de 20%. Foram preparados 150 mL de extrato
hidroetandlico bruto de caqui, que foram divididos em
duas partes, sendo que uma das partes foi utilizada para
0s testes de determinacéo da atividade antimicrobiana,
da atividade antioxidante e dos compostos fendlicos
totais e a outra parte foi utilizada para o fracionamento.
A partir da mesma amostra de caqui desidratado, foram
elaborados trés extratos hidroetandlicos brutos, que
foram submetidos ao fracionamento separadamente. Na
etapa do fracionamento, o extrato hidroetandlico bruto
de caqui foi extraido inicialmente com n-hexano, depois
com cloroférmio e com acetato de etila, seqlencialmente,
originando as fragdes hexanica, cloroférmica, de acetato
de etila e o residuo, que foi considerado a fracao residual.
Apods a obtencéo das fragdes, o solvente foi totalmente
eliminado em rotaevaporador (Fisatom® 802) com vacuo
de =760 mmHg e temperatura da agua do banho a 44 °C
(£1 °C) e a parte soélida remanescente foi resuspensa
em agua destilada esterilizada. O extrato hidroetandlico
bruto e as frac6es assim que obtidas foram colocados
em frascos de vidro &mbar ao abrigo da luz e mantidos
a4 °C (x1 °C) até o momento de serem utilizados para a
determinac&o de compostos fendlicos totais e atividades
antioxidante e antimicrobiana in vitro.

2.2 Determinacao de compostos fendlicos totais

Para determinar os compostos fendlicos totais
do extrato hidroetandlico bruto e das quatro fracdes
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(hexanica, cloroférmica, acetato de etila e residual),
utilizou-se o método de Folin-Ciocalteu descrito por
Singleton et al. (1999). As amostras foram diluidas com
agua destilada e filtradas em papel filtro qualitativo
com gramatura de 80 g.m=. Misturou-se 0,5 mL desse
filtrado com 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu
0,2 N e, ap6s 5 min, adicionaram-se 2 mL de solugéo
de carbonato de soédio (75 g.L™"). Apds repouso de 2 h
em temperatura ambiente, a absorbancia foi medida a
760 nm contra o branco, que consistiu de metanol. A
absorbancia da amostra foi comparada com a curva
padrao de &cido galico (concentracbes de 0 a 15 mg de
acido galico.100 mL™") e aplicou-se a Equacéo 1:

Y =0,1247X + 0,0334 (1)

na qual Y = absorbancia, X = concentracdo e R? = 0,9986.
O conteudo total de fenolicos foi expresso em mg
equivalente de &cido galico por 100 mL de extrato
(mg GAE.100 mL"). Foram realizadas trés repeticdes,
para a determinacé&o de compostos fenodlicos totais dos
trés extratos hidroetandlicos brutos de caqui elaborados
e das respectivas fragbes, sendo os dados submetidos a
analise de variancia (ANOVA), e comparados pelo teste
de Tukey, a 5% de significancia (COSTA NETO, 1977).

2.3 Determinacéo da atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante foi avaliada por meio da
capacidade de sequestro de radicais livres 2,2-difenil-
1-picril-hidrazil (DPPH), pelo extrato hidroetandlico bruto
e pelas quatro fracdes em diferentes concentracdes,
utilizando-se a metodologia descrita por Gaio (2008) com
algumas modificacdes. Utilizou-se o espectrofotémetro
SP-220 da marca Biospectro e as leituras foram realizadas
a517 nm. Incubaram-se durante 10 min 5 mL de solugdes
contendo concentragdes crescentes dos extratos e
das quatro fragdes em teste com 5 mL de uma solugéo
etandlica de DPPH 0,1 mM. As diluicdes dos extratos e
das fragdes foram realizadas em etanol 80%. Procedeu-se
da mesma maneira para a preparacdo da solucao
denominada “controle”, porém substituiram-se 5 mL da
amostra dilufda por 5 mL de solvente (etanol 80%). Para a
solucdo denominada “branco”, utilizou-se etanol 80% e a
amostra em cada concentracao a ser testada, visando-se
minimizar a interferéncia de componentes dos extratos
na leitura (CHOI et al., 2002).

O porcentual de captac&o do radical DPPH foi
calculado em termos de porcentagem e expresso como
atividade antioxidante (AA%), conforme a Equacao 2:

AA(%) = 100 — {[(Abs. Abs... ) 100]/Abs. .} (2)

amostra branco)

Os resultados foram plotados em grafico de
atividade antioxidante (AA%) versus concentracao e 0s
valores de IC,  (concentragéo dos extratos ou das fragoes
em teste necessaria para capturar 50% do radical livre
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DPPH); estimados de acordo com a equacé&o da curva,
baseada em modelo sigmoidal (PEREIRA, 2009). O extrato
oleoso de alecrim (Tasteguard, cédigo/GIN 699994, Chr.
Hansen®), que é um antioxidante natural empregado em
alimentos, foi utilizado neste experimento como controle
positivo, nas mesmas concentracdes das amostras em
teste. As andlises foram realizadas em triplicata nas
trés repeticées do extrato hidroetandlico bruto de caqui
elaborado e nas respectivas fragdes obtidas. Os valores
do grafico foram apresentados como média (xdesvio
padréo). Os valores de IC, foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey,
a 5% de significancia (COSTA NETO, 1977).

2.4 Determinacéo da atividade antimicrobiana
in vitro

O extrato hidroetandlico bruto de caqui e as fracoes
obtidas do referido extrato foram individualmente testados
contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus
ATCC14579, Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Enteritidis ATCC 13076, Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Choleraesuis ATCC 10708,
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa ATCC10145,
Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis
ATCC 19433 e Enterobacter aerogenes ATCC 13048.
Foi realizado o teste de difusdo em disco, conforme 0s
procedimentos descritos pelo Nacional Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003). A partir
de culturas recentes dos microrganismos em teste, foi
preparada suspensdo em solucgéo fisiologica estéril (NaCl
0,85%), a qual foi padronizada para 0,5 da escala Mac
Farland. As suspensfes foram semeadas na superficie
do Agar Mtiller-Hinton, em placas de Petri, com auxilio de
swab estéril. Posteriormente, discos de papel, com 6 mm
de diametro, foram impregnados com 10 pL do extrato
ou fracdo em teste e plagueados no agar previamente
inoculado com o microrganismo teste. Para controle
negativo, os discos de papel foram embebidos em agua
destilada esterilizada e, para o controle positivo, foram
usados discos com 30 ug de cloranfenicol. Apoés 24 h de
incubacéo a 36 °C, foi medido o didmetro dos halos de
inibicdo de crescimento nas placas.

I 3 Resultados e discussao

O extrato hidroetandlico bruto de caqui e a fracéo
residual apresentaram valores de compostos fendlicos de
1.277,94 € 1.231,23 mg GAE.100 mL™", respectivamente;
estes nao diferiram significativamente entre si, mas foram
significativamente superiores aos valores de compostos
fendlicos das fracdes obtidas com o n-hexano, o
cloroférmio e o acetato de etila (Tabela 1).

A frac&o hexanica, a fragdo cloroférmica e a de
acetato de etila apresentaram valores de 17,60, 11,48 e
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37,24 mg GAE.100 mL™", respectivamente, e nao diferiram
significativamente entre si (Tabela 1). A fracdo hexanica
e a cloroférmica foram as que apresentaram os menores
valores de compostos fendlicos, provavelmente em razao
das caracteristicas apolares desses solventes, que Ihes
conferem menor afinidade pelos compostos fendlicos
(SIMOES et al., 2001).

O teor de compostos fendlicos apresentou-se mais
elevado na fracdo residual e no extrato hidroetandlico
bruto, o que significa que a maioria dos compostos
fendlicos presentes no extrato hidroetandlico bruto de
caqui nao apresenta solubilidade nos solventes n-hexano,
cloroférmio e acetato de etila utilizados no fracionamento,
permanecendo na fracao residual. Segundo Caetano et al.
(2009), a solubilidade dos compostos fendélicos em um
determinado solvente é uma caracteristica peculiar da
composicéo quimica da planta ou da fruta, o que explica
a inexisténcia de um procedimento universal padréo,
apontando para a necessidade de selecao criteriosa
do método de extracdo para cada fonte natural de
antioxidante.

Os teores de compostos fendélicos do extrato
hidroetandlico bruto de caqui cultivar Rama Forte e das
quatro fracdes foram maiores do que os obtidos por
Milani et al. (2009), que elaboraram extrato hidroalcodlico
bruto de caqui cultivar Quioto, cujo teor de compostos
fendlicos foi de 232,12 mg GAE.100 mL™". Apods
fraciona-lo, com o emprego dos mesmos solventes e
procedimentos utilizados neste experimento, os autores
verificaram que a frac&o residual apresentou valor de
187,35 mg GAE.100 mL', seguida pela fracdo acetato de
etila (28,88 mg.mL™"), pela fracao cloroférmica (4,75 mg.
mL") e pela fracao hexanica (2,09 mg.mL""). Embora néo
tenham ocorrido diferengas nas metodologias utilizadas
no processo de extracado nos dois experimentos para
elaboracéo dos extratos de caqui (cv. Rama Forte e cv.
Quioto), os diferentes teores de compostos fendlicos
encontrados estariam relacionados a cultivar, uma vez
que, comparativamente, as cultivares ndo adstringentes
de caquis parecem ter muito menos polifendis, catequinas

e taninos do que os tipos adstringentes (KATSUBE et al.,
2004; SUZUKI et al., 2005; VEBERIC et al., 2010).

Véarios estudos tém reportado a relacao entre
0 conteudo de compostos fendlicos e a atividade
antioxidante de produtos vegetais (VELIOGLU et al., 1998;
KATSUBE et al., 2004; CHEN et al., 2008). Park et al.
(2006) observaram elevada correlag&o entre o contetdo
de compostos polifendlicos encontrados em extratos de
caqui (Diospyros kaky L. var. Triumph) e a porcentagem
de inibic&o da oxidagéo por meio do teste de captura de
radicais livres DPPH. Tais resultados concordam com 0s
obtidos no presente experimento, uma vez que o extrato
oleoso de alecrim, o extrato hidroetandlico bruto de
caqui e a fracado residual, que apresentaram os maiores
teores de compostos fendlicos, também apresentaram
a maior atividade antioxidante e, consequentemente,
apresentaram os menores valores de IC (Tabela 1;
Figura 1).

Rosso (2006) verificou diminuicdo da atividade
antirradical a medida que os extratos de acerola e acai
foram sendo purificados, apresentando também correlacéo
direta com a diminuicdo dos teores de polifendis,
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Figura 1. Atividade antioxidante do extrato hidroetandlico bruto
de caqui, das fracGes e do extrato oleoso de alecrim pelo
método de capacidade de sequestro do radical DPPH.

Tabela 1. Quantidade de compostos fendlicos totais e valores de IC,, do extrato hidroetandlico bruto de caqui, das fragbes e do

extrato oleoso de alecrim.

Compostos fendlicos totais

(mg GAE.100 mL™")

DPPHIC,,
(mg.mL")

Extrato oleoso de alecrim
Extrato hidroetandlico bruto
Fracédo residual

4.311,94* + 30,35
1.277,94 + 43,20°
1.231,23 + 30,48°

0,09667 + 0,005772
0,2467 + 0,01528°
0,2567 + 0,005774°

Fragdo hexanica 17,60 + 2,19° >10
Fracdo cloroférmica 11,48 + 0,723° >10
Fracéo acetato de etila 37,24 + 6,63° >10

*Valor de compostos fendlicos para extrato oleoso de alecrim expresso em mg GAE.100 g'. **Valores médios + desvio padrao, com letras
diferentes na mesma coluna s&o significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05). >10: valor de IC, n&o calculado para as fragdes
que promoveram inibicao dos radicais livres DPPH inferior a 50%, até a maior concentragéo testada, ou seja, de 10 mg.mL-".
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flavonoides e acido ascoérbico dos extratos. Chun et al.
(2003) também verificaram que a capacidade antioxidante
dos extratos de ameixa variou proporcionalmente aos
teores de polifendis e flavonoides. No entanto, a soma
das atividades antioxidantes de cada constituinte do
extrato foi menor que a capacidade antioxidante total,
caracterizando o efeito sinérgico de diversos constituintes
dos extratos que nao foram quantificados.

Os resultados obtidos no teste de capacidade de
sequestro de radicais livres DPPH sdo apresentados na
Figura 1, na qual se observa que o porcentual antioxidante
aumentou com o aumento da concentracdo do extrato
hidroetandlico bruto de caqui e da frac&o residual até
atingir a atividade antioxidante préxima a 100%. Na
concentragéo de 1,25 mg.mL™", ocorreu o consumo de
mais que 94% do radical DPPH (Figura 1). O extrato
oleoso de alecrim, usado neste trabalho como controle
positivo, promoveu o mesmo efeito anteriormente citado,
mas em concentracdo inferior (0,3125 mg.mL""). Em
contrapartida, nas fracoes de acetato de etila, na fragéo
cloroférmica e na fragdo hexanica, o consumo do radical
DPPH se situou abaixo de 22% na maior concentragédo
testada, ou seja, 10 mg.mL~" (Figura 1).

A planta Ginkgo biloba € uma planta considerada
com alta atividade antioxidante e apresentou um IC,,
de 0,04072 mg.mL", em experimento conduzido por
Mensor et al. (2001). Tal valor demonstra que o extrato
hidroetandlico bruto de caqui (IC,,0,2467 mg.mL™") e a
fracéo residual (IC,, 0,2567 mg.mL™") apresentam menor
atividade antioxidante quando comparada ao extrato
oleoso de alecrim (IC,, 0,09667 mg.mL™") e ao extrato da
Ginkgo biloba.

Os resultados obtidos por Pereira (2009) para o
IC,,, utilizando-se o método do DPPH, para o BHA (Butil
Hidroxianisol), a catequina, o acido galico, o extrato de
cha verde (Danisco®), o extrato de erva mate, a mistura
de extrato de erva-mate e marcela, e para o extrato de
marcela foram de 0,0149, 0,0107, 0,0060, 0,34, 1,32, 1,90
e 5,26 mg.mL™", respectivamente. Apesar de os valores de
IC,, do extrato hidroetandlico bruto de caqui e da fragéo
residual serem maiores ao valor de IC,, do extrato oleoso
de alecrim, 0s mesmos situaram-se abaixo do valor obtido
pelo referido autor para o extrato de chéa verde. Note-se
que, assim como o extrato oleoso de alecrim, o extrato
de ché verde esta disponivel comercialmente para uso
como antioxidante natural. Demonstra-se, dessa forma,
que o extrato hidroetandlico bruto de caqui e a fragdo
residual apresentam possibilidade de serem aplicados
em alimentos, merecendo estudos mais avangados nesse
sentido.

Na Figura 2, pode-se observar o halo de inibicédo
do crescimento microbiano frente ao disco impregnado
com cloranfenicol 30 pg (C+), que foi utilizado como
controle positivo no teste de difusédo em disco. O extrato
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Figura 2. Placa de Petri com halo de inibi¢do do crescimento
microbiano frente ao disco impregnado com cloranfenicol 30 ug
(C+), discos com o extrato em 3 repeticdes (R) e disco com
agua destilada (controle negativo, C-).

hidroetandlico bruto de caqui, as fragdes hexanica,
cloroférmica, de acetato de etila e a fracéo residual
ndo demonstraram atividade antimicrobiana sobre os
microrganismos segundo o teste de difusédo em disco
(dados n&o apresentados). Em experimento conduzido
por Taguri et al. (2006), no qual foi testada a atividade
antibacteriana de 22 polifendis puros ou parcialmente
purificados, e de 26 extratos de plantas contra varios
microrganismos (Gram-positivos, Gram-negativos,
aeroébios, anaerébios estritos e anaerdbios facultativos),
o extrato de folhas de Diospyros kaki apresentou, em
média, atividade antibacteriana fraca.

O resultado obtido no teste de difusédo em disco
sugere auséncia de atividade antimicrobiana das
substancias presentes no extrato hidroetanélico bruto
de caqui e nas fracdes, ou pequena concentragdo das
mesmas, néo atingindo a concentracéao inibitéria minima
para 0s microrganismos em teste.

Il 4 Conclusodes

Nas condi¢cbes deste estudo, o extrato
hidroetandlico bruto de caqui cultivar Rama Forte e sua
frac&o residual apresentaram maior teor de compostos
fendlicos que as demais fracOes testadas, além de a
atividade de eliminacado do radical DPPH ser também
superior, sugerindo que 0s compostos fendlicos tiveram
significativa contribuicdo na atividade antioxidante.
Logo, sugere-se que o extrato hidroetandlico bruto de
caqui cultivar Rama Forte e a fragao residual apresentam
possibilidade de serem aplicados em alimentos,
merecendo estudos mais avancados nesse sentido.
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O extrato hidroetandlico bruto de caqui e as fracdes
hexanica, cloroférmica, de acetato de etila e a fracéo
residual ndo apresentaram atividade antimicrobiana
contra as bactérias testadas.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivos obter extrato hidroetanodlico bruto de caqui
cultivar Rama Forte e fraciona-lo com os solventes n-hexano, cloroférmio e acetato de
etila, a fim de observar a atividade antioxidante dos mesmos em carne bovina submetida
a moagem, adicionada de NaCl e tratada termicamente. Também foi objetivo deste
trabalho comparar a atividade antioxidante dos diferentes extratos, com a atividade do
extrato oleoso de alecrim, assim como verificar o efeito na cor ¢ na populacdo de
microrganismos aerobios mesofilos das amostras durante periodo de armazenamento a
5°C. O extrato hidroetandlico bruto e as fragdes hexanica, cloroférmica, acetato de etila
e a residual, em concentracao de 0,5% promoveram inibi¢do da oxidagdo lipidica nas
amostras de carne bovina de 60,21%; 5,04%; 7,59%; 60,31% e 61,90%,
respectivamente. Logo apos a realizacdo dos tratamentos, somente a amostra que
continha a fragao residual diferiu-se da amostra controle no parametro b*, enquanto que
os valores de a* (cor vermelha) ndo foram influenciados pelos extratos no dia 0.
Nenhum dos tratamentos modificou a contagem de microrganismos aerobios meséfilos
das amostras. O extrato hidroetandlico bruto, as fragdes de acetato de ctila e residual,
demonstraram potencial antioxidante, porém a 0,5% apresentaram atividade
antioxidante inferior a do extrato oleoso de alecrim.
Palavras-chave: atividade antioxidante, atividade antimicrobiana, extrato natural,

Diospyros kaki L.

ABSTRACT
This study aimed to develop a crude hydroethanolic extract of
persimmon cv. ‘Rama Forte’ and to fraction it with n-hexane, chloroform and ethyl

acetate solvents. The antioxidant activity in beef subjected to grinding, added with



NaCl, and thermally treated was checked. The antioxidant activities of the different
extracts were compared with the activity of the oily extract of rosemary and the
effect on the color and mesophilic aerobic count of samples during storage period at 5
°C was evaluated. The crude hydroethanolic extract as well as hexane, chloroform,
ethyl acetate fractions and the residual fraction in the concentration of 0.5%
promoted inhibition of lipid oxidation in the beef
samples of 60.21%, 5.04%, 7.59%, 60.31%, and 61.90%, respectively. Soon after the
completion of the treatment, onlythe sample containing the residual fraction
differed from the control sample in the parameter b*, whereas the values of a* (red
color) were not affected by the extracts on day 0. None of the treatments changed the
count of mesophilic aerobic microorganisms of the samples. The crude
hydroethanolic extractas ~ well ~as  the  residual and  ethyl acetate
fractions showed antioxidant potential; however, at 0.5% they showed lower antioxidant
activity than the oily extract of rosemary.

Keywords: antioxidant activity, antimicrobial activity, natural extracts, Diospyros kaki

L.

1 INTRODUCAO

A oxidagao lipidica ¢ uma das principais causas da deteriora¢do de alimentos carneos,
afetando a cor, o sabor, a textura e o valor nutricional. A deterioracao oxidativa da carne
envolve a oxidagdo dos 4cidos graxos insaturados, que ¢ catalisada pelas hemoproteinas, e
também pelo ferro nao-heme (ARAUJO, 2008).

A carne moida e submetida a tratamento térmico € mais suscetivel as reacoes de
oxidagdo lipidica uma vez que os pigmentos da carne (que sdo potentes catalisadores), em

contato com os lipidios, aceleram o processo oxidativo em velocidade maior que em musculo



intacto. Isso ocorre, porque o aquecimento libera o ferro da mioglobina e de outras
metaloproteinas que aceleram a rea¢do da oxidagdo dos fosfolipidios, € entdo ocorre a
transformagao da mioglobina em molécula pré-oxidante, induzindo assim a decomposigao de
peroxidos, € a desnaturagdo das enzimas protetoras que atuam no controle da oxidacao
(ARAUJO, 2008).

A adi¢do de antioxidantes sintéticos, tais como butil hidroxianisol (BHA), butil
hidroxitolueno (BHT) e terc-butil hidroquinona (TBHQ) podem controlar a oxidagao lipidica
nos alimentos. Mas o uso destes antioxidantes tem sido questionado devido aos possiveis
riscos que podem trazer a saide e também devido sua toxicidade (MANSOUR; KHALIL,
2000). Neste contexto, ganha importancia na area de carnes ¢ em produtos carneos, estudos
sobre antioxidantes naturais, sem efeitos tOxicos.

Além da oxidagdo lipidica o crescimento microbiano e a cor sdo fatores importantes
na vida de prateleira e, conseqlientemente, na aceitacdo dos produtos carneos pelos
consumidores (HAYES et al., 2010).

Frutas, legumes, cereais e especiarias t€m despertado o interesse de pesquisadores ja
que apresentam, em sua constitui¢do, compostos com acdo antioxidante, dentre os quais se
destacam os compostos fenolicos, carotenoides, tocoferois e acido ascorbico (DIMITRIUS,
2006). Alguns pesquisadores se dedicaram ao estudo das propriedades antioxidantes do caqui,
principalmente através de testes in vitro, e atribuiram essa propriedade ao contetido
relativamente alto de compostos fendlicos, incluindo &cido galico, acido cumarico,
flavondides, catequinas e taninos condensados (GORINSTEIN et al., 2001; AHN et al., 2002;
PARK et al., 2006; GU et al., 2008). Estudo realizado com caquis cultivados no Japdo
verificou que os caquis taninosos possuem maior concentracao de polifenois do que os ndo
taninosos. Essa diferenga foi atribuida principalmente pela maior concentragdo de acido

galico em caquis taninosos (SUZUKI et al., 2005).



Extratos vegetais t€m se mostrado eficientes como antioxidantes em carnes € em
produtos carneos (AHN; GRUN; FERNANDO, 2002; AHN; GRUN; MUSTAPHA, 2007;
NAVEENA et al., 2008; HAYES et al., 2010) e alguns tém demonstrado também atividade
antimicrobiana (HSIEH; MAU; HUANG, 2001; AHN; GRUN; MUSTAPHA, 2007;
HAYES et al., 2010). Entretanto, o uso dos extratos vegetais naturais tem sido limitado
devido os elevados custos, e a possivel interferéncia que podem promover em nivel de cor e
sabor (MANSUR; KALIL, 2000). Segundo Mariutti ¢ Bragagnolo (2007) o desenvolvimento
de produtos para uso industrial que possam ser utilizados em baixas concentragdes, € que nao
interfiram nas caracteristicas sensoriais do produto final s3o de suma importancia.

Considerando o exposto este experimento teve como objetivo elaborar extrato
hidroetandlico bruto de caqui cv. Rama Forte e fraciona-lo com diferentes solventes, visando
obter a fragdo hexanica, depois a cloroféormica, a de acetato de etila e a residual, para
posteriormente verificar a atividade antioxidante dos mesmos em carne bovina submetida a
moagem, adicionada de NaCl e tratada termicamente a 75 °C (1 °C) durante 30 minutos.
Outro objetivo foi comparar a atividade antioxidante dos diferentes extratos com a atividade
do extrato oleoso de alecrim, e verificar o efeito dos mesmos na oxidagao lipidica (TBARS),
cor € no numero de colonias de microrganismos aerobios mesofilos presentes nas amostras.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Preparo do extrato hidroetandlico bruto e das fragdes

Caquis (Diospyros kaki L.) da cv. Rama Forte provenientes de um pomar comercial
de Nova Padua — RS foram colhidos em mar¢co de 2010. Para o preparo do extrato
hidroetandlico bruto, os caquis foram desidratados em estufa com circulagdo de ar forcada a
60 °C durante 48 horas e posteriormente foram reduzidos a p6, em liquidificador. O preparo
do extrato hidroetanodlico bruto foi realizado de acordo com Milani et al. (2010) e o

fracionamento do mesmo, com solventes de polaridade crescente (n-hexano, cloroférmio e



acetato de etila) foi conforme procedimentos descritos por Milani et al. (2009). Apos a
obtencao das fracdes, o solvente foi totalmente eliminado em rota evaporador, € o residuo
ressuspenso em agua destilada esterilizada. Foram obtidas quatro fragdes; hexanica,
cloroférmica, de acetato de etila e a fragdo residual. O extrato hidroetanolico bruto e as quatro
fracdes assim que obtidas foram colocados em frascos de vidro ambar e mantidos a 4 °C (£1
°C) até¢ o momento de serem utilizados.
2.2 Preparo, armazenamento e analises das amostras de carne bovina

Para a realizacdo deste experimento foi utilizada carne de paleta bovina, adquirida em
um supermercado de Santa Maria - RS. A carne foi moida inicialmente em disco de 10 mm e
ap6s em disco de 5 mm, adicionada de NaCl a 1,5% e homogeneizada em misturadeira
(marca JAMAR®™, modelo MJ 35, Tup3, Sdo Paulo). Posteriormente foi dividida em sete
porgoes iguais de 1,0 kg, que determinaram os seguintes tratamentos: controle (C, sem
adicdo de extrato), tratamento 1 (T1) adicionado de extrato hidroetandlico bruto de
caqui, tratamento 2 (T2), adicionado da fragdo residual, tratamento 3 (T3) adicionado
da fragdo hexanica, o tratamento 4 (T4), adicionado da fracdo cloroférmica, tratamento
5 (T5), adicionado da fracdo acetato de etila e tratamento 6 (T6), adicionado de 0,10%,
sobre o teor de lipidios da carne, de extrato oleoso de alecrim, conforme instrugdes do
fornecedor (Chr. Hansen®). Foram utilizados 0,5% de extrato hidroetanélico bruto de
caqui e das fragdes, em relagdo a massa carnea dos tratamentos. As por¢des de carne
bovina do controle e as dos tratamentos foram divididas em partes de 100 gramas, as
quais foram moldadas em forma de hamburguer com 11 centimetros de didmetro e
tratadas termicamente a 75 °C (x1 °C) por 30 minutos em estufa. Apoés o resfriamento
(+25 °C) foram embaladas em filme transparente permedavel ao oxigénio e armazenadas
a 5 °C (x1 °C), durante 20 dias. Foram determinadas as substancias reativas ao acido

tiobarbiturico (TBARS), a cor (L*, a* e b*) e a populagdo de microrganismos aerobios



mesofilos logo apds o tratamento térmico e resfriamento das amostras (dia 0) e no 4°, §8°,
12°, 16° e 20° dia de armazenamento. Foram realizadas duas repeti¢des por tratamento.
A carne apresentou teor de lipidios de 1,21 g% o qual foi determinado através do
método do butirdmetro (TERRA; BRUM, 1988). A adi¢do da propor¢ao de 0,5% do extrato
hidroetandlico bruto e das fracdes em teste foi baseada em resultados preliminares, onde foi
verificado que nesta concentracdo o extrato hidroetanolico bruto de caqui da cultivar Rama
Forte apresentou boa atividade antioxidante e ndo provocou alteragcdes sensoriais na amostra
na qual foi adicionado (MILANI et al., 2010).
2.3 Oxidacao lipidica

A estimativa da oxidagdo lipidica foi determinada pelo método de TBARS
(substancias resultantes da oxidacdo lipidica reativas ao acido tiobarbiturico), seguindo
metodologia descrita por Raharjo, Sofos € Schmidt (1992), com modificagdes. Os tubos com
as amostras e reativos foram colocados em banho Maria a 100 °C por 40 minutos
(BRAGAGNOLO; DANIELSEN; SKIBSTED, 2005) e apos resfriados procedeu-se a leitura
em espectrofotdometro a 531 nm. A densidade 6tica lida foi multiplicada por 7,8 (TANG et
al., 2001). O resultado foi expresso em miligramas de malonaldeido por kilograma de amostra
(mg MA/kg).

A porcentagem de inibicdo da oxidagdo lipidica proporcionada pelos extratos e
fragdes empregados foi calculada conforme descrito por Tang et al. (2001), onde a soma dos
valores de TBARS analisados para amostras controle e tratadas, foi usada para calcular a %
de inibi¢o da oxidacao lipidica na carne bovina, através da férmula: (Controle — Tratamento)
+ Controle x 100.

2.4 Determinacéo da cor
A determinag@o da cor foi realizada utilizando-se o sistema CIE em aparelho Chroma

Meter CR- 300 (Minolta®, Japdo), através da leitura dos pardmetros L* (que representa a



porcentagem de luminosidade, onde preto 0%, e branco 100%), a* (onde +a* vermelho) e b*
(onde +b* amarelo). As leituras foram realizadas a temperatura ambiente na superficie das
amostras de carne bovina, em quadruplicata para cada amostra avaliada.
2.5 Contagem de microrganismos aerobios mesoéfilos em placas

Para determinar o numero de colonias dos microrganismos aerdbios mesofilos em
placas procederam-se as dilui¢oes adequadas, e as semeaduras foram realizadas em duplicata
por plaqueamento em profundidade, empregando o Agar padrao para contagem (PCA) com
incubagfio a 36 °C + 1 °C por 48 horas. Os resultados foram expressos em Log UFCg” de
amostra (BRASIL, 2003).
2.6 Analise estatistica

O desenho experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com um controle e 6
tratamentos, totalizando 7 unidades experimentais. Os dados para a determinacdo de TBARS,
cor ¢ contagem de microrganismos aerobios mesofilos foram coletados em quadruplicata.
Todos dados foram avaliados através de andlise de variancia (ANOVA), ¢ as médias
comparadas pelo teste de Tukey, considerando o nivel de significancia de 5% (COSTA

NETO, 1977).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato hidro etandlico bruto de caquis e as fragdes deste extrato em teste
influenciaram de forma distinta a oxida¢do lipidica das amostras de carne bovina
tratadas termicamente ¢ adicionadas de cloreto de sodio, durante o periodo de
armazenamento refrigerado (Tabela 1). Logo apds o cozimento e resfriamento (dia zero) as
amostras ndo apresentaram valores de TBARS. Os valores de TBARS das amostras controle
aumentaram no decorrer do periodo de armazenamento atingindo 1,308 mg MA/kg de

amostra (mg de malonaldeido/ kg de amostra) no 20° dia de armazenamento. A amostra que



recebeu o ftratamento com a fracdo hexanica (T3) apresentou valor de TBARS
significativamente inferior (0,315 mg MA/kg de amostra) ao controle at¢ o 8° dia de
armazenamento, posteriormente elevou-se apresentando no final do periodo analisado 1,304
mg MA/kg de amostra, valor que nao diferiu significativamente do controle. A amostra que
recebeu a fragdo cloroformica obteve 1,148 mg MA/kg de amostra no ultimo dia de
armazenamento, valor significativamente inferior ao obtido pelo controle. J& as amostras
adicionadas do extrato hidroetanolico bruto (T1) e da fracdo residual (T2) apresentaram
valores de TBARS significativamente inferiores aos valores apresentados pela amostra
controle durante todo o periodo de armazenamento, mas os valores de T1 e T2 ndo diferiram
entre si. No 20° dia de armazenamento ambas as amostras (T1 e T2) apresentaram valor de
0,450 mg MA/kg de amostra. Entretanto, esse valor foi significativamente superior ao obtido
pelas amostras tratadas com o extrato oleoso de alecrim que obteve 0,243 mg MA/kg de
amostra. Trindade et al. (2008) relataram que odores de rango podem ser detectados por
provadores treinados e ndo treinados com TBARS na faixa de 0,5 - 1,0 ¢ 0,6 — 2,0 mg
malonaldeido/kg amostra, respectivamente. Utilizando-se destes valores, apenas as
amostras tratadas com o extrato hidroetanolico bruto (T1), com a fracdo residual (T2), com a
fracdo obtida com acetato de etila (T5) e com o extrato oleoso de alecrim (T6) mantiveram-se
em condi¢cdes adequadas, ou seja, ndo apresentaram odores detectaveis de rancidez
durante o periodo avaliado.

O extrato hidroetandlico bruto de caqui e a fracdo residual apresentaram
atividade antioxidante, uma vez que as amostras que receberam estes antioxidantes
naturais obtiveram menores valores de TBARS do que os encontrados na amostra
controle durante o periodo de armazenamento. Entretanto, a atividade antioxidante na
concentragdo utilizada (0,5%) foi inferior a apresentada pelo extrato oleoso de alecrim

(0,1% sobre o teor de gordura, T6). Hoffmann et al. (2003) verificaram que extratos



brutos (aquoso e hidroetandlico) de caqui da cv.Taubaté, que se caracteriza por ser
adstringente, apresentaram acao antioxidante nas proporcoes de 0,5% e 1,0% em relagdo
a massa da amostra de carne mecanicamente separada de frango (CMS) armazenada a
5°C. Hoffmann (2003) verificou que o extrato aquoso de caqui cv. Taubaté, que foi
adicionado na razao de 1% na CMS de frango, e que posteriormente foi incorporada na
relacdo de 30% ao produto carneo frescal linglii¢a, apresentou ligeira acao antioxidante,
mas ndo diferenciou significativamente das amostras referéncia, onde se adicionou na
CMS 0,1% de extrato de alecrim sobre o teor de gordura, e do controle (CMS sem
extrato).

Neste experimento, a amostra tratada com a fracdo obtida com acetato de etila (T5)
apresentou valores de TBARS significativamente inferiores aos encontrados no controle,
durante todo o periodo de armazenamento. No entanto, os valores das amostras com a fragdo
acetato de etila foram significativamente maiores aos da amostra tratada com o extrato oleoso
de alecrim (T6), com excegdo no 20° dia de armazenamento, onde obteve 0,253 mg MA/Kg
de amostra, e ndo apresentou diferenga significativa (Tabela 1).

Na figura 1, observa-se a porcentagem de inibi¢ao da oxidagdo lipidica das amostras
de carne bovina adicionadas dos extratos e das fragdes em teste. No célculo da porcentagem
de inibi¢do da oxidagado lipidica foi considerada a soma dos valores de TBARS de todos os
periodos analisados para a amostra controle e as amostras tratadas com o extrato de caqui e as
fragdes do extrato de caqui, desta forma pode-se observar que o extrato hidroetandlico bruto
(T1), a fragdo residual (T2) e a fragdo acetato de etila (T5), promoveram maior inibi¢do da
oxidagdo lipidica, seguidas pela fragdo cloroformica (T4) e hexanica (T3) com valores de
60,21; 61,90; 60,31; 7,59 e 5,04%; respectivamente. O extrato oleoso de alecrim (T6)

apresentou a maior atividade antioxidante com inibi¢ao da oxidagao lipidica de 78,21%.



Pode-se observar que as fragdes obtidas com solventes de diferentes polaridades
apresentaram diferentes atividades antioxidantes. Segundo Koba et al. (2007) o solvente
utilizado na extragdo e o método de extracdo podem influenciar significativamente no
nivel dos componentes recuperados, dessa maneira podendo determinar a habilidade
antioxidante de cada tipo de extrato.

Existem varias metodologias para preparacao de extratos vegetais, visando o
isolamento de seus constituintes quimicos. Segundo Cechinel e Yunes (1998) um
método considerado adequado na obtencdo de extrato bruto ¢ a extragdo hidroalcodlica.
Posteriormente, este extrato pode ser submetido a um processo de parti¢do liquido-
liquido, visando uma semi purificagdo das substancias através de suas polaridades, com
solventes de polaridades crescentes, buscando a extracdo de diferentes compostos
(CECHINEL; YUNES, 1998). Segundo Simdes et al. (2001) a primeira extragdo, com
solvente apolar, retiraria 6leos, gorduras, esterdis e pigmentos facilitando a extragdo
posterior dos flavonoides. Neste experimento, observou-se que a fragdo hexanica (T3),
que foi a primeira fragdo obtida promoveu o menor valor de inibi¢do da oxidagdo
lipidica na carne bovina, entre as fragdes em teste. As fracdes obtidas com solventes de
maior polaridade promoveram maior inibi¢do da oxidagdo lipidica, provavelmente este
fato esteja relacionado com a capacidade antioxidante das substancias extraidas por
cada tipo de solvente.

Em experimento conduzido por Chen et al. (2006), que prepararam extrato
metanodlico de Ruellia tuberosa L. e quatro fragdes (agua, acetato de etila, cloroféormio e
n-hexano), e avaliaram a atividade antioxidante através do ensaio do 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil e da eliminagdo de peréxido de hidrogénio induzida por teste de
quimiluminescéncia, verificaram que a maior atividade antioxidante foi da fragdo

acetato de etila, seguida pela cloroférmica, e pelo extrato metandlico, enquanto que as



fracdes de hexano e residual apresentaram menor atividade antioxidante. A ordem de
inibicdo da oxidacdo lipidica proporcionada pelas fracdes obtidas com diferentes
solventes a partir de Ruellia tuberosa L. diferiu da obtida no presente experimento, onde
se utilizou o caqui cultivar Rama Forte, uma vez que a fragdo cloroférmica (T4) foi uma
das fragdes que apresentou menor atividade antioxidante na carne bovina, enquanto que
a fragdo residual do extrato hidroetanolico (T2) apresentou a maior atividade
antioxidante (Figura 1). Este fato € justificavel, uma vez que se sabe que as diferentes
concentragdes das substancias utilizadas como antioxidantes e suas estruturas quimicas
exercem forte influéncia no percentual de inibicdo da oxidac¢do observado, assim como
o meio onde sdo adicionados (PRADO et al., 2009).

Souza e Terra (2008) demonstraram que extratos de semente de gergelim sao
efetivos protetores contra a oxidagdo lipidica em coxas de frango, e verificaram que o
método de extracdo seqiiencial utilizando o hexano e o cloroférmio foi mais efetivo em
isolar os compostos bioativos do que a extragdo hidroetandlica. Tais resultados diferem
dos obtidos no presente experimento uma vez que as fragdes cloroférmica (T4) e
hexanica (T3), obtiveram menor atividade antioxidante na carne bovina do que o extrato
hidroetanolico bruto (T1).

Inimeros experimentos tém sido conduzidos com diferentes extratos de plantas
visando controlar a oxidacao lipidica em carnes submetidas a diferentes tratamentos térmicos.
Os dados obtidos no presente experimento, onde os extratos e as fracdes testadas
apresentaram atividade antioxidante em carne bovina submetida a 75°C durante 30 minutos,
vem ao encontro dos resultados obtidos por outros pesquisadores que empregaram extratos de
diferentes plantas para evitar a oxidacdo lipidica. El-Alim et al. (1999) observaram que
hamburgueres de suino, cru e apds coccao, pré-tratados com cloreto de sédio e com adi¢ao de

diferentes extratos etandlicos (de tomilho, de salvia, de manjericio e de gengibre),



apresentaram teores significativamente menores de perdxidos e de TBARS, em relagdo ao
controle que nao foi adicionado de extratos, durante a estocagem refrigerada, e congelada.
Nissen et al. (2004) investigaram o efeito antioxidante de extratos de alecrim, cha verde, café
e de casca de uva, em hamburgueres suinos pré cozidos (80 °C) armazenados sob condigdes
de varejo (10 dias, 4 °C, exposto ao ar), e verificaram que ocorreu retardo da oxidagao lipidica
das amostras. Terra et al. (2008) verificaram que o extrato hidroetanolico de erva mate
adicionado na relagdo de 0,5% em carne de peru moida, apresentou atividade antioxidante
quando a mesma foi submetida a tratamento térmico de 75 °C/20 minutos, mas a atividade
antioxidante do extrato diminuiu quando na presenga de 2% de cloreto de sodio.

Naveena et al. (2008) estudaram as propriedades antioxidantes do extrato de casca de
roma em hamburgueres de frango adicionado de 1% de cloreto de sodio e cozido até a
temperatura interna de 80 °C, durante o armazenamento a 4 °C (x1 °C) por 15 dias.
Verificaram que os valores de TBARS das amostras tratadas com extrato de casca de roma
foram significativamente reduzidos de 1,530 mg MA/Kg nas amostras de hamburguer
controle para 0,135 mg MA/Kg nas amostras tratadas com o extrato de casca de roma. O
tratamento com o extrato de casca de roma inibiu a oxidacdo lipidica em hamburgueres de
frango cozido em uma extensao maior do que os tratamentos desse experimento (extrato
hidroetandlico bruto de caqui cv. Rama Forte e a fragdo residual) uma vez que obtiveram no
20° dia de armazenamento 0,450 mg MA/Kg de amostra, enquanto a amostra controle
apresentou 1,308 mg MA/Kg de amostra.

Os extratos ¢ as fragdes em teste ndo exerceram atividade antimicrobiana sobre os
microrganismos aerobios mesodfilos na carne bovina submetida ao tratamento térmico, como
pode ser observado na figura 2 onde sdo apresentados os resultados referentes a contagem de
microrganismos aerobios mesofilos no zero e no 20° dia de armazenamento das amostras.

Tais resultados vém ao encontro dos obtidos por Schirmer e Langsrud (2010) que ao



investigarem o efeito inibitério de antimicrobianos naturais (timol, cinamaldeido,
isotiocianato de alila, acido citrico, acido ascorbico, extrato de alecrim e do extrato de
semente de uva) sobre o crescimento de bactérias deteriorantes tipicas de carne suina
marinada, verificaram que os mesmos nao proporcionaram efeito antimicrobiano sobre
0 crescimento microbiano total nas amostras da carne suina embalada a vacuo e
estocadas a 4 °C, apesar de terem apresentado efeito antimicrobiano in vitro. Holley e
Patel (2005) relataram que em muitos experimentos altas concentragdes de
antimicrobianos naturais s3ao necessarias para obter efeitos antimicrobianos em
alimentos, mesmo quando atividade antimicrobiana ¢ constatada in vitro. As possiveis
causas para esse efeito podem incluir a imobilizagdo do componente antimicrobiano em
gorduras, proteinas ou carboidratos, as diferencas na atividade de 4gua, as interagdes
entre espécies bacterianas ou alteragdes nas bactérias tornando-as menos suscetiveis aos
antimicrobianos em sistemas alimentares.

Os valores do parametro +a* obtidos pelas amostras tratadas com extratos de
caqui Rama Forte ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo aos do controle
logo apds a aplicacdo (zero dia), sugerindo que nenhum dos tratamentos alterou a
coloracdo vermelha das amostras de carne bovina. No entanto, no 20° dia de
armazenamento, os valores do parametro +a* foram inferiores aqueles do zero dia em
todas as amostras (Tabela 2), isto significa que os tratamentos ndo contribuiram para a
manuten¢do da coloracdo vermelha das amostras de carne bovina durante os 20 dias de
armazenamento sob refrigeragdo. Ahn, Griin ¢ Mustapha (2007) avaliaram a cor da
carne cozida tratada com extrato de semente de uva (1%) e verificaram que a mesma
apresentou menor brilho (L*), maior intensidade de cor vermelha (+a*) e menor
intensidade de cor amarela (+b*) do que aquelas tratadas com BHA / BHT (0,02%),

extrato de casca de pinheiro (1%) e oleorresina de alecrim (1%). O extrato de semente



de uva e o extrato de casca de pinheiro mantiveram a cor vermelha da carne bovina
durante a estocagem a 4 °C, diferindo do que foi observado no presente experimento.

No dia zero as amostras tratadas também apresentaram o valor de +b* sem
diferenca significativa do controle, com exce¢ao da amostra adicionada da fracao
residual (T2), que apresentou valor significativamente maior que a amostra controle e
sem diferenca significativa da amostra adicionada do extrato oleoso de alecrim (Tabela
2). No 12° dia de armazenamento, todas as amostras apresentaram valores para o
parametro +b* sem diferencas significativas entre si. No 20° dia de armazenamento a
amostra tratada com o extrato de alecrim apresentou valor maior que o controle para o
parametro +b*, seguida em ordem decrescente pela amostra tratada com a fragdo acetato
de etila (T5), fragdo residual (T2), fracdo cloroformica (T4) e extrato hidroetandlico
bruto (T1), que também apresentaram maiores valores de +b* que o controle,
significando que estas amostras se encontravam com a colora¢do amarela mais intensa
do que as amostras do controle.

Logo apds a aplicagao dos tratamentos as amostras de carne bovina adicionadas
de 0,5% de extrato hidroetanolico bruto de caqui cv. Rama Forte, de 0,5% da fragdo
residual, de 0,5% da fragdo acetato de etila e do extrato oleoso de alecrim (0,10% sobre
o teor de gordura) apresentaram os valores médios do parametro L* sem diferenca
significativa em relacdo a do controle, demonstrando que estes tratamentos nao
alteraram a luminosidade das amostras (Tabela 2). Entretanto, durante o periodo de
armazenamento ocorreu uma tendéncia da amostra de carne bovina tratada com a fracao
acetato de etila (T5) apresentar valores significativamente maiores ao da amostra
controle para o parametro L*, e no 20° dia de armazenamento apresentou valor maior
que as demais amostras de carne bovina, sendo que estes valores ndo diferiram na

maioria dos dias analisados da amostra tratada com o extrato oleoso de alecrim. As



amostras tratadas com o extrato hidroetanolico bruto (T1), e as demais fragdes em teste,
apresentaram valores para L* superiores aos da amostra controle no final do periodo de
armazenamento, ¢ estes valores ndo diferiram significativamente da amostra tratada
com o extrato oleoso de alecrim (T6) no final do periodo de armazenamento. Diferente
do que o observado no presente experimento, onde logo apos a adigdo dos extratos e
fracdes em teste ndo se verificou alteragdo dos valores L* e +a* das amostras de carne
bovina tratada termicamente, Naveena et al. (2008) verificaram que extrato de pd de
casca de romd em hamburgueres de frango cozido, reduziu de forma significativa os
valores de L*, quando comparados com o controle. Devatkal, Narsaiah e Borah (2010)
constataram que a incorporacao de extratos de p6 de casca de roma em reestruturados de
carne de cabra cozida, reduziu de forma significativa os valores de L* e +a* quando
comparados com o controle, enquanto que o extrato de semente de roma nao mostrou
diferenga significativa em relagdo ao controle para o valor L* e reduziu
significativamente valor +a*. Fatos esses ndo ocorridos nesse experimento, uma vez que
nos valores de L* e +a* ndo diferiram significativamente em relacdo aos valores
encontrados no controle no dia zero. Ocorreu uma tendéncia dos valores de L* de todas
as amostras de carne bovina aumentar durante o periodo de armazenamento ¢ no final
do armazenamento todas as amostras de carne bovina, inclusive a do controle,
apresentaram valores maiores para L* se comparado com o inicio do experimento

(Tabela 2).

4 CONCLUSOES
Considerando-se os resultados obtidos pode-se concluir que o extrato hidroetandlico

bruto de caqui cv. Rama Forte, a fracdo residual e a fracdo de acetato de etila apresentam



potencial antioxidante, porém na concentragao de 0,5% a atividade antioxidante foi inferior a
do extrato oleoso de alecrim (0,10% sobre o teor de gordura).

A adicao do extrato hidroetandlico bruto de caqui cv. Rama Forte, da fracao
residual, da fragdo acetato de ctila e do extrato oleoso de alecrim nao exerceram
influencia nos valores médios do parametro L*, logo depois de aplicados (zero dia).

Ocorreu uma tendéncia em aumentarem os valores de L* e diminuirem os
valores de a* durante o periodo de armazenamento das amostras de carne bovina.

O extrato de caqui Rama Forte e suas fragdes ndo promoveram inibicao significativa

da populagdo dos microrganismos aerobios mesofilos nas amostras de carne bovina.
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Figura 1. Inibi¢ao da oxidagdo lipidica em amostras de carne bovina tratadas termicamente e
adicionadas do extrato hidroetandlico de caqui cv. Rama Forte, de suas fragcdes e do extrato
oleoso de alecrim durante o periodo de armazenamento a 5 °C (£1 °C). Valores apresentados
como média £ desvio padrao (n=4) da inibicdo da oxidagdo lipidica, onde as barras
representam o desvio padrdo. Tratamento 1: 0,5% de extrato hidroetandlico bruto de caqui cv.
Rama Forte; Tratamento 2: 0,5% da fragdo residual; Tratamento 3: 0,5% da fra¢ao hexanica;
Tratamento 4: 0,5% da fragdo cloroférmica; Tratamento 5: 0,5% da fragao acetato de etila;

Tratamento 6: 0,10% (sobre o teor de gordura) de extrato oleoso de alecrim.
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Figura 2. Valores médios da contagem de microrganismos aerobios mesofilos das amostras
de carne bovina controle e das submetidas aos diferentes tratamentos no zero e 20° dia de
armazenamento a 5 °C. C: controle, T1: 0,5% de extrato hidroetandlico bruto de caqui cv.
Rama Forte; T2: 0,5% da fracao residual; T3: 0,5% da fracao hexanica; T4: 0,5% da fragao
cloroformica; T5: 0,5% da fragdo acetato de etila; T6: 0,10% (sobre o teor de gordura) de
extrato oleoso de alecrim. Médias de cada dia analisado acompanhadas de mesma letra nao

diferem significativamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de significancia.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito do extrato hidroetandlico de caqui
cultivar Rama Forte sobre a oxidagdo lipidica de salame tipo Italiano e comparar com a
atividade antioxidante do extrato oleoso de alecrim, bem como avaliar o desenvolvimento
microbiano ¢ a cor do salame durante o periodo de processamento e as caracteristicas
sensoriais de cor, aroma, sabor e textura no salame pronto. Para tanto, foram elaborados
salames com 0,5 ¢ 0,7% de extrato hidroetanolico de caqui, salames adicionados de extrato
oleoso de alecrim (0,10% sobre o teor de gordura) e salames controle. O extrato
hidroetanolico de caqui cv. Rama Forte retardou a oxidagdo lipidica durante o periodo de
processamento e de armazenamento do salame, sendo que quando na concentracdo de 0,7%
apresentou valores de TBARS semelhantes aos das amostras tratadas com extrato de alecrim
na maioria dos dias analisados. Nas concentracdes utilizadas (0,5 e 0,7%) o extrato de caqui
cv. Rama Forte ndo promoveu alteracdo nas contagens de microrganismos, nas caracteristicas
sensoriais e nos parametros de cor (L*, a* e b*) das amostras de salame ap6s a conclusao de
sua elaboragao.

Palavras-chave: extrato natural, antioxidante natural, Diospyros kaki L., salame.

ABSTRACT

The main objective of this experiment was to determine the effect of the
hydroethanolic extract of persimmon cv. ‘Rama Forte’ on the lipid oxidation of
the Italian salami type and compare with the antioxidant activity of the oily rosemary extract.
Moreover, we aimed to assess the microbial growth and the color of the salami during its
manufacturing as well as its sensory characteristics of color, aroma, flavor, and texture when
ready to be consumed. We prepared salami with 0.5 and 0.7% of hydroethanolic extract of

persimmon, control salami (with no antioxidant), and salami added with oily



rosemary extract (0.10% of the fat content). The hydroethanolic extract of persimmon
cv. ‘Rama Forte’ retarded the lipid oxidation during the manufacturing and storage of the
salami. At the concentration of 0.7%, it presented values similar to the TBARS of the samples
treated with rosemary extract in most of the days analyzed. At both concentrations (0.5 and
0.7%), the extractof persimmon cv. ‘Rama Forte’ did not promote changes in the
microorganism counts in the sensory characteristics or in the color parameters (L*, a* and b*)
of the samples of salami after finishing their manufacturing.

Keywords: natural extract, natural antioxidant, Diospyros kaki L., salami.

1 INTRODUCAO

A oxidacdo lipidica ¢ uma das principais reacdes deteriorativas que ocorrem durante o
processamento, distribui¢do, armazenamento e preparo final dos alimentos. Estas reagdes
oxidativas t€ém como conseqiiéncia a destrui¢do das vitaminas lipossoliveis e dos acidos
graxos essenciais, além de alteracdes indesejaveis de cor, sabor, aroma e consisténcia do
alimento, tornando-os improprios para o consumo. Também afeta a integridade e seguranca
dos alimentos através da formacdo de compostos poliméricos potencialmente toxicos
(RAMALHO; JORGE, 2006; ARAUJO, 2008).

Na industria de alimentos, a oxidagdo lipidica pode ser inibida por antioxidantes
sintéticos tais como Butil hidroxianisol (BHA), Butil hidroxitolueno (BHT), Terc butil
hidroxiquinona (TBHQ) e galato de propila (PG), cuja a¢do consiste na rapida doagdo de um
atomo de hidrogénio para o radical livre (MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007). O emprego
destes compostos tem sido questionado em muitos estudos quanto a sua inocuidade, pelo fato
de proporcionar riscos de carcinogenese e de outras doengas (TANG et al., 2001; MELLO;
GUERRA, 2002).

Devido ao risco de efeitos toxicos relatados para alguns antioxidantes sinteticos, ha

um crescente interesse tanto por parte dos consumidores como da industria em pesquisas no



sentido de encontrar produtos naturais com atividade antioxidante, os quais permitirdo
substituir os sintéticos ou fazer associagdes entre eles, com o intuito de diminuir seu uso nos
alimentos (NASSU et al., 2003; POKORNY, 2007; HAYES et al., 2010). Os principais
estudos estdo centralizados nos compostos fenolicos de origem vegetal, pois eles podem agir
como sequestradores de radicais e algumas vezes como quelantes de metais, agindo tanto na
etapa de iniciagdo como na propagacao do processo oxidativo (SHAHIDI, 2000; RAMALHO;
JORGE, 2006; CHEN et al., 2008).

Alguns pesquisadores tém demonstrado que comparativamente com outras frutas o
caqui apresenta maiores teores de compostos fenolicos. Chen et al. (2008) verificaram que o
caqui da cultivar (cv.) Mopan apresentou teor 8 vezes maior de compostos fendlicos que o
tomate, também foi superior que a uva e que a maga; o que estd em concordancia com a maior
atividade antioxidante de seus extratos etandlicos. Gorinstein et al. (2001) mostraram que o
conteudo de fenois totais em caqui foi maior do que o de maga. Tem sido relatado que o teor
de compostos fendlicos totais pode variar em diferentes cultivares de caqui.
Comparativamente as cultivares adstringentes parecem ter muito mais polifendis, catequinas e
taninos que os tipos nao adstringentes (VEBERIC et al., 2010), o que tem sido relacionado a
uma maior atividade antioxidante em extratos obtidos deste tipo de caqui (KATSUBE et al.,
2004; MILANI et al., 2010).

A estabilidade da gordura muitas vezes limita a vida de prateleira de salames e
presuntos curados (BOZKURT, 2006). Desta forma este experimento teve como objetivo
principal verificar o efeito do extrato hidroetandlico de caqui cv. Rama Forte sobre a oxidacao
lipidica de salame tipo Italiano e comparar com a atividade antioxidante do extrato oleoso de
alecrim, durante seu periodo de fabricagdo e armazenamento; bem como avaliar o
desenvolvimento microbiano e a cor durante o periodo de fabricagdo do salame e analisar as

caracteristicas sensoriais ap6s concluida sua elaboragao.



2 MATERIAL E METODOS
2.1 Preparo do extrato hidroetandlico bruto de caqui

Foram utilizados os frutos de Diospyros kaki L. cv. Rama Forte (caqui adstringente)
provenientes de um pomar comercial de Nova Padua — RS. Para o preparo do extrato
hidroetanolico bruto os caquis foram colhidos em marco de 2010, desidratados em estufa com
circulagdo de ar forgada a 60 °C por 48 horas e posteriormente foram reduzidos a p6. O
produto vegetal desidratado foi homogeneizado com uma solugdo hidroetanolica (etanol
80%), na propor¢do de 20% utilizando-se liquidificador, durante 3 minutos na velocidade
média. Apos se ajustou o pH para 5,48 com solugdo de acido acético 50% o qual permaneceu
em banho de ultra-som (Thornton®, modelo T14) durante 25 minutos a temperatura ambiente
(ZHAO; HALL, 2008). Transcorrido este periodo a parte solida foi submetida a mais duas
extracdes sucessivas. O filtrado das trés extragoes foi concentrado até 6% do volume inicial
em rotaevaporador (Fisatom® 802) com vacuo de -760 mmHg e temperatura da adgua do
banho a 44 °C (£1 °C). O extrato hidroetandlico bruto assim que obtido foi colocado em
frasco de vidro ambar ao abrigo da luz e mantido a 4 °C (£1 °C) até o momento de ser
utilizado.
2.2 Elaboracéo do salame tipo Italiano

As amostras de salame foram elaboradas de acordo com a seguinte formulagdo: carne
suina (650 g/kg), carne bovina (200 g/kg), toucinho (150 g/Kg), cloreto de sodio (30 g/kg),
glicose (3 g/kg), sacarose (2 g/kg), mistura comercial de cura, contendo nitrato e nitrito de
sodio (3 g/kg), fixador A-80 da Kraki® (2,5 g/kg), pimenta branca (2 g/kg), alho (5 g/kg), noz
moscada (0,2 g/kg) e cultura Starter T-SPX da Chr. Hansen® (0,25 g/kg). A carne suina foi
moida em disco de 10 mm e a carne bovina em disco de 8 mm. Apds a moagem as carnes

foram adicionadas de cloreto de sédio e misturadas em misturadeira (marca JAMAR®,



modelo MJ 35) para a extragdo das proteinas miofibrilares. A seguir, foram acrescentados os
demais ingredientes, com exce¢ao do ascorbato de sodio que foi adicionado por ultimo
(TERRA, 2005).

A massa carnea foi dividida igualmente em quatro por¢des, originando os seguintes
tratamentos: Controle, sem adi¢ao de extrato; Tratamento 1 (T1), com adi¢do de 0,5% extrato
hidroetanolico de caqui cv. Rama Forte; Tratamento 2 (T2), adi¢do de 0,7% extrato
hidroetanolico de caqui cv. Rama Forte; Tratamento 3 (T3), adi¢ao de 0,10% (sobre o teor de
gordura da massa carnea) de extrato oleoso de alecrim. O extrato oleoso de alecrim
(Tasteguard, c6digo/GIN 699994, Chr. Hansen®) que ¢ um antioxidante natural empregado
em alimentos, foi utilizado como controle positivo. A massa carnea do salame pronta para
embutir apresentou teor de lipidios de 15,33%, o qual foi determinado através do método do
butirdmetro (TERRA; BRUM, 1988). A massa carnea dos tratamentos foi embutida em tripas
artificiais de coldgeno, com 60 mm de didmetro ¢ aproximadamente 15 cm de comprimento.
Apds o embutimento, as amostras foram submetidas a aspersdo em solucdo de sorbato de
potassio (20%) e encaminhadas para a camara climatizada, com temperatura ¢ umidade
relativa controlada. A programagdo de temperatura e umidade relativa (T °C/UR%) foram as
seguintes: primeiro dia, temperatura 25 °C/UR 95%; segundo dia, 4 °C/92%, terceiro dia, 23
°C/89%, quarto dia, 22 °C/86%, quinto dia, 21 °C/83%, sexto dia, 20 °C/80%, sétimo dia, 19
°C/80% e do oitavo dia em diante,18 °C/75%. Concluida a fabricacdo, retiraram-se as tripas e
as pecas dos embutidos fermentados foram embaladas a vacuo e armazenadas a temperatura
ambiente (de 20 a 23 °C). Foram elaboradas duas repeti¢des por tratamento.

2.3 Anélises do salame

O salame foi submetido a determinacdo de pH, atividade de agua, perda de peso,

medida da cor, pesquisa de Salmonella sp., contagem de bactérias laticas, Staphylococcus

coagulase positiva, Staphylococcus coagulase negativa e coliformes a 35 °C e 45 °C. As



analises do salame foram realizadas durante o periodo de fabricagdo nos dias 0, 5, 7, 14, 21 ¢
28. A pesquisa de Salmonella sp. foi realizada no dia 0 ¢ apds a conclusdo da elaborag¢do do
salame, no 28 dia. A oxidagao lipidica do salame foi estimada através da determinacao de
TBARS (substancias resultantes da oxidacao lipidica reativas ao acido tiobarbitlirico) durante o
periodo de fabricagdo nos dias 0, 7 e 28; e nos dias 30, 45, 60 e 90, durante o armazenamento.
O valor de TBARS obtido ap6s a conclusdo da elaboragdo do salame, no 28° dia, foi
considerado como o valor correspondente ao dia 0 do periodo de armazenamento do salame.
Apds a conclusdo do periodo de elaboragdo do salame o mesmo foi submetido a andlise
sensorial.
2.4 Determinacéo do pH

Para esta determinagdo foram pesadas 10 g de amostra e homogeneizadas com 100 mL
de agua destilada, que apds foi submetida a leitura do pH por meio de potenciometro digital
modelo DM20 (Digimed®) previamente calibrado com solugdes tampdes pH 4,0 e 7,0. Apos
5 minutos de imersao foi realizado o registro do pH (TERRA; BRUM, 1988). Os dados foram
coletados em triplicata.
2.5 Determinacéo da atividade de dgua (Aa)

A determinacdo da Aa foi realizada em triplicata utilizando o aparelho Testo 400 CE
(TESTO GMBH & CO).
2.6 Perda de peso

A perda de peso foi determinada em triplicata por método gravimétrico baseado na
diferenca de peso existente entre as pecgas carneas logo ap6s o embutimento e a cada semana
até o final do processo de fabricacao.
2.7 Medida da cor

A leitura de cor foi realizada pelo sistema CIELAB em aparelho Chroma Meter CR-

300 (Minolta®, Osaka, Japdo) utilizando o iluminante Dgs, através da leitura dos pardmetros



L* (que representa a porcentagem de luminosidade, onde preto 0%, e branco 100%), a* (onde
-a* representa direcdo ao verde ¢ +a* diregdo ao vermelho) ¢ b* (onde -b* representa diregao
ao azul e +b* direcdo ao amarelo). O aparelho foi calibrado com a placa padrao de calibragdo
fornecida pelo fabricante. As leituras foram realizadas a temperatura ambiente em
quadruplicata para cada amostra avaliada.
2.8 Determinacéo da oxidacdo lipidica

Foi estimada pelo método de TBARS seguindo metodologia descrita por Raharjo et al.
(1992), com modificagdes. Os tubos com as amostras e reativos foram colocados em banho Maria a
100 °C por 40 minutos (BRAGAGNOLO; DANIELSEN; SKIBSTED, 2005) e ap6s resfriados
procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro a 531nm. A densidade otica lida foi multiplicada por
7,8 (TANG et al., 2001). O resultado foi expresso em miligramas de malonaldeido por kilograma de
amostra (mg MA/ kg). A determinagdo do indice de TBARS foi realizada em duas repeti¢des
por tratamento e os dados coletados em duplicata.
2.9 Analises microbioldgicas

Por¢des de 25 gramas de salame foram homogeneizadas com 225 mL de agua
peptonada 0,1% e diluigdes decimais foram utilizadas para as andlises microbiologicas.
Foram realizadas as contagens de bactérias acido lacticas em agar MRS (SILVA et al., 2007),
Staphylococcus coagulase negativa em agar Baird-Parker, Staphylococcus coagulase positiva
utilizando a prova bioquimica da coagulase com plasma de coelho, coliformes a 35°C em agar
cristal violeta-vermelho neutro-bile e coliformes a 45 °C em caldo EC (BRASIL, 2003). A
pesquisa de Salmonella sp. também foi realizada conforme método de Brasil (2003).
2.10 Analise sensorial

Foi realizado teste sensorial de aceitagdo, no produto pronto apds a conclusdo do
periodo de processamento, utilizando-se escala hedonica estruturada de sete pontos, variando

de desgostei extremamente (nota 1) a gostei extremamente (nota 7). Para avaliagdo das



amostras foram utilizados 37 provadores ndo treinados, mas consumidores de salame, sendo
avaliados os atributos de cor, aroma, sabor e textura (MINIM, 2006). Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Santa Maria, em seus aspectos
éticos e metodologicos, sendo conduzido de acordo com as diretrizes estabelecidas na
Resolugao 196/96 do Conselho Nacional de Saude. Todos os participantes da analise sensorial
leram e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido com CAAE (certificado de
apresentacao para apreciagao ética) numero 0016.0.243.000-09.
2.11 Analise estatistica

O desenho experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com um controle e 3
tratamentos, totalizando 4 unidades experimentais. As médias foram comparadas pelo teste de

Tukey, considerando o nivel de significancia de 5%, p<0,05 (COSTA NETO, 1977).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 pode-se observar a quantidade de compostos fendlicos presente no extrato
oleoso de alecrim e no extrato hidroetanélico bruto de caqui, que foram empregados na elaboragdo
do salame. O extrato oleoso de alecrim apresentou quantidade de compostos fenolicos
significativamente superior (p<0,05) ao extrato hidroetandlico bruto de caqui cv. Rama Forte.

O desenvolvimento da populacdo de bactérias lacticas durante o processamento dos
salames estd apresentado na tabela 2. Pode-se observar que as contagens de bactérias laticas
apresentaram-se sem diferengas significativas na maioria dos dias analisados entre os
diferentes tratamentos e a amostra controle. A quantidade de bactérias lacticas aumentou
rapidamente nos primeiros dias durante o processamento dos salames, alcancando valor
maximo de aproximadamente 8,0 Log UFCg' em todas as amostras no 5° dia de

fermentacdo, com pequeno decréscimo no final do processamento.



A adaptacdo das bactérias laticas ao ambiente carneo e as condi¢des de processamento
utilizadas provavelmente foram as principais responsaveis pela rapida multiplicacdo destas bactérias
na massa carnea. Durante o desenvolvimento das bactérias lacticas, a metaboliza¢do de carboidratos
leva a formagdo de acidos organicos, principalmente o acido lactico, com conseqiiente queda do pH
(TERRA, 2005). A diminui¢do do pH ¢é de fundamental importdncia durante o processamento,
pois contribui com a formagao de diversas caracteristicas dos salames, bem como com a estabilidade
microbiologica (HAMMES; BANTLEON; MIN, 1990; HUGAS; MONFORT, 1997).

Durante todo o periodo de fabricagdo dos salames ndo foi detectado em nenhuma
amostra a presenca de coliformes a 45°C, de Staphylococcus coagulase positiva e de
Salmonella sp. (Tabela 2). Segundo JAY (2005) a rapida reducdo do pH para valores
inferiores a 5,3 ¢ suficiente para inibir o crescimento de Staphylococcus aureus e Salmonella
sp. se os produtos forem fermentados acima de 18 °C.

A contagem de Staphylococcus coagulase negativa ndo apresentou diferenga
significativa entre as amostras controle e os tratamentos durante todo o periodo de fabricacdo
do salame, sendo que as contagens apresentaram valores maiores no inicio do periodo de
fabricacdo do salame, e foram diminuindo no decorrer do processo de maturagao (Tabela 2).
Este ¢ um comportamento normal destes microrganismos, visto que a diminui¢do do pH e da
concentra¢io de oxigénio sdo fatores limitantes de seu crescimento (ROIG-SAGUES et al.,
1999). A contagem de coliformes totais também foi progressivamente reduzida em todos os
tratamentos durante o periodo de fabricacdo. A queda de pH (Tabela 3) ocorrida nos salames
pode parcialmente explicar a redugdo e a eliminacdo desses microrganismos do salame como
outros autores observaram (GONZALES-FERNANDEZ et al., 2006; LIZASO; CHASCO;
BERIAIN, 1999). Algumas diferencas foram observadas entre os salames controle e tratados,
sendo que a amostra de salame controle apresentou a contagem coliformes totais com valores
superiores durante maior periodo durante a fabricacio do salame, apresentando valor

significativamente superior aos tratamentos com extrato hidroetandlico de caqui cultivar



Rama Forte (0,5% e 0,7%) e com o extrato oleoso de alecrim, no 7° dia de fabricacdo do
salame, com valores de 3,04; 1,95; 1,80 e 1,80; respectivamente.

O declinio no valor de pH durante os primeiros dias de fermentacdo ¢ muito
importante para a producao de salames de alta qualidade e seguranca, devido a inibi¢ao de
microrganismos indesejaveis, conversao e estabilizagdo da cor e formagdo de compostos
desejaveis de sabor e aroma (LUCKE, 1994). Foi observado durante os primeiros cinco dias
de fabrica¢do, uma diminuicdo dos valores de pH de 5,73 e 5,93 para valores entre 4,97 e
5,03. O extrato de caqui afetou significativamente (p<0,05) os valores de pH dos salames,
sendo que estas amostras mantiveram-se com pH inferior ao pH das amostras controle na
maioria dos dias durante o periodo de fabricacdo, inclusive apds concluida a elaboragdo do
salame no 28°dia. As amostras de salame elaboradas com o extrato oleoso de alecrim
apresentaram pH sem diferenca significativa (p>0,05) do controle quando prontas.

Apesar das diferencas de pH entre as amostras de salame controle e as tratadas com o
extrato de caqui serem pequenas, estes valores inferiores de pH nos primeiros dias de
fermentagdo podem ter contribuido para uma diminuicdo mais rapida dos coliformes
presentes nestas amostras.

Diferentemente do que o observado no presente experimento com o extrato de caqui,
Bozkurt (2006) verificou que a adigdo de antioxidantes naturais (extrato de cha verde e 6leo
de Thymbra spicata) nao afetou significativamente o pH de lingiliiga fermentada durante seu
periodo de maturagdo. Em experimento conduzido por Campagnol (2007) a adi¢do de extrato
de marcela em salames também ndo alterou significativamente (p>0,05) os valores de pH
durante o periodo de fabricagdo.

Além do pH outro parametro importante a ser controlado na fabricacdo do salame ¢ a
atividade de agua (TERRA, 2005). Através da tabela 3 podem-se observar as mudangas nos

valores de atividade de 4gua durante o periodo de fabricagdo dos salames. Segundo Terra



(2005) quando o salame atinge a atividade de agua de 0,87 sua fabricagdo ¢ dada por
concluida, ja a atividade de agua de embutido fermentado para exportar para os USA e Japao
deve ser igual ou inferior a 0,86. A atividade de agua das amostras de salame controle e das
adicionadas do extrato hidroetandlico de caqui (0,5 e 0,7%) e do extrato oleoso de alecrim
diminuiu ao longo do periodo de fabricagao, atingindo valores de 0,858; 0,852; 0,860 ¢ 0,857;
respectivamente apds concluida a fabricagdo (28° dia), os quais ndo diferiram
significativamente entre si (p<0,05). Esta reducdo pode ser atribuida ao decréscimo nos
valores de pH, pois a capacidade de retencdo de agua das proteinas da carne é diminuida
quando o pH se aproxima do seu ponto isoelétrico, acelerando a desidratacdo e
conseqiientemente reduzindo a atividade de agua (CHASCO; LIZASO; BERIAIN, 1996).
Segundo Buckenhiiskes (1993) o pH proximo ao ponto isoelétrico das proteinas (5,3) ¢
importante, pois reduz a capacidade de reteng¢do de agua, favorecendo a secagem e a perda de
peso pelo produto carneo fermentado, conferindo textura firme e fatiabilidade ao produto
final.

A perda de peso ao final de 28 dias de fabricagdo do salame foi de 43,70%, 43,76%,
42,50% e 43,33% no lote controle, nos salames adicionados de extrato de caqui (0,5 ¢ 0,7%) e
extrato oleoso de alecrim, respectivamente, ndo sendo observada diferenca significativa
(p>0,05) entre os tratamentos (Tabela 3). Esses valores estdo proximos da faixa de 30 a 40%,
considerada ideal para produtos fermentados secos (RUST, 1994). Campos (2002) verificou
perda de peso ao final do processamento em salame tipo italiano entre 37,9% e 40,7%. Ja
Campagnol (2007) observou que a perda de peso em salames controle e adicionados de 0,5 e
1% de extrato de marcela foi de 46,92%, 46,78% e 45,86%, respectivamente. Dessa forma, os
resultados encontrados neste experimento estdo proximos dos valores encontrados nos

trabalhos citados anteriormente.



A tabela 4 apresenta os valores da determinacdo da cor durante a fabricacdo dos
salames. Os valores de L* diminuiram em todos os tratamentos ao longo dos 28 dias de
fabrica¢do, ndo sendo observada diferenga significativa entre os tratamentos nos salames
prontos. Este decréscimo provavelmente se deva a formacao da cor escura em decorréncia de
reacoes de escurecimento (BOZKURT; ERKMEN, 2002). Kayaardi e Gok (2003) também
observaram que os valores de L* de salames geralmente decrescem durante o periodo de
maturagao.

Os valores de b* diminuiram em todos os tratamentos durante a fabricacao, ndo sendo
observada diferenca significativa entre os mesmos (Tabela 4). Estes resultados concordam
com os dados obtidos por Perez-Alvarez et al. (1999), que observaram a diminui¢do dos
valores de b* de salames durante a fermentacdo e maturacdo, atribuindo este decréscimo ao
consumo de oxigénio pelos microrganismos, € a conseqiiente diminui¢cdo da oximioglobina, a
qual contribui para a coloracdo amarela. Os salames com os antioxidantes naturais em teste,
quando prontos, ndo apresentaram diferenca significativa do controle em relagdo aos valores
do parametro b*. Semelhantemente ao verificado no presente experimento com a adi¢do do
extrato hidroetandlico de caqui Rama forte e do extrato oleoso de alecrim em salame, Bozkurt
(2006) observou que a adigdo do extrato de cha verde em lingiiica fermentada ndo influenciou
significativamente os parametros de cor L e b.

A adigdo do extrato de caqui e do extrato oleoso de alecrim reduziu significativamente
os valores de a*, em comparacdo com as amostras controle no inicio (dia 0), mas quando
prontos os salames tratados e controle ndo diferiram em relagdo ao pardmetro a* (Tabela 4).
Este resultado indica que a coloracdo vermelha do salame ndo foi significativamente afetada
pelos extratos adicionados. Da mesma forma que o verificado no presente experimento com a

adi¢ao do extrato de caqui e de alecrim, Bozkurt (2006) verificou que a adigdo de extrato de



cha verde nao influenciou o valor do parametro a* da lingiiiga fermentada no final do periodo
de maturacao.

Segundo Araujo (2008), o teste de TBARS ¢ o método preferido para detectar a
oxidagdo de lipidios em sistemas biologicos. As mudancas nos valores de TBARS foram
acompanhadas durante a fabricagdo (Tabela 3) e o periodo de armazenamento do salame
(Figura 1). A oxidagdo lipidica das amostras de salame foi significativamente reduzida
(p<0,05) pela adicdo de extrato de caqui (0,5% e 0,7%) e de alecrim (0,10%). No inicio do
periodo de fabricagdo do salame (0 dia), os valores de TBARS dos tratamentos e controle
apresentaram-se sem diferenga significativa, mas no decorrer do periodo de fabricacao
(Tabela 3) e durante o armazenamento (Figura 1) as amostras de salame tratadas apresentaram
valores de TBARS significativamente menores (p<0,05), em relagdo ao controle. A amostra
de salame controle e as adicionadas de extrato de caqui (0,5% e 0,7%) e de alecrim (0,10%)
apresentaram valores de TBARS de 2,777; 1,168; 0,637 ¢ de 0,598; respectivamente, aos 60
dias de armazenamento. Estes resultados sugerem que os extratos de caqui e de alecrim
interferem na oxidagdo lipidica durante o periodo de fabricacdo e de armazenamento dos
salames e mantiveram o produto em condi¢des adequadas para o consumo quanto a oxidagado
lipidica por maior periodo que as amostras controle, pois segundo relatado por Terra,
Cichoski e Freitas (2006) valores de TBARS acima de 1,59 mg de aldeido maldnico/ Kg de
amostra podem causar danos a saide do consumidor.

Da mesma forma que o observado neste experimento onde o salame adicionado de
maior nivel de extrato de caqui (0,7%) apresentou menor valor TBARS, Nassu et al. (2003)
observaram em embutido fermentado de carne de caprinos adicionados de diferentes niveis de
extrato de alecrim. Verificaram os maiores valores de TBARS no tratamento controle (sem
antioxidante), seguido das amostras adicionadas de 0,025 e 0,05% de extrato de alecrim,

indicando que as reagdes oxidativas estdo diretamente relacionadas com o efeito de prote¢ao



do antioxidante adicionado, uma vez que o tratamento controle apresentou valores mais
elevados de TBARS, seguido do tratamento com o menor nivel de antioxidante natural e do
com maior nivel de antioxidante. Desta forma, o antioxidante natural utilizado em maior
concentragdo proporcionou maior protecao contra a oxidagdo lipidica conforme o observado
no presente experimento.

Campagnol (2007) verificou que a adicdo de extrato de marcela diminuiu
significativamente os valores de TBARS durante o armazenamento de salames, comparado ao
controle, observou também que o tratamento com a maior concentragdo de extrato de marcela
(1%) mostrou uma maior estabilidade lipidica que o lote com 0,5%, porém provocou uma
diminui¢do significativa (p<0,05) na aceitacdo sensorial dos salames. J4 no presente
experimento o extrato de caqui em ambas as concentragdes empregadas (0,5 e 0,7%) nao
interferiram na cor, aroma, sabor e textura das amostras de salame (Tabela 5). Nao foram
encontradas diferencas significativas entre os tratamentos contendo o extrato de caqui, o
extrato de alecrim e o controle nos atributos sensoriais avaliados.

Ja em experimento conduzido por Terra et al. (2002) onde adicionaram o BHA ¢ o
extrato hidroetandlico de erva mate a 0,5% e 1% em salame tipo italiano com objetivo de
inibir a rancificagdo verificaram que os tratamentos com extrato de erva-mate 0,5% ¢ BHA
obtiveram os melhores resultados sensoriais quando comparados aos tratamentos com o
extrato de erva-mate 1% e controle, e que o extrato hidroetandlico de erva mate 0,5% além de
inibir a oxidagdo lipidica também melhorou a cor do salame.

Da mesma maneira que o observado no presente experimento onde os atributos
sensoriais ndo sofreram influéncia dos extratos naturais adicionados (Tabela 5), Ciriano et al.
(2009) ao fazerem uma avaliagdo da capacidade antioxidante de extrato bruto liofilizado de

folhas de Borago officinalis em salames enriquecidos com O0mega 3, verificaram que o



extrato liofilizado (340 ppm) mostrou capacidade antioxidante equivalente a 200 ppm da
mistura de BHA e BHT e nao afetou as propriedades sensoriais do salame.

Em estudo de Bozkurt (2006) onde adicionou o extrato natural de cha verde, 6leo de
Thymbra spicata e o antioxidante sintético (BHT) em lingiiica fermentada verificou que a
adicao dos antioxidantes naturais diminuiu significativamente os valores de TBARS em maior
extensdo que o BHT e que a qualidade sensorial global da lingiiica fermentada também nao
foi significativamente diferente com a adi¢ao dos extratos de cha verde e 6leo de Thymbra

spicata em relagdo ao controle.

4 CONCLUSAO

Mediante os resultados obtidos no presente experimento pode-se concluir que o
extrato hidroetanélico de caqui cv. Rama Forte retardou a oxidagao lipidica durante o periodo
de fabricacdo e de armazenamento do salame, sendo que quando na concentragdo de 0,7%
apresentou valores de TBARS semelhantes aos das amostras tratadas com extrato de alecrim
na maioria dos dias analisados. Em ambas as concentragcdes empregadas (0,5 e 0,7%) o
extrato de caqui cv. Rama Forte ndo alterou as contagens de microrganismos, as
caracteristicas sensoriais ¢ os parametros de cor L*, a* e b* das amostras de salame apos a

conclusdo de sua elaboragao.
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TABELAS E FIGURA

Tabela 1. Quantidade de compostos fendlicos totais do extrato hidroetandlico bruto de caqui cv.

Rama Forte e do extrato oleoso de alecrim.

Compostos fendlicos totais (mg GAE 100 mL™)

Extrato oleoso de alecrim 4.022,39 + 108,57*

Extrato hidroetanélico bruto 1.353,00 £4,24

“Valores médios + desvio padrio (n=3)
" valor de compostos fenolicos para extrato oleoso de alecrim expresso em mg GAE100g



Tabela 2. Valores médios da contagem de bactérias laticas, Staphylococcus coagulase negativa
e positiva, coliformes a 35 °C e 45 °C; e pesquisa de Salmonella sp. das amostras de salame
controle e das adicionadas do extrato hidroetandlico de caqui cv. Rama Forte e do extrato

oleoso de alecrim durante o periodo de fabricagao.

C T1 T2 T3
Bactérias laticas Log UFCg™
Dia 0 6,43+0,601** 6,32+0,214* 5,97+0,067" 5,88+0,158"
Dia 5 8,16+0,038" 8,22+0,060" 8,16+0,103" 8,19+0,024"
Dia 7 8,14+0,086"™ 7,950,139 8,050,049 8,19+0,077*
Dia 14 8,05+0,044" 8,02+0,028" 8,04+0,095° 8,04+0,075*
Dia 21 7,79+0,039® 7,810,012 7,770,035 7,920,120
Dia 28 7,79+0,165° 7,73+0,128* 7,71£0,064" 7,78+0,051°
Staphylococcus coagulase negativa Log UFCg*
Dia 0 6,85+0,506* 6,59+0,188" 6,48+0,168" 6,43+0,125°
Dia 5 5,55+0,213* 5,53+0,199* 5,42+0,334* 5,69+0,284°
Dia 7 5,47+0,210* 5,38+0,401° 5,39+0,058° 5,40+0,273?
Dia 14 5,35+0,861° 5,15+0,113% 5,18+0,250* 5,14+0,184°
Dia 21 5,224+0,513* 4,58+0,392* 4,89+0,074* 4,88+0,093*
Dia 28 4,73+0,0813* 4,70+0,085* 4,73+0,033" 4,72+0,140°
Staphylococcus coagulase positiva Log UFCg™
Dia 0 <1,00 < 1,00 < 1,00 < 1,00
Dia 5 < 1,00 <1,00 <1,00 <1,00
Dia7 < 1,00 <1,00 < 1,00 <1,00
Dia 14 <1,00 < 1,00 < 1,00 <1,00
Dia 21 < 1,00 < 1,00 < 1,00 <1,00
Dia 28 < 1,00 < 1,00 < 1,00 <1,00
Coliformes a 35 °C Log UFCg™
Dia 0 3,52+0,636" 3,78+0,592° 4,19+0,507° 3,73+0,393°
Dia 5 3,92+0,138° 3,14+0,444° 3,03+0,562° 3,41+£0,619°
Dia 7 3,040,500 1,95+0,102° 1,80+0,227° 1,80+0,118°
Dia 14 1,940,696 1,07+0,150° 1,30+0,244™ 1,19+£0,232%
Dia 21 1,15+0,800° 1,00+0,000° 1,00+0,000° 1,22+0,150°
Dia 28 1,00+0,000? 1,00+0,000° 1,07+0,150° 1,3240,650°
Coliformes a 45 °C Log UFCg™
Dia 0 < 1,00 < 1,00 < 1,00 < 1,00
Dia 5 < 1,00 <1,00 < 1,00 <1,00
Dia 7 < 1,00 < 1,00 < 1,00 <1,00
Dia 14 < 1,00 <1,00 < 1,00 <1,00
Dia 21 <1,00 < 1,00 < 1,00 <1,00
Dia 28 < 1,00 <1,00 < 1,00 <1,00
Salmonella sp. /25g de amostra
Dia 0 ausente ausente ausente ausente
Dia 28 ausente ausente ausente ausente

*Médias + desvio de cada dia analisado, na mesma linha, ndo acompanhadas de mesma letra mintiscula sdo significativamente diferentes
pelo teste de Tukey em nivel de 5% de significancia, p<0,05; C: controle; T1: amostra de salame adicionada de 0,5% de extrato
hidroetanoélico bruto de caqui cv. Rama Forte; T2: amostra de salame adicionada de 0,7% de extrato hidroetanélico bruto de caqui cv. Rama
Forte; T3: amostra de salame adicionada de 0,10% (sobre o teor de gordura) de extrato oleoso de alecrim.



Tabela 3. Valores médios da atividade de agua, pH, perda de peso e TBARS das amostras de
salame controle, das adicionadas do extrato hidroetandlico bruto de caqui cv. Rama Forte e do

extrato oleoso de alecrim durante o periodo de fabricagao.

C T1 T2 T3
Atividade de 4gua
Dia 0 0,960£0,010% 0,964+0,0007" 0,960£0,0035" 0,972+0,002°
Dia7 0,943+0,000° 0,937:0,0056" 0,937£0,0099" 0,944+0,009°
Dia 14 0,914+0,028" 0,917+0,002° 0,920+0,0141° 0,920+0,020°
Dia 21 0,894:£0,006° 0,887:0,0014™ 0,892:£0,0042% 0,877+0,007°
Dia 28 0,858:0,003" 0,852+0,0014° 0,860+0,0014* 0,857+0,001°
pH
Dia 0 5,93+0,02° 5,85+£0,01° 5,73+£0,01° 5,85£0,01°
Dia 5 5,030,005 4,97+0,005° 5,01+0,01° 5,070,005
Dia7 5,03+0,01° 5,06+0,02° 4,97+0,005° 5,09+0,005"
Dia 14 5,010,005 4,900,005 4,97+0,01° 5,08+0,01°
Dia 21 5,060,005 4,94+0,03 4,88+0,02° 5,050,005
Dia 28 5,06+0,01° 5,02:£0,02° 4,95+0,01° 5,1040,01°
Perda de peso (%)
Dia 7 19,60+0,517° 18,57+0,726 17,23+3,228" 17,90+1,495°
Dia 14 31,70+0,568" 32,34+1,285° 32,30+2,296° 31,743,166
Dia 21 37,11+3,966" 39,90+1,055° 40,06+1,209° 39,9241,552°
Dia 28 43,70+1,170° 43,76+0,351° 42,50+1,617 43,33+1,326"
TBARS (mg MA/Kg amostra)
Dia 0 0,300:£0,099" 0,266+0,0173" 0,294+0,078" 0,198+0,046°
Dia 7 0,372:0,054° 0,270+0,056° 0,190+0,023° 0,181+0,027°
Dia 28 0,815+0,041° 0,670+0,022° 0,567+0,011° 0,477+0,013¢

*M¢édias + desvio padrdo de cada dia analisado, na mesma linha, ndo acompanhadas de mesma letra minuscula
sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey em nivel de 5% de significancia, p<0,05; C: controle; T1:
amostra de salame adicionada de 0,5% de extrato hidroetanélico bruto de caqui cv. Rama Forte; T2: amostra de
salame adicionada de 0,7% de extrato hidroetanolico bruto de caqui cv. Rama Forte; T3: amostra de salame
adicionada de 0,10% (sobre o teor de gordura) de extrato oleoso de alecrim.



Tabela 4. Médias dos parametros L*, a* e b* das amostras de salame controle e das

adicionadas do extrato hidroetanolico bruto de caqui cv. Rama Forte e do extrato oleoso de

alecrim durante o periodo de fabricagao.

C T1 T2 T3
Parametro L*
Dia 0 A54,04+4,88+* A58,04+1,23" A57,36+4,65° A5575+1,85°
Dia 5 AB49,16+1,03" 852,501,98" 547,31£2,07° 551,92+2,24°
Dia7 BC45,99+2,18° €48,55+0,64" BC46,23+2,10° €47,03+1,52°
Dia 14 €P40,83+1,50° P45,22+1,67° P41,27+0,184° P44,05+0,228*
Dia 21 P43,05+0,96" £40,48+0,95° BCD43 04+1,53° P42 87+1,14%
Dia 28 P40,35+1,73* £41,85+0,37° 040,28+0,48" £41,00+1,22°

Parametro a*

Dia 0 A25,74+3,34° ABC19,75+2,18° AB20,76+1,12° A17,74+0,27°
Dia 5 £19,49+0,50° AB22.26+1,66 221,73+0,34® 223 78+1,94*
Dia7 ABDD 78+1,45° 422,60+2,512 4820,26+0,96 421,66+0,51°
Dia 14 £19,84+0,476™ BC18,87+0,85" £20,04+0,32° 219,53+0,18"
Dia 21 519,89+1,33° €18,26+0,76 4820,80+0,90° A18,10£2,05°
Dia 28 B19,79+4,21° €18,32+0,67 €17,09+0,26" 218,63+1,09°

Parametro b*

Dia 0 A13,79+1,08° A11,82+0,36° £13,67+0,80* A13,64+0,88"
Dia 5 10,68+0,48" A11,78+0,99* 810,71+0,28° B11,86+0,79
Dia7 510,49+0,41° 510,07+0,58° €8,53+0,54° €8,66+0,16"
Dia 14 6,86+0,19% €6,92+0,67% Dg,70+0,14° P7,53+0,11*
Dia 21 €6,72+0,44° €5,96+0,09* P6,54+0,41° P6,23+0,95
Dia 28 €5,72+0,64" €5,81£0,12% £527+0,07* P6,17+0,39*

** Médias + desvio padrdo de cada dia analisado, na mesma linha, ndo acompanhadas de mesma letra mintscula
sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey em nivel de 5% de significancia, p<0,05; médias de cada
dia analisado, para cada pardmetro na mesma coluna, ndo acompanhadas de mesma letra maiuscula sdo
significativamente diferentes pelo teste de Tukey em nivel de 5% de significancia, p<0,05. C: controle; T1:
amostra de salame adicionada de 0,5% de extrato hidroetandlico bruto de caqui cv. Rama Forte; T2: amostra de
salame adicionada de 0,7% de extrato hidroetanélico bruto de caqui cv. Rama Forte; T3: amostra de salame
adicionada de 0,10% (sobre o teor de gordura) de extrato oleoso de alecrim.



Tabela 5. Valores médios das notas de aceitagdo sensorial para cor, aroma, sabor e textura
dos salames controle e dos adicionados do extrato hidroetanolico bruto de caqui cv. Rama

Forte e do extrato oleoso de alecrim.

C T1 T2 T3
Cor 5,59°+1,04° 5,78+0,97° 5,64+1,16° 5,37+1,13%
Aroma 5,18+1,15° 5,24+1,21° 5,16+1,30° 5,10+0,90°
Sabor 5,24+1,09° 5,45+0,99° 5,18+1,24° 5,16+1,30°
Textura 5,43+1,01° 5,54+0,99° 5,40+1,03° 5,56+1,16°

*M¢édias + desvio padrdo (n=37) de cada atributo sensorial analisado, na mesma linha, seguidas da mesma letra
ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de significancia, p>0,05; C: controle; T1:
amostra de salame adicionada de 0,5% de extrato hidroetandlico bruto de caqui cv. Rama Forte; T2: amostra de
salame adicionada de 0,7% de extrato hidroetanodlico bruto de caqui cv. Rama Forte; T3: amostra de salame
adicionada de 0,10% (sobre o teor de gordura) de extrato oleoso de alecrim.
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3,5 1 I T2: 0,7% extrato hidro etandlico de caqui Rama Forte
[ T3: 0,10% extrato oleoso de alecrim a

3,0 A a

2,5 A

2,0 1 Cc

1,5 A

1,0 A

TBARS (img MA/Kg amostra)

0,0 T T
-20 0 20 40 60 80 100

Periodo de armazenamento (dias)

Figura 1. Valores médios de TBARS das amostras de salames controle ¢ das adicionadas do
extrato hidroetanolico bruto de caqui cv. Rama Forte e do extrato oleoso de alecrim durante o

periodo de armazenamento.
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Efeito de extratos de caqui (Diospyros kaki L.) cultivar Rama
Forte e do extrato oleoso de alecrim (Rosmarinus officinalis L..) nas
caracteristicas sensoriais e na estabilidade da cor de hamburguer de
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Effect of the extract of persimmon (Diospyros kaki L.) cv. ‘Rama
Forte’and rosemary oily extract (Rosmarinus officinalis L.) on the

sensory characteristics and color stability of frozen beef burgers
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de extratos de caqui cv. Rama Forte e do extrato oleoso
de alecrim sobre as caracteristicas sensoriais ¢ a estabilidade da cor de hamburguer de carne bovina
congelado. Para tanto foi elaborado o extrato hidroetandlico bruto que foi fracionado obtendo-se a
fracdo hexanica, cloroférmica, de acetato de etila e a fracdo residual. Para o preparo das amostras
de hamburguer foi elaborada uma formulacdo basica que foi dividida em partes: controle, padrao
(formulagao adicionada de 0,1% de eritorbato de sédio), tratamento 1 (0,5% de extrato hidroetanodlico
bruto), tratamento 2 (0,7% de extrato hidroetandlico bruto), tratamento 3 (0,5% da fracdo residual),
tratamento 4 (0,7% da fracdo residual), tratamento 5 (0,5% da fracdo acetato de etila), tratamento 6
(0,7% da fracdo acetato de etila) e tratamento 7 (0,10% de extrato oleoso de alecrim). As amostras de
hamburguer foram armazenadas a —25 °C por 14 meses e submetidas a analise sensorial (cor, aroma,
sabor e textura) no inicio do experimento e a determinagdo da cor (L*, a*, b* e h*) a cada 2 meses. A
adi¢do dos extratos ndo promoveu alteragdo dos atributos sensoriais do hamburguer bovino no tempo
zero de armazenamento. Ocorreu tendéncia de diminui¢dao dos valores de a* e aumento dos valores
de h* das amostras de hamburguer congeladas ao longo do periodo de armazenamento. As amostras
adicionadas da fracao acetato de etila (0,5 ¢ 0,7%) e do extrato oleoso de alecrim apresentaram maiores
valores de a* que as demais amostras ao longo do periodo de armazenamento e menores valores de
h* que a amostra padrao, no final do periodo avaliado, indicando que a adig¢do da fragdo acetato de
etila e do extrato de alecrim contribuiram na retengao e estabilidade da cor vermelha das amostras de
hamburguer de carne bovina durante o periodo de armazenamento do produto congelado.
Palavras-chave: Extratos naturais, Diospyros kaki L, qualidade sensorial, cor, hamburguer de carne
bovina
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Abstract

This study aimed to evaluate the effect of the extract of persimmon cv. ‘Rama Forte’ and rosemary oily
extract on the sensory characteristics and color stability of frozen beef burgers. The crude hydroethanolic
extract was prepared and subjected to fractionation resulting in the hexane, chloroform and ethyl acetate
fractions as well as residual fraction. For the preparation of the burger samples a basic formulation was
prepared and divided into parts: control, standard formulation ( 0.1% of sodium erythorbate), treatment
1 (0.5% of hydroethanolic crude extract), treatment 2 (0.7% of hydroethanolic crude extract), treatment
3 (0.5% of the residual fraction), treatment 4 (0.7% of the residual fraction ) , treatment 5 ( 0.5% of ethyl
acetate fraction), Treatment 6 (0.7% of ethyl acetate fraction) and treatment 7 (0.10% of oily extract
of rosemary). The beef burger samples were stored at-25° C for 14 months and subjected to sensory
analysis (color, aroma, flavor, and texture) at the beginning of the experiment and the measurement
of color (parameters L a*, b* and h*) every two months. The addition of the extracts did not promote
changes in the sensory attributes of the beef burgers at time zero of storage. A tendency to decrease
a* values and increase of the h* values of the samples of frozen beef burgers occurred over the period
of storage. Samples added with ethyl acetate fraction (0.5 and 0.7%) and the oily extract of rosemary
showed higher a* values than the other samples throughout the storage period and lower h* values than
the standard sample at the end of the period evaluated. This indicates that the addition of ethyl acetate
fraction and rosemary extract contributed to the retention and stability of the red color of the samples of

beef burgers during the storage of the frozen product.
Key words: Natural extracts, Diospyros kaki L, sensory quality, color, beef burger

A oxidacao lipidica, ¢ uma das principais razoes
da deterioragao da qualidade de produtos carneos,
principalmente devido ao seu contetido de gordura,
a natureza altamente cominuida das matérias-
primas e o armazenamento congelado por longo
prazo antes do consumo. Processos oxidativos
estao associados com a descoloracdo de produtos
carneos, uma vez que a oxidacdo lipidica resulta
na formagdo de pro-oxidantes capazes de reagir
com a oximioglobina, conduzindo a formagao
de metamioglobina. Esta mudanca irreversivel
contribui para o desenvolvimento de caracteristicas
sensoriais inaceitaveis ¢ de grande importancia,
sobretudo ao se considerar produtos carneos
congelados, tais como hamburgueres, os quais
possuem sua vida util determinada pelo grau destas
reagdes (GEORGANTELIS et al., 2007).

Existe um crescente interesse por antioxidantes

encontrados em plantas, devido a tendéncia
mundial pelo uso de aditivos naturais em alimentos
(YANISHLIEVA; MARINOVA; POKORNY,
2006). Alguns alimentos vegetais, incluindo as
frutas, tém sido estudados especialmente como
fontes de antioxidantes para carnes e produtos

carneos (MILANI et al., 2010). Segundo Velazco

(2005) para que um antioxidante possa ser
empregado em um alimento deve ser seguro, facil
de incorporar e efetivo em baixas concentragdes.
Além disso, deve ser livre de odor, sabor e cor,
termoestavel e economicamente viavel.

No caqui (Diospyros kaki L.) ocorre a presenca
de inimeros compostos com reconhecida atividade
antioxidante, sendo que tem sido salientada a
presenca dos polifenois, incluindo flavonoides e nao
flavonoides com diversas variagdes estruturais, entre
estes o acido galico, acido benzoico, acido cinamico,
acido p-cumarico, catequinas e as proantocianidinas
ou taninos condensados (GIORDANI et al., 2011).
Em experimento conduzido por Milani et al.
(2010) foi verificado que o extrato hidroetandlico
de Diospyros kaki L. da cultivar (cv.) Rama Forte
promoveu elevada inibigao da oxidagdo lipidica em
carne de frango demonstrando melhor desempenho
como antioxidante que o extrato hidroetandlico
de Diospyros kaki L. cv. Quioto. Verificaram
também que ambos os extratos ndo alteraram
significativamente as caracteristicas sensoriais das
amostras de carne de frango e interferiram menos na
coloragdo das amostras que o extrato de erva mate
utilizado como referéncia.
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O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) ¢ uma
especiaria que tem sido muito estudada devido ao
seu elevado potencial antioxidante. Extratos de
alecrim estdo disponiveis comercialmente como
(VELAZCO, 2005), sendo que
diversas substidncias com atividade antioxidante

antioxidantes

foram identificadas nos extratos da folha de alecrim,
dentre elas estdo o acido rosmarinico, carnosol e
acido carnodsico (ARAUJO, 2008).

Desta forma, baseando-se nos fatos expostos,
a avaliacdo do efeito de extratos naturais sobre as
caracteristicas sensoriais ¢ sua influéncia sobre
a estabilidade da cor em sistemas alimentares
especificos como o hamburguer, é necessaria para
verificar a possibilidade de aplicacdo destes extratos
em produtos carneos. Portanto, este estudo teve
como objetivo avaliar o efeito de extratos de caqui
cv. Rama Forte e do extrato oleoso de alecrim sobre
as caracteristicas sensoriais (cor, aroma, sabor e
textura) de hamburguer de carne bovina através de
analise sensorial, bem como avaliar a influéncia
destes extratos sobre a estabilidade da cor durante
o periodo de armazenamento do produto congelado.

Preparo do extrato hidroetanolico bruto de
caqui cv. Rama Forte e fracionamento — Caquis
(Diospyros kaki L.) da cv. Rama Forte provenientes
de um pomar comercial de Nova Padua — RS foram
colhidos em marco de 2010 (estagio semimaduro).
Para o preparo do extrato hidroetanolico bruto, os
caquis foram desidratados em estufa com circulagao
de ar forcada a 60 °C por 48 horas e posteriormente,
reduzidos a p6. Com auxilio de um liquidificador
doméstico, o produto vegetal desidratado foi
homogeneizado com uma solugdo hidroetandlica
(etanol 80%) na propor¢do de 20%, durante 3
minutos na velocidade média. Apos se ajustou o
pH para 5,48 com solucdo de acido acético 50%,
permanecendo imerso em banho de ultra-som
(Thornton®, modelo T14) durante 25 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, submeteu-se
a parte solida a mais duas extragdes sucessivas. O
filtrado das trés extragdes foi concentrado até 6% do
volume inicial em rotaevaporador (Fisatom® 802)

com vacuo e temperatura da dgua do banho a 44
°C (%1 °C). Na etapa do fracionamento, o extrato
hidroetandlico bruto foi extraido inicialmente com
o n-hexano, depois com cloroférmio ¢ com acetato
de etila, sequencialmente, originando as fragdes
hexanica, cloroférmica, de acetato de etila e o
residuo, que foi considerado a fragado residual. Apos
a obten¢do das fragdes, o solvente foi totalmente
eliminado em rotaevaporador (Fisatom® 802) com
vacuo e temperatura da agua do banho a 44 °C (£1
°C) e a parte solida remanescente foi ressuspensa em
agua destilada esterilizada. O extrato hidroetanolico
bruto e as fragdes assim que obtidos foram
colocados em frascos de vidro ambar ao abrigo da
luz e mantidos a 4 °C (1 °C) até o momento de
serem utilizados.

Preparo, armazenamento e andalises das
amostras de hamburguer — A elaboragdo do
hamburguer foi conduzida segundo formulagdo e
procedimentos recomendados por Terra (2005).
Na formulagdo do hamburguer foi utilizada carne
de paleta bovina magra (73%), proteina texturizada
de soja, hidratada 1:3 com 4gua (20%), toucinho
suino (7%), sal (1,5%), glutamato monossodico
(0,2%), pimenta branca moida (0,1%), alho em po6
(0,1%) e cebola em pd (0,1%) que foram adquiridos
em um supermercado de Santa Maria, RS. Para o
preparo dos hamburgueres a carne bovina foi moida
em disco de 10 mm, o toucinho em disco de 5
mm e a proteina texturizada de soja foi hidratada
conforme procedimento sugerido pelo fabricante
do produto. A carne bovina foi homogeneizada com
os demais ingredientes em misturadeira (marca
JAMAR®, modelo MJ 35, Tupa, Sao Paulo) e
posteriormente, dividida em porgdes iguais de 2,6
kg. Cada porcdo foi utilizada na elaboragdo de
uma formulagdo: formula¢ao Padrio (P, adicionada
de 0,1% do antioxidante comercial eritorbato de
sodio), formulagdo controle (C, sem adi¢ao de
eritorbato de sodio e de extrato natural), tratamento
1 (T1, hamburguer adicionado de 0,5% de extrato
hidroetanolico bruto), tratamento 2 (T2, adicionado

de 0,7% de extrato hidroetandlico bruto), tratamento
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3 (T3, adicionado de 0,5% da fragdo residual),
tratamento 4 (T4, adicionado de 0,7% da fragdo
residual), tratamento 5 (TS, adicionado de 0,5% da
fragdo acetato de etila), tratamento 6 (T6, adicionado
de 0,7% da fragdo acetato de etila) e o tratamento 7
(T7, hamburguer adicionado de 0,10% de extrato
oleoso de alecrim). Para cada formulacdo, foram
moldados em foérma propria, hamburgueres de 80
gramas. Em seguida, foram embalados em filme
permeavel ao oxigé€nio e armazenados a —25 °C (£1
°C).

A concentragdo adicionada de eritorbato de
sédio, de extrato hidroetanolico bruto e das fragdes
foi baseada no peso total da massa carnea utilizada
para elaboragdo das amostras de hambtrgueres. Ja
a adicao do extrato oleoso de alecrim (Tasteguard,
c6digo/GIN 699994, Chr. Hansen®) foi conforme
recomenda¢ao do fabricante (Chr. Hansen®), isto
¢, com base na propor¢ao de gordura apresentada
pela massa carnea do hamburguer. A massa carnea
pronta para a elaboracdo dos hamburgueres dos
diferentes tratamentos apresentou teor de lipidios
de 7,48 g%, o qual foi determinado através do
método do butirometro (TERRA; BRUM, 1988),
que consiste em homogeneizar e aquecer (+60 °C)
a amostra (2,75 g) com acido sulfurico (18 mL) e
posteriormente adicionar alcool isoamilico (1 mL) e
separar a gordura por centrifugacdo em butirdmetro
de leite.

A selecdo do extrato hidroetanolico bruto, das
fragOes acetato de etila e aquosaresidual, assim como
das concentragdes a serem testadas (0,5% e 0,7%)
foi baseada em resultados obtidos em experimento
realizado previamente, onde foi observado que o
extrato hidroetanodlico bruto e as fragdes acetato de
etila e aquosa residual apresentaram boa atividade
antioxidante na concentra¢do de 0,5%, entretanto
inferior a atividade do extrato oleoso de alecrim
(controle positivo),
concentracdo de 0,7% na tentativa de obter uma

entdo usou-se também a

maior atividade antioxidante.

A determinacdo da cor (L*, a* b* e h*) foi
realizada logo apés a embalagem das amostras

de hamburguer (dia 0) e no 2°, 4°, 6°, 8°, 10°, 12°
e 14° meses de armazenamento a —25 °C (£1 °C).
O experimento foi conduzido por um periodo de
14 meses, para possibilitar a avaliacdo da agdo
dos tratamentos sobre a oxidacdo lipidica, que foi
conduzida em paralelo nas mesmas amostras (dados
nao mostrados).

A analise sensorial foi realizada apos 6 dias
de armazenamento a -25 °C (£l °C). Antes da
realizacdo da analise sensorial as amostras foram
congeladas por um periodo de 6 dias para evitar
a deterioragdo, uma vez que foram realizadas
microbiologicas para
verificar se as amostras estavam adequadas para o

primeiramente  analises

consumao.

Medida da Cor— A cor da superficie das amostras
de hamburguer foi avaliada pelo sistema CIELAB,
apos o descongelamento das amostras (20 horas a 4
°C £ 1 °C), usando aparelho Chroma Meter CR-300
(Minolta®, Osaka, Japao). O aparelho foi calibrado
com a placa padrao de calibragdo fornecida pelo
fabricante ¢ a fonte de iluminagdo utilizada foi
o D,. A leitura foi realizada em quadruplicata a
temperatura ambiente, ¢ os resultados expressos
pelos parametros L* (que representa a porcentagem
de luminosidade, onde preto 0%, e branco 100%),
a* (+a*vermelho) e b* (+ b*amarelo). A tonalidade
cromatica (4*) foi obtida através da formula: £* =
tan' (b*a*), segundo Ramos ¢ Gomide (2007),
sendo que os resultados foram expressos em graus.

Analisesensorial—Apds 6 dias dearmazenamento
a—25 °C (£1 °C) as amostras de hamburguer foram
submetidas a analise sensorial de cor, aroma, sabor
e textura, para tanto foram descongeladas a 4 °C (+
1 °C)/20 horas, colocadas em formas de aluminio
¢ assadas em forno de fogdo a gas doméstico, com
temperatura de 180 °C a 210 °C/1 hora. Foi utilizado
o teste de comparagdo multipla, conforme descrito
por Dutcosky (1996). A amostra padrao serviu como
fonte de comparagdo e a escala empregada para a
realizagdo do teste constou de 7 pontos onde o valor
1 correspondia a amostra extremamente pior que o
padrdo, 2 muito pior que o padrdo, 3 regularmente
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pior que o padrdo, 4 quando ndo apresenta nenhuma
diferenca do padrdo, 5 para amostra regularmente
melhor que o padrdo, 6 quando for considerada
muito melhor que padrdo e o valor 7 para amostra
extremamente melhor que o padrdo. As amostras
foram analisadas por uma equipe de 35 provadores
nao treinados, compostos por alunos de graduacao
e pos graduagdo, docentes e funcionarios da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Este
experimento foi aprovado pelo Comité de Etica
em pesquisa da UFSM, em seus aspectos éticos e
metodologicos, sendo conduzido de acordo com
as diretrizes estabelecidas na Resolugao 196/96 do
Conselho Nacional de Saude. Todos os participantes
da analise sensorial leram e assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido com CAAE
(certificado de apresentag@o para apreciacao ética)
numero 0016.0.243.000-09.

Andlise estatistica — O desenho experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, com
duas repeticoes de cada tratamento, do controle
e do padrdo. As medidas da cor foram feitas em
quadruplicata. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), sendo a formulagao
a causa de variacdo. As diferencgas significativas
entre as médias foram determinadas pelo teste de
Tukey, com o nivel de significancia de 5% com
a utilizagdo do sofiware estatistico SPSS 13.0
(NORUSIS, 2005).

Os dados relativos a andlise sensorial foram
coletados e analisados conforme método sugerido
por Dutcosky (1996), sendo submetidos ao Teste de
Dunnet através do software estatistico SPSS 13.0
(NORUSIS, 2005).

Segundo Ciriano et al. (2009) os extratos vegetais
tem a possibilidade de conter substidncias que
podem conferir odor e/ou sabor especial ao produto
final. Como pode-se observar através dos resultados
obtidos
ndo observaram diferenca significativa quando

na analise sensorial, os provadores

compararam as amostras de hambtrguer controle e
as submetidas aos diferentes tratamentos em relacdo

a amostra padrdo nos atributos de cor, aroma, sabor
e textura (Tabela 1). Tais resultados indicam que
nao houve diferenca sensorial perceptivel pela
adicao dos diferentes extratos de caqui em ambas
concentracdes testadas (0,5% e 0,7%) nas amostras
de hamburguer, quando comparado ao eritorbato de
sodio, aditivo usualmente empregado neste produto.

Alguns experimentos também verificaram que
a adicdo de extratos vegetais em produtos carneos
ndo interferiu nos atributos sensoriais o que
vem ao encontro dos dados obtidos no presente
experimento. Bafon et al. (2007) observaram que a
adicdo de extratos de cha verde e de semente de uva
ndo produziu alteragdes significativas de sabor, odor
ou textura em hamburguer bovino cozido com baixo
teor de sulfito. Ciriano et al. (2009) verificaram que
a modificagdo da formulacao de salame pela adicao
de antioxidante natural de Melissa officinalis L. ndo
afetou as caracteristicas sensoriais do produto que
apresentou aparéncia geral, odor e sabor similar ao
produto controle.

Ja, Nassu et al. (2003) ao adicionarem dois
de
alecrim (Rosmarinus officinalis), em linglicas de

niveis diferentes de antioxidante natural
carne de cabra fermentadas, observaram que as
formulag¢des contendo maior nivel de antioxidante
natural (0,05%) além de apresentarem melhor
caracteristica em relacdo a estabilidade oxidativa,
também apresentaram a maior soma para a aceitagao
sensorial geral, maiores valores de cor vermelha
e menor pontuacdo para o aroma e sabor oxidado,
quando comparado com a amostra contendo 0,025%

de extrato de alecrim.

Estudos sobre a da medida

instrumentalmente, na maioria das vezes estdo

cor carne
concentrados sobre o valor a* (vermelho), porque
a coloracdo vermelha da carne ¢ um importante
componente do apelo visual para consumidores
(SHAN et al., 2009). Segundo Ramos e Gomide
(2007) o indice de a* ¢ o parametro de cor mais
sensivel na caracterizagdo da cor vermelha e na sua
estabilidade.
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Tabela 1. Valores médios da pontuacgao dos provadores para os atributos de cor, aroma, sabor e textura dos hamburgueres
padrio, controle e adicionados dos extratos em teste.

Médias das pontuagdes®

Amostras Cor Aroma Sabor Textura

P 4,45 £ 0,92*" 4,40 + 0,882 425+ 1,14 3,94 + 0,872
C 4,15+0,78 4,18 £0,89* 424+1,11° 4,05+1,07*
T1 4,20+ 0,87* 4,22 +1,06* 420+1,18 3,85+1,16
T2 4,02 +0,86° 4,11 £0,832 4,11 £1,078 4,05+ 1,16°
T3 4,20+ 0,87* 431 +0,79° 4,45+ 0,952 4,20 £0,96°
T4 4,08 + 1,01° 4,17 £ 0,86 4,14 + 1,16° 3,88+ 1,15
TS 3,97+ 1,01° 3,97+ 1,01° 3,94+ 1,10° 4,11 +1,10°
T6 4,20+ 0,932 4,05 +0,76* 4,42 + 1,09 4,11 +1,07
T7 4,14+ 0,77* 4,28 £0,92* 4,48 £1,14* 4,31 +£1,10?

Escala de 7 pontos, onde: 1 extremamente pior que o padrdo, 2 muito pior que o padrdo, 3 regularmente pior que o padrao, 4 quando
ndo apresenta diferenga do padrdo, 5 regularmente melhor que o padrdo, 6 muito melhor que padrao e o valor 7 para amostra
extremamente melhor que o padrio. *Valores apresentados como média + desvio padrao (n=35); ** médias em cada coluna seguidas
da mesma letra minuscula do controle ndo difere significativamente do mesmo pelo teste de Dunnett em nivel de 5% de significancia.
O teste de Dunnett compara cada tratamento em relagdo ao controle e ndo realiza comparagdes das amostras tratadas entre si. P:
hamburguer padrido produzido com antioxidante comercial eritorbato de sédio; C: hamburguer controle formulado sem adi¢ao de
antioxidante natural e do eritorbato de sddio; T1: hamburguer adicionado de 0,5% de extrato hidroetanolico bruto; T2: hamburguer
adicionado de 0,7% de extrato hidroetanodlico bruto; T3: hamburguer adicionado de 0,5% da frac@o residual; T4: hamburguer
adicionado de 0,7% da fragdo residual; T5: hamburguer adicionado de 0,5% da frago acetato de etila; T6: hamburguer adicionado

de 0,7% da fragdo acetato de etila; T7: hamburguer adicionado de 0,10% (sobre o teor de gordura) de extrato oleoso de alecrim.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Quanto a cor dos hamburgueres, medida com a
utlilizagdo do colorimetro Minolta®, verificou-se
que ocorreu tendéncia de diminui¢ao dos valores do
pardmetro a * durante o periodo de armazenamento,
ou seja a intensidade de coloracdo vermelha foi
diminuindo ao logo do periodo de armazenamento
nas amostras de hamburguer congeladas (Tabela
2). Varios autores tém estudado a cor de carne e
produtos carneos e tem relatado que a oxidacgdo da
carne causa uma diminui¢do no valor a* (SHAN et
al., 2009).

Os valores de /1 * (tonalidade cromatica), que sao
fungdes dos valores de a* e b*, permitem estimar
o real escurecimento da carne, e normalmente o
processo de descoloragdo das carnes ¢ acompanhado
por aumento nos valores de 4* ao longo do tempo
(LEE et al., 2005). Observou-se que os valores de
h* apresentaram tendéncia de aumentar em todas
as amostras durante o periodo de armazenamento,
caracterizando descoloragdo das amostras.

Georgantelis et al. (2007) avaliaram o efeito da
adicao de extrato de alecrim, quitosana e a-tocoferol

individualmente ou em combinacdo, na oxidacdo
lipidica e estabilidade da cor de hamburguer bovino
congelados (-18 °C) durante o periodo de 180
dias e como o verificado no presente experimento
também observaram uma tendéncia de queda
no que diz respeito a valores de a* (indicativo
de cor vermelha), no decorrer do periodo de
armazenamento. Observaram também diminuicdo
nos valores de croma (intensidade da cor) e b* (cor
amarela), juntamente com uma tendéncia crescente
nos valores de tonalidade, que sdo atribuidas a
oxidagdo gradual da mioglobina e acumulagdo de
metamioglobina com o tempo (GEORGANTELIS
et al., 2007). Shan et al. (2009) também observaram
diminui¢do significativa nos valores de a* ao longo
do periodo de armazenamento (20 °C por 9 dias) de
amostras de carne suina tratadas com extratos de
especiarias e ervas (canela, orégano, cravo, semente
de uva, casca de roma), mas segundo os autores,
os parametros de cor das amostras de carne suina
tratadas mudaram levemente, em comparagdo com
mudangas significativas nas amostras controle.
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Tabela 2. Valores médios para a luminosidade (L*), cor vermelha (a™*), cor amarela (b*) e tonalidade cromatica (4*) na superficie dos hamburgueres padrao, controle

e adicionados dos extratos em teste durante o periodo de armazenamento de 14 meses a —25 °C (£1 °C).

Periodo de armazenamento (meses)

0 2 4 6 8 10 12 14

L* (luminosidade)

P 52,40+1,9]®AB%* 49,92-+0,420ABC 51,47+1,26AB¢ 50,50+0,78:ABC 49,53+0,46°E¢ 51,18+1,13ABC 49,15+1,91%¢ 52,81+1,16*

C  53,14£1 41 48,42+1,41% 48,83+0,858 49,400,398 49,97+1,16% 49,61+0,51>8 50,640,758 50,61+0,96
Tl 50,06+1,86 49,07+1,81%4 48,40+0,58" 48,40£0,50 48,400,494 50,16+0,68A 49,210,694 49,35+1,184
T2 49,80+0,70°48 49,010,308 49,74+0,838 49,761,028 49,77+1,92:eAB 52,72+1,78* 47,82+0,648 49,77+1,580AB
T3 51,14+0,89®4 49,94+1,26™4 50,72+1,11%4 49,23+0,5]AB 47,76+0,718 50,32+0,7120A 50,060,394 50,831,084
T4 50,44+0,48%4 48,55+0,46" 50,74+0,804 50,77+0,46* 50,79+0,29:4 48,02+0,708 49,50+£0,67:AB 50,48+1,2]A
T5 = 52,25+0,92:4 51,470,674 52,2743,06* 51,06+1,57* 49,84+0,99A 51,55+0,87%4 51,45+1,20° 52,38+0,9904
T6  50,19+0,85" 49,711,524 51,4341,79%4 51,13+1,40° 50,85+1,36* 49,98+0,77:<A 49,13+1,22%A 51,7141,33¢%cA
T7  52,03+0,43®4 49,46+0,49A8 51,9141,15% 50,8240,61*8 49,74+0,67AB 50,45+2,412AB 48,431,038 50,08+1,27:0cAB
a* (vermelho)

P 21,2540,75% 17,36+1,87>8 15,4040,34<CPE 15,90+0,184B¢P 16,4140,707b<dBC 14,3740,17¢4Pk 14,4040,734%DE 13,5440,44¢4E

C  2329+0,79% 20,49+0,924° 18,86+0,14¢ 17,6640,135P 16,4640,307<dPE 16,35+0,47°¢ 14,4140,36%F 15,58+0,48"E
Tl 19,79+0,46% 17,470,588 16,91+0,68°3¢ 16,0340,604¢P 15,16+0,674 15,160,450 15,75%1,42¢40 14,6340,435CP
T2  18,67+0,43% 16,160,508 16,11+0,28%8 15,91+0,254 15,70+0,69°48 13,35+0,36%° 13,7740,20°0 12,97+0,894¢
T3  18,98+0,47% 16,3640,895C 17,10+0,72°8 16,50+0,55% 16,3140,36"485¢ 14,9440,33<P 14,6340,14%P 13,47+0,51
T4  18,86+0,67% 16,4240,13 15,83+0,68>¢ 16,7940,53¢45¢ 17,9140,62%48 14,16+0,29°® 14,06+0,33° 13,060,544
T5  21,00+0,29>* 19,27+0,468 19,88+0,638 18,7740,5248¢ 17,6740,83CP 17,15+0,65%PE 16,2340,59™ 16,28+0,29:"
T6  21,62+0,31" 19,88+1,23 19,3340,50°5¢ 18,5940,55BCP 17,8640,89:PE 17,67+0,27°F 17,4140,88"F 16,09+0,30°¢
T7  21410,66" 19,85+0,64*" 19,28+0,495¢ 18,18+0,46CP 17,08+0,50%>P 17,42+0,65 17,94+0,23° 16,16+0,69%
b* (amarelo)

P 14,80+1,61%4 14,1240,57A8 13,070,318 13,4340,312A8 13,79+0,36A8 14,59+0,63*8 14,1440,46*8 14,37+0,45%A8

C  16,50+0,27* 14,1240,598 12,62+0,68" 12,77+0,27>8 12,9240,26%<8 12,5141,23b8 12,8440,71>8 13,9340,94¢<8
Tl 13,1140,82¢4AB 12,7740,43¢A8 11,9240,23 11,96+0,20% 12,010,468 12,48+0,330dAB 13,3940,62:0A 13,1340,7104AB
T2  12,27+0,238 12,4340,35¢A8 11,65+0,37% 12,2140,19¢A8 12,7740,47%A 12,1340,380AB 12,3940,43¢A8 12,760,544
T3 13,60+0,65A 13,0240,84%A 13,1440,76%* 12,7340,53%4 12,3340,65%A 12,47+1,00°A 13,0240,45%A 12,45+0,694
T4 12,95+0,919A8 12,2040,39°A8 12,1240,26°0A8 12,9040,70:0cAB 13,68+1,25%4 11,740,565 12,2740,63¢A8 12,130,178
TS5 14,64+0,53bcdA8 14,6340,548 14,30+0,96*5 14,0340,568 13,77+0,50°A8 14,78+0,54* 13,4140,368 14,65+0,36™5
T6  14,08+0,24 14,27+0,49 14,010,564 13,954+0,424 13,89+0,49 13,700,304 13,760,304 14,220,594
T7  15,13+0,32:4 14,14+0,26A8 14,1240,73A8 13,81+0,72%A8 13,50+0,83¢08 14,1140,92:048 13,1140,62:><B 14,05+0,6748
h* (tonalidade cromatica)

P 34,7742,32® 39,26+3,78P 39,1542,83P 40,16+0,76"5¢ 40,16+1,105¢ 45,40+1,2804 44,48+2,11%48 46,68+1,13*

C  3533+],31%¢ 34,60+2,21°5¢ 33,76+1,48 35,86+0,58°5¢ 38,120,348 37,3543,186¢ 41,68+0,96™* 41,7542,155A
Tl  33,50+1,18* 36,18+1,85%CPE 35,20+1,54°F 36,74+1,02°5CP 38,38+0,94ABC 39,45+0,369>A8 40,44+1,47° 41,46+1,63A
T2 33,30+0,68* 37,5540,75%CP 35,86:+0,76PF 37,50+0,73%P 39,12+1,518¢ 42,26+0,894 41,96+1,23%A8 44,56+2,67"A
T3  35,61+0,73* 38,49+0,53:B¢ 37,54+2,09:B¢ 37,65+1,02°5¢ 37,06:+0,36°5¢ 39,80+2,40%AB 41,66+0,74%A 42,7140,540A
T4 34444201 36,60+1,035¢ 37,47+1,55%8¢ 37,51+0,91°5¢ 37,31+1,90:5¢ 39,64+1,12%AB 41,08+1,93%4 42,901,084
TS5  34.87+0,69° 36,87+0,66°P 35,68+1,14%CP 36,89+0,97°P 37,94+1,058¢ 40,76+2,08>A 39,57+0,95%48 41,97+0,540A
T6  33,43+0,86* 35,57+2,37%8¢ 36,22+1,37B¢ 37,27+1,24%8 37,89+1,6848 37,76+1,39® 38,35+2,02048 41,46+0,97>A
T7  35,02+0,62:° 35,4741,05®0 36,20+0,86"° 37,20+0,74°5C0 38,2941,17®B¢ 38,960,968 36,14+1,62°P 41,00+0,64

** Médias + desvio padrdo (n=4) seguidas de letras mintisculas distintas na mesma coluna (efeito dos tratamentos) e por letras maitisculas distintas, na mesma linha (efeito dos dias de estocagem),
diferem significativamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de significancia (p<0,05). P: hamburguer padrdo produzido com antioxidante comercial eritorbato de sodio; C: hamburguer controle
formulado sem adigdo de antioxidante natural e do eritorbato de sodio; T1: hamburguer adicionado de 0,5% de extrato hidroetanolico bruto; T2: hamburguer adicionado de 0,7% de extrato
hidroetandlico bruto; T3: hamburguer adicionado de 0,5% da frac@o residual; T4: hambtirguer adicionado de 0,7% da fragao residual; T5: hambutrguer adicionado de 0,5% da fragao acetato de etila;
T6: hamburguer adicionado de 0,7% da frago acetato de etila; T7: hamburguer adicionado de 0,10% (sobre o teor de gordura) de extrato oleoso de alecrim.

Fonte: Elaboragio dos autores.
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No presente experimento, as amostras de
hamburguer da fracao
de etila, em ambas as concentracdes (0,5% e
0,7%), apresentaram menor diminuicdo dos
valores do parametro a* ao longo do periodo de

adicionadas acetato

armazenamento e na maioria dos meses avaliados
apresentaram valores proximos aos obtidos pelas
amostras que foram adicionadas do extrato oleoso
de alecrim (Tabela 2). As amostras de hamburguer
padrao adicionadas do antioxidante comercial
eritorbato de sodio apresentaram os valores do
paramentro a* inferiores aos obtidos pela amostra
adicionada do extrato oleoso de alecrim e do que
as amostras adicionadas da fracao acetato de etila
em ambas as concentragdes testadas, na maioria dos
dias avaliados, significando que o extrato oleoso
de alecrim e a fra¢do acetato de etila foram mais
eficientes que o eritorbato de s6dio na manutencao
da coloragdo
congelados. As amostras de hamburguer padrio
também apresentaram valores de #* superiores, que
as demais amostras, no final do periodo avaliado,
confirmando que ocorreu maior descoloracao desta
amostra ao longo do tempo.

vermelha dos hamburgueres

Pode-se observar (Tabela 2), que no més
zero, os hamburgueres adicionados do extrato
hidroetandlico bruto e da fragao residual, em ambas
as concentragdes testadas, apresentaram os valores
do parametro a* significativamente inferiores que
o hamburguer padrio e as amostras adicionadas do
extrato oleoso de alecrim, porém no decorrer do
periodo de armazenamento, na maioria dos meses
avaliados, os valores do parametro a *destas amostras
ndo diferiram dos valores de a* apresentados pelo
hamburguer padrao e foram inferiores aos valores
da amostra de hamburguer adicionada do extrato
oleoso de alecrim, que apresentou maior estabilidade
da colorag¢do vermelha com maiores valores de a*.

A adicdo do extrato hidroetandlico bruto
de caqui cv. Rama Forte e da fragdo residual,
na concentracdo de 0,7%, também interferiu
significativamente na cor amarela das amostras
de hamburguer, pois logo apos a aplicagdo (més

zero) apresentaram os valores do parametro b*
significativamente inferiores ao hamburguer padrao
produzido com antioxidante comercial eritorbato
de s6dio. No 14° més de armazenamento também
obtiveram valores significativamente inferiores que
0 hambtrguer padrao para o parametro b*. Shan et
al. (2009) verificaram que a adigdo dos extratos de
cravo, canela, orégano, semente de uva e de casca
de roma também causaram mudangas iniciais na cor
da superficie da carne suina crua, em comparacao
com o controle.

Comparando-se os valores de L* apresentados
pelas amostras de hamburguer padrdo, amostras
adicionadas do extrato oleoso de alecrim e pelas
amostras submetidas aos demais tratamentos nos
diferentes meses avaliados foram observadas
diferencas.
avaliados as médias se apresentaram sem diferenca
significativa entre os diferentes tratamentos (Tabela
2). Bafion et al. (2007) relataram que a adigdo de
extratos vegetais ndo afetou os valores de L* de

hamburgueres de carne bovina e que os valores

pequenas Na maioria dos meses

foram bastante estaveis durante o armazenamento
a4°C.

Quanto aos valores do parametro L* e b*
obtidos ao longo do periodo de armazenamento,
nas amostras de hamburguer submetidas aos
diferentes tratamentos, observou-se que ocorreu
pequena variagdo entre as leituras iniciais (0 més)
e finais (14° més). Os valores iniciais de L* e b*
do més zero foram proximos aos obtidos no 14°
més de armazenamento na maioria dos tratamentos
¢ apenas a amostra de hamburguer controle (sem
adicao de eritorbato de sodio e de extrato natural)
obteve valores significativamente inferiores para os
parametros L* e b* no final do periodo avaliado (14°
més) do que na fase inicial (més zero). A amostra de
hamburguer controle estava menos amarela e mais
escura no final do periodo de armazenamento do que
na fase inicial do experimento (més 0), indicando
que ocorreu alteracdo na colorac¢do (parametros L *
e b*) das amostras controle durante o periodo de
armazenamento.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 33, n. 3, p. 1085-1094, maio/jun. 2012



Efeito de extratos de caqui (Diospyros kaki L.) cultivar Rama Forte e do extrato oleoso de alecrim (Rosmarinus officinalis L.)...

Os resultados do presente estudo demonstraram
que a adigdo do extrato hidroetanélico bruto de caqui
cv. Rama Forte, da fragdo acetato de etila, da fragao
aquosa residual em ambas as concentracdes testadas
(0,5 e 0,7%) e do extrato oleoso de alecrim nao
promoveram altera¢ao sensorial nos atributos de cor,
aroma, sabor e textura das amostras de hamburguer
de carne bovina, no tempo zero de armazenamento,
quando comparadas com o eritorbato de sodio. A
utilizagdo da fracdo acetato de etila (0,5% e 0,7%)
e do extrato oleoso de alecrim mantiveram as
amostras de hamburguer com os maiores valores de
a* ao longo do periodo de armazenamento e com
menores valores de #* que a amostra padrdo no
final do periodo avaliado, indicando que a adi¢ao da
fracdo acetato de etila e do extrato oleoso de alecrim
promoveram a estabilidade da cor vermelha das
amostras de hamburguer de carne bovina durante o
periodo de armazenamento do produto congelado.
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Antioxidante natural de caqui (Diospyros kaki L.) para a conservagdo de hamburguer de carne bovina

Natural antioxidant of persimmon (Diospyros kaki L.) for the conservation of beef burgers

Liana Inés Guidolin Milani'", Nelcindo Nascimento Terra®, Leadir Lucy Martins F ries’, Ana Paula de Souza

Rezer*, Ernesto Hashime kubota’

Resumo
Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de extratos de caqui (Diospyros kaki L.) cultivar (cv.) Rama
Forte sobre a oxidagdo lipidica e a estabilidade microbioldgica de hamburguer bovino congelado (-25 °C) por
16 meses. Para tanto foi elaborado o extrato hidroetandlico bruto de caqui cv. Rama Forte que foi submetido
ao fracionamento dando origem as fragdes hexanica, cloroférmica, de acetato de etila ¢ a fragdo residual.
Foram elaborados hamburgueres de carne bovina com adigdo do extrato hidroetandlico bruto, da fragdo
acetato de ctila ¢ da fracdo residual, nas respectivas concentragcdes de 0,5% e 0,7%. Também foram
preparados hambtrgueres padrdo com eritorbato de sodio (0,1%), hamburgueres controle sem adicdo de
antioxidante e o hamburguer adicionado de extrato de alecrim (0,10% sobre o teor de gordura da massa
carnea). A adicao do extrato hidroetanolico bruto de caqui, da fragdo acetato de etila e da fragdo residual, em
ambas concentragdes, ndo interferiu na contagem de coliformes totais realizada logo apos a elaboracdo das
amostras de hamburgueres e ndo alterou a estabilidade microbiologica das mesmas que mantiveram-se sem
diferencas significativas quanto a contagem de microrganismos aerobios mesofilos e psicrotroficos, durante

todo periodo de armazenamento. Nas condi¢des utilizadas neste estudo o extrato hidroetanolico bruto, a

! Farmacéutica Bioquimica, Doutoranda do Programa de Pés-Graduagio em Ciéncia e Tecnologia dos
Alimentos, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Centro de Ciéncias Rurais (CCR), 97105-900,
Santa Maria, RS, Brasil. E-mail: lianamilani(@yahoo.com.br

2 Farmacéutico Bioquimico, Prof. Dr., Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos, UFSM, CCR,
Santa Maria, RS, Brasil. E-mail: nelcindo@terra.com.br

’ Engenheira Agronoma, Prof*. PhD., Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos, UFSM, CCR,
Santa Maria, RS, Brasil. E-mail: lucymicro@yahoo.com.br

* Farmacéutica Bioquimica, M.S., Departamento de Tecnologia ¢ Ciéncia dos Alimentos, UFSM, CCR,
Santa Maria, RS, Brasil. E-mail: ana.rezer@hotmail.com

> Engenheiro Agréonomo, Prof. Dr., Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos, UFSM, CCR,
Santa Maria, RS, Brasil. E-mail: ernehk2008(@yahoo.com.br

* Autor para correspondéncia




fracdo acetato de etila e a fragdo residual ndo promoveram inibi¢do da oxidagdo lipidica dos hambtirgueres, o
que foi constatado pelos elevados valores de TBARS das amostras que receberam tais tratamentos em
comparacdo com as amostras adicionadas do extrato de alecrim e do eritorbato de soédio, que foram mais

eficientes em controlar a oxidagao lipidica durante o periodo de armazenamento de 16 meses a -25 °C.

Palavras-chave: extratos naturais, antioxidante natural, caqui, Diospyros kaki L., hambtrguer de carne
bovina.
Abstract

This experiment aimed to evaluate the effect of the extract of persimmon (Diospyros kaki L.) cv. ‘Rama
Forte’ on the lipid oxidation and microbial stability of beef burgers frozen (-25 C) for 16 months. The crude
hydroethanolic extract of persimmon cv. ‘Rama Forte’ was prepared and subjected to fractionation resulting
in hexane, chloroform and ethyl acetate fractions as well as in residual fractions. Beef burgers were prepared
with the addition of crude hydroethanolic extract, ethyl acetate fraction, and residual fraction at
concentrations of 0.5% and 0.7%. Standard beef burgers with sodium erythorbate (0.1%), control beef
burgers without the addition of antioxidant, and beef burgers added with rosemary extract (0.10% of the total
fat content) were also prepared The addition of crude hydroethanolic extract of persimmon, ethyl acetate
fraction, and residual fraction in both concentrations had no effect on the total coliform count performed
immediately after the preparation of the samples of beef burgers nor altered their microbiological stability,
which remained without significant differences in the count of mesophilic and psychrotrophic aerobic
microorganisms throughout storage period. Under the conditions of this study, the crude hydroethanolic
extract, the ethyl acetate fraction, and the residual fraction did not promote inhibition of lipid oxidation of the
beef burgers. This was corroborated by the high TBARS values of the samples that received such treatment
compared with the samples added with the rosemary extract and sodium erythorbate, which were more

efficient in controlling lipid oxidation during the storage period of 16 months at -25 ° C.

Keywords: natural extracts, natural antioxidant, persimmon, Diospyros kaki L., beef burger.

Introducéo

O crescimento microbiano, mudangas de cor e rango oxidativo sdo os principais problemas que
causam o encurtamento do prazo de validade em carnes e produtos carneos (SHAN; CAI; BROOKS, 2009).
Segundo Georgantelis et al. (2007a) a oxidagao lipidica, que provoca a rancidez, ¢ uma das principais causas
da deterioracdo de produtos carneos, principalmente por causa de seu contetido de gordura, pela natureza
altamente cominuida das matérias-primas, bem como devido a possibilidade de armazenamento sob
congelamento por longo periodo antes do consumo. Esta alteragdo irreversivel contribui para o
desenvolvimento de caracteristicas organolépticas inaceitaveis e ¢ mais importante em produtos carneos

preservados por congelamento, tais como os hamburgueres.



Nas ultimas décadas os fabricantes de produtos carneos t€m usado varios aditivos alimentares com
propriedades antioxidantes a fim de proteger os lipidios e evitar a deterioragdo da aparéncia dos alimentos
(ZHANG et al.,, 2010). No entanto, antioxidantes sintéticos ndo sdo completamente aceitos pelos
consumidores, devido a preocupagdes com a saude, o que exige o uso de aditivos naturais ou métodos
alternativos para estender a vida de prateleira e/ou melhorar a seguranga. Uma solugdo poderia ser a
utilizacdo dos recursos naturais antioxidantes (GEORGANTELIS et al., 2007a; ZHANG et al., 2010).

Alguns alimentos vegetais, incluindo as frutas, foram estudadas especialmente como fontes de
antioxidantes para carnes e produtos carneos (HOFFMANN, 2003; HOFFMANN et al., 2003; AHN; GRUN;
MUSTAPHA, 2007; NAVEENA et al., 2008; DEVATKAL; NARSAIAH; BORAH, 2010; MILANI et al,,
2010; PERUMALA; HETTIARACHCHY, 2011). O caqui (Diospyros kaki L.) apresenta inimeros compostos
com reconhecida atividade antioxidante e/ou antimicrobiana, tais como os polifenois, entre estes o acido p-cumarico,
acido galico, acido clorogénico, catequina, epicatequina, epigalocatequina e proantocianidinas condensadas
(SCALBERT, 1991; GIORDANI et al., 2011; CHEN et al., 2008).

Os resultados obtidos por varios pesquisadores demonstraram que extratos de caqui apresentam potencial
antioxidante (GARCIA et al., 2004; KATSUBE et al., 2004; SUZUKI et al., 2005; CHEN et al., 2008; GU et
al., 2008; FU et al., 2011). Em experimento conduzido por Milani et al. (2010) foi verificado que o extrato
hidroetanoélico de Diospyros kaki L. da cultivar (cv.) Rama Forte promoveu inibi¢do da oxidagéo lipidica em
carne de frango demonstrando melhor desempenho como antioxidante que o extrato hidroetandlico de
Diospyros kaki L. cv. Quioto e ndo alterou significativamente as caracteristicas sensoriais das amostras.

Desta forma sabendo-se sobre os compostos fenolicos presentes nos extratos de caqui, sobre suas
propriedades benéficas e devido a possivel interacdo destes compostos com o seu ambiente
(GEORGANTELIS et al., 2007a), a investigacdo de sua atividade em sistemas alimentares especificos como
no hamburguer € necessaria para verificar a possibilidade de aplicagdo neste tipo de produto carneo. Portanto
0 objetivo do presente trabalho foi determinar o efeito de extratos de caqui cv. Rama Forte sobre a oxidagao

lipidica e estabilidade microbioldgica em hamburguer bovino congelado.

Material e métodos
Preparo do extrato hidroetanélico bruto e fracionamento

Caquis (Diospyros kaki L.) da cv. Rama Forte provenientes de um pomar comercial de Nova Padua
— RS foram colhidos em margo de 2010 (estagio semimaduro). Para o preparo do extrato hidroetandlico
bruto os caquis foram desidratados em estufa com circulacdo de ar forgada a 60 °C por 48 horas e
posteriormente foram reduzidos a p6. O produto vegetal desidratado foi homogeneizado com uma solugao
hidroetandlica (etanol 80%), na propor¢cdo de 20% utilizando-se liquidificador, durante 3 minutos na
velocidade média. Apos se ajustou o pH para 5,48 com solug@o de acido acético 50%, permanecendo imerso
em banho de ultra-som (Thornton®, modelo T14) durante 25 minutos a temperatura ambiente (ZHAO;
HALL, 2008). Transcorrido este periodo submeteu-se a parte solida a mais duas extragdes sucessivas. O

filtrado das trés extragdes foi concentrado até 6% do volume inicial em rotaevaporador (Fisatom® 802) com



vacuo de -760 mmHg e temperatura da agua do banho a 44 °C (£1 °C). Foram preparados 200 mL de extrato
hidroetanolico bruto de caqui cv. Rama forte, que foram divididos em duas partes, sendo que uma das partes foi
utilizada para adi¢do no hamburguer e a outra parte para o fracionamento com solventes de polaridade crescente.
O extrato hidroetanolico bruto de caqui foi extraido inicialmente com o n-hexano, depois com cloroférmio e
com o acetato de etila, seqiiencialmente, originando as fragdes hexanica, cloroférmica, de acetato de etila e o
residuo, que foi considerado a fracdo residual. Apds a obtencdo das fragdes, o solvente foi totalmente
eliminado em rota evaporador (Fisatom® 802) com vacuo de -760 mmHg, temperatura da agua do banho a
44 °C (£1 °C) e a parte solida remanescente foi resuspensa em agua destilada esterilizada. O extrato
hidroetanoélico bruto e as fragdes assim que obtidas foram colocados em frascos de vidro ambar ao abrigo da
luz e mantidos a 4 °C (£1 °C) até o momento de serem utilizados.

Preparo, armazenamento e andlises das amostras de hamburguer

A elaboracdo do hamburguer foi conduzida segundo formulagdo e procedimentos recomendados por
Terra (2005). Na formulacdo do hamburguer foi utilizada carne bovina magra (paleta), proteina texturizada
de soja (hidratada 1:3 com &gua), toucinho suino, sal pimenta branca moida, alho e cebola em p6, adquiridos
em um supermercado de Santa Maria - RS. Para o preparo dos hamburgueres a carne bovina foi moida em
disco de 10 mm, o toucinho em disco de 5 mm e a proteina texturizada de soja foi hidratada conforme
procedimento sugerido pelo fabricante do produto. A carne bovina foi homogeneizada com os demais
ingredientes em misturadeira (marca JAMAR®, modelo MJ 35, Tupa, Sao Paulo), e posteriormente dividida
em porgdes iguais de 2,6 kg. Uma das por¢des foi considerada a formulagdo Padrao (P, adicionada de 0,1%
de eritorbato de s6dio), a segunda por¢do o controle (C, ndo adicionada de eritorbato de sodio e de extrato
natural), a terceira por¢ao o tratamento 1 (T1, adicionado de 0,5% de extrato hidroetanolico bruto de caqui
cv. Rama Forte), a quarta por¢ao o tratamento 2 (T2, adicionado de 0,7% de extrato hidroetandlico bruto de
caqui cv. Rama Forte), a quinta por¢do o tratamento 3 (T3, hamburguer adicionado de 0,5% da fracdo
residual), a sexta porgdo o tratamento 4 (T4, adicionado de 0,7% da fragdo residual), a sétima por¢do o
tratamento 5 (TS5, adicionado de 0,5% da fracdo acetato de etila), a oitava por¢do o tratamento 6 (T6,
adicionado de 0,7% da fragdo acetato de etila) e a nona por¢ao o tratamento 7 (T7, hamburguer adicionado
de 0,10% de extrato oleoso de alecrim, sobre o teor de gordura da massa carnea). Dividiu-se a por¢do da
massa carnea do hamburguer padrdo, controle e dos tratamentos em partes de 80 gramas, as quais foram
moldadas, manualmente, em forma de hamblrguer ¢ embaladas em filme permeavel ao oxigé€nio e
armazenadas a -25 °C (x1 °C).

A selegdo do extrato hidroetandlico bruto, das fragdes acetato de etila e aquosa residual assim como das
concentragdes testadas (0,5% e 0,7%) foi baseada em resultados obtidos em experimento realizado previamente,
onde foi observado que o extrato hidroetanolico bruto e as fragoes acetato de etila e aquosa residual apresentaram
boa atividade antioxidante na concentragdo de 0,5%, entretanto inferior a atividade do extrato oleoso de alecrim
(controle positivo), entdo usou-se também a concentracdo de 0,7% na tentativa de obter uma maior atividade

antioxidante.



A contagem total de microrganismos aerobios mesofilos e psicrotroficos em placas e a determinagao
do indice de TBARS foram realizadas logo apds a embalagem das amostras de hamburguer (més 0) e nos 2°,
4°, 6° 8° 10° 12° 14° e 16° meses de armazenamento a -25 °C (£1 °C). A contagem de coliformes a 35 °C e
termotolerantes, contagem de Clostridios sulfito redutores a 46 °C, Staphylococcus coagulase positiva e a
pesquisa de Salmonella sp. foram realizadas somente no més zero.

Composigao centesimal

As analises quimicas de teor de umidade, proteina e cinzas foram realizadas conforme AOAC
(1995). O teor de lipidios foi determinado através do método do butirdmetro (TERRA; BRUM, 1988).
Determinacdo da oxidacao lipidica

A oxidacdo lipidica foi estimada através da determinagdo das substincias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) segundo o método de Raharjo, Sofos e Schmidt (1992), com modifica¢des. Os tubos
com as amostras e reativos foram colocados em banho Maria a 100 °C por 40 minutos e apés resfiiados a leitura
foi realizada em espectrofotometro a 531 nm (BRAGAGNOLO; DANIELSEN; SKIBSTED, 2005). A
densidade otica lida foi multiplicada por 7,8 (TANG et al.,, 2001). Os resultados foram expressos em
miligramas de malonaldeido por quilograma de amostra (mg MA/Kg amostra).

Analises microbioldgicas do hambdrguer

A contagem de microrganismos aerdbios mesofilos totais, coliformes totais, coliformes
termotolerantes, Staphylococcus coagulase positiva, Clostridium sulfito redutores a 46 °C e a pesquisa de
Salmonella sp. foram realizadas conforme descrito em Brasil (2003). A contagem de microrganismos
aerdbios psicrotroficos em placas foi realizada através do método descrito por SILVA et al. (2007).

Analise estatistica

O desenho experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com duas repeti¢des de cada
tratamento e do controle. Os dados da pesquisa de Salmonella sp. foram obtidos em duplicata, os da
determinagdo de TBARS e das demais analises microbiologicas foram em quadruplicata. A analise estatistica
dos dados obtidos em todas as analises, foi realizada por meio da analise de varidncia (ANOVA) e as
diferencas significativas entre as médias foram determinadas pelo teste de Tukey, com o nivel de

significancia de 5% com a utilizagdo do software estatistico SPSS 13.0 (NORUSIS, 2005).

Resultados e discusséo

Na tabela 1 sdo mostrados os valores médios da contagem de Staphylococcus coagulase positiva,
Clostridium sulfito redutores a 46 °C, coliformes totais, coliformes termotolerantes e pesquisa de Salmonella
sp. das amostras de hamburguer submetidas aos diferentes tratamentos. Pode-se observar que logo apés a
elaboracdo dos hamburgueres os mesmos apresentaram a contagem de coliformes termotolerantes,
Staphylococcus coagulase positiva, Clostridium sulfito redutores a 46°C e a pesquisa de Salmonella sp.
abaixo do limite de deteccdo do método utilizado (BRASIL, 2003) e que se enquadraram dentro dos padrdes
microbiologicos estabelecidos pela legislagdo (BRASIL, 2001). Na contagem de coliformes totais nao

observou-se diferencga significativa entre os diferentes tratamentos.



Apesar de ndo ser esperado aumento nas contagens microbianas em produtos congelados, onde a
deterioragcdo microbiologica ndo é comum (GEORGANTELIS et al., 2007a), observou-se que a adi¢do do
extrato hidroetandlico bruto de caqui cv. Rama Forte, da fragdo acetato de etila e da fragdo residual em ambas
concentragdes testadas (0,5% e 0,7%) nao influenciaram na contagem de microrganismos aerobios mesofilos
totais e de psicrotroficos durante o periodo de armazenamento do hamburguer como pode ser observado na
tabela 2, ou seja ndo ocorreu nenhuma atividade antimicrobiana ou diminuicdo da resisténcia microbiana ao
frio pela presenca destes extratos durante o periodo de congelamento avaliado. Segundo Perumalla e
Hettiarachchy (2011) os componentes antimicrobianos presentes em extratos naturais de plantas podem estar
inativos em sistemas alimentares devido a suas interagdes com os lipidios e proteinas, o que poderia vir a
reduzir a atividade antimicrobiana destes compostos. Para Holley e Patel (2005) as possiveis causas para a
auséncia de atividade antimicrobiana em sistemas alimentares pode ser devido a imobilizagdo do
componente antimicrobiano em gorduras, proteinas ou carboidratos e também pode ser atribuida as
diferencas na atividade de agua, as interagdes entre espécies bacterianas ou alteragcdes nas bactérias tornando-
as menos suscetiveis aos antimicrobianos em sistemas alimentares que em sistemas in vitro.

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas avaliadas na massa bésica para elaboracdo dos
hamburgueres controle, padrao e tratamentos (Tabela 3), observou-se que as mesmas se enquadraram dentro
dos limites estabelecidos pela legislagdo brasileira (BRASIL, 2000). Os hamburgueres apresentaram
quantidade de gordura de 7,48% ficando abaixo de 23% que ¢ o valor maximo estabelecido (BRASIL, 2000)
e o teor de proteina foi de 17,36% e se enquadrou no limite minimo de 15% estabelecido. O teor de umidade
e cinzas foi respectivamente, de 66,75% e 2,75%.

Segundo relatado por Shan, Cai e Brooks (2009) carnes e produtos carneos sdo suscetiveis a
oxidacdo lipidica, porque o processo envolve a oxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados abundantes na
membrana celular e também porque na carne estdo presentes catalizadores como metais de transi¢ao (ferro,
cobre) e moléculas com grupos heme que sdo fatores importantes nesta reacao.

A suscetibilidade a oxidagao lipidica da carne depende de varios fatores e de acordo com Ordofiez et
al. (2005) a temperatura 6tima de armazenamento da carne congelada situa-se entre -20 °C e -30 °C, sendo
que a temperatura de -30 °C permite em comparagdo com a de -18 °C, quase duplicar o tempo de
armazenamento, diminuindo a velocidade das rea¢des bioquimicas. Quanto maior ¢ a porcentagem de
gordura da carne e mais elevada a proporg¢do de acidos graxos insaturados, mais rapidamente sera provocada
a alteracdo da gordura (ORDONEZ et al., 2005). Provavelmente, o teor de gordura da massa basica para a
elaboragdo dos hamburgueres (7,48%) que estd bem abaixo do valor maximo de 23% estabelecido pela
legislagdo para hamburgueres (BRASIL, 2000), juntamente com a temperatura de armazenamento das
amostras (-25 °C) tenham contribuido para a a manutenc¢do dos valores de TBARS com pequenas variacdes
entre 0,22 a 0,30 mg MA/Kg de amostra por 8 meses de armazenamento, apresentando-se sem diferengas
significativas entre os diferentes tratamentos (Tabela 4).

As amostras hamburgueres tratadas com eritorbato de sodio e extrato oleoso de alecrim apresentaram

valores maximos de 0,30 mg MA/Kg amostra por 12 meses de armazenamento ¢ aos 16 meses apresentaram



0,96 e 0,89 mg MA/Kg amostra, respectivamente, enquanto que neste mesmo periodo as demais amostras ja
apresentavam valores de TBARS superiores. Segundo Torres e Okani (2000, apud TERRA; CICHOSKI;
FREITAS, 2006), valores de TBARS acima de 1,59 mg de aldeido malénico/kg de amostra podem causar
danos a saude do consumidor. Utilizando-se esse valor como referéncia, pode-se afirmar que apenas os
hamburgueres tratados com o eritorbato de sodio e o extrato oleoso de alecrim mantiveram-se adequados em
relacdo a oxidagdo lipidica durante os 16 meses avaliados. Ja os hamburgueres tratados com extrato hidroetanélico
bruto de caqui cv. Rama Forte (0,5% e 0,7%), com a fragao acetato de etila (0,5% e 0,7%) ¢ a fracao residual (0,5%
e 0,7%) mantiveram-se com valores de TBARS abaixo do limite de 1,59 mg MA/Kg amostra até o 14° més
avaliado e no 16° més de armazenamento apresentaram, respectivamente 1,85; 1,64; 2,02; 2,21; 1,84 ¢ 2,33 mg
MA/Kg amostra, indicando que ndo foram eficientes em controlar a oxidagdo lipidica como o eritorbato de sodio,
aditivo usualmente utilizado neste tipo de produto carneo e que o extrato oleoso de alecrim, antioxidante natural
disponivel comercialmente.

Segundo relatado por Trindade et al. (2008) o eritorbato de sédio apresenta um forte efeito
antioxidante, quando aplicado em concentragdes acima de 100 ppm, sendo que em concentragdes mais
baixas pode acelerar o desenvolvimento da rancidez oxidativa. No presente experimento a concentracao
eritorbato de sodio utilizada (0,1%) foi eficiente conseguindo manter as amostras de hamburguer com baixos
valores de TBARS por 16 meses. Ja Trindade et al. (2008) verificaram que a adi¢ao de eritorbato (500 ppm)
juntamente com nitrito foi efetivo na redug¢do dos problemas de oxidagdo lipidica na CMS de galinhas
matrizes, mas em menor grau, na CMS de poedeiras quando estocadas por 99 dias a -18 °C. Segundo estes
autores na concentragdo adicionada (500 ppm), o eritorbato pode nao ter sido suficiente para contrabalangar
os fatores envolvidos no processo de oxidagdo da CMS de galinhas poedeiras.

Os extratos de alecrim tem demonstrado potencial antioxidante em varios experimentos com diversas
matrizes carneas, tais como carne suina (HERNANDEZ et al., 2009), produto carneo reestruturado feito com
carne suina previamente congelada (McCARTHY et al., 2001), almondegas de carne bovina (FERNANDEZ-
LOPEZ et al., 2005), salsicha suina ( SEBRANEK et al., 2005), hamburgueres de carne bovina congelados
(GEORGANTELIS et al., 2007a), carne bovina cozida (AHN; GRUN; MUSTAPHA, 2007), reestruturados
de carne bovina moida fortificados com acidos graxos n-3 (LEE et al., 2005) e lingiliica suina frescal
(GEORGANTELIS et al., 2007b), entre outros. Tais resultados vem ao encontro dos resultados obtidos no
presente estudo. Segundo exposto por Georgantelis et al., (2007a) a atividade antioxidante de extratos de
alecrim tem sido associada a presenca de varios diterpenos fenolicos tais como acido carnosico, carnosol,
rosmanol, rosmariquinona e rosmaridifenol, que bloqueiam rea¢des em cadeia por doagdo de atomos de
hidrogénio.

Conforme descrito por Shan, Cai e Brooks (2009) os compostos fendlicos de extratos podem estar
envolvidos na inibi¢ao da oxidacao lipidica, devido a possibilidade de inibir a formacao de radicais livres ¢ a
propagacao de reagdes com radicais livres, bem como, através da quelagdo de ions metalicos de transicdo
como o ferro e cobre, ambos catalizadores de reagdes oxidativas. Em estudo sobre a atividade antioxidante

do caqui cv. Mopan, que ¢ um tipo de caqui adstringente cultivado na China, foi demonstrado que seu



extrato apresenta elevada acdo contra radicais livres (CHEN et al., 2008). Dalvi (2008) observou que o
extrato de polpa de caqui da cultivar Rama Forte inibe a degradagdo oxidativa da 2-desoxirribose induzida
por 50uM de Fe (IIT) e 500 pM de ascorbato. Outros pesquisadores também tem demonstrado que extratos
de caqui possuem atividade antioxidante consideravel (KATSUBE et al., 2004; GARCIA et al., 2004;
SUZUKI et al., 2005; GU et al., 2008; FU et al., 2008). Em experimento realizado por Milani et al. (2010)
foi verificado que o extrato hidroetanolico bruto de caqui cv. Rama Forte apresentou elevada inibigdo da
oxidacao lipidica em carne de frango tratada termicamente armazenada a 4 °C (1 °C) durante 14 dias.

Ja em estudo conduzido por Hoffmann et al. (2003) observaram que extratos brutos (aquoso e
hidroetandlico) de caqui da cv. Taubaté apresentaram agdo antioxidante nas concentragdes de 0,5% e 1,0%
em carne mecanicamente separada de frango (CMS) durante armazenamento a 5 °C, entretanto quando
armazenadas a -18 °C as médias dos valores de TBARS, das amostras de CMS, incorporadas dos extratos,
ndo apresentaram diferenga significativa do controle. Este resultado vem ao encontro dos dados obtidos no
presente experimento, uma vez que durante o periodo de armazenamento de 16 meses sob congelamento as
amostras de hamburguer tratadas com o extrato hidroetanolico bruto (0,5 e 0,7%), com a fracao acetato de
etila (0,5 e 0,7%) e com a fracdo residual (0,5 e 0,7%), ndo apresentaram valores de TBARS inferiores aos
obtidos pelas amostras controle, sem antioxidante, demonstrando que os mesmos nao foram eficientes como
antioxidantes nas amostras de hamburguer armazenadas congeladas.

Uma hipétese para este fato poderia ser que a agdo antioxidante dos compostos fenolicos
supostamente presentes no extrato hidroetanolico bruto, nas fragdes acetato de etila e residual pode ter sido
retraida em funcgdo da baixa temperatura empregada no armazenamento das amostras, ou que a concentragao
dos mesmos estariam inadequadas para atingir a atividade antioxidante necessaria para inibir ou, no mimimo
controlar os fatores envolvidos na oxidagdo lipidica das amostras de hamburguer congeladas. Desta forma
sugere-se testar outras concentragdes do extrato hidroetandlico bruto, da fragdo acetato de etila e da fragdo

residual em amostras de hamburguer bovino congelado em futuros experimentos.

Concluséo

Nas condigdes utilizadas neste estudo a aplicagdo do extrato hidroetanolico bruto de caqui cv. Rama
Forte, da fracdo acetato de etila e da fragdo residual em ambas concentragdes (0,5% e 0,7%) nas amostras de
hamburguer bovino ndo interferiram na contagem de coliformes totais e ndo alteraram a estabilidade
microbiologica, mantendo todas as amostras sem diferencas quanto a contagem de microrganismos aerobios
mesofilos e psicrotroficos durante o periodo de armazenamento de 16 meses sob congelamento ( -25 °C).
Também ndo promoveram inibi¢ao da oxidagdo lipidica do hamburguer bovino congelado, fato que foi confirmado
pelos maiores valores de TBARS apresentados pelas amostras que receberam tais tratamentos em comparagdo com

as amostras de hamburgueres adicionadas do extrato de alecrim e do eritorbato de sodio.
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TABELAS

Tabela 1. Valores médios da contagem de Staphylococcus coagulase positiva, Clostridium sulfito redutores a
46 °C, coliformes totais, coliformes termotolerantes e¢ pesquisa de Salmonella sp., das amostras de
hamburguer submetidas aos diferentes tratamentos logo apds a sua elaboracao.

Pesquisa de Staphylococcus Clostridium Coliformes Coliformes
Salmonella sp. coagulase sulfito redutores totais termotolerantes
/25g de amostra positiva a 46 °C (Log (Log UFCg™) (Log UFCg™)
Tratamento (Log UFCg™) UFCg")

P Ausente <1.0 <1.0 4,26 +0,187" <1.0

C Ausente <1.0 <1.0 4,09 +0,058" <1.0

T1 Ausente <1.0 <1.0 3,91 +,267° <1.0

T2 Ausente <1.0 <1.0 4,04 +£0,072° <1.0

T3 Ausente <1.0 <1.0 4,27+0,123° <1.0

T4 Ausente <1.0 <1.0 4,22+0,141° <1.0

T5 Ausente <1.0 <1.0 4,22 +£0,399° <1.0

T6 Ausente <1.0 <1.0 3,97 +£0,364° <1.0

T7 Ausente <1.0 <1.0 4,29 +0,066" <1.0

*médias = desvio padrdo na mesma coluna seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
significancia, P: hamburguer padrio produzido com eritorbato de s6dio; C: hamburguer controle formulado sem adigdo de antioxidante natural e do
eritorbato de sodio; T1: hamburguer adicionado de 0,5% de extrato hidroetanolico bruto de caqui cv. Rama Forte; T2: hamburguer adicionado de
0,7% de extrato hidroetandlico bruto de caqui cv. Rama Forte; T3: hamburguer adicionado de 0,5% da fra¢do residual; T4: hamburguer adicionado de
0,7% da fragdo residual; T5: hamburguer adicionado de 0,5% da fragdo acetato de etila; T6: hamburguer adicionado de 0,7% da fragdo acetato de
etila; T7: hamburguer adicionado de 0,10% (sobre o teor de gordura) de extrato oleoso de alecrim.
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Tabela 3. Valores médios do teor de umidade, cinzas, proteinas e lipideos da massa carnea
pronta para a elaboragdo dos hamburgueres controle, padréo e dos diferentes tratamentos.

Massa basica Limite estabelecido
hamburguer por
Brasil (2000)

Umidade (%) 66,75 -
Cinzas (%) 2,75 -
Proteina (%) 17,36 Minimo 15

Lipideos (%) 7,48 Maximo 23
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5 DISCUSSAO

Nos anos recentes, tem sido dada atengao ao desenvolvimento de produtos
carneos que além de seguros e praticos, possam contribuir para a manutencédo da
saude. Os aditivos quimicos sintéticos muitas vezes tém sido alvos de
questionamentos quanto a seguranga e os consumidores atuais tém demonstrado
preferéncia por alimentos mais naturais. Dessa forma, muitos estudos estéo
envolvidos na pesquisa de recursos naturais antioxidantes e antimicrobianos (AHN;
GRUN; MUSTAPHA, 2007; GEORGANTELIS et al., 2007a; GEORGANTELIS et al.,
2007b; SHAN et al., 2009; ZHANG et al., 2010).

Os compostos fendlicos constituem um dos principais grupos de compostos
naturalmente presentes nos vegetais que podem atuar como antioxidantes primarios
ou terminadores de radicais livres (CHEN et al.,, 2008). Segundo Giordani et al.
(2011) os caquis sdo uma boa fonte de compostos polifendlicos, como o acido p-
cumarico, catequina, epicatequina, epigallo catequina, e proantocianidinas
condensadas. A composi¢cao quimica, juntamente com resultados de testes in vivo e
in vitro, sugerem um papel relevante do caqui na protegédo contra radicais livres e na
prevencdo de algumas doengas humanas (GIORDANI et al., 2011).

Tem sido relatado que o teor de compostos fendlicos totais pode variar em
diferentes variedades de caqui (CHEN et al., 2008). Resultados de estudos
demonstraram que caquis adstringentes possuem maior teor de compostos fendlicos
e maior potencial antioxidante que caquis n&o adstringentes (KATSUBE et al., 2004;
VEBERIC et al., 2010). Desta forma julgou-se necessario a determinagcdo de
compostos fendlicos nos extratos obtidos a partir das duas cultivares de caqui em
estudo (Quioto e Rama Forte), assim como a verificagado da atividade antioxidante na
carne de frango. Conforme esperado, o extrato obtido do caqui cv. Rama Forte
(adstringente) apresentou maior teor de compostos fendlicos, e também maior
atividade antioxidante na carne de frango submetida ao tratamento térmico que o
extrato de caqui cv. Quioto (ndo adstringente).

Durante certas operagdes de processamento da carne, o equilibrio dos
fatores que controlam as reacdes oxidativas no tecido vivo é eliminado, ocorrendo
alteragdes oxidativas dos componentes quimicos (ARAUJO, 2008). As amostras de

carne de frango e bovina além do processo de moagem, que ocasiona reducdo do
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tamanho das particulas carneas, proporciona a mistura de catalisadores da oxidagao
com a fragao lipidica e a incorporagcéo do oxigénio, também foram adicionadas de
sal (cloreto de sddio), que aumenta a atividade catalitica do ferro e reduz a atividade
de enzimas antioxidantes (ARAUJO, 2008). Além disso, as amostras de carne de
frango e carne bovina controle e as adicionadas dos diferentes tratamentos também
foram submetidas a um tratamento térmico, visando torna-las ainda mais suscetiveis
a oxidagao lipidica, pois conforme foi descrito por Tang et al. (2001) a carne cozida é
mais suscetivel a peroxidagao lipidica que a carne crua durante o armazenamento
refrigerado e congelado devido o processo de aquecimento resultar em aceleragao
das reagdes oxidativas com os lipidios da carne.

As amostras de carne de frango adicionadas dos extratos hidroetandlicos
brutos de caqui cv. Quioto e Rama Forte, em ambas as concentracdes testadas
(0,5% e 1,0%) apresentaram valores de TBARS significativamente inferiores que as
amostras controle, logo apés o tratamento térmico (Dia 0), sugerindo que ambos os
extratos retardaram a oxidacéao lipidica durante e imediatamente apds o tratamento
térmico. Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos com outros
antioxidantes naturais em almondegas de carne bovina cozida (FERNANDEZ-
LOPEZ et al., 2005) e em carne bovina moida cozida (AHN; GRUN; FERNANDO,
2002).

Sato e Hegarty (1971) relataram que ferro ndo-heme foi o catalisador ativo da
oxidagao lipidica em carnes cozidas. Chen et al. (1984) mencionaram que o ferro foi
liberado dos pigmentos heme durante o cozimento e que o consequente aumento de
ferro ndo-heme foi responsavel pela oxidacéao lipidica. Segundo ARAUJO (2008) o
aquecimento libera o ferro da mioglobina e de outras metaloproteinas que atuam
como catalizadores, acelerando a reagao da oxidagao de fosfolipidios, transforma a
mioglobina em molécula pré-oxidante, induz a decomposicdo de perdxido e
desnatura enzimas protetoras que atuam no controle da oxidacédo. Possivelmente
estes fatores tenham contribuido para a oxidagao lipidica das amostras de carne de
frango durante e logo apdés o tratamento térmico, o que foi constatado pelos
elevados valores de TBARS obtidos no dia zero pelas amostras controle, sem
extrato (1,83 mg MA/Kg amostra), em contrapartida aos valores inferiores obtidos
pelas amostras adicionadas do extrato hidroetandlico de caqui cv. Quioto (0,5 e 1%),
do extrato hidroetandlico de caqui cv. Rama Forte (0,5 e 1%) e do extrato de erva
mate (0,5%) com 1,50; 1,02; 0,21; 0,23; 0,20 mg MA/Kg amostra, respectivamente.
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Presume-se que os antioxidantes naturais utilizados diminuiram a velocidade da
reacao de oxidacdo mantendo as amostras de carne de frango tratadas com valores
de TBARS inferiores.

Durante o periodo de armazenamento das amostras de carne de frango o
extrato de caqui cv. Rama Forte (0,5% e 1,0%) apresentou boa atividade
antioxidante, proporcionando maior prote¢gdo contra a oxidagao lipidica que o extrato
hidroetandlico bruto de caqui cv. Quioto, o que foi verificado pelos menores valores
de TBARS destas amostras. Ambos os extratos ndao promoveram alteragao
significativa nas caracteristicas sensoriais (cor, aroma, sabor e textura) das
amostras, o que foi considerado um resultado positivo, pois segundo Amarowicz
(2009) os niveis necessarios dos antioxidantes naturais para serem ativos nos
alimentos muitas vezes podem transmitir caracteristicas sensoriais negativas e gerar
problemas de aceitacdo, o que ndo ocorreu com a utilizacdo do extrato
hidroetandlico de caqui de ambas as cultivares testadas.

O extrato de caqui da cultivar Rama Forte além de n&o alterar de forma
significativa as caracteristicas sensoriais das amostras de carne de frango
apresentou maior atividade antioxidante que o extrato hidroetandlico bruto de caqui
cv. Quioto, desta forma foi fracionado com solventes de polaridade crescente (n-
hexano, cloroférmio e acetato de etila) e submetido, juntamente com as fragdes
(hexanica, cloroféormica, de acetato de etila e residual) a determinacdo da atividade
antioxidante in vitro pelo teste de captura de radicais livres DPPH, a avaliagado da
atividade antimicrobiana in vitro pelo método de difusdo em disco e a determinacao
da inibicdo da oxidacgao lipidica e atividade antimicrobiana na carne bovina.

O extrato hidroetandlico bruto de caqui cv. Rama forte e a fracdo residual
apresentaram maior teor de compostos fendlicos e através do teste de captura de
radicais livres DPPH demonstraram atividade antioxidante superior, que as demais
fragdes (hexanica, cloroférmica e acetato de etila). Observou-se que a fragao acetato
de etila, que apresentou aproximadamente 33 a 34 vezes menor quantidade de
compostos fendlicos que o extrato hidroetandlico bruto e que a fragao residual,
apresentou baixa atividade antioxidante através do método do DPPH, obtendo valor
préximo a 20% na maior concentragéo testada (10 mg.mL™"). Entretanto, na carne
bovina tratada termicamente a porcentagem de inibicdo da oxidagao lipidica
proporcionada pela fracdo acetato de etila, quando utilizada na concentracdo de

0,5%, foi de 60,31% e apresentou-se sem diferenga significativa dos tratamentos
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com o extrato hidroetandlico bruto e a fragao residual, que promoveram inibicdo da
oxidacgao lipidica de 60,21 e 61,90; respectivamente.

Uma explicacéo para este fato poderia ser que nao apenas a concentragao de
compostos fendlicos € importante na atividade antioxidante, mas segundo relatou
Pokorny (2007) varios fatores afetam a atividade antioxidante entre estes estdo os
fatores que dependem do préprio antioxidante como estrutura quimica, potencial
redox, polaridade, solubilidade e concentragdo. Existem fatores que dependem do
alimento a ser estabilizado tais como distribuicdo na fase lipidica e fase aquosa,
presenca de pro-oxidantes, presengca de outros antioxidantes, presenca de
sinergistas. Também existem fatores, dependendo das condicbes de
armazenamento ou aquecimento como temperatura de estocagem, tempo de
estocagem, temperatura de aquecimento, tempo de aquecimento e acesso de
oxigénio. Kahkonen et al. (1999) realizou experimento com 92 extratos de plantas e
observou que a atividade antioxidante de um extrato ndo pode ser prevista apenas
com base em seu conteudo fendlico. Para Hernandez et al. (2009) a atividade
antioxidante dos extratos ndo depende apenas da concentragao de fendis totais,
mas também da sua polaridade e estrutura molecular.

O método DPPH consiste na redugdao do radical DPPH., de coloragao
purpura, que, ao receber um elétron ou um radical hidrogénio, muda sua coloragao
de violeta para amarelo, ficando estavel e com o desaparecimento da absorgao que
pode ser avaliada pelo decréscimo da absorbancia (COSTA et al.,, 2010). Desta
forma, através do método do DPPH ¢é avaliada apenas a habilidade de doacao de
atomos de hidrogénio ou de elétrons pelas substancias antioxidantes presentes nos
extratos e fracbes, enquanto que na carne bovina a avaliacdo da atividade
antioxidante acontece de forma mais ampla possibilitando a atuagdo das
substancias fendlicas presentes no extrato ou nas fracbes através de outros
mecanismos de agdo como, por exemplo, agindo como quelantes complexando
metais, bloqueando a peroxidacao catalizada por ferro e interrompendo as reacdes
em cadeia ou também como sequestrantes, reagindo com o oxigénio, removendo-o
do sistema (MANCINI FILHO; MANCINI, 2011).

Provavelmente as substancias fendlicas presentes na fracdo acetato de etila,
que apesar de estarem em menor teor (aproximadamente 33 a 34 vezes), que no
extrato hidroetandlico bruto e que na fracdo residual, tenham atuado como

antioxidantes através de outros mecanismos de agédo e ndo apenas pela doagao de
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atomos de hidrogénio ou de elétrons aos radicais livres e desta forma contribuiram
para uma inibicdo da oxidagao lipidica semelhante ao extrato hidroetandlico bruto e
a fracao residual na carne bovina.

Para realizagao do teste inicial, com os extratos obtidos a partir de caquis das
duas cultivares, foi utilizada carne de frango devido sua susceptibilidade a oxidagao
lipidica (ARAUJO, 2008). Posteriormente, para o teste da atividade antioxidante e
antimicrobiana do extrato hidroetandlico bruto de caqui cv. Rama Forte, das fragcdes
hexanica, cloroférmica, de acetato de etila e fracado residual foi utilizada carne bovina
devido a mesma fazer parte da formulagcéo do salame e do hamburguer.

A ordem de susceptibilidade a oxidagao lipidica de carnes obtidas de
diferentes espécies animais esta relacionada ao nivel de gordura, acidos graxos
insaturados, e conteudo de ferro associado com cada espécie (TANG et al., 2001).
Segundo Araujo (2008) as alteragdes oxidativas ocorrem em maior velocidade em
carnes de aves do que na bovina. A carne de frango (7% de gordura) oxida mais
rapidamente que a de boi, em razdo do elevado teor de acidos graxos insaturados,
especialmente nos fosfolipidios (em torno de 30 a 40% do lipidio total).

Neste experimento apesar de nao terem sido realizadas comparacgdes
estatisticas entre os dados obtidos com carne de frango e bovina, devido terem sido
conduzidos de forma independente, pode-se observar que os valores de TBARS das
amostras de carne de frango foram superiores aos valores das amostras de carne
bovina durante todo o periodo avaliado. Os Valores de TBARS das amostras de
frango controle variaram de 1,83 mg MA/Kg amostra a 5,91 mg MA/Kg amostra
durante 14 dias de armazenamento, enquanto que a carne bovina controle nao
apresentou nenhuma oxidagéo logo apés o tratamento térmico e 1,308 mg MA/Kg
amostra no 20° dia de armazenamento sob refrigeragcdo. Desta forma a
susceptibilidade a oxidagao lipidica apresentada pelas amostras de carne de frango
e bovina no presente experimento esta de acordo com dados obtidos na literatura.
Rhee, Anderson e Sams (1996) verificaram que a estabilidade oxidativa decresce na
seguinte ordem: carne bovina>suina>frango. Segundo McGuire (2012) usualmente a
carne de peru apresenta maior grau de oxidacao lipidica, seguida da carne de
frango, logo apds a carne suina e por ultimo a bovina com menor suscetibilidade a
oxidagao lipidica.

Quanto a atividade antimicrobiana do extrato hidroetandlico de caqui Rama

Forte e de suas fracoes, foi verificado que os mesmos nao apresentaram atividade
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sobre os microrganismos aerobios mesdfilos na carne bovina, logo apds o tratamento
térmico (Dia 0) e durante o periodo de armazenamento a 5 °C, concordando com os
resultados obtidos in vitro, no teste de difusdo em placas, onde ndo demonstraram
atividade antimicrobiana sobre os microrganismos submetidos ao teste. Nas amostras de
hamburguer o extrato hidroetandlico bruto de caqui cv. Rama Forte, a fragao residual e
de acetato de etila também ndo demonstraram nenhuma atividade antimicrobiana.

Em experimento conduzido por Schirmer e Langsrud (2010) onde investigaram
o efeito inibitério de antimicrobianos naturais (timol, cinamaldeido, isotiocianato de
alila, acido citrico, acido ascérbico, extrato de alecrim e do extrato de semente de
uva) sobre o crescimento de bactérias deteriorantes tipicas de carne suina
marinada, também verificaram que 0s mesmos nao proporcionaram efeito
antimicrobiano sobre o crescimento microbiano total nas amostras da carne suina
embalada a vacuo e estocadas a 4 °C. Carpenter et al. (2007) verificaram que o
extrato de semente de uva e de uva ursina ndo apresentaram efeito antimicrobiano,
sobre os microrganismos mesofilos, em carne suina crua e cozida. Fernandez-Lopez
et al. (2005) ao estudarem o efeito antioxidante e antibacteriano de extrato de
alecrim, laranja e limdo em almondegas de carne bovina cozida verificaram que o
extrato de alecrim apresentou atividade contra bactérias acido laticas e Brochothrix
thermosphacta em teste de difusdo em agar, mas n&o contra Listeria, ja no produto
somente as bactérias acido laticas foram ligeiramente reduzidas e os autores
recomendaram medidas adicionais para controlar os microrganismos. Ja Ahn, Grin e
Mustapha (2007) verificaram durante periodo de armazenamento a 4°C, em carne bovina
moida cozida adicionada de 1% de extrato de semente de uva ou de 1% de extrato de
casca de pinheiro, que os mesmos apresentaram atividade antimicrobiana, uma vez que
reduziram o numero de col6nias de Escherichia coli O157:H7, Salmonella Typhimurium, e
retardaram o crescimento de Listeria monocytogenes e Aeromonas hydrophila.

Entretanto, segundo Schirmer e Langsrud (2010) as comparagbes dos
diferentes estudos com antimicrobianos sao extremamente dificeis devido ao tipo e a
qualidade do produto alimentar, microbiota bacteriana e condi¢cbes experimentais
que podem influenciar o efeito dos antimicrobianos.

Nas amostras de salame pronto, apds o periodo de fermentagao e maturacéo
no 28° dia, em ambas as concentragdes utilizadas (0,5% e 0,7%), o extrato de caqui
cv. Rama Forte ndo promoveu diferenga significativa nas contagens de bactérias

laticas, Staphylococcus coagulase negativa e de coliformes, quando comparadas
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com as contagens do produto controle, vindo ao encontro dos resultados obtidos nas
amostras de carne bovina tratada térmicamente e no hamburguer congelado, onde
néo se observou atividade antimicrobiana.

Os microrganismos que estdo envolvidos principalmente na etapa de
fermentacao do salame incluem espécies de bactérias acido laticas, Gram-positivas,
cocos catalase positiva, bolores e leveduras (LEROY; VERLUYENT; VUYST, 2006).
No presente estudo, observou-se um aumento gradual na contagem total de bactéria
laticas nos primeiros dias de fabricagcdo em todas as amostras de salame cuja
contagem inicial variou entre 5,88 a 6,43 Log UFC'g™ e apresentou-se sem diferenca
significativa entre os tratamentos alcangando um valor maximo préximo a 8 Log
UFCg™, no 5° dia do periodo de fabricacdo do salame, que posteriormente diminuiu
atingindo valor préximo a 7,7 Log UFC.g” no 28° dia. Este aumento durante os
primeiros dias poderia ser devido ao ambiente favoravel com alta umidade relativa
(95-83% UR) e temperatura (25-21 °C) até o 5° dia que posteriormente diminuiu até
alcancar 75% UR e 18 °C no 8° dia tornando o ambiente menos favoravel até o final
da maturacdo do salame. Estes resultados estdo de acordo com o observado por
Salem e Ibrahim (2010) onde também verificaram um aumento inicial na contagem
de bactérias acido laticas com posterior decréscimo durante o periodo de maturagao
do salame de carne de bufalo.

A contagem de Staphylococcus coagulase negativa apresentou-se sem
diferenga significativa em todas as amostras de salame ao longo do periodo de
fabricacdo do salame e foi progressivamente reduzida em todas as amostras
atingindo valor préximo a 4,7 Log UFC-g™" no 28° dia de processamento do salame.
A contagem de coliformes a 35 °C também foi diminuindo nas amostras de salame,
ao longo do periodo de fabricacéo, atingindo contagens préximas a 1 Log UFC'g™ no
28° dia em todas as amostras, entretanto ocorreu um decréscimo mais rapido nesta
contagem nas amostras de salame tratadas com os extratos do que nas amostras
controle, onde a contagem de coliformes totais se apresentou com valores
significativamente superiores no 7° dia de fabricagdo do salame, este fato coincidiu
com menores valores de pH nas amostras tratadas no dia zero. Segundo Jay (2005)
um pH adverso torna as células muito mais sensiveis a uma grande variedade de
agentes toxicos. Possivelmente a diferenga de pH entre amostras tratadas e controle
contribuiu para uma diminuicdo mais rapida na contagem de coliformes a 35 °C nas

amostras tratadas.
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Ocorreu uma diminui¢cao nos valores de pH das amostras de salame, no inicio
do periodo de fermentagao, sendo que os valores que estavam entre 5,73 a 5,93 no
dia da elaboracédo do salame decresceram para valores entre 4,97 e 5,03 no 5° dia,
0 que provavelmente contribuiu juntamente com outros fatores para a redugédo das
contagens microbianas. Segundo Licke (1994) esta diminuigdo acentuada de pH é
importante devido a inibigdo das bactérias indesejaveis, a taxa de conversao de cor,
a formacgéo de sabor e aroma desejado, em embutido fermentado seco.

A atividade de agua diminuiu em todas as amostras de salame, durante o
processamento, atingindo valores sem diferencga significativa entre os tratamentos no
28° dia com valores de 0,85 a 0,86. Esta reducao pode ser atribuida ao decréscimo
nos valores de pH, pois a capacidade de retengcao de agua das proteinas da carne é
diminuida quando o pH se aproxima do seu ponto isoelétrico, acelerando a
desidratacdo e consequentemente reduzindo a atividade de agua (CHASCO;
LIZASO; BERIAIN, 1996). A adicdo do extrato hidroetandlico bruto de caqui cv.
Rama Forte (0,5 e 0,7%) também n&o interferiu significativamente na perda de peso
das amostras de salame que apresentaram valores proximos a faixa de 30 a 40%,
considerada ideal para produtos fermentados secos (RUST, 1994).

Na elaboracao do salame além da concentragao de 0,5% utilizou-se 0,7% de
extrato hidroetandlico de caqui Rama Forte na tentativa de obter uma concentragéo
do extrato que apresentasse atividade antioxidante suficiente para evitar a elevagao
dos valores de TBARS do salame, pois quando na carne de frango a inibicdo da
oxidagao lipidica do extrato hidroetandlico de caqui cv. Rama Forte a 0,5% foi de
91,46%, que pode ser considerada uma boa atividade antioxidante, segundo Costa
et al. (2010), mas na carne bovina na concentragdo de 0,5% apresentou atividade
antioxidante intermediaria (COSTA et al., 2010), com valor de 60,21% de inibicdo da
oxidacao lipidica. Provavelmente essa diferenca de atividade antioxidante se deva
as diferencas que os dois tipos de carnes apresentam em relacdo ao nivel de
gordura, acidos graxos insaturados e conteudo de ferro, o que esta associado com
cada espécie animal (TANG et al., 2001).

Quando se compara os valores de TBARS das amostras de salame controle
com os obtidos pelas amostras adicionadas do extrato hidro etandlico de caqui cv.
Rama Forte observa-se que o extrato em ambas as concentragdes utilizadas
retardou a oxidacdo lipidica durante o periodo de fabricacdo e de armazenamento

do salame. Mas as amostras de salame adicionadas de 0,7% de extrato hidro
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etandlico de caqui cv. Rama Forte apresentaram menores valores de TBARS do que
os obtidos pelas amostras adicionadas de 0,5% de extrato de caqui, sendo que seus
valores de TBARS mantiveram-se proximos aos obtidos pelas amostras tratadas
com extrato de alecrim (antioxidante comercial, controle positivo), na maioria dos
dias analisados e apds o 45° dia de armazenamento apresentaram-se sem diferenca
significativa. As amostras de salame controle apresentaram os mais altos valores de
TBARS conforme foi constatado por outros pesquisadores ao empregarem outros
extratos naturais em produtos carneos fermentados (NASSU et al., 2003; BOZKURT,
2006a; CAMPAGNOL, 2007; CIRIANO et al., 2009).

Diferentemente dos resultados obtidos na carne bovina tratada termicamente,
onde a adi¢ao do extrato hidroetandlico bruto de caqui cv. Rama Forte e das fracbes
residual e de acetato de etila promoveram inibicao da oxidacao lipidica, mantendo as
amostras tratadas com valores de TBARS inferiores aos obtidos pelas amostras
controle (sem antioxidante), nas amostras de hamburguer congeladas se observou
valores de TBARS iguais ou superiores aos obtidos pelas amostras controle, no final
do periodo avaliado.

Foram utilizadas diferentes condi¢gdes tanto para o preparo, quanto no
armazenamento do hamburguer e das amostras de carne bovina. Desta forma, com
base nos resultados obtidos podemos presumir que o extrato hidroetandlico bruto de
caqui cv. Rama Forte e as fragcdes residual e de acetato de etila permaneceram
estaveis durante o tratamento térmico (75 °C +£1 °C por 30 minutos) em presencga de
1,5% de cloreto de sédio e que apresentam atividade antioxidante em temperatura
de refrigeracao (5 °C) durante o periodo de armazenamento das amostras de carne
bovina. Ja nas condi¢gdes de armazenamento do hamburguer sob congelamento (-25
°C) verificou-se que estes extratos, quando utilizados nas concentragées de 0,5 e
0,7% nao foram eficientes em controlar a oxidagao lipidica. Este resultado vem ao
encontro dos dados obtidos por Hoffmann et al. (2003) que observaram que extratos
brutos (aquoso e hidroetandlico) de caqui da cv. Taubaté apresentaram agao
antioxidante nas concentragdes de 0,5% e 1,0% em carne mecanicamente separada
de frango (CMS) durante armazenamento a 5 °C, entretanto quando armazenadas a
-18 °C as médias dos valores de TBARS, das amostras de CMS, incorporadas dos
extratos, ndo apresentaram diferenga significativa do controle.

Desta forma, se supde que o efeito protetor do extrato hidroetandlico bruto de

caqui cv. Rama Forte e das fragdes residual e de acetato de etila contra a oxidagao
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lipidica € dependente da temperatura de armazenamento das amostras. Segundo
ORDONEZ et al. (2005) a temperatura influi de modo consideravel no processo de
auto-oxidacao e afeta a agcao dos antioxidantes.

Ja o extrato oleoso de alecrim (controle positivo) apresentou atividade
antioxidante tanto nas amostras de carne bovina tratadas térmicamente,
armazenadas sob refrigeracdo, como no salame armazenado em temperatura
ambiente e no hamburguer congelado. Este fato € justificavel, pois conforme
mencionou Araujo (2008) os varios antioxidantes possuem substancial diferenca em
sua eficiéncia quando utilizados em varios tipos de dleos ou alimentos e diferentes
condicbes de processamento e manuseio, devido a diferengas em suas estruturas
moleculares.

O extrato hidroetandlico de caqui Rama Forte ndo promoveu alteragao
significativa nas caracteristicas sensoriais de cor, aroma, sabor e textura das
amostras de salame assim como o observado na carne de frango € no hamburguer.
Banon et al. (2007) observaram que a adicédo de extratos de cha verde e de semente
de uva ndo produziu alteragbes significativas de sabor, odor ou textura em
hamburguer bovino cozido com baixo teor de sulfito. Em experimento conduzido por
Ciriano et al. (2009) foi constatado que a modificacdo da formulagdo de salame pela
adicao de antioxidante natural de Melissa officinalis L. nao afetou as caracteristicas
sensoriais do produto que apresentou aparéncia geral, odor e sabor similar ao
produto controle. Os resultados de estudo conduzido por Bozkurt (2006a) em
lingliica desidratada fermentada (“sucuk”) indicou que a adicdo de extrato de cha
verde e de 6leo de Thymbra spicata reduziu de forma significativa a formacéao de
TBARS, além disso o pH, cor e qualidade sensorial em geral ndao foram afetados
pela adicado desses antioxidantes. Ja Bozkurt (2006b) verificou que a adicdo de
extrato de Rhus coriaria L. (“sumac”) aumentou a qualidade sensorial de linglica
desidratada fermentada (“sucuk”) melhorando sua aceitabilidade. Da mesma forma,
Hoffmann (2003) verificou que extrato aquoso de caqui, a 1% na carne
mecanicamente separada de frango que foi incorporada a 30% em linguica mostrou-
se um realcador de sabor.

A medida da cor também foi realizada nas amostras de carne de frango, na
carne bovina, no hamburguer e no salame para avaliar o efeito dos extratos naturais
adicionados sobre os parametros L*, a* e b*, pois segundo Hayes et al. (2010) a cor é

um dos principais atributos de qualidade, constituindo-se na primeira impressao que
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o consumidor tem de um determinado produto, podendo influenciar na decisao de
compra. Na analise de cor pelo sistema Cielab (L*, a*, b*), o valor de L* mede a
luminosidade ou a percentagem de refletédncia, variando de 0 (preto) até 100
(branco). O valor a* mede a variagao entre a cor vermelha (+a*) e a verde (-a*) e o
valor b* mede a variagao entre a cor amarela (+b*) e o azul (-b*) (PEREIRA, 2009).
Os valores de h* (tonalidade cromatica), que sao fungcbdes dos valores de a* e b*,
permitem estimar o real escurecimento da carne, e normalmente o processo de
descoloragao das carnes é acompanhado por aumento nos valores de h* ao longo
do tempo (LEE et al., 2005).

No dia zero, logo apds a aplicagao dos tratamentos, observou-se que a carne
de frango apresentou maior alteragdo na coloragdo, apresentando valores que
diferiram significativamente do controle, enquanto que a carne bovina ndo sofreu
modificagao significativa pela adicdo dos extratos, na maioria dos tratamentos. Tal
fato provavelmente esteja relacionado a coloragdo mais escura propria da carne
bovina que sofreu menor alteracdo pela adicdo dos extratos e fracbes em teste.
Provavelmente as diferencas entre os valores dos parametros de cor das amostras
de carne de frango controle e dos tratamentos, incorporados dos extratos
hidroetandlicos de caqui cv. Rama Forte e Quioto, no dia zero seja devido a
presenca dos pigmentos presentes nos extratos.

Outros experimentos também tém verificado que extratos interferem na
coloracdo de amostras carneas. Carpenter et al. (2007) verificou que a adigdo de
extrato de semente de uva e de extrato de uva ursina em carne suina crua e cozida
aumentou o valor de “a” ou seja aumentou a cor vermelha da carne que foi
prorcional ao aumento da concentracado de extrato nas amostras. O extrato de p6 de
casca de roma reduziu de forma significativa os valores de L* em hamburgueres de
frango cozido (NAVEENA et al., 2008).

Ocorreu uma tendéncia em aumentarem os valores de L* e diminuirem os
valores de a* durante o periodo de armazenamento das amostras de carne bovina,
isto é, as amostras tornaram-se mais claras com menor luminosidade e menos
vermelhas. Segundo Ramos e Gomide (2007) nos processos de cozimento e, ou,
estocagem no frio ocorre a descoloragdo da carne em Vvirtude da
degradagao/oxidagdo dos componentes da mioglobina e oximioglobina originando a
espécie quimica metamioglobina, que apresenta coloragdo marrom (TERRA, 2005).

Teoricamente a diminuicdo do valor de a* significa que a carne tornou-se menos
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vermelha, o que poderia ter ocorrido devido a possivel diminuicdo do teor de
mioglobina, que apresenta coloracdo vermelho-purpura e de oximioglobina, que
apresenta cor vermelho-brilhante resultando em aumento da metamioglobina
(marrom).

Assim como observado no experimento com a carne bovina, Fernandez-
Lopez et al. (2005) também verificaram aumento dos valores de L* e diminuigdo dos
valores de a* com tempo de armazenamento de almdndegas de carne bovina
cozida. Segundo relatado por Fernandez-Lopez et al. (2005) este aumento de L* e
diminuicdo de a* pode estar relacionado ao aumento da formacdo da
metamioglobina. Phillips et al. (2001) também relataram uma diminuicdo dos valores
de a* em carne moida cozida durante o periodo de armazenagem.

Nas amostras de hamburguer bovino congeladas também ocorreu tendéncia
de diminuicdo da cor vermelha (valores de a*) ao longo do periodo de
armazenamento. Observou-se que os valores de h* apresentaram tendéncia de
aumentar em todas as amostras de hamburguer bovino congeladas, durante o
periodo de armazenamento, caracterizando descoloragcdo das amostras.

A fracdo acetato de etila e o extrato oleoso de alecrim mantiveram as
amostras de hamburguer congeladas com maiores valores de a* que as demais
amostras ao longo do periodo de armazenamento, indicando que a adi¢cédo da fragéo
acetato de etila e do extrato de alecrim contribuiram na retencao e estabilidade da
cor vermelha das amostras de hamburguer de carne bovina durante o periodo de
armazenamento do produto congelado.

Han e Rhee (2005) também observaram diminuicdo dos valores de a* durante
o periodo de armazenamento de 6 dias a 4 °C de reestruturados carne bovina e em
contraste com os resultados obtidos no presente estudo verificaram que o extrato de
alecrim nao apresentou efeito estabilizador sobre os valores de a*. Georgantelis et
al. (2007a) verificaram que o extrato de alecrim teve um fraco efeito na retengéo de
cor vermelha de hamburguer bovino em comparagdo com o uso do a-tocoferol
durante 180 dias de armazenamento a -18 °C, embora apresentou maior eficiéncia
guando em combinagdo com a quitosana e a-tocoferol. Em contraste, Sebranek et
al. (2005) demonstraram uma melhor retengdo de cor vermelha em linguigas de
porco crua pelo extrato comercial de alecrim em comparagao com BHA/BHT apds 84
dias de armazenamento a -20 °C. Ja Shan et al. (2009) observarm que os valores de

a* das amostras de carne suina tratadas com extratos de especiarias e ervas
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(canela, orégano, cravo, semente de uva, casca de roma) armazenadas por 9 dias a
20 °C diminuiram levemente, em comparagao com mudancgas significativas nas
amostras controle.

Na carne de frango o extrato hidroetandlico de caqui Rama Forte promoveu
diminuicao dos valores dos parametros L*, a* e b* logo apds a aplicagao (dia zero).
Nas amostras de salame tratadas com os extratos os valores de a* apresentarem-se
significativamente inferiores aos valores apresentados pelas amostras controle logo
apods a elaboragao do salame, entretanto durante o periodo de fabricagao do salame
as diferencas foram tornando-se menores e no salame pronto os valores de a*
apresentaram-se sem diferencga significativa entre as diferentes amostras.

Observou-se diminuicdo dos valores dos parametros L* e b* nas amostras
controle e em todos os tratamentos no decorrer do periodo de fabricagao do salame.
A diminuig¢ao dos valores de L* durante o periodo de fabricacdo do salame é um fato
esperado considerando que a diminuigcdo da L* indica uma cor mais escura no
salame devido a reagdo de escurecimento e dessecagdo (BOZKURT, 2006b).
Segundo Matos et al. (1997) a diminuigdo nos valores de L* durante o periodo de
fermentagao/maturacéo e estocagem do salame deve-se a diminuigdo nos teores de
umidade, reduzindo a reflexdo da luz sobre sua superficie, conferindo menor
luminosidade e brilho as pecgas.

A diminuigdo dos valores de b vem ao encontro de resultados obtidos por
outros pesquisadores que também observaram diminui¢do da coloragdo amarela (b*)
de salames ao longo do periodo de fabricagdo (PEREZ-ALVAREZ et al., 1999;
CAMPAGNOL, 2007). Segundo relatado por Bozkurt (2006b) durante os primeiros
dias de maturagdo, os compostos nitrogenados presentes na carne interagem com a
mioglobina produzindo o pigmento desejavel nitrosomioglobina, que tem cor
vermelha tendendo a aumentar os valores de a* e b*. Apds este periodo, podera
ocorrer a desnaturagédo da nitrosomioglobina decrescendo os valores a* e b*. Perez-
alvarez et al. (1999) explicaram a diminuicdo dos valores de b pelo consumo de
oxigénio por microrganismos e, portanto, uma diminuicdo da oximioglobina, que
contribui com uma cor amarela.

Ap0Gs a conclusao do processamento do salame (28° dias), observou-se que o
extrato hidroetandlico de caqui Rama Forte em ambas as concentragdes utilizadas
(0,5% e 0,7%) néao interferiu nos parametros de cor L*, a* e b*. Bozkurt (2006a)

também verificou que os valores de L, a e b de lingli¢ca desidratada fermentada
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(sucuk), apos o periodo de fermentacdo e maturagao, nao foram significativamente
afetados pelos antioxidantes naturais extrato de cha verde e 6leo de Thymbra
spicata. Campagnol (2007) também verificou que a adicdo de extrato de marcela em
salame tipo italiano ndo modificou significativamente os parametros de cor L*, a* e b*
no produto pronto. Ja Nassu et al. (2003) verificaram que formulagdes de embutidos
carneos fermentados de carne de caprinos contendo extrato de alecrim 0,05%
apresentaram as melhores caracteristicas em relagao a estabilidade oxidativa, com
os menores valores iniciais de TBARS, maior soma de aceitagdo sensorial global,
maiores valores de cor vermelha e menor pontuagao para o aroma e sabor oxidado,
quando comparado com o amostra contendo 0,025% de extrato de alecrim e com o

controle.



6 CONCLUSAO

Considerando as condi¢des utilizadas e os resultados obtidos no presente
estudo, pode-se concluir que:

- Na carne de frango tratada termicamente o extrato hidro etandlico de caqui
cv. Rama Forte apresentou elevado potencial antioxidante em comparacdo ao
extrato hidro etandlico de caqui cv. Quioto, promovendo inibigdo da oxidagao lipidica
comparavel ao extrato hidroetandlico de erva mate, apesar de ter apresentado
menor teor de compostos fendlicos totais que o extrato de erva mate. Os extratos
hidroetandlicos de caqui das cultivares Rama Forte e Quioto n&o interferiram nos
requisitos sensoriais (cor, aroma, sabor e textura), da carne de frango tratada
termicamente, enquanto que o extrato hidroetandlico de erva mate além de
prejudicar as caracteristicas sensoriais (cor e sabor) também provocou maior

alteracdo na cor das amostras, medida instrumentalmente.

- O extrato hidroetandlico bruto de caqui (Diospyros kaki L.) cv. Rama Forte e
a fracdo residual foram mais eficientes na eliminagcdo dos radicais DPPH e
apresentaram maior teor de compostos fendlicos totais que as demais fracbes em
teste, mas ndo apresentaram atividade antimicrobiana in vitro no teste de difus&do em

disco, assim como as fragdes hexanica, cloroférmica e de acetato de etila.

- Nas amostras de carne bovina tratadas termicamente o extrato
hidroetandlico bruto, a fragao residual e a fragao acetato de etila apresentaram maior
atividade antioxidante que a fragdo hexanica e a cloroférmica, durante o periodo de
armazenamento, proporcionando maior inibicdo da oxidagao lipidica, entretanto na
concentragao utilizada (0,5%) apresentaram menor potencial antioxidante que o
extrato oleoso de alecrim (0,1% sobre o teor de gordura) e ndo promoveram inibicéo

significativa dos microrganismos aerobios mesofilos.

- O extrato hidroetandlico de caqui cv. Rama Forte retardou a oxidagao
lipidica durante o periodo de processamento e de armazenamento do salame, sendo
que na concentracdo de 0,7% apresentou atividade antioxidante superior,
comparavel a do extrato oleoso de alecrim (antioxidante comercial), utilizado como

controle positivo. Além disso, ndo alterou a cor, as caracteristicas sensoriais e as
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contagens microbianas realizadas logo apds a conclusdo do processamento do

salame.

- No hamburguer de carne bovina congelado o extrato hidroetandlico bruto de
caqui da cultivar Rama Forte e as fragdes residual e de acetato de etila, quando
utilizados nas concentragdes de 0,5 e 0,7%, nado apresentaram atividade
antioxidante e antimicrobiana, e n&o interferiram nas caracteristicas sensoriais das
amostras, enquanto que a fragédo acetato de etila (0,5 e 0,7%) contribuiu na retengéo
e estabilidade da cor vermelha das amostras de hamburguer de carne bovina

durante o periodo de armazenamento do produto congelado.

Assim, com base nos resultados obtidos no presente estudo pode-se presumir
que o caqui da cultivar Rama Forte se apresenta como uma fonte alternativa vegetal
com potencial antioxidante a ser aproveitado pela industria carnea, mas que carece
estudos mais aprofundados principalmente no que se refere a atividade antioxidante
de seus extratos em produtos congelados, uma vez que o efeito antioxidante nao se

confirmou nas amostras de hamburguer congeladas.
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