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RESUMO

Dissertagao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagao em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria

APLICA(;AO DE ANTIOXIDANTES NATURAIS
EM CARNE MECANICAMENTE
SEPARADA (CMS) DE AVE
AUTORA: MARLENE GOMES PEREIRA
ORIENTADOR: NELCINDO NASCIMENTO TERRA
CO-ORIENTADOR: ERNESTO HASHIME KUBOTA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 30 de abril de 2009.

Este trabalho teve como objetivo avaliar cinco extratos naturais em relacdo a sua atividade
antioxidante in vitro e na Carne Mecanicamente Separada (CMS) de frango. 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 dlcool. O antioxidante sintético
BHA foi utilizado como controle positivo e o tratamento sem adi¢do de antioxidante como controle
negativo. Nos extratos naturais foram identificados o conteido total de fendlicos, flavondides e a
atividade antioxidante pelos métodos do DPPH, Fosfomolibdénio e do Poder de Redugdo. Todos os
extratos foram aplicados separadamente em por¢des distintas e iguais de Carne Mecanicamente
Separada (CMS) de frango, sendo os percentuais de aplicacdo de 0,50% de erva mate, marcela e da
mistura, 0,05% de cha verde, 0,10% do prépolis sem alcool e 0,02% de BHA. A CMS de frango foi
mantida sob refrigeracdo de 0 a +4°C durante 10 dias. As amostras foram avaliadas a cada dois dias,
em relacdo ao pH, indice de TBARS, indice de peréxido, em relacdo a contagem média de Aerdbios
Mesdéfilos Totais, Coliformes Totais, E. coli, Bactérias lacticas, Clostridium perfringens, Salmonella
spp e Staphylococcus aureus. A cor objetiva (L*, a*, b*) foi medida na superficie e na parte interna da
CMS de frango assim como o registro em foto de cada tratamento. O extrato de cha verde apresentou o
maior (p<0,05) contetido de fendlicos e a maior (p<0,05) atividade antioxidante in vitro em relagdo
aos demais extratos. O extrato de erva mate apresentou o maior (p<0,05) conteido de flavondides. O
extrato de propolis sem dlcool apresentou os menores (p<0,05) conteiddos de fendlicos, de flavondides
e a menor atividade antioxidante in vitro. O extrato de marcela teve o melhor efeito na inibicdo da
oxidacdo lipidica da CMS de frango, apresentando os menores valores médios de TBARS. O extrato
de prépolis sem dlcool manteve por mais tempo a estabilidade da cor da carne. A adi¢do dos
antioxidantes naturais ndo interferiu no pH e nem no indice de peréxido da CMS de frango. Nao foi
detectada a presenca de Salmonella spp e os resultados de Staphylococcus aureus ficaram dentro dos
padrdes estabelecidos pela Legislagdo. O tratamento com a mistura de extratos de erva mate e de
marcela apresentou a menor (p<0,05) contagem média de Aerdbios Mesofilos Totais em relagdo aos
demais tratamentos. O extrato de propolis sem &lcool apresentou a menor contagem média de
Coliformes totais, E. coli e Clostridium perfringens. O extrato de erva mate apresentou a menor
contagem média de Bactérias lacticas. O uso de antioxidantes naturais pode trazer beneficios em
relacdo a inibicdo da populagdo microbiana da CMS de frango. Mais estudos sdo necessarios visando
um melhor entendimento dos mecanismos de agcdo desses extratos na carne mecanicamente separada
(CMS) de frango.

Palavras-chave: carne mecanicamente separada (CMS); oxidagdo; antioxidante natural; antioxidante
sintético; BHA; TBARS; shelf life; microrganismo; cor da carne.
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Master Science Degree Dissertation
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Universidade Federal de Santa Maria

NATURAL ANTIOXIDANTS APPLICATION IN MECHANICALLY
DEBONED POULTRY MEAT (MDPM)
AUTHOR: MARLENE GOMES PEREIRA
ADVISER: NELCINDO NASCIMENTO TERRA
CO-ORIENTADOR: ERNESTO HASHIME KUBOTA
Place and Date of Defense: Santa Maria, april 30th, 2009.

The purpose of this project was to evaluate the antioxidant activity in vitro and its effects at
the oxidative stability of mechanically deboned poultry meat (MDPM) of five natural extracts. It was
studied: the yerba mate (Ilex paraguariensis), the “marcela” (Achyrocline satureioides), a mixture of
yerba mate (50%) and “marcela” (50%), green tea (Camellia sinensis) and propolis without alcohol.
The synthetic antioxidant BHA (Butylated Hydroxianisole) was used as a positive control and the
meat treated with no antioxidant was used as negative control. Natural extracts were evaluated in vitro
for quantification of phenolic and flavonols total content, for antioxidant activity, by DPPH radical-
scavenging, Phosphomolybdenum complex and Reducing Power assay methods. All antioxidants were
mixed separately in different and equal portions of mechanically deboned poultry meat, as follow:
0.50% of yerba mate, “marcela” and the mixture, 0.05% of green tea, 0.10% of prdpolis without
alcohol and 0.02% of BHA. Samples of MDPM were packed and storage at 0 to +4°C for 10 days. The
samples were evaluated each two days and the pH, TBARS and peroxide index were measured, as
well as the Total Mesophilic Aerobic counts, Total Coliforms, E. coli, Lactic Bacteria, Clostridium
perfringens, Salmonella spp and Staphylococcus aureus. Surface and internal colour ( L*, a*, b*) were
measured and pictures of each treatment were done. Green tea extract showed the higher (p<0.05)
phenolics contents and the higher (p<0.05) antioxidant activity in vitro compared to the other extracts.
Yerba mate extract showed the higher (p<0.05) flavonols content. Propolis without alcohol extract
showed the lowest (p<0.05) phenolics, flavonols and antioxidant activity in vitro. “Marcela” had the
best oxidative inhibitory effect at the MDPM, with the lowest TBARS values. Propolis extract showed
the best performance for the meat colour stability. Natural antioxidant addition do not interfere at
MDPM pH and peroxide values. Salmonella spp was not detected in any of the samples evaluated and
the results found to Staphylococcus aureus were in agreement with the Brazilian Mechanically
Deboned Meat Legislation. The mixture of extracts showed the lowest (p<0.05) media for Total
Mesophilic Aerobic counts. Propolis extract showed the lowest media count for Total Coliforms, E.
coli and Clostridium perfringens. Yerba mate extract showed the lowest media count for Lactic
Bacteria. The use of natural antioxidants should provide benefits in relation to the MDPM lipid
oxidation and the microbiological growth inhibition. More researchs are necessary, looking for a better
understanding about the action mechanisms of these extracts.

Keywords: mechanically deboned chicken meat (MDCM); oxidation; natural antioxidant; synthetic
antioxidant; BHA; TBARS; shelf life; microorganism; meat colour.
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1 INTRODUCAO

A producgido de carne de frango no Brasil em 2007 foi de 10,2 milhdes de toneladas,
resultado que manteve o pais no terceiro lugar entre os maiores produtores mundiais (ABEF,
2008). Calcula-se que pelo menos 20% das carcagcas de frango de corte frescos sejam
transformados em carne mecanicamente separada (CMS) de ave (NEGRAO et al., 2005).
Desta forma, é possivel estimar que aproximadamente 2,04 milhdes de toneladas de carne
mecanicamente separada (CMS) de ave foram produzidas no Brasil em 2007.

A industria avicola apresentou nos ultimos anos grande evolucdo na exportacido de
cortes de frango bem como na industrializag¢do de seus produtos.

Com o aumento do niimero de abatedouros e conseqiiente aumento das quantidades de
cortes e produtos de frango desossados manualmente, mais matérias primas com baixo ou
mesmo sem valor comercial sdo produzidos. Dentro desse grupo de matérias primas podemos
citar o dorso, 0 pescogo, os 0ssos de peito, as pontas de asa, 0s recortes com 0ssos, a caixa
tordcica, os produtos lesionados, cujo valor alimentar e comercial sdo menores. Apesar disso
ainda had neles significativa quantidade de carne, cuja retirada manual € dificil e
economicamente invidvel. Dai a necessidade do uso da tecnologia de recuperacdo mecanica,
visando aproveitamento da carne presente nestas partes, que representa cerca de 15 a 25% da
carne existente na carcaga (BERAQUET, 2000). O dorso e o pescoco, por exemplo, contém
cerca de 70% de carne recuperavel mecanicamente (BERAQUET, 1989).

A obten¢do da carne mecanicamente separada (CMS) de ave € uma tecnologia muito
importante nas inddstrias, uma vez que transforma essas matérias primas consideradas pouco
nobres ou mesmo sem valor comercial, em carne com valor protéico de boa qualidade. Por
essa razdo e também por se tratar de uma matéria prima de baixo custo, a carne
mecanicamente separada (CMS) de ave é largamente utilizada como fonte de proteina na
formulag@o de produtos industrializados.

A sua utilizag@o, no entanto, é limitada pelas suas propriedades tecnoldgicas, ou seja,
elasticidade, capacidade de ligacdo e reten¢do de dgua, poder emulsificante e estabilidade de
emulsdo; pela legislacdo, pois no Brasil a utilizagdo da CMS como matéria prima € limitada
de acordo com cada produto/grupos de produto em até 60%, sendo seu uso proibido em

produtos carneos frescais (BRASIL, 2000b) e também pela aceitacdo do consumidor.
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Segundo o Ministério da Agricultura, Agropecudria e Abastecimento (MAPA, 2000a)
entende-se por carne mecanicamente separada (CMS) de ave a carne retirada a partir da carne
crua de ave, de ossos, carcagas ou partes da carcaca, com excecdo dos 0ssos da cabeca e dos
pés, submetidos ao processo mecinico de moagem e separacdo de ossos de animais de
acougue, destinada a elaborac¢do de produtos carneos especificos.

Devido a natureza de seu processo, sua composi¢do e tendéncia a rapida oxidagao,
essa carne tem vida de prateleira curta e que varia de acordo com a temperatura em que é
conservada.

Segundo Mitsumoto et al. (2005), carnes moidas estdo sujeitas a mudangas oxidativas
e desenvolvimento de rancidez mais rapidamente que os musculos integros, uma vez que
estdo mais expostas ao ar e a contaminag@o microbioldgica.

A oxidacdo lipidica € responsdvel por vdrias alteracdes em alimentos, como pelo
desenvolvimento de sabores e odores desagraddveis que tornam os alimentos impréprios para
0 consumo, por provocar outras alteracdes que irdo afetar a qualidade nutricional devido a
degradagdo de vitaminas lipossoliveis e de dcidos graxos essenciais, e também por afetar a
integridade e a seguranga dos alimentos, através da formacdo de compostos poliméricos
potencialmente toxicos (SILVA et al., 1999; KUBOW, 1993; YANG et al., 2002).

Por ser um fendmeno com implicagdo direta no valor comercial (SILVA et al., 1999),
por ser fator limitante de qualidade, aceitacdo e estabilidade da carne e dos produtos carneos
que a partir dessa matéria prima serdo fabricados (BOU et al., 2001; BELTRAN et al., 2003),
medidas como o uso de compostos antioxidantes véem sendo usadas, com a finalidade de
inibir ou retardar a oxidagao lipidica.

Das centenas de compostos que tém sido propostos para inibir a deterioracio
oxidativa, somente alguns podem ser usados em produtos para consumo humano
(RAMALHO; JORGE, 2006). Na selecdo de antioxidantes, sdo desejdveis propriedades como
a eficidcia em baixas concentracdes, auséncia de efeitos indesejdveis nas caracteristicas
sensoriais (cor, odor, sabor) do alimento, compatibilidade com o alimento, ficil aplicacdo,
estabilidade nas condi¢des de processo, armazenamento e ndo podem ser toxicos. Além disso,
deve-se considerar também fatores como a legislacio vigente e o custo na escolha e utilizagio
do antioxidante em escala industrial.

BHA (butilhidroxianisol), BHT (butilhidroxitolueno), TBHQ (butilhidroxiquinona
tercidria), e PG (propil galato) sdo os antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria de
alimentos (SOUSA et al., 2007). Estudos toxicoldgicos tém demonstrado a possibilidade

destes antioxidantes apresentarem efeito toxico (WURTZEN, 1990).
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Tendo em vista os indicios de problemas que podem ser provocados pelo consumo de
antioxidantes sintéticos, as pesquisas tém se dirigido no sentido de encontrar produtos naturais
com atividade antioxidante, os quais permitirdo substituir os sintéticos ou fazer associacdes
entre eles (SOARES, 2002).

Apesar da legislagdo brasileira atual ndo permitir a adicdo de ingredientes na carne
mecanicamente separada (CMS) de ave, muito se tem estudado sobre a aplicacdo e efeitos de
antioxidantes sintéticos e naturais nesse produto, visando o aumento de vida util do mesmo,
sem comprometimento a satide do consumidor.

Dentro desse cendrio, esse projeto teve como principal objetivo avaliar o potencial
antioxidante dos extratos naturais de chd verde, erva mate, marcela, da mistura de erva mate
com marcela e do prdopolis sem dlcool e seu efeito na estabilidade oxidativa da carne
mecanicamente separada (CMS) de ave, armazenada durante 10 dias sob refrigeracao.
Visando facilitar a comparagdo de resultados também foi utilizado nesse trabalho o

antioxidante sintético BHA.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Avaliar o potencial antioxidante de cinco diferentes extratos naturais: cha verde, erva
mate, marcela, da mistura de erva mate com marcela e do prépolis sem dlcool na
estabilidade oxidativa da carne mecanicamente separada (CMS) de frango,
armazenada durante 10 dias sob refrigeracdo de 0 a +4°C. O antioxidante sintético

BHA foi utilizado como controle positivo.

2.2 Objetivos especificos

® Preparar, através de extracdes hidro-etandlicas os extratos brutos de erva mate e de
marcela. Obter demais antioxidantes junto a fornecedores (produtos comerciais);

e Determinar o conteido de fendlicos, flavondides e capacidade antioxidante nos
extratos;

e Aplicar os antioxidantes naturais e o antioxidante sintético BHA na Carne
Mecanicamente Separada (CMS) de frango;

e Avaliar o efeito dos extratos na estabilidade oxidativa e na inibi¢do microbiana,

através de andlises fisico-quimicas e microbioldgicas na Carne Mecanicamente

Separada (CMS) de frango.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Mercado de Carnes

A avicultura brasileira vem desempenhando papel importante na economia, gragas
entre outros fatores, aos investimentos em qualidade e sanidade de nossos produtos, que
propiciam a abertura de novos mercados.

Segundo a ABEF (2007), as exportagdes de carne de frango em 2007 tiveram um
aumento de 21% em relacdo a 2006, o que significa um recorde na historia do setor.

A tabela 01 mostra os volumes em tonelada de carne brasileira exportados em 2007.

Tabela 01- Volumes em tonelada de carne brasileira exportados em 2007
Volume (ton.) Participagao (%)

Frango 3.286.775 49,78

Bovina 2.532.223 38,35
Suina 606.513 9,19
Peru 177.330 2,69
Total 6.602.841 100,00

Fonte: ABEF (2007).

De acordo com o desempenho por segmentos, os cortes de frango representaram um
aumento de 12% em relag@o ao ano anterior. Esse segmento teve como principais mercados a
Asia (principalmente Japio e Hong-Kong) e a Unidio Européia (com destaque para paises
Baixos e Alemanha).

A tabela 02 mostra os volumes em tonelada de carne de frango por produto exportados
em 2007.

A produgdo mundial de carne de frango, segundo o United States Department of
Agriculture (USDA), registrou em 2007 um aumento de 6,2%, passando de 64 milhdes de
toneladas para 68 milhdes de toneladas. A producdo do Brasil em 2007 foi de 10,2 milhdes de

toneladas, resultado que manteve o pais no terceiro lugar entre os maiores produtores
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mundiais, atrds somente de Estados Unidos e China, que apresentaram produgdo de 16,2 e
11,5 milhdes de toneladas, respectivamente. O Brasil teve participacdo de 45% nas vendas no
mercado internacional, mantendo sua posi¢do de maior exportador mundial de carne de

frango.

Tabela 02- Volumes em tonelada de carne de frango por produto exportado em 2007.
Volume (ton.) Participagao (%)

Cortes 1.840.255.561 55,99
Inteiros 1.166.848.083 35,50
Industrializados 155.341.155 4,73
Carnes Salgadas 124.360.207 3,78

Total 3.286.775.006 100,00

Fonte: ABEF (2007).

O aumento expressivo na producdo de cortes de frango tem impacto direto no aumento
da quantidade de matérias primas disponiveis para a fabricagio de carne mecanicamente

separada (CMS) de frango.

3.2 Carne Mecanicamente Separada (CMS) de Aves

Em nenhum outro pais a CMS de ave se tornou matéria prima para a elaboracio de
produtos cédrneos tdo importante como no Brasil. De timido e inexpressivo inicio de producgdo
nos anos 70, com tecnologia de separagdo rudimentar e com pouco conhecimento de suas
propriedades, dificil seria imaginar a importancia que essa matéria prima tomaria a partir dos
anos 90. De acordo com Field (1988), atribui-se o inicio da separacdo mecénica de carne a
empresas japonesas no periodo pdés-Segunda Guerra Mundial. A carne mecanicamente
separada (CMS) de ave surgiu no final da década de 50, nos Estados Unidos. O surgimento da
CMS se deu pela preferéncia dos consumidores por cortes de frangos e filés ao invés dos
frangos inteiros. A predilecdo por cortes de frango despertou a necessidade de encontrar

meios para o aproveitamento de dorsos, pescogos e o0ssos resultantes da desossa manual.
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Dessa forma, a CMS de aves comegou a ser utilizada na fabricacdo de inimeros produtos
como mortadelas, salsichas e salames (TRINDADE et al., 2004).

O grande volume disponivel, seu custo reduzido comparado com outras matérias
primas e o baixo poder aquisitivo de boa parte da populacdo estimularam o expressivo
desenvolvimento tecnoldgico ocorrido nos ultimos anos na obtencdo e aproveitamento da
CMS, que se tornou uma das mais importantes matérias primas da industria da carne no Brasil
(DEGENHARDT, 2006).

Para melhor visualizacdo sobre a etapa onde ocorre o processamento da carne

mecanicamente separada de ave, segue esquema que demonstra o processo geral de abate:

Recepgio
Pendura

Insensibilizagdo

Escaldagem

Depenagem

Remogio dos pés

Evisceragdo

Resfriamento em tanques com dgua

Gotejamento

Classificagdo

Desossa

A 4 h 4

Cortes nobres Cortes lesionados, partes sem valor comercial e 0ssos com carne

Embalagem

aderida

Desossa mecanica Ossos/Residuos (Farinha)

Congelamento

Carne Mecanicamente Separada (CMS)

» I 4

. |
Embalagem e uso em produtos
industrializados ainda resfriado

Embalagem

Congelamento

Figura 01- Fluxograma genérico de um abate de aves



24

3.2.1 Legislagéo

Segundo Brasil (2000a), seguem alguns dos pardmetros do Regulamento Técnico que
estabelece a Identidade e Qualidade de Carne Mecanicamente Separada (CMS) de Aves,
Bovinos e Suinos, Regulamento este aprovado pela Instrucio Normativa n® 4 de 31 de marco

de 2000:

3.2.1.1 Defini¢do

A Legislagdo Brasileira define a Carne Mecanicamente Separada (CMS) como sendo a
carne obtida por processo mecinico de moagem e separacio de ossos de animais de agougue,

destinada a elaboracdo de produtos carneos especificos.

3.2.1.2 Composigdo e requisitos

Composicao: serdo utilizados unicamente ossos, carcagas ou partes de carcagas de
animais de agougue, que tenham sido aprovados para consumo humano pelo Servico de
Inspecdo Federal (SIF). Ndo poderdo ser utilizados cabecas, pés e patas.

Requisitos: ossos, carcacas e partes da carcaca conservados em temperatura de até
+10°C ou +4°C ou 0°C devem ser separados em um prazo ndo superior a 5, 24 e 48 horas,
respectivamente.

Os ossos das carcagas ou partes das carcacas ndo devem ser acumulados na sala de
separacdo. A carne mecanicamente separada deverd seguir imediatamente para refrigeracéo
ou congelamento. A sala de separacdo mecanica deverd ser exclusiva para tal finalidade. A

temperatura da sala ndo devera ser superior a +10°C.



3.2.1.3 Conservacdo da Carne Mecanicamente Separada
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Se refrigerada até 0°C ou 4°C, poderd ser utilizada em at€é 72 ou 24 horas,

respectivamente. Se congelada a -18°C, poderd ser consumida em no maximo 90 dias.

3.2.1.4 Caracteristicas sensoriais

Cor e odor caracteristicos, textura pastosa.

3.2.1.5 Caracteristicas fisico-quimicas

Proteina (minimo) 12 %
Gordura (maximo) 30%
Teor de Calcio (maximo) (base seca) | 1,5%

Diametro dos Ossos

98% deverao ter tamanho max. de 0,5 mm

Largura (médxima)

de 0,85 mm

Indice de peréxido (médximo)

1 mEq KOH por kg de gordura

Quadro 01- Caracteristicas fisico-quimicas da Carne Mecanicamente Separada (CMS) de Ave
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3.2.1.6 Caracteristicas microbioldgicas

Microrganismo Categoria | Critério de Meétodo das anélises
Aceitacdo

Salmonella 10 n=5, c=2 APHA-1992, ou FDA 7th
25¢g Ed., 1992. ISO

S. aureus (UFC/g) 07 n=5, c=2 APHA-1992, ou FDA 7th
m=5x10 Ed., 1992.
M=5x10’

Clostridium 07 n=5, c=2 FDA 7th Ed., 1992.

perfringens (UFC/g) m=1x10?
M=1x10

Quadro 02 - Caracteristicas microbiologicas da Carne Mecanicamente Separada (CMS) de Ave
Legenda :

n = nimero de unidades a serem colhidas aleatoriamente de um mesmo lote e analisadas individualmente.
¢ = nimero maximo aceitdvel de unidades de amostras com contagens entre os limites de m e M.

m = limite que separa o lote aceitdvel do lote com qualidade intermedidria aceitdvel.

M = limite que separa o lote com qualidade intermedidria aceitdvel do lote inaceitdvel. Valores acima

de M sio inaceitaveis.

3.2.2 Equipamento

O processo mais comumente utilizado consiste em cortar a matéria prima inicial,
separar tenddes e ossos da carne utilizando uma rosca sem fim no interior do equipamento
para forcar sua passagem pelos cilindros perfurados ou placas justapostas com um espacgo
entre si que funcionam como uma peneira (NUNES, 2003).

Existem varios fabricantes de equipamentos para essa finalidade. O equipamento
utilizado nesse projeto foi fornecido por um fabricante do Canadd, sendo seu principio de
funcionamento da seguinte forma: os ossos com residuos de carne sdo transportados através
de uma rosca sem fim, desenhada de forma tal que a medida que os ossos sdo conduzidos para
o cabecote separador hd um aumento significativo de pressdo. A pressdo é aumentada
gradativamente, forgcando a passagem da carne pelas aberturas formadas pela superposi¢do de

laminas circulares que atuam de forma a cortar a carne aderida aos ossos, sendo expelida na
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forma de CMS. Os ossos sdo descarregados no final do eixo pelo anel de restri¢do, na forma
de ossos compactados.
As figuras abaixo servem para melhor ilustrar o processo de obtencdo de carne

mecanicamente separada (CMS) de ave:

Figuras 02 e 03 - Maquina de separacdo mecanica de carne (Fontes: Degenhardt, 2006 e Roque, 1996).

Foto 02 Foto 03

oto 04 Foto 05

Figura 04 - Producio de Carne Mecanicamente Separada (CMS) de ave em escala industrial (Fonte:
Gouvéa, 2007).

A figura 04 apresenta algumas etapas da producdo da carne mecanicamente separada
(CMS) de ave em escala industrial. Diferentes matérias primas podem ser utilizadas para a

producdo da CMS. Na foto 01 vemos dorsos com pescoco e anca ainda pendurados na noérea,
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sendo em seguida direcionados para a maquina de CMS (foto 02). As fotos 03 e 04 mostram,
respectivamente, a carne mecanicamente separada sendo extraida e acondicionada em
recipiente de inox antes de ser embalada. A foto 05 ilustra os ossos compactados extraidos

durante o Pprocesso.

3.2.3 Fatores que influenciam nas caracteristicas e na qualidade da Carne Mecanicamente

Separada (CMS) de Ave

A carne de frango tem normalmente pH préximo de 6,0, enquanto a CMS apresenta
valores mais altos, proximos a neutralidade, sendo esses valores favordveis ao
desenvolvimento de microrganismos, prejudicando dessa forma a qualidade da CMS bem
como dos produtos que a incorporam. Além do pH, a CMS também apresenta elevada
atividade de 4gua, o que também favorece as alteracdes microbioldgicas bem como a
oxidagio (GALVAO, 1992). A matéria prima para CMS apresenta elevada carga microbiana
como conseqiiéncia da contaminago introduzida durante o processo. As pequenas particulas,
a grande drea de superficie, a liberacdo de fluidos celulares ricos em nutrientes devido a
maceracgdo do tecido e ao calor gerado durante o processo de desossa mecénica propiciam o
desenvolvimento bacteriologico (KUMAR et al., 1986).

Devido a sua composig¢ao, seu estado fisico e o elevado pH, a CMS constitui-se em um
meio adequado para a proliferacdo bacteriana gerando como conseqiiéncia uma menor vida
util sob refrigeragdo. De acordo com Nunes (2003), a CMS apresenta carga microbiana
semelhante a carne moida, e se esses produtos forem entdo manipulados e processados
adequadamente, pode-se dizer que o crescimento bacterioldgico pode ser controlado. Em
geral, pode-se dizer que, se o nimero de bactérias na superficie da carne exceder 1,0 x 108
UFC/g, a carne serd invidvel para o consumo humano; sendo assim, uma matéria prima com
essa contagem microbiana ndo poderd ser destinada para a producdo de CMS (NURMI;
RING, 1999).

A composi¢do quimica da CMS apresenta uma grande variacdo em fun¢fdo de varios
fatores, como da maior ou menor incorporagdo da medula éssea e particulas de ossos, da
espécie e idade dos animais, do tipo de ossos processados, do método de desossa, do
equipamento, da regulagem da maquina, da trituracdo prévia dos 0ssos, da razdo carne/osso e

da quantidade de pele e gordura adicionadas (MEECH; KIRK, 1986; FERNANDEZ, 1986;
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NEWMANN, 1981; NEWMANN, 1983; NORNBERG et al., 1994; KUEHNE et al., 1986;
OHTAKE, 1983; GANDEMER, 1990).

3.2.3.1 Tipo e origem da matéria prima

A CMS € composta de tecidos musculares, conectivos e adiposos, podendo variar de
acordo com a qualidade da matéria prima. O tipo de matéria prima utilizada influencia no
rendimento e na qualidade da CMS. Rendimentos, teor de célcio, ferro, coloracdo -
quantidade de pigmentos heme que confere cor escura ao produto (NUNES, 2003) e a
composicdo em proteinas, umidade e gordura variam de acordo com a matéria prima que sera
utilizada para produzir a CMS.

O processamento de osso com maior teor de tutano implica em uma CMS com alto
teor de gordura e hemeproteinas que sofrem facilmente oxidagdo (BERAQUET, 1990). Na
literatura encontrou-se por exemplo, valores de proteina variando de 9,3% a 14,5% e de
gordura de 14,4% a 27,2%, sendo nestes casos o pescoco e dorso de frango utilizados como
matéria prima (FRONING, 1981). Outros fatores que influenciam a composicdo e qualidade
da CMS sdo a relacdo musculo-0sso, linhagem, sexo e a idade das aves (a calcificacéo, o teor
e tipo de coldgeno aumentam com a idade das aves, 0ssos se tornam mais duros e quebradicos
e dessa forma se comportam de forma diferente durante a extracdo mecanica, impactando no
resultado final).

Segundo Silveira (1994), o processo de desossa mecénica causa consideravel ruptura
celular, resultando numa carne de composi¢ao diferente da matéria prima original. O teor de
gordura em geral ¢ mais alto devido a incorporacdo de lipidios existentes na gordura
subcutanea e no tutano.

Algumas das matérias primas que podem ser utilizadas para a produgdo de CMS sdo:
dorso (com ou sem pesco¢o, com ou sem pele, com ou sem anca — e consequentemente com
ou sem gordura abdominal, com ou sem cartilagem do peito, com ou sem sambiquira),
poedeiras e/ou matrizes de descarte (carcagas inteiras ou ndo), pescogo (com ou sem pele),

porcdo frontal / toracica, resultante da desossa da carcaca e outros 0ssos.



30

3.2.3.2 Tipo de abate/desossa

As operacdes de abate também influenciam na composicdo da CMS. Muita absorc¢ao
de 4gua durante o resfriamento e a operagdo de gotejamento deficientes vdo aumentar o teor
de umidade da CMS e diminuir seu teor de proteina (BERAQUET, 1990). A forma como se
obtém os cortes, com maior ou menor teor de musculos e gorduras nos ossos, afetam de forma

determinante a composicao e caracteristica da CMS (DEGENHARDT, 2006).

3.2.3.3 Tipo e regulagem do equipamento

Muitos fatores relacionados com o equipamento podem afetar a qualidade do produto
final. Por exemplo, a pressdo aplicada sobre a matéria prima, quando aumentada, permite uma
maior quantidade de ossos, tenddes e outros residuos ndo carneos no produto final, tornando o
processo sensivelmente menos eficiente, resultando em material com maiores teores de
gordura e mineral. A manutencdo do equipamento é um fator importante na qualidade da
CMS (FRONING, 1981). As superficies cortantes devem estar sempre afiadas, pois
influenciam na textura e consisténcia do produto final. A forma construtiva do equipamento
de desossa, se 0 mesmo gera a pressdo necessaria para a separagdo sem quebrar em demasia
0s 0ss0s, 0 cabecote separador, a forma e o tamanho das aberturas e a regulagem em termos
de rendimento sdo determinantes sobre a composicdo e caracteristicas do produto final

(DEGENHARDT, 2006).

3.2.3.4 Rendimento aplicado

Segundo Froning (1981), o rendimento da CMS pode variar de 55 a 70%, dependendo
da pressdo aplicada sobre a matéria prima. Quanto maior o rendimento, maior a quantidade de
cinzas e lipideos no produto final. Atualmente sabe-se que o rendimento da CMS pode atingir

até 80%.
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3.2.4 Uso da Carne Mecanicamente Separada (CMS) de Ave

A qualidade da CMS ¢ fator primordial para a definicio quanto ao seu uso na
industria.

A CMS € uma matéria prima de baixo custo, cuja textura € pastosa, fina e uniforme
(SOUSA et al., 2003). E para a agroinddstria uma opgio de agregar valor a um produto com
baixo (ou sem) valor comercial, reduzir custos de formulacdo e de evitar prejuizos,
aproveitando com o processo de separa¢do mecanica toneladas de matérias primas que
poderiam ser descartadas ou mesmo utilizadas para outros fins menos nobres.

Na fabricacdo de produtos derivados da carne alguns limites devem ser respeitados
quanto aos niveis de CMS incorporados ao produto. A legislagdo brasileira permite a
utilizacdo dessa matéria prima apenas em produtos carneos industrializados cozidos

especificos (MAPA, 2000b). A tabela 03 mostra tais limites em alguns produtos:

Tabela 03 — Derivados carneos de aves e as respectivas quantidades permitidas de Carne Mecanicamente
Separada (CMS) de Ave

Produtos Quantidade de CMS
Mortadela Miéximo 60%
Lingiiica Maéximo 20%
Salsicha Miximo 60%
Almdndega * Maximo 30%
Hamburguer * Miximo 30%
Fiambre Maéximo 30%

* Cozidos.
Fonte: MAPA, 2000b.
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3.2.5 Microbiologia da Carne de Frango

A seguranga microbiologica e a qualidade da carne de frango sdo igualmente
importantes para produtores, mercadistas e consumidores. Dois grupos de microrganismos sao
relevantes: os patégenos e os organismos psicrotroficos, capazes de se multiplicar durante
estocagem em temperaturas de resfriamento (MEAD, 2004). Dessa forma, a pesquisa de
microrganismos patogénicos e/ou indicadores auxiliam na verificacio da qualidade do
alimento consumido (LIRIO et al., 1998).

A vida de prateleira de um produto depende de vdrios fatores. A presenca de
microrganismos ¢ um dos mais importantes. Daf a necessidade dos controles durante todas as
etapas de producgdo, estocagem e manuseio do alimento.

Predominam nas aves vivas microrganismos aerdbios mesofilos, sendo que poucos
conseguem se desenvolver em temperaturas abaixo de 7°C. Sua presenca tem sido usada como
indicador de qualidade higiénica dos alimentos. Se em grande ntimero, indica falhas durante a
produgdo (CARDOSO et al., 2005).

Ja, nas carcagas, predominam microrganismos psicrotréficos, que se multiplicam em
temperaturas inferiores a 0°C e sdo responsdveis pela maioria das alteragdes dos produtos
(VIEIRA; TEIXEIRA, 1997).

As bactérias do grupo dos coliformes habitam o trato intestinal de humanos e animais
e indicam contaminagdo de origem ambiental e fecal no produto (MOTTA; BELMONT,
2000).

De acordo com Franco e Landgraf (1996), as bactérias s@o as principais causadoras da
deterioracdo da carne de frango, sendo o conteido intestinal a fonte primdria desses
microrganismos. A maioria delas cresce na superficie (pele, parte interna da cavidade do
corpo e qualquer superficie cortada), com os produtos de decomposi¢do difundindo-se
vagarosamente para o interior da carne. Odores estranhos podem ser notados quando a
contagem bacteriana atinge aproximadamente 2,5 milhdes de UFC/cm”. Em frango eviscerado
mantido a 10°C ou abaixo, a deterioragcdo ocorre principalmente por Pseudomonas e leveduras
(Torulopsis e Rhodotorula).

A enumeracdo de coliformes totais € utilizada para avaliar as condi¢des higi€nico-
sanitarias do produto, pois quando em alto nimero, indica contaminagido decorrente de falha
durante o processamento, limpeza inadequada ou tratamento térmico insuficiente

(CARVALHO et al., 2005a). Um nimero elevado de coliformes fecais no alimento indicam
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presenca de patdgenos intestinais, ja que predomina neste grupo Escherichia coli (PARDI et
al., 1993). De acordo com Franco e Landgraf (1996), E. coli pode causar reagdes indesejaveis
nos alimentos, além de varias linhagens serem patogénicas para o homem e para animais.

A ocorréncia e a quantidade de Salmonella presente na carne varia de acordo com as
condicdes de manejo durante a criagdo, com os cuidados higi€nicos nas operacdes de abate
dos animais e posterior manipulacdo das carcacas (CARVALHO; CORTEZ, 2005). Sao
microrganismos invasivos do frango e podem penetrar 6rgdos internos ou penetrar
profundamente os tecidos do animal, onde € menos facilmente destruido. A Salmonella
sobrevive bem no ambiente e pode sobreviver na carcaca durante o processo, como na
escaldagem, lavagem e no chiller (MEAD, 2004).

Clostridium perfringens € um microrganismo obrigatoriamente anaerébio,
relativamente tolerante ao oxigénio e pode ser encontrado em baixos nimeros no trato
alimentar do frango. Quando presente na carne, seu crescimento é favorecido pelas condigdes
nas quais o oxigénio é dissipado pelo cozimento. Entretanto, desde que o crescimento desse
microrganismo ndo pode ocorrer se a carne € mantida abaixo de 15°C, o problema é
facilmente evitado pela estocagem sob refrigeracdo (MEAD, 2004).

Quando a carne de frango € estocada aerobicamente em condi¢des de refrigeracdo, o
organismo que predomina € Pseudomonas spp., acompanhado por baixas quantidades de
outras bactérias Gram-negativas. Os organismos predominantes na putrefacdo da carne de
frango sdo usualmente as bactérias acido-lacticas, mas outras bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas podem ocorrer em grande nimero (MEAD, 2004).

A Resolucdo RDC n°12 de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2008), estabelece padrio maximo para coliformes fecais em carcacas
inteiras, fracionadas ou cortes de até 10* UFC/ g.

Na literatura encontram-se poucos dados sobre a qualidade microbiolégica da carne
mecanicamente separada produzida no Brasil, principalmente em relagdo a de aves (JUNIOR;
GARCIA, 2007). A legislacdo brasileira hoje determina para este produto, através da IN n° 4
de 31 de marco de 2000, padrdes para as bactérias do género Salmonella, Staphylococcus

aureus e Clostridium perfringens, conforme descrito no item 3.2.1.6.
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3.2.6 Cor da Carne

Os pigmentos presentes na carne sio constituidos, principalmente, por duas proteinas:
a hemoglobina, que é o pigmento do sangue, e a mioglobina, que é o pigmento dos musculos.
A mioglobina consiste de uma porcao protéica, denominada globina (€ uma proteina globular)
e de uma por¢cdo ndo-protéica, denominada ‘“‘anel-heme”. A por¢do heme do pigmento é
importante na determinacdo da cor da carne, uma vez que esta depende parcialmente do
estado quimico do ferro presente nesse anel. Se no estado oxidado, o ferro (fon férrico —
Fe™™) € incapaz de reagir com outras moléculas. Na forma reduzida (fon ferroso — Fe™),
reage rapidamente com a dgua e o oxigénio molecular (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

As reacdes de conversdo do pigmento heme da forma ferrosa (Fe*) para a férrica
(Fe3+) sdo, na maioria das vezes, reversiveis e muito dindmicas. J4, as alteragdes no anel
heminico e/ou da proteina globular séo irreversiveis (LIVINGSTON; BROWN, 1981).

As altas concentracdes de gordura poliinsaturada na carne mecanicamente separada
(CMS) de aves sdo susceptiveis a auto-oxidagdo, que além das deterioracdes ja mencionadas
também provoca alteracdes da cor da carne. Segundo Hernandez et al. (2009), quando ocorre
a oxidacdo lipidica os pigmentos heme (mioglobina e hemoglobina) também oxidam, num
sistema acoplado de reagdes lipidio-pigmento. O resultado ¢ uma mudanga de cor.

Podem ocorrer pelo menos 15 estados quimicos do pigmento heme, conferindo
diversas possibilidades de cor as carnes e produtos carneos (LAWRIE, 1998).

A cor das carnes frescas € definida pela quantidade relativa de trés formas de
mioglobina: mioglobina em seu estado reduzido (Mb) de cor vermelha purpura,
oximioglobina (O,Mb) de cor vermelha brilhante e metamioglobina (MetMb), com a

molécula oxidada (Fe3+), de cor marrom (RIZVI, 1981; CORNFORTH, 1994).
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Figura 05 - Esquema da oxidacao da mioglobina.
Fonte: Boles; Pegg (2007)

A cor vermelha da carne pode adquirir tons de verde, marrom ou cinza, devido a
produgdo por bactérias, de H,S, compostos oxidantes como perdxidos, por exemplo
(FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Em produtos carneos, o esverdeamento € uma das principais cores indesejaveis, pois
indica que o produto sofreu graves alteracdes na sua qualidade, sejam estas de ordem fisico-
quimica e/ou microbiolégica. Nessas condi¢des, o produto além de ndo ser atrativo torna-se
também impréprio para o consumo.

A cor da CMS € mais escura e mais vermelha que a da carne desossada manualmente
devido a extragdo dos pigmentos hemadticos da medula 6ssea, ricos em ferro (FERNANDEZ,
1986; BERAQUET, 1989; DAWSON; GARTNER, 1983; LEE et al., 1975; NEWMANN,
1981).

Na andlise de cor pelo Sistema Cielab (L*, a*, b*¥) medida instrumentalmente com um
colorimetro ou com um espectrofotdmetro, o valor de L*, situado no eixo vertical do
diagrama de Hunter (figura 06), mede a luminosidade ou a percentagem de reflectincia,
variando de O (preto) até 100 (branco). O valor de a*, situado no eixo horizontal, mede a
variagdo entre a cor vermelha (+a*) e a verde (-a*) e o valor de b* mede a variagéo entre o

amarelo (+b*) e o azul (-b*).
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Figura 06 — Diagrama de Hunter mostrando as variaveis L%, a*, b*.
Fonte: Pereira (2002).

De acordo com Olivo et al. (2006), a cor observada na superficie das carnes é o
resultado da absorcdo seletiva pela mioglobina, provocada pela distribui¢do da luz que emerge
da carne.

O valor L* ¢ utilizado, segundo Barbut (1993), para caracterizar a condi¢cdo PSE da
carne. Isso porque existe correlacdo inversa entre os valores de pH e de L*, ou seja, quanto
menor o pH maior serd o valor de L* e vice-versa (OLIVO et al., 2006).

Stewart et al. (1965) propuseram que a razdo entre valores positivos do componente a*
e os valores positivos do componente b* do Sistema Cielab, pode ser usada para determinar,
de forma indireta, o teor de oximioglobina e de metamioglobina presentes na superficie de
carnes. Segundo Pereira (2002), com este procedimento, quando comparado entre duas ou
mais amostras, o valor superior indica maior teor de oximioglobina (a forma oxigenada da
mioglobina, de cor vermelho vivo) em detrimento de metamioglobina (a forma oxidada da
mioglobina, de cor marrom-amarelada ou pélida). Esta andlise também ¢ utilizada como
indicadora da desnaturacdo da molécula de mioglobina (OLIVO, 1999).

A anélise instrumental da cor da carne segundo o sistema Cielab fornece informacdes
numéricas sobre a qualidade e possiveis alteracdes de cor que a mesma possa sofrer ao longo

do periodo de armazenamento.
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3.2.7 TBA (Acido 2-tiobarbitiirico) e Malonaldeido

Existem varios métodos utilizados no controle de qualidade de alimentos que contém
gordura, caso dos produtos carneos. Testes como indice de peréxido e TBA (4cido 2-
tiobarbitdrico) geram informagdes importantes em relacdo ao estado oxidativo e consequente
tendéncia a rancidez do alimento analisado.

A fracdo fosfolipidica da carne mecanicamente separada (CMS) de ave € altamente
insaturada e, portanto, muito susceptivel a oxidacdo, mostrando um grande potencial para
produzir substancias reativas ao dcido 2-tiobarbitdrico (TBARS) (DAWSON; GARTNER,
1983).

O teste de TBA quantifica o malonaldeido, um dos principais produtos de
decomposicao dos hidroperéxidos de acidos graxos poliinsaturados, formado durante o
processo oxidativo (OSAWA et al., 2005). O malonaldeido ¢ um aldeido de cadeia curta, cuja
concentracdo tem sido utilizada para estimar a intensidade da peroxidacdo lipidica em
sistemas bioldgicos, em células e tecidos.

A reagdo envolve o dcido 2-tiobarbitdrico com o malonaldeido (figura 07), produzindo
um composto de cor vermelha, medido espectrofotometricamente a 532 nm de comprimento
de onda (de acordo com a metodologia, esse comprimento de onda pode variar, situando-se ao

redor de 500 a 550 nm) (OSAWA et al., 2005).

o, _0 . S\ Ny o HO. N_ _S
Mo, ™, " C—CH;—( . = | H |
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o " Ny SoH-c=o— N

£ 1H0

Malonaldeido

OH |
Cromogénio OH

Figura 07 - Reacao do teste de TBA entre o acido 2-tiobarbitiirico e o0 malonaldeido,
formando o composto colorido, medido espectrofotometricamente (OSAWA et al., 2005).

Diversos autores sugerem metodologias diferenciadas para a andlise de TBA. Para

Ferndndez et al. (1997) por exemplo, o teste de TBA quando realizado com o procedimento
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de destilagdo, é considerado ser mais sensivel e também mais adequado para amostras com
alto teor de gordura (> 10%), onde a turbidez pode ocorrer nas amostras extraidas.

Segundo Addis et al. (1983) e Pearson et al. (1983), o malonaldeido, produto
secunddrio da oxidagdo lipidica, pode ser téxico as células vivas, podendo ser formado “in
vivo” ou pré-formado em alimentos. Shamberger et al. (1974) e Pearson et al. (1983) sugerem
que o malonaldeido seja cancerigeno. Mukai e Goldstein (1976) sugerem que o malonaldeido

seja mutagénico.

3.3 Oxidacao Lipidica

Um dos maiores desafios para a indistria de carnes € oferecer produtos macios,
suculentos e com cor e sabor agraddveis, e que estas caracteristicas de frescor mantenham-se
estaveis durante toda a vida de prateleira, com a maior seguranga e 0 menor custo possiveis.

Os alimentos cdrneos, devido a sua riqueza na composi¢do quimica (umidade,
proteinas, gorduras e outros nutrientes) sdo produtos bastante susceptiveis a alteracdes de
ordem fisico-quimica e microbioldgica. Dentre estas alteracdes, a oxidagdo lipidica e a
oxidacdo da cor sdo dificeis de serem controladas, principalmente devido a sua complexidade
e variabilidade. Sdo reacdes de ordem fisico-quimica, podendo ser potencializadas por agéo
microbioldgica (OLIVO et al., 2006).

Os lipideos s@o importantes componentes dos produtos cdarneos, conferindo
caracteristicas sensoriais desejaveis aos mesmos. De outra maneira, sdo facilmente oxidaveis,
levando a rancificagdo com a produgdo de substincias indesejdveis e comprometendo a
qualidade e vida util dos produtos. As substancias toxicas produzidas sdo cetonas, aldeidos,
dlcoois, 4cidos e hidrocarbonetos, responsdveis pelo odor e gosto caracteristico de rango
(OLIVO et al., 2006).

Temperatura, luz, estresse mecanico extremo, aeracdo e a natureza da composi¢ao da
CMS de frango, pigmentos heme, ferro, cobre e magnésio, provenientes da medula dssea, alto
teor de gorduras insaturadas e poucos tocoferdis, sdo outros fatores que aceleram a ocorréncia
da rancidez oxidativa (AMBIEL; WURLITZER, 2000; COSTA, 1994).

A oxidagdo é geralmente tratada como a mais frequente forma de ocorréncia da
deterioracdo de lipideos, o qual conduz ao desenvolvimento da rancidez, formacgdo de

compostos responsaveis por off-flavors, polimerizagao, reversdo e outras reagdes, causando
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reducdo da vida de prateleira e do valor nutritivo do alimento. Os lipideos ocorrem na maioria
dos alimentos e a maioria (mais de 90%) estdo na forma de triacilglicerdis, que sdo ésteres de
acidos graxos e glicerol. Os dois maiores componentes envolvidos na oxidagdo lipidica sdo os

4cidos graxos insaturados e o oxigénio (POKORNY et al., 2001).

3.3.1 Mecanismos da Oxidacao Lipidica

Os lipidios podem ser oxidados de diferentes formas, em fun¢@o do meio e dos agentes
catalisadores. Os mecanismos mais conhecidos sdo a oxidacdo enzimdtica, a fotoxidacdo e a
autoxidacao.

A oxidacdo por via enzimdtica ocorre por catdlise enzimdtica, por acdo da
lipoxigenase, que atua sobre os dcidos graxos poliinsaturados (como por exemplo acidos
linoléico e linolénico e seus ésteres), catalisando a adicdo de oxigénio a cadeia
hidrocarbonada poliinsaturada, formando peréxidos e hidroperdxidos com duplas ligacdes
conjugadas e que podem participar de diferentes reagdes de degradacio (SILVA et al., 1999).

O mecanismo de fotoxidacdo de gorduras insaturadas € promovido essencialmente
pela radiacdo UV em presenca de sensibilizadores (como clorofila, mioglobina e outros) que
absorvem a energia luminosa de comprimento de onda na faixa do visivel e a transferem para
0 oxigénio triplete (302), gerando o estado singlete (102) — forma eletronicamente excitada,
conseqiiéncia da absor¢do de energia do oxigénio no estado fundamental. O oxigénio singlete
reage diretamente com as ligacdes duplas por adi¢do formando hidroperéxidos diferentes dos
que se observam na auséncia de luz e de sensibilizadores, e que por degradacdo posterior
originam aldeidos, dlcoois e hidrocarbonetos (SILVA et al., 1999).

A autoxidacdo € o principal mecanismo de oxidagdo de alimentos, estd associada a
reacdo do oxigénio com &dcidos graxos insaturados e ocorre em trés etapas distintas: iniciagdo,
propagacdo e termina¢do (COSGROVE et al., 1987, PORTER et al., 1995).

Na etapa de iniciagdo hd a formacgdo dos radicais livres do dcido graxo, devido a
remoc¢do de um dtomo de hidrogénio de um grupamento metil, adjacente a dupla ligagdo do
dcido graxo insaturado, deixando um elétron desemparelhado no carbono (KAHL;
HILDEBRANDT, 1986).

Quando dois elétrons ocupam um mesmo orbital num dtomo ou molécula diz-se que

eles estdo pareados. Quando o elétron estd sozinho num orbital diz-se que o dtomo ou
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molécula é ndo pareado. Radical livre é qualquer espécie quimica capaz de existir
independentemente, que contém um ou mais elétrons ndo pareados ocupando orbitais
atdmicos ou moleculares. Em geral, sdo instiveis e reagem com diversos compostos e
estruturas celulares (HALLIWELL; GUITTERIDGE, 2000).

Durante a propagacdo, os radicais livres formados na etapa de iniciacdo sdo
convertidos em outros radicais, formando os produtos primdrios de oxidacdo: perdxidos e
hidroperéxidos. Sdo os radicais livres formados na etapa inicial os responsdveis pela
propagacdo da reacdo (SILVA et al., 1999; COUPLAND; MCCLEMENTS, 1996).

Na etapa de terminacio ocorre a interrupg¢do das reacdes em virtude da reducdo da
quantidade de dcido graxo insaturado no sistema, o que faz com que os radicais livres liguem-
se entre si formando compostos estaveis (NIKI et al., 2005). Formam-se os produtos
secunddrios de oxidagdo, obtidos por cisdo e rearranjo dos perdxidos (epoxidos, compostos

volateis e ndo volateis) (SILVA et al., 1999).

Iniciagéo: RH — R- + H-

Propagacao: R- + O, — ROO-:
ROO: + RH — ROOH + R-

Terminagao: ROO-: + R- — ROOR
ROO: + ROO: — ROOR + O,
R-+R- —RR

Figura 08 - Mecanismo geral da autoxidacio lipidica.
Onde:
RH = 4cido graxo insaturado; R- = radical livre;
ROO: = radical peréxido e
ROOH = radical hidroperéxido

3.4 Antioxidantes

Antioxidantes sdo substancias usadas para preservar alimentos através do retardo da

deterioracdo, rancidez e descoloracdo decorrente da autoxidagdo (ADEGOKE et al., 1998).
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Antioxidantes protegem os sistemas bioldgicos contra os efeitos potencialmente danosos de
reacOes das espécies reativas ao oxigénio, com diversos alvos celulares.

O uso de antioxidantes deve atender aos seguintes requisitos: ser compativel com o
substrato, ndo conferir odor ou sabor estranhos ao produto, ser efetivo durante o periodo de
armazenamento do produto alimenticio, ser estivel ao processo de aquecimento e ser
facilmente incorporado ao alimento (MELO; GUERRA, 2002). Existe uma grande quantidade
de compostos, tanto naturais quanto sintéticos, com propriedades antioxidantes, embora para
seu uso em alimentos devam ser cumpridos certos requerimentos, sendo um deles a seguranga
para a saide (NAWAR, 1996).

A utilizag¢do de produtos antioxidantes durante a fase de processamento dos produtos
carneos é um importante recurso adotado pela industria como forma de retardar as alteracdes
oxidativas nos mesmos.

A incorporagdo de aditivos com funcdo antioxidante em produtos carneos ¢é
regulamentada pela legislacdo (BRASIL, 1998). Eles podem ser utilizados individualmente ou
combinados, sendo que para esta utilizacio deve-se ter experi€ncia e conhecimento de causa,

garantindo assim a melhor qualidade dos produtos e a seguranga alimentar.

3.4.1 Mecanismo de A¢do de Antioxidantes

Os antioxidantes primdrios sdo compostos fendlicos que promovem a remocdo ou
inativac@o dos radicais livres formados durante a iniciacdo ou propagacdo da reagdo, através
da doacdo de dtomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reagdo em cadeia. Os
principais e mais conhecidos antioxidantes deste grupo sdo os polifendis, usados para retardar
o desenvolvimento de produtos cdrneos e extender sua validade. Dentre eles podemos citar o
BHA, BHT e TBHQ (WANASUNDARA; SHAHIDI, 1998), o PG — propil galato (MILANI
et al., 2002b), que sdo sintéticos, e os tocoferdis, componentes biologicamente ativos da
vitamina E, que sdo naturais (PORTER et al., 1995). Segundo Morrissey et al. (1998) o

mecanismo de ac¢do dos antioxidantes pode ser descrito conforme figura 09.
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ROO- + AH — ROOH + A-
R-+ AH —-RH+ A-

Figura 09 - Mecanismo de ac¢io dos antioxidantes primarios

Onde:
ROO-: e R- =radicais livres
AH = antioxidante com um dtomo de hidrogénio ativo
A- =radical inerte

O 4tomo de hidrogénio ativo do antioxidante é abstraido pelos radicais livres R: e
ROO- com maior facilidade que os hidrogénios alilicos das moléculas insaturadas. Assim,
formam-se espécies inativas para a reacdo em cadeia e um radical inerte (A-) procedente do
antioxidante. Este radical, estabilizado por ressonéncia, ndo tem a capacidade de iniciar ou

propagar as reacdes oxidativas (RAMALHO; JORGE, 2006).

3.4.2 Antioxidantes Sintéticos

Os antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria de alimentos sio o BHT
(butilhidroxitolueno), BHA (butilhidroxianisol) e TBHQ (butilhidroxiquinona tercidria)
(BOZKURT, 2006).

No Brasil, o uso de aditivos com funcio antioxidante em produtos carneos € definido
de acordo com o estabelecido na Portaria nimero 1004 de 11 de dezembro de 1998. Essa
Portaria nfo autoriza o uso de antioxidantes em carnes frescas e congeladas in natura, mas
permite a adi¢do por exemplo de BHA e BHT em alguns produtos cdrneos industrializados,
em quantidades de 0,01 g de antioxidante /100g de produto.

O emprego de agentes antioxidantes sintéticos visando o aumento do prazo de
validade de produtos alimenticios tem sido freqiiente devido ao seu baixo custo, estabilidade e
eficacia. Porém, durante as duas ultimas décadas, tanto consumidores quanto a legislagdo tém

levantado suspeitas em relagio a inocuidade dos antioxidantes sintéticos (POKORNY, 1991).
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Por isso ha uma tendéncia geral, no processamento de alimentos, de substituir os
antioxidantes sintéticos por ingredientes que naturalmente possuam atividade antioxidante

(TSALIKI et al., 1999).

3.4.2.1 Antioxidante Sintético BHA

O BHA ¢ um antioxidante fen6lico monohidrico, extremamente solivel em gorduras e
insolivel em dgua (GADOW et al., 1997).

O antioxidante sintético BHA produzido em escala comercial é formado por 90% de
uma mistura de isdmeros 2 e 3 do tercidrio-butil-4-metoxifenol. E uma substincia sélida,
cristalina de cor branca ou amarelada, com odor aromatico, instavel a luz e estavel em valores

de pH acima de 7,0 (BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998).

OH

C(CH,),
OCH,

Figura 10 - Estrutura do BHA (Fonte: Aratjo, 2004).

E um dos antioxidantes mais eficazes e estdveis em alimentos, sendo bastante utilizado
devido a sua resisténcia a altas temperaturas durante o processamento (GAVA, 1984). O BHA
¢é particularmente util na protecdo da cor e do flavour de 6leos essenciais, além de ser muito
utilizado no controle da oxidacdo de dcidos graxos de cadeia curta, como os encontrados por
exemplo no 6leo de cdco (PORTER, 1993).

Pode ser usado em combina¢des com outros antioxidantes visando efeito sinérgico
(OETTERER et al., 2006). Possui maior efeito quando usado em combinagdo por exemplo

com BHT (RIBEIRO; SERAVALLI, 2004).
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3.4.3 Antioxidantes Naturais

A determinacdo da atividade antioxidante de produtos naturais teve inicio com
Chipault et al. (1952) em especiarias, ingredientes utilizados em alimentos desde os
primdrdios da historia, ndo somente para melhorar ou ressaltar as caracteristicas sensoriais
dos alimentos, mas também para preserva-los.

O interesse pelos antioxidantes naturais teve inicio na década de 80 diante da
comprovagdo de efeitos maléficos causados por doses elevadas de BHT (butilhidroxitolueno),
BHA (butilhidroxianisol) e TBHQ (butilhidroquinona terciaria) sobre o peso do figado e
marcado aumento do reticulo endoplasmatico, entre outras (DURAN; PADILLA, 1993).
Como conseqiiéncia, énfase foi dada a identificag¢do e purificacio de novos compostos com
atividade antioxidante, provenientes de fontes naturais, que pudessem atuar sozinhos ou
sinergicamente com outros aditivos, como alternativa para prevenir a deterioracdo oxidativa
de alimentos e limitar o uso dos antioxidantes sintéticos (POKORNY, 1991).

Estudos preliminares demonstraram que alguns extratos de ervas sdo t@o eficientes
quanto os antioxidantes sintéticos (HERNANDEZ et al., 2009).

Com o aumento da competitividade por mercado, os processadores de carne buscam
constantemente alternativas para a producdo de produtos carneos mais sauddveis. Em muitos
estudos publicados nos ultimos anos, observa-se que a aplicagdo de antioxidantes naturais tem
abrangido toda a cadeia de producdo de carnes, ndo se restringindo apenas nos produtos
finais. Uma diversidade de antioxidantes naturais t€ém sido estudados para tal fim.

Aqui € importante ressaltar a forte presenca da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM) em pesquisas neste assunto, pois através do Departamento de Tecnologia e Ciéncia
dos Alimentos (CCR), uma série de trabalhos relacionados ao uso de antioxidantes naturais
em alimentos foram publicados nos tdltimos anos, principalmente na drea de carnes, foco deste
trabalho.

Terra et al. (2000), verificaram os efeitos antioxidantes e antimicrobianos do extrato
de cha preto (Camellia sinensis), extrato de alecrim (comercial, fornecido pela CHRHansen) e
lactato de sdédio (comercial, fornecido pela Purac) em carne mecanicamente separada de
frango, conservada por 15 dias a 5°C e observaram que o extrato de cha preto e o lactato de
sodio provocaram inibicdo no desenvolvimento de microrganismos psicrotroficos e de
coliformes totais, aumentando a estabilidade microbiolégica da CMS. O extrato de alecrim,

apesar de nao ter influenciado no desenvolvimento microbiano, provocou, juntamente com o
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lactato de sdédio, uma estabilizacdo na oxidag¢do lipidica da CMS até o sexto dia de
armazenamento. Apés o periodo de 15 dias constatou-se que todas as amostras apresentaram
valores de TBA inferiores ao controle, sendo o lactato de sddio o que demonstrou maior acio
antioxidante, seguido pelo extrato de ché preto e extrato de alecrim.

Milani et al. (2001), verificaram os efeitos antioxidantes e antimicrobianos dos
extratos alcodlico e metandlico de cha verde, cha preto (Camellia sinensis) e de erva mate
(Ilex paraguariensis) quando incorporados em carne mecanicamente separada de frango,
armazenadas a 5°C e a -25°C. Os extratos ndo proporcionaram protecao antimicrobiana efetiva
na CMS de frango, no entanto todos os extratos demonstraram acdo antioxidante, quando
comparados com a amostra controle (sem antioxidantes). Os extratos metilicos demonstraram
ser mais efetivos como antioxidantes quando comparados aos respectivos extratos alcodlicos.

Milani et al. (2002a), verificaram o efeito antioxidante dos extratos hidro-alcodlico e
metilico da casca de maca e folhas de alcachofra e do extrato metilico de erva mate em carne
mecanicamente separada (CMS) de frango mantidas a 5°C por 9 dias e a -18°C por 4 meses.
Os extratos metilicos de alcachofra e de erva mate apresentaram atividade antioxidante sobre
a CMS. O extrato de erva mate demonstrou maior poder antioxidante nas condi¢des deste
experimento.

Hoffmann (2003) avaliou a aplicacdo de antioxidante natural proveniente de extrato
bruto de caqui versus extrato de alecrim em diferentes concentracdes aplicados em carne
mecanicamente separada de frango. O extrato bruto de caqui apresentou efeito antioxidante,
sem diferenca em relagdo ao extrato de alecrim.

Terra et al. (2003), avaliaram a ac@o de diferentes concentragdes (0,5% e 1,0%) do
antioxidante de erva mate e do antioxidante sintético BHA (0,025%) na melhora da qualidade
do salame tipo italiano e constataram que 0,5% do extrato de erva mate e o BHA
apresentaram os melhores resultados, parecendo ser vidvel o uso de 0,5% de extrato de erva
mate como substituto do antioxidante BHA no salame tipo italiano.

Furtado et al. (2004a), aplicaram os extratos hidro-etanélicos de marcela (Achyrocline
satureioides) e de erva mate (Ilex paraguariensis) em lingiliica, mantida a 5°C por 35 dias. Os
extratos apresentaram acdo protetora contra a rancificacdo da lingiiica, sendo que o extrato
hidro-etandlico de marcela apresentou agéo superior ao extrato-etandlico de erva mate.

Furtado et al. (2004b), aplicaram os mesmos extratos hidro-etanélicos de marcela e de
erva mate em lingiiica mantida a 5°C por 35 dias, e verificaram que os extratos apresentaram
poder de inibicdo no crescimento microbiano (contagem de bactérias aerdbias mesdfilas,

psicrotréficos e coliformes fecais) nesse produto.
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Lappe (2004) verificou a eficiéncia de diferentes concentragdes de extrato
hidroalcéolico de prépolis na formagdo de fungos na superficie do salame tipo italiano e
concluiu que a utilizacdo de solucdo hidroalcéolica de propolis em concentragdes de 2 e 4%
foram eficientes no controle da formacdo de mofos e nédo influenciaram significativamente
nas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do salame tipo italiano.

Souza (2006) verificou a ag@o antioxidante dos extratos aquoso e purificado obtidos da
casca da batata inglesa em cortes de frango. Durante 8 meses sob temperatura de
congelamento os extratos demonstraram ser efetivos no controle da oxidagdo lipidica. A
qualidade sensorial do produto ndo foi afetada pela incorporacdo do extrato purificado, mas
houve reducdo nos valores dos atributos sensoriais (sabor da carne) quando do uso do extrato
aquoso.

Padilha (2007), verificou a atividade e efeito na qualidade da carne quando da adicao
de extrato de erva mate (I/lex paraguariensis) na dieta de frangos de corte. A utilizacdo do
antioxidante natural proporcionou uma diminui¢c@o na velocidade da oxidagdo lipidica durante
o periodo de armazenamento e refrigeracdo dos cortes de frango, além de diminuir o
colesterol na carne de frango, efeito este mais efetivo para os cortes de peito de frango
analisados.

Souza e Terra (2008), verificaram a atividade antioxidante dos extratos aquoso e
purificado de semente de gergelim quando submetidos ao teste de oxidagcdo acelerada em
banha e seu efeito na oxidacgdo lipidica quando aplicados em coxas de frango salgadas,
mantidas por 8 meses a -18°C e por 1 més a 5°C. O extrato purificado de semente de gergelim
apresentou a maior atividade antioxidante e também a maior quantidade de fendlicos em
relacdo ao extrato aquoso. A adi¢@o dos extratos aquoso e purificado de semente de gergelim
nas coxas de frango salgadas inibiu e controlou significativamente a oxidacdo lipidica em
todas as coxas de frango examinadas. O extrato purificado foi significativamente mais efetivo
na reducdo da oxidacdo lipidica quando comparado ao extrato aquoso. Ambos ndo
interferiram na qualidade sensorial das coxas de frango.

Descalzo e Sancho (2008) revisaram as implica¢des da incorporacio de antioxidantes
naturais em carne bovina fresca (musculos), através da dieta dos animais e encontrou haver
beneficios nas amostras de pasto, tipicamente contendo maiores niveis de a-tocoferol, B-
caroteno, acido ascdrbico e glutationa em relagdo as amostras de racdo. A suplementacdo de
antioxidantes tem se mostrado efetiva na reducio da oxidacéo lipidica, no desenvolvimento da

cor da carne e na conseqiiente obtencio de produtos carneos com vida de prateleira maior.
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3.5 Compostos Fendlicos e Flavonéides

Os compostos fendlicos compdem uma classe de substincias ampla e naturalmente
presentes na natureza e abrangem um grande grupo de flavondides, presentes em vegetais,
frutas, vinho, cha (SUN et al., 2002; ZHONG et al., 2004). Tais compostos contribuem para o
sabor, odor e coloracio de diversos vegetais, sendo muitos desses economicamente
importantes pela utilizacdo como flavorizantes e corantes de alimentos e bebidas (SUN et al.,
2002).

Essas substincias caracterizam-se pela presenca de pelo menos um grupo hidroxila
ligada diretamente a um anel aromético. O composto mais simples é o fenol (BRAVO, 1998).

Muitos estudos véem sendo feitos nesses compostos, pois estes podem apresentar
propriedades que exercem efeitos benéficos a satide humana, como efeito anticarcinogénico,
antiinflamatdrio, antioxidante e antiviral.

O efeito protetor exercido por esses alimentos tem sido atribuido a presenga de
fitoquimicos com ag¢fo antioxidante, dentre os quais se destacam os polifendis (WANG et al.,
1996; BRAVO, 1998; MARTINEZ-VALVERDE et al., 2000; KAUR; KAPOOR, 2002).

Os polifendis, produtos secundarios do metabolismo vegetal, constituem um amplo e
complexo grupo de fitoquimicos, com mais de 8000 estruturas conhecidas (BRAVO, 1998;
MARTINEZ-VALVERDE et al., 2000).

Este diversificado grupo de compostos encontra-se dividido em vdrias classes,
segundo o esqueleto carbonico dos fitoquimicos, dentre as quais se destacam a dos 4cidos
fenodlicos € a dos flavonéides, entre outras.

Os 4cidos fendlicos sdo divididos em trés grupos principais: dcidos benzdicos, dcidos
cindmicos e cumarinas. O dcido benzdico possui sete dtomos de carbono (C6-C1), sendo os
dcidos fendlicos mais simples encontrados na natureza. O 4cido cindmico é formado pelos
dcidos hidroxicindmicos e possuem nove atomos de carbono (C6-C3). As cumarinas sio
derivadas do acido cindmico (SOARES, 2002). A presenca do grupo —CH=CH-COOH na
estrutura do 4cido cindmico aumenta sua capacidade de estabilizar radicais livres, pela
provavel conjugacdo da dupla ligacdo do grupo —CH=CH-COOH com as duplas do anel
(RICE-EVANS et al., 1996).

O grupo de compostos fendlicos mais importantes em alimentos sdo os flavonéides.
Sua estrutura € o difenil propano (C6-C3-C6) e consistem em dois anéis aromaéticos

interligados por trés carbonos, formando geralmente uma estrutura heterocliclica oxigenada
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(BRAVO, 1998). A estrutura quimica dos flavondides favorece sua acdo antioxidante. De
acordo com Rice-Evans et al. (1996), os hidrogénios dos grupos hidroxila adjacente (orto-
difenéis) localizados em varias posi¢des dos anéis A, B e C, as duplas ligacdes dos anéis
benzénicos e a dupla ligacdo —C=0 de algumas moléculas de flavonéides fornecem a estes
compostos alta atividade antioxidante.

A capacidade dos polifendis vegetais em atuar como antioxidantes nos sistemas
bioldgicos ja foi reconhecida nos anos trinta (BENTHSATH et al., 1936), entretanto, o
mecanismo antioxidante foi ignorado até pouco tempo.

De acordo com Rice-Evans et al. (1997), a capacidade antioxidante dos polifendis é
devida, principalmente, as suas propriedades redutoras, cuja intensidade da acdo antioxidante
exibida por estes fitoquimicos é diferenciada, uma vez que depende fundamentalmente do
nimero e posicdo de hidroxilas presentes na molécula. Tais compostos agem como
antioxidantes ndo somente pela sua habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, mas também
devido a seus radicais intermedidrios estaveis, que impedem a oxidacdo de varios ingredientes
do alimento, em especial de acidos graxos e de dleos (CUVELIER et al., 1992).

Os polifendis e as catequinas do cha verde sdo considerados seqiiestradores de radicais
livres e quelantes de metais, sendo usados como antioxidantes naturais, antibacterianos e
agentes antivirais (TANG et al., 2001).

Em se tratando de extracdo de polifendis de especiarias, ervas, chas, frutas e outros
compostos, € importante considerar a técnica de extracdo bem como outros fatores, que
podem interferir por exemplo na quantidade de flavondides do extrato. De acordo com
Schwarz et al. (2001), em vista das diferencas entre as técnicas de extracdo, é 6bvio que
extratos da mesma planta podem variar amplamente em relacio ao seu padrdo e concentragio
antioxidante.

Zhishen et al. (1999), em estudos para determinar o conteido de flavondides de
amoras encontraram diferengas no resultado destes compostos, de acordo com os diferentes
pré-tratamentos utilizados para a extracdo. Segundo eles, a variacdo nos resultados se deve ao
fato de ocorrer a decomposicdo dos flavondides apdés um longo periodo de estocagem ou
mesmo sob alta temperatura, havendo também a possibilidade de ocorrer uma mudanga na

matriz do composto, fazendo com que os flavondides sejam menos extraiveis.
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3.5.1 Marcela (Achyrocline satureioides)

A marcela (Achyrocline satureioides) é uma erva da flora brasileira, também
conhecida por macela-do-campo, macelinha, carrapichinho-de-agulha, camomila nacional,
etc.

E uma planta medicinal usada na Argentina, Uruguai, Paraguai e Brasil por suas
propriedades antiespasmddica, hepatoprotetora e colerética. O alto contetido de compostos
polifendlicos, na maioria flavondides, e de diferentes dcidos fendlicos como o cafeico,
clorogénico e isoclorogénico nas partes aéreas desta planta tem despertado o interesse pelo
estudo das suas propriedades antioxidantes (SIM@ES et al., 1988; FERRARO et al., 1981).

A quercetina € um dos principais flavonéides presentes na marcela e tem sido descrita
como capaz de inibir a peroxidagdo lipidica por capturar espécies reativas de oxigénio e
quelar fons metdlicos envolvidos na formagdo dessas espécies reativas de oxigénio
(OHSHIMA et al., 1998).

A atividade antioxidante da marcela ja foi demonstrada por diversos autores.

Gugliucci e Menini (2003) estudaram a inibicdo da oxida¢do do LDL humano por
extrato aquoso de marcela, verificando que a produgdo de substincias reativas com o acido
tiobarbitdrico foi reduzida em 95% ap6s 3 horas de incubagdo com o extrato na concentrago
de 5 pg/ml.

Pesquisas de Desmarchelier et al. (1998) verificaram que tanto o extrato aquoso como
o metandlico de marcela reduziu a producdo de substincias reativas com o 4cido
tiobarbitirico em homogeneizados de figado de ratos. O resultado obtido por estes
pesquisadores sugere que o extrato de marcela possui significante capacidade para carrear

radicais livres (CAMPAGNOL, 2007).

3.5.2 Erva mate (llex Paraguariensis)

A llex paraguariensis Saint Hilaire (Aquifoliaceae), conhecida popularmente como
erva-mate, tem sua area de ocorréncia natural restrita a 3 paises: Brasil, Paraguai e Argentina.
No Brasil esta dispersa principalmente nos Estados do Parand (PR), Santa Catarina (SC), Rio

Grande do Sul (RS), Mato Grosso do Sul (MS), Sao Paulo (SP) e Minas Gerais (MG). O RS,
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na década de 70, foi o maior produtor brasileiro, respondendo por 50% da produgdo, sendo
que atualmente sua participagdo fica em torno de 25% (WINGE et al., 1995). Da producio
anual de 650.000 toneladas (MACARI; SANTOS, 2000), aproximadamente 80% sdo
consumidos no mercado interno, ficando os 20% restantes para a exportacio (ANUARIO
BRASILEIRO DA ERVA-MATE, 1999).

A erva-mate é uma arvore nativa da América do Sul e a maior parte da erva extraida
provém de ervais nativos ou adensados, explorados por pequenos produtores, que se retinem
em cooperativas para o processamento ou a comercializam com grandes industrias produtoras
de erva-mate do sul do pais (CANTERLE, 2005).

A erva-mate apresenta altas concentracdes de dcidos clorogénicos e de flavondides,
que passam para a bebida durante o processo de infus@o da erva (BASTOS; TORRES, 2003).

Filip et al., (2000) analisaram a atividade antioxidante de plantas preparadas como
mate. Observaram que a I. paraguariensis apresentava uma maior atividade antioxidante que
as outras Ilex spp consumidas na América do Sul, e que a mesma era preservada no mate, o
que permitiu especular que o consumo regular desta bebida poderia contribuir para melhorar
significativamente as defesas antioxidantes humanas.

Gugliucci e Stahl (1995) e Gugliucci (1996) observaram que extratos de I
paraguariensis causaram uma diminui¢do na oxidac¢do da lipoproteina humana de baixa-

densidade (LDL), em ambos sistemas in vitro e in vivo.

3.5.3 Cha verde (Camellia Sinensis)

Estudos realizados demonstram que os polifendis presentes no cha verde apresentam
bioatividades importantes em certas patologias, como diabetes mellitus, cardiopatias,
infecgdes virais, inflamagdes, doencas degenerativas, cancer e o envelhecimento. Evidéncias
sugerem que a ingestdo didria de antioxidantes, principalmente compostos fendlicos, é capaz
de retardar o aparecimento destas doencas (HAN et al., 2004).

O cha verde € rico em vitamina K, nutriente essencial para a coagulacdo sanguinea.
Os compostos polifendlicos como as catequinas, epicatequinas, epicatequinas galato,
epigalocatequinas, epigalocatequinas galato sdo flavondides responsdveis por controlar e
prevenir certas doengas e estdo presentes em grande quantidade em ambos os chas (ZHONG

et al., 2004), verde e preto, a diferenga estd no processamento (SABU et al., 2002). A técnica
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de producio de cha verde preserva os polifendis naturais que variam numa proporcao de 45-
90% (NAKACHI et al.,, 1998; SABU et al.,, 2002). Wanasundara e Shahidi (1998)
encontraram que os polifendis do cha verde podem ser de até 36% (base seca), de acordo com
o clima, estacdo do ano ou variedade.

As catequinas e outros bioflavondides exibem atividade antioxidante. Pensa-se que a
formacdo de radicais livres altamente reativos que s@o eliminados pelos antioxidantes, tém
papel importante nos danos ao DNA, que poderdo conduzir ao desenvolvimento do cancer
(SAFFARI; SADRZADEH, 2004; UESATO et al., 2001).

Wanasundara e Shahidi (1998) reportaram que as catequinas do chd verde t€ém sido
mais efetivas na reducdo da oxidacdo lipidica que o a-tocoferol e o BHA.

Muitos trabalhos de pesquisa véem apontando o chd verde como sendo um importante

antioxidante natural, com diversas aplicacdes, dentre elas em produtos cirneos.

3.5.4 Prépolis

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

E conhecida na medicina familiar desde os tempos primérdios e tem atraido muita
atencdo em anos recentes como sendo um ingrediente na medicina, produtos domésticos e
produtos alimenticios, uma vez que possui vdrias propriedades bioldgicas incluindo
propriedades antimicrobianas, antioxidantes e antidlceras (BURDOCK, 1998).

A propriedade antimicrobiana da propolis tem sido largamente relatada.

Nagai et al. (2006) relatam que a prépolis apresenta um efeito inibitério elevado contra
o crescimento microbiano durante a conservagdo da carne e miusculo. Lee et al. (2003)
relatam que o extrato etandlico de propolis apresenta acfo antimicrobiana contra o
Staphylococcus aureus.

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

a propolis.
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Ja Soares (2004) avaliou o efeito da aplicacdo de diferentes concentragdes de solucdes
hidroalcéolicas de prépolis nas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas (bolores e
leveduras) de queijo minas padrdo e ndo encontrou diferenca estatistica significativa para as
caracteristicas analisadas. Apesar disso, os queijos minas padrdo tratados com solucio
hidroalcéolica de prépolis estavam visualmente mais limpos que o controle, levando a
suposicdo de que as cepas prejudiciais (que apresentam coldnias mais escuras) proliferaram
no queijo minas padrdo controle, o que ndo ocorreu com 0s queijos tratatos com prépolis,
consequéncia da acdo desta sobre algumas cepas que proliferam neste tipo de queijo.

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

Nagai et al. (2001) estudando a atividade antioxidante de méis comerciais, geléia real
e propolis encontraram que a atividade antioxidante diminufa com o tempo decorrido e que a
atividade antioxidante da geléia real e da prépolis era mantida mesmo apds o tratamento
térmico a 100°C.

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

Kumagawa et al. (2004) estudando prépolis de diferentes regides geograficas
encontraram que a atividade antioxidante dos mesmos apresentava correlagdo com o contetido
total de flavondides no extrato etandlico de prépolis. Os fendlicos sdo considerados como
antioxidantes mais abundantes e efetivos na prépolis (SCHELLER et al., 1990).

Isla et al. (2001) investigaram a atividade antioxidante de prépolis Argentino e
encontraram que a correlagdo entre o contetido de fendlicos e a atividade antioxidante era
significativa, porém acreditam que outros fatores poderiam estar envolvidos.

Han e Park (2002) estudando o efeito de diferentes extratos de propolis encontraram
uma diminuicdo acentuada de TBARS em amostras de embutidos curados de carne suina em

comparagﬁo com as amostras controle e tratada com sorbato.

3.6 Determinacao de Compostos Fenoélicos

Existe uma variedade de técnicas para a quantificacdo espectrofotométrica de

compostos fendlicos, sendo a mais usada a que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu
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(ROGINSKY; LISSI, 2005). O reagente consiste de mistura dos dcidos fosfomolibidico e
fosfotunguistico, no qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de oxidagdo 6"
porém, em presenca de certos agentes redutores, como os compostos fendlicos, formam-se os
chamados molibdénio azul e tungsténio azul, nos quais a média do estado de oxidacdo dos
metais estd entre 5 e 6 e cuja coloragdo permite a determinacdo da concentracdo das
substancias redutoras, que ndo necessariamente precisam ter natureza fendlica IKAWA et al.,

2003).

3.7 Métodos para Avaliacao da Atividade Antioxidante in vitro

Por definicdo, a atividade antioxidante é a capacidade de um composto de inibir a
degradacdo oxidativa, isto €, a peroxidagdo lipidica (DESCALZO; SANCHO, 2008).

Virios métodos sdo utilizados para determinar a atividade antioxidante em extratos e
substancias isoladas. Um dos mais utilizados consiste em avaliar a atividade seqiiestradora do
radical livre estavel DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil), de coloragdo ptirpura que absorve a
515 nm (ROGINSKY; LISSI, 2005). Por a¢do de um antioxidante ou uma espécie radicalar, o
DPPH' é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com conseqiiente
desaparecimento da absor¢do, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da
absorbincia. A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade
antioxidante ou seqiiestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPH remanescente
no meio reacional (BRAND-WILLIANS et al., 1995).

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de DPPH
consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessdria para
decrescer a concentragdo inicial de DPPH em 50% é denominada concentracdo eficiente
(CEsp), também chamada de concentragdo inibitéria (Clsp). Quanto maior o consumo de
DPPH por uma amostra, menor serd a sua CEsy e maior a sua atividade antioxidante (SOUSA
et al., 2007).

A técnica de reducdo do ferro (redugio do Fe’*) é frequentemente usada como um
indicador de atividade de doagdo de elétron, o qual é um importante mecanismo de acdo de
antioxidantes fenolicos e pode ser fortemente correlacionada com outras propriedades
antioxidantes (DORMAN et al., 2003). Neste método, a coloragdo amarela da solugdo teste

muda para vdrias tonalidades de verde e azul, dependendo do poder de reducdo de cada



54

composto. A presenca de redutores (antioxidantes) causa a reducdo do complexo
Fe*/ferrocianeto para a forma ferrosa (Fe’"). Portanto, a medida espectrofotométrica em
comprimento de onda de 700 nm pode monitorar a concentracio de Fe** (FERREIRA et al.,
2007).

De acordo com Prieto et al. (1999), o método do fosfomolibdénio é rotineiramente
utilizado em laboratérios para avaliar a capacidade antioxidante total de extratos de plantas.
Esse método baseia-se na reducdo do Mo(VI) em Mo(V) e subseqiiente formacdao do
complexo fosfato de Mo(V). Essa determinacdo espectrofotométrica apresenta absor¢io

maxima a 695 nm.

3.7.1 Paradoxo Polar

Paradoxo polar consiste na suposicio de que a oxidacdo lipidica inicia na interface do
sistema utilizado. A oxidacdo do 6leo puro ocorre na interface ar/6leo e a oxidacdo da
emulsdo ocorre na interface 6leo/agua (FRANKEL; MEYER, 2000).

Tal conceito sugere que os antioxidantes podem ter atividades diferentes, de acordo
com o meio (aquoso ou emulsdo) onde é aplicado. Nos alimentos as emulsdes apresentam
duas fases: 6leo e 4gua. Em sendo a 4dgua a fase continua e o 6leo a fase dispersa, a emulséo é
do tipo d6leo em dgua e se inverso, a emulsdo € do tipo d4gua em 6leo. De acordo com a fase, a
eficiéncia do antioxidante pode ser grandemente afetada pela solubilidade e conseqiiente
distribuicdo dos compostos.

Frankel et al. (1994) identificaram haver dificuldades na avaliacdo dos antioxidantes
em Oleos e emulsdes alimenticias devido em partes ao complexo fenonemo interfacial
envolvido. Antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos foram avaliados em dois sistemas, dleo e
emulsdo. Os antioxidantes lipofilicos a-tocoferol e ascorbil palmitato foram mais efetivos no
sistema emulsdo Oleo-em-dgua, enquanto o contrdrio ocorreu para os antioxidantes
hidrofilicos Trolox e 4cido ascorbico. As diferengas observadas na eficiéncia dos
antioxidantes podem ser explicadas por sua afinidade frente as interfaces ar-6leo no sistema
6leo e 6leo-dgua nas emulsdes.

De acordo com Porter et al. (1989 apud FRANKEL et al., 1994), antioxidantes

soliveis em 4gua (antioxidantes polares) tendem a ser mais efetivos em lipidios puros,
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enquanto os antioxidantes apolares (soliveis em lipideos) s@o mais ativos em substratos
polares.

Os antioxidantes hidrofilicos como o Trolox (4cido carboxilico derivado do a-
tocoferol), 4cido ascérbico e 4cidos rosmarinico e carnosico (presentes no alecrim)
apresentam maior atividade antioxidante em 6leos puros do que os antioxidantes lipofilicos a-

tocoferol, ascorbil palmitato e carnosol (HUANG et al., 1996).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Matéria prima

Para a realizacdo desse projeto foi utilizado a erva mate cedida pelo fornecedor Vier
Indistria e Comércio do Mate Ltda. (produto produzido em 28.03.2008, lote 088). A marcela
foi colhida no dia quinze de abril de 2008, na regido de Linha Sao Paulo, no oeste de Santa
Catarina. A partir dessas amostras foram obtidos seus extratos, conforme procedimentos
descritos nos itens 4.2.1 e 4.2.2.

O extrato de chi verde (nome comercial Guardian™ Green Tea Extract 20M, lote
4010894945), o extrato de propolis sem dlcool e 0 BHA (Butylated Hydroxyanisole) foram
cedidos pelos fornecedores Danisco, PhytoNatus e Kemin, respectivamente. Todos

produzidos e vendidos em escala comercial, prontos para serem aplicados na carne.

4.1.2 Equipamentos

Para a concentragdo dos extratos de marcela e de erva mate foi utilizado o
equipamento Rotavapor® QUIMIS, Evaporador Rotativo Q344B2.

Para as andlises de absorbéncia dos extratos utilizou-se um espectrofotdmetro modelo
7008, marca FEMTO.

Para as leituras de TBA na carne foi utilizado um espectrofotometro modelo DR 5000,
marca HACCH.

A leitura de cor foi feita utilizando-se um colorimetro modelo CR-10, marca Minolta.

As fotos foram feitas utilizando-se uma mdaquina digital marca SONY — Cybershot

modelo DSC-T300, sendo cada foto feita com resolucédo de 1,3 MB.
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Para a obtencdo da CMS foi utilizado um equipamento modelo PDE 2500, marca

POSS-MEYN.

4.1.3 Reagentes

O reagente Folin-Ciocalteu, o 4cido gélico, a (+)-catequina, o BHA e o radical DPPH
(1,1-difenil-2-picril-hidrazil) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Demais reagentes e

solventes utilizados eram de grau analitico, de diversas procedéncias.

4.2 Métodos

4.2.1 Preparo do extrato de Marcela

O produto vegetal seco (inflorescéncias da marcela) foi inicialmente processado em
mixer, sendo em seguida homogeneizado com solvente, transferido para um béquer e deixado
durante 1 hora a temperatura ambiente. Transcorrido este periodo, procedeu-se a filtragdo
utilizando-se papel de filtro Whatman n° 6. A parte s6lida foi submetida a mais duas extracdes
sucessivas, com 0 objetivo de extrair totalmente o principio ativo da matéria prima. Os 3
filtrados foram reunidos e concentrados em evaporador rotativo até 7% do volume inicial,
obtendo-se assim o extrato bruto, que foi mantido sob refrigeracdo em frasco de vidro,
protegido da luz. Na elaboracdo do extrato, a relagdo liquido-solido foi de 12:1. Na primeira
extragcdo, o solvente empregado foi uma mistura de etanol 95% com dgua destilada (12:1) e
nas duas seguintes etanol 95%. A temperatura da d4gua do banho-maria no evaporador foi de
45 a 47°C. Durante todo o processo de homogeneizacdo e descanso, a solugdo bem como o

filtrado foram bem protegidos da luz com o emprego de papel aluminio.



58

4.2.2 Preparo do extrato de erva mate

Ao produto vegetal seco (erva mate em po) foi adicionado etanol 95% e 4dgua destilada
(quantidades = 28 gramas, 112 ml e 28 ml, respectivamente). Essa mistura foi homogeneizada
por 40 minutos, ficando em seguida em repouso por 20 minutos. Transcorrido este periodo
procedeu-se a filtracdo utilizando-se papel de filtro Whatman n° 6. A parte s6lida foi extraida
por mais duas vezes com adi¢do de etanol 95% (140 ml em cada extrag¢do). Os 3 filtrados
foram reunidos e concentrados em evaporador rotativo até o volume final de 25 ml, obtendo-
se assim o extrato bruto, que foi mantido sob refrigera¢do em frasco de vidro, protegido da
luz. Na primeira extracdo o solvente empregado foi uma mistura de etanol 95% com &4gua
destilada e nas duas seguintes etanol 95%. A temperatura da dgua do banho-maria no
evaporador foi de 45 a 47°C. Durante todo o processo de homogeneizacdo e descanso, a

solugdo bem como o filtrado foram bem protegidos da luz com emprego de papel aluminio.

4.3 Analises nos extratos

4.3.1 Preparo das solugdes estoque dos extratos

As solugdes estoque dos extratos foram preparadas da seguinte forma: em baldo
volumétrico de 50 ml foi dissolvido 2,5 gramas de extrato em uma mistura de dgua e etanol
95% (propor¢dao 20:80). Em seguida a solucdo foi filtrada em membrana 0,45 wm, sendo

entdo direcionada para as dilui¢Ges e subsequentes andlises.

4.3.2 Conteudo de Fendlicos Totais

Para a determinag@o de fendlicos totais foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu
(SINGLETON et al., 1999). Uma aliquota (0,5 mL) da solu¢do do extrato adequadamente

diluida foi misturada a 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu 0,2 N (apds essa adicdo
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aguardou-se 5 minutos). Adicionou-se 2 mL de solugcdo de carbonato de sédio (Na,COs3)
7,5%. Apds a incubacio a temperatura ambiente (25°C) por 2 horas, a absorbancia foi medida
a 760 nm em espectrofotdmetro e comparada com a curva de calibracio de 4cido galico (faixa
de 50-200 mg/L): Y = 0,0097x — 0,00295, onde Y é a absorbancia e x é a concentragao; R =
0,9989. Os resultados foram expressos como mg equivalente de dcido gédlico por grama de
extrato (mg EAG/g). As andlises foram realizadas em triplicata e os valores sdo apresentados

como a média (+ desvio padrao).

4.3.3 Conteuado de Flavonoides Totais

O contetdo total de flavondides foi determinado usando o método colorimétrico
descrito por Dewanto et al., (2002). Resumidamente, 0,25 mL da solucdo do extrato
adequadamente diluida foi misturada a 1,25 mL de 4gua deionizada e a 75 pL de nitrito de
sédio (NaNOs3) 5%. Apds 6 minutos, adicionou-se entdo 150 pl de tricloreto de aluminio
(AICl3) 10% e aguardou-se 5 minutos. Adicionou-se entdo 0,5 mL de hidréxido de sédio
(NaOH) 1 mol e 2,5 ml de dgua deionizada. Apds agitacio a absorbancia foi lida
imediatamente a 510 nm em espectrofotdmetro e comparada com a curva de calibragdo de
(+)-catequina (faixa de 50-200 mg/L): Y = 0,0014x — 0,0007, onde Y € a absorbancia e x € a
concentra¢do; R* = 0,999. Os resultados foram expressos como mg equivalente de (+)-
catequina por grama de extrato (mg ECAT/g). As anélises foram realizadas em triplicata e os

valores s@o apresentados como a média (+ desvio padréo).

4.3.4 Atividade Antioxidante

4.3.4.1 Capacidade de seqiiestro do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH)

A atividade de seqiiestro do radical DPPH das amostras dos extratos foi medida de
acordo com o procedimento descrito por Brand-Williams et al. (1995), com modifica¢des.

Uma aliquota de 0,1 mL da solug@o do extrato adequadamente diluida foi misturada a 3,9 mL
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da solucdo metandlica de DPPH 0,1 mM. A mistura foi agitada vigorosamente, protegida da
luz onde ficou em repouso em temperatura ambiente (25°C) por 90 minutos. O decréscimo da
absorbincia de cada solugdo foi entdo medida espectrofotometricamente a 517 nm. A
capacidade de seqiiestro de radical DPPH foi calculada de acordo com a equagio:
Capacidade de seqiiestro de radical DPPH (%) = [(Ap — A;)/Ap] x 100, onde Ay foi a
absorbancia do controle e A; foi a absorbancia na presencga do extrato.

Os resultados foram plotados em gréfico de inibicdo versus concentrag@o e os valores
de ICsp foram estimados de acordo com a equag@o da curva baseada em modelo sigmoidal.
Acido gilico, (+)-catequina e BHA foram utilizados como controle positivo. As andlises

foram realizadas em triplicata e os valores sdo apresentados como a média (+ desvio padrio).

4.3.4.2 Poder de reducao

A atividade quelante de metais foi determinada de acordo com o método de Oyaizu
(1986). Uma aliquota de 1 mL da solugé@o do extrato adequadamente diluida foi misturada a
2,5 mL de solugdo tampao fosfato (200 mM, pH 6,6) e 2,5 mL de solugdo de ferricianeto de
potassio 1%. A mistura foi entdo incubada a 50°C durante 20 minutos. Um volume de 2,5 mL
de solucdo aquosa de acido tricloroacético (TCA) 10% foi adicionado a mistura, sendo esta
centrifugada a 2000 g por 10 minutos a 20°C. 2,5 mL do sobrenadante foi misturado a 2,5 mL
de dgua deionizada e 0,5 mL de solucdo de cloreto férrico (FeCl;) 0,1%. A absorbancia da
solugdo foi medida espectrofotometricamente a 700 nm e os resultados comparados contra o
branco. Um gréfico de absorbéncia versus concentracdo foi elaborado e os valores de ECsg
(concentracdo efetiva, concentracdo que apresenta absorbancia igual a 0,5) foi estimada de
acordo com a equagio da curva baseada em modelo sigmoidal. Acido galico, (+)-catequina e
BHA foram utilizados como controle positivo. As andlises foram feitas em triplicata e os

valores s@o apresentados como a média (+desvio padrio).
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4.3.4.3 Capacidade Antioxidante Total (Método do Fosfomolibdénio)

A atividade antioxidante foi determinada de acordo com o método de Prieto et al.
(1999). Uma aliquota de 0,1 mL da solucdo do extrato adequadamente diluida foi misturada a
1 mL de solucdo reagente (dcido sulfirico 0,6 M, fosfato de s6dio 28 mM e molibdato de
amoOnio 4 mM). Os tubos foram incubados a 95°C durante 90 minutos. As amostras ficaram
em temperatura ambiente até resfriar, sendo entdo a absorbancia de cada solugdo lida em
espectrofotémetro a 695 nm. Os resultados foram comparados com a curva de calibragdo do
dcido gdlico (faixa de 2,5-20 mg/L): Y = 0,0465x — 0,1546, onde Y é a absorbancia e x é a
concentragdo; R® = 0,98. Os resultados foram expressos como pumol equivalente de dcido
gdlico por grama de extrato (umol EAG/g). As andlises foram feitas em triplicata e os valores

sdo apresentados como a média (+desvio padréo).

4.4 Delineamento experimental

4.4.1 Aplicacdo dos extratos naturais e do antioxidante sintético na CMS

A matéria prima utilizada para a producdo da CMS desse projeto consistiu em dorso

de frango sem anca+porcao frontal/peitoral+pescoco sem pele (figura 11).

Figura 11: Matéria prima utilizada para a extracdo da CMS: dorso de frango sem anca-+porc¢ao
frontal/peitoral+pescoco sem pele (Fonte: o autor).
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As amostras de carne mecanicamente separada (CMS) foram coletadas em um
abatedouro frigorifico, sendo estas de um mesmo lote, provenientes de frango da linhagem
ROSS, abatidos com 31 dias.

A aplicacdo dos extratos naturais e do antioxidante BHA foi feita imediatamente ap6s

a coleta da CMS na linha de produgao, sendo os tratamentos conforme segue:

Controle negativo = sem adi¢do de antioxidante/extrato;

Extrato de Erva mate = 0,50%;

Extrato de Marcela = 0,50%;

Mistura dos extratos de Erva mate (50%) + Marcela (50%) = 0,50%;
Extrato de Cha verde = 0,05%;

Extrato de Prépolis sem dlcool = 0,10%;

Controle positivo (antioxidante sintético BHA) = 0,02%,

Cada extrato foi adicionado separadamente a uma por¢éo distinta de 3,60 kg de CMS
de frango e homogeneizado. Cada porcdo foi dividida em seis partes iguais (seis unidades
experimentais por tratamento), que foram embaladas em saco de polietileno pigmentado azul
sem vacuo. Parte das amostras foi direcionada imediatamente para as andlises fisico-quimicas,
microbioldgicas, cor e fotos (dia “zero”) e o restante foi armazenada em cdmara com controle
de temperatura, onde ficou armazenada sob refrigeracdo de 0 a +4°C durante 10 dias. A cada
dois dias foi recolhida uma unidade experimental de cada tratamento e submetidas as mesmas
andlises realizadas no dia “zero”.

Os percentuais de aplicacdo dos antioxidantes utilizados neste trabalho foram

definidos da seguinte forma:

e extratos de erva mate, marcela e da mistura: definidos de acordo com o histérico de
projetos trabalhados pelo Departamento de Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos da
UFSM, e que revelaram ser 0,50% a aplicacdo ideal desses extratos em carnes e
produtos cédrneos (Terra et al., 2003). Valores acima ou abaixo deste trazem perdas no
resultado final.

e Extrato de propolis sem dlcool: definido de acordo com know-how da equipe
orientadora, que afirmou ser esse percentual o melhor para aplicagdo em carnes e
produtos carneos e que o extrato de propolis sem dlcool é o que melhor se

homogeneiza na carne.
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e Extrato de chd verde: orientagdo do fabricante.

® Antioxidante sintético BHA: de acordo com know-how da equipe orientadora.

4.5 Analises Fisico-Quimicas na Carne Mecanicamente Separada (CMS) de Frango

4.5.1 Determinacdo do pH (Potencial hidrogenidnico)

A andlise do valor do pH foi feita utilizando-se um pHmetro eletronico (marca
Mettler-Toledo 345) calibrado. O eletrodo foi inserido diretamente na carne previamente
moida e homogeneizada. Foram analisadas separadamente trés sub-amostras de cada unidade

experimental.

4.5.2 Determinagio do Indice de Peréxido

Para esta andlise utilizou-se como referéncia o método descrito em BRASIL (1999).
Pesou-se 15g de amostra de carne, previamente moida e homogeneizada, em erlenmeyer.
Adicionou-se 25 mL de cloroférmio, 50 mL de metanol, aproximadamente 13 mL de dgua
destilada e agitou-se por 30 minutos para extracdo da gordura. Posteriormente adicionou-se 25
ml de cloroférmio e 25 mL de uma solucdo de sulfato de sédio 1,5% e agitou-se novamente
por 2 minutos. Apds a agitagdo, filtrou-se utilizando papel filtro qualitativo para erlenmeyer.
O filtrado foi transferido entdo para funil de separagdo com auxilio de cloroférmio, para
separacdo das fases e extracdo da camada etérea, que quando retirada passou por um papel
filtro contendo sulfato de sédio anidro para remog¢do de possiveis tragos de dgua. Retirou-se
entdo uma aliquota de 20 mL e adicionou-se 30 mL de dcido acético glacial e 0,5 mL de uma
solucdo de iodeto de potdssio saturada. O erlenmeyer foi fechado ermeticamente e ficou em
repouso por 1 minuto. Adicionou-se entdo 30 mL de dgua destilada e 1 mL da solugéo
indicadora de amido. O indicador da presenca de perdxido é a formacdo de uma coloragio
escura. Ndo havendo essa formag@o de coloracdo escura considera-se o resultado como

negativo. Foram analisadas separadamente tr€s sub-amostras de cada unidade experimental.
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4.5.3 Indice de TBARS

As substdncias reativas ao 4cido tiobarbitirico (TBARS) resultantes da oxidacdo
lipidica foram determinadas segundo o método de Raharjo et al. (1992), com modificacdes.
Pesou-se 10g de amostra, previamente moida e homogeneizada em saqueta plastica e
adicionou-se entdo 40 mL de acido tricloroacético (TCA) 5% e 1 mL do antioxidante sintético
butilhidroxitolueno (BHT) 0,15%. Homogeneizou-se em Stomacher por um minuto e filtrou-
se, com auxilio de papel filtro qualitativo, para baldo volumétrico de 50 mL, sendo o volume
completado com a solugd@o de 4cido tricloroacético 5%. Deste baldo, retirou-se uma aliquota
de 5 mL e transferiu-se para tubo de ensaio, onde foi entdo adicionado 5 mL de &acido
tiobarbitdrico 0,08M em 4cido acético 50%. Os tubos foram incubados em banho-maria
fervente por 5 minutos. A leitura foi feita a 531 nm e os resultados comparados contra o

branco. Foram analisadas separadamente trés sub-amostras de cada unidade experimental.

4.5.4 Analise de Cor

A medida da cor foi realizada utilizando-se o Sistema Cielab, através da leitura dos
valores de L* (que representa a porcentagem de luminosidade, variando de preto (0%) a
branco (100%)), a* (que varia de verde (-a*) a vermelho (+a*)) e b* (que varia de azul (-b*) a
amarelo (+b*)). As leituras foram feitas na superficie e na parte interna da carne, para todos

os tratamentos e em triplicata para cada regido avaliada.

4.5.5 Foto

As fotos foram feitas visando identificar as diferencas de cor na superficie e no interior
de cada tratamento. Foi utilizado um fundo azul, uma vez que esse tom permite a melhor

percepcao das caracteristicas da cor da carne de frango.



65

4.5.6 Analise Sensorial

Uma equipe formada por 3 analistas treinados avaliou todas as amostras de CMS de
frango nos dias 0, 2, 4, 6, 8 e 10 de estocagem. Foi solicitado a equipe para avaliar o odor das
amostras logo ap6s a abertura dos pacotes. Os resultados foram discutidos pelo grupo no

momento da andlise € um parecer unificado para cada tratamento foi registrado.

4.6 Analises Microbiolégicas na Carne Mecanicamente Separada (CMS) de Frango

Para diluicdo e enriquecimento foram pesados 25 gramas de cada amostra de carne e
misturados em 225 mL de dgua peptonada e tamponada 1%, homogeneizado durante 1
minuto, obtendo-se assim a primeira diluicdo. Seguiu-se este enriquecimento de amostra para

todas as analises realizadas.

4.6.1 Contagem de Clostridium perfringens

Para a contagem de Clostridium Perfringens seguiu-se a técnica descrita por AOAC
(2002). Resumidamente, apds o enriquecimento das amostras e selecdo das dilui¢des, 1 mL da
dilui¢do foi inoculada em placa de petri. Adicionou-se 10 a 15 mL de 4gar triptose-sulfito-
cicloserina (TSC) previamente fundido e resfriado a 47+-1°C, misturou-se, aguardou-se
solidificar em superficie plana, adicionou-se mais 10 mL do mesmo meio, homogeneizou-se e
aguardou-se a solidificacdo do meio de cultura. Incubou-se imediatamente as placas sem
inverter em anaerobiose a 36+-1°C por 18 a 22 horas. Ap6s o periodo de incubagdo, contou-se
as placas contendo menos do que 150 colonias. Contou-se todas as coldnias negras (caso ndo
tenha colOnias negras nas placas o teste se encerra nesta etapa). Havendo col6nias suspeitas
nas placas, selecionou-se 5 colonias de cada placa para confirmacio. Se menos de 5 colonias
estiverem presentes na placa, seleciona-se todas as colOnias caracteristicas presentes para
confirmagdo. Para confirmag@o bioquimica, inoculou-se cada coldnia selecionada para tubos

contendo caldo Tioglicolato previamente desaerado. Incubou-se a 36%-1°C por 18 a 24 horas.
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Transferiu-se com pipeta estéril imediatamente ap6s a incubacio, 5 gotas do caldo tioglicolato
contendo o inéculo para caldo Lactose e Sulfito completo. Incubou-se a 46+-1°C por 18 a 24
horas em banho-maria e procedeu-se a contagem. Os resultados foram expressos em UFC/g

ou mL.

4.6.2 Contagem de Salmonella

Para a contagem de Salmonella seguiu-se a técnica descrita por AOAC (2002). Pesou-
se 10 ou 25 gramas ou mL de amostra e transferiu-se para 90 ou 225 mL de dgua peptonada e
tamponada 1%, respectivamente, homogeneizando durante 1 minuto. Incubou-se a 36+1°C

por 18 a 24 horas.

Extragdo do DNA

Primeiramente, foi preparada a solugdo composta pelo tampao Lysis (frasco 12 mL) e
a protease (frasco 400 uL). Para preparar a solugdo, adicionou-se 150 uL da protease para
cada frasco de 12 mL do tampdo Lysis. Adicionou-se para cada 200 pL desta solucdo
previamente preparada, 5 pL. da amostra enriquecida. Esta mistura foi feita em um tubo

pléstico e a amostra foi pipetada com ponteira contendo filtro.

Preparo dos tubos para Lise

Colocou-se o nimero necessario de tubos de reagado lise no rack com posicionamento
das amostras igual ao da folha guia. Preparou-se o reagente lise adicionado de 150 pL de
protease em um frasco de 12 mL de tampdo lise e homogenizou-se levemente para nio
ocorrer a formacdo de bolhas. Em seguida transferiu-se 200 uL de reagente lise para um rack

contendo tubos vazios.

Adicdo da amostra

Ap6s o preparo dos tubos para lise, foi transferido assepticamente 5 pL. da amostra

enriquecida para tubos contendo a reacdo lise correspondente. Levaram-se os tubos para os
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blocos de aquecimento a seco observando-se a temperatura e o tempo necessario. Primeira
etapa, 37°C por 20 minutos; segunda etapa 95°C por 10 minutos. Apés as duas etapas de
enriquecimento, o material foi resfriado em um bloco que estava sob temperatura de
refrigeracdo. O mesmo somente foi retirado da geladeira 5 minutos antes de ser utilizado. As
amostras permaneceram nesta fase por ndo menos que 10 minutos. Durante a etapa final do
tratamento térmico de extragdo de amostra, preparou-se o BAX, iniciando o processo de

aquecimento do termociclador pelo Run Full Process.

Preparo das amostras nos tubos de PCR

Posicionam-se os tubos de PCR no suporte. Removeram-se as tampas da primeira fila
de tubos das amostras lisadas e retiraram 50 pL para hidratar os tabletes de PCR. Colocaram-
se novas tampas Opticas nas filas de tubos com o tablete de PCR hidratado com a amostra, e
prendeu-se firmemente. Apds a completa transferéncia, removeu-se o suporte e levou-se para
o termociclador/detector do sistema BAX previamente preparado. Apds a transferéncia
completa a etapa no termociclador foi iniciada imediatamente. Os resultados foram gerados

pelo BAX e foram expressos em Presenca ou Auséncia em 10 ou 25 gramas.

4.6.3 Contagem de Aerdbios Mesofilos Totais

Para a contagem de Aerdbios Mesoéfilos Totais seguiu-se a técnica descrita por AOAC
(2002). Apos o enriquecimento, as amostras foram colocadas nas placas de Petrifilm 3M ®
sobre uma superficie plana com as dilui¢des desejadas. As placas foram incubadas na posicdo
horizontal, com o lado transparente para cima, em pilhas de até 20 placas a 36°C por 48 horas.
ApOs as 48 horas procedeu-se a contagem. Contaram-se todas as colOnias que cresceram na
placa, independente do tamanho e intensidade da cor. Os resultados foram expressos em

UFC/g ou mL da amostra.
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4.6.4 Contagem de Staphylococcus aureus

Para a contagem de Staphylococcus aureus seguiu-se a técnica descrita por AOAC
(2003). Apos o enriquecimento das amostras, as mesmas foram colocadas nas placas de
Petrifilm 3M ® para contagem de S. aureus sobre uma superficie plana, com suas requeridas
dilui¢des. As placas foram incubadas na posi¢do horizontal, com o lado liso para cima, em
pilhas de até 20 placas a 36°C por 24 horas. Ap6s o periodo de incubagdo, foram observadas
as cores das colonias. Se nenhuma coldnia aparecer ou apenas colonias vermelho-violeta
aparecerem apOs o periodo de incubacdo, contam-se as colonias vermelho-violeta como S.
aureus. Se aparecerem outras cores de coldnias, além das vermelho-violeta, € utilizado um
disco Petrifilm onde se levanta o filme superior da placa Petrifilm 3M ® e coloca o disco
reativo no local apropriado, de forma que a aba do disco permaneca para fora dessa éarea.
Incuba-se as placas contendo o disco reativo por mais 1 a 3 horas a 36°C. Apds a incubagio,
contam-se apenas as colonias que apresentarem halo com colora¢do rosa que confirmam a

presenca de S. aureus. Os resultados foram expressos em UFC/g ou mL da amostra.

4.6.5 Contagem de E. coli e de Coliformes Totais

Para a contagem de E. coli e Coliformes Totais seguiu-se a técnica descrita por AOAC
(2002). Apos o enriquecimento das amostras, as mesmas foram colocadas nas placas de
Petrifilm 3M ® para contagem de E.coli e Coliformes Totais sobre uma superficie plana, com
suas requeridas diluicdes. As placas foram incubadas na posi¢cdo horizontal, com o lado liso
para cima, em pilhas de até 20 placas a 36°C por 24 horas. Depois do periodo de incubagdo,
contaram-se as coldnias. Colonias azuis e vermelhas azuladas associadas ao gds formado,
independente de tamanho ou intensidade de cor, sdo E.coli. As coldnias de coliformes totais
sdo vermelhas e estdo associadas ao gas formado (dentro do didmetro de uma coldnia). A
contagem de coliformes totais consiste da somatoria das colonias vermelhas e azuis (E.coli)

associadas ao gas em 24 horas. Os resultados sio expressos em UFC/g ou mL da amostra.
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4.6.6 Contagem de Bactérias Lacticas

Para a contagem de Bactérias Lacticas seguiu-se a técnica descrita por AOAC (2002).
Selecionaram-se as dilui¢des apropriadas da amostra e inoculou-se 1 mL de cada dilui¢do em
placa de petri estéreis e vazias. Verteu-se nas placas inoculadas 12 a 15 mL de meio agar
MRS previamente fundido e resfriado a 47+1°C. Misturou-se o indculo com o meio de cultura
movimentando suavemente as placas. Deixou-se solidificar e apds adicionou-se uma segunda
camada do meio. Deixou-se solidificar novamente e incubou-se as placas sem inverter a
30£1°C por 72 horas. Contaram-se as colOnias caracteristicas e expressou-se os resultados em
UFC/g ou mL. Para a prova da catalase: retirou-se uma coldnia da placa e transferiu-se para
uma lamina ou placa de petri contendo uma gota de peréxido de hidrogénio 3%. Nessa prova,
a formacdo ou ndo formacdo de borbulhas indicam, respectivamente, prova positiva e

negativa para catalase. Bactérias Acido-Ldcticas sdo catalase negativo.

4.7 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada usando o sistema SAS (Statistical Analysis
System) versdo 6.0 para Microsoft Windows, 2002. Foi usado o procedimento GLM com
teste miultiplo de RYAN-EINOT-GABRIEL-WELSCH (REGWQ). As diferencas foram

consideradas significativas com valores de p<0,05.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fenolicos e Flavonoéides

Os resultados do conteudo de Fenodlicos Totais e de Flavondides nos extratos estdo

apresentados na tabela 4 e nos graficos 1 e 2.

Tabela 04 - Contetido de compostos Fendlicos Totais e Flavonéides nos extratos de erva mate, marcela, da
mistura de extratos de erva mate e marcela, do extrato de cha verde e do extrato de propolis sem alcool !

Fendlicos totais Flavondides totais
Extrato
mg eq. acido gélico/g extrato mg eq. (+)-catequina/g extrato
Cha verde 230,19 +5,97° 58,37 £2,29
Erva mate 81,36 +3,18° 68,47 £6,11°
Mistura’ 57,08 £2,56° 42,85 +3,80°
Marcela 31,36 £1,11¢ 12,69 +0,51°
Propolis 8,04 +£0,21° 3,69 +0,17°

! Valores apresentados como média + desvio padrio (n = 3)
230
Mistura dos extratos de erva mate e de marcela.
¢ Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo procedimento GLM REGWQ

A importancia de se avaliar o teor de compostos fendlicos nos extratos estd no fato
desse grupo de compostos predominar em plantas e atuar como antioxidantes primarios
captadores de radicais livres.

A quantidade de componentes extraidos de cada amostra variou consideravelmente. A
tabela 4 mostra que existe diferenca (p<0,05) entre todos os extratos, tanto para o contetdo de
fendlicos como para flavondides. O extrato comercial de cha verde teve maior contetido de
fendlicos totais em relacdo aos demais extratos naturais utilizados nesse projeto, apresentando
diferenca estatistica (p<0,05) em relagdo a todos eles. O valor obtido (230,1945,97 mg eq.
acido galico/g extrato) foi quase trés vezes maior que o segundo colocado, o extrato de erva
mate (81,36+3,18 mg eq. acido gilico/g extrato). O menor conteido de fendlicos foi

encontrado para o extrato de propolis sem élcool (8,04+0,21 mg eq. 4cido galico/g extrato).
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Gréfico 01 - Resultados do contetido de Fendlicos Totais (mg eq. acido galico/g extrato) dos extratos de
erva mate, marcela, da mistura dos extratos de erva mate e marcela, do extrato de cha verde
e do extrato de proépolis sem alcool

A erva mate apresentou maior teor de flavondides, diferenciando-se significativamente

(p<0,05) de todos os outros extratos empregados neste estudo (tabela 04).

80+ [ Flavonbides

mg catequina/g extrato

Prépolis Marcela Mistura Ervamate  Cha verde

Gréfico 02 - Resultados do contetido de Flavonéides (mg eq. (+)-catequina/g extrato) dos extratos de erva
mate, marcela, da mistura dos extratos de erva mate e marcela, do extrato de cha verde e do
extrato de propolis sem alcool

De acordo com Campos et al. (1996), a erva mate é rica em polifendlicos

hidrossoliveis, como os 4cidos isoclorogénicos, caféico e clorogénico. A obtengcdo dos
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extratos de erva mate e de marcela foi feita utilizando-se solvente hidroetandlico. Uma vez
que os solventes tém diferentes polaridades, ou seja, meio aquoso e meio etandlico
possibilitam a extracdo de compostos mais polares e de polaridade intermedidria,
respectivamente, pode-se dizer que o resultado obtido para a erva mate indica a presenga de
compostos fendlicos com polaridades nessas condicdes.

Asolini et al. (2006) avaliaram o contetido de compostos fendlicos de diversas ervas
utilizadas como chds, como a arruda (Ruta graveolens), a camomila (Matricaria chamomilla),
a marcela (Achyrocline satureioides), a alcachofra (Cynara scolymus), a erva mate (Ilex
paraguariensis), a tanchagem (Plantago major), a malva (Malva silvestris), a sdlvia (Salvia
officinalis), o capim-limao (Cymbopogon citratus) e o alecrim (Rosmarinus officinalis),
através de extratos aquosos e etandlicos dessas plantas. Os resultados mostraram que o extrato
aquoso de erva mate teve a maior quantidade de compostos fendlicos (145 mg eq. ac. gélico/g
folha seca) entre todas as ervas avaliadas. O extrato etandlico de erva mate teve a segunda
maior quantidade de compostos fendlicos (algo em torno de 55 mg eq. 4c. galico/g folha seca,
ao passo que a tanchagem apresentou 56 mg eq. ac. galico/g folha seca). Os extratos aquoso e
etandlico de marcela apresentaram resultados em torno de 32 e 42 mg eq. dc. galico/g folha
seca). Estes autores demonstram que a extracdo aquosa foi aquela que permitiu a maior
extracdo de compostos fendlicos da erva mate. Apesar das condi¢gdes de preparo das plantas e
do processo de extracdo utilizados neste trabalho serem diferentes do que foi apresentado por
Asolini et al. (2006), o extrato hidro-etandlico de erva mate também apresentou o segundo
maior conteido de fendlicos totais (81,36+3,18 mg eq. acido galico/g extrato) (tabela 04).

O fato de haver diferencas nas metodologias utilizadas para elaboragcdo dos extratos
dificultam sobremaneira a comparacio de resultados. Pesquisas apontam que uma série de
fatores podem interferir no conteido de compostos fendlicos dos extratos, entre eles as
condicdes de crescimento da planta, do solo, da preparagdo da planta para a extracdo, do
processo de extracdo e da metodologia in vitro utilizada para identificar o conteido desses
compostos (MADSEN; BERTELSEN, 1995).

A mistura de extratos de erva mate e marcela (1:1) apresentou o terceiro maior valor
de fendlicos totais (57,08+2,56 mg eq. dcido gélico/g extrato) e de flavondides (42,85+3,80
mg eq. (+)-catequina/g extrato), devido ao efeito positivo do extrato de erva mate na
composicdo da mistura. O menor conteido de flavondides foi encontrado no extrato de
prépolis sem dlcool (3,69+0,17 mg eq. (+)-catequina/g extrato) (tabela 04).

De acordo com Kahkonen et al. (1999), altas quantidades de fendis ndo

necessariamente significam ou se traduzem em alta atividade antioxidante. Os resultados
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encontrados neste trabalho para as andlises in vitro feitas nos extratos demonstram o
contrario, pois 0s extratos com maior conteido de fendlicos (tabela 04) apresentaram sempre

a maior atividade antioxidante (tabela 05).

5.2 Atividade Antioxidante

Os resultados obtidos para a atividade antioxidante estdo apresentados na tabela 5 e
nos graficos 3,4, 5,6¢e 7.

A acfo de seqiiestrar radicais livres é considerada um dos varios mecanismos de
antioxidacdo (SINI; DEVI, 2004). A atividade anti-radical foi verificada testando a habilidade
dos extratos em seqiiestrar o radical estivel DPPH. Esse método é fundamentado na redugéo
da solucdo alcodlica de DPPH na presenca do antioxidante doador de hidrogénio (AH) pela
formagdo da forma ndo-radicalar DPPH-H, pela reagdo: DPPH + AH — DPPH-H + A. O
DPPH restante medido apds um certo tempo corresponde inversamente a atividade de

seqiiestro do radical do antioxidante (KOLEVA et al., 2002).

Tabela 05 - Valores médios de ICsy (DPPH), ECs) (Poder de Reducio) e Capacidade Antioxidante Total
(Método Fosfomolibdénio) dos extratos de erva mate, marcela, da mistura dos extratos de erva mate e
marcela, do extrato de cha verde, do extrato de prépolis sem alcool e dos padr()es1

1Cs ECs Capacidade
Amostra DPPH Poder de redugio antioxidante total
mg/ml mg/ml wmol 4c. gélico/ g extrato
Prépolis >10 >10 3,50 + 0,54
Marcela 5,26 +0,02* 2,04 £ 0,06" 9,17 0,17
Mistura 1,90 +0,07° 1,07 £0,01° 26,08 + 1,70°
Erva mate 1,32 +0,04° 0,67 +0,02° 47,90 +0,79°
Cha verde 0,34 + 0,00 0,26 + 0,08° 182,52 +16,19°
BHA 0,0149 + 0,0002° 0,0070 + 0,0005° -
(+)-Catequina 0,0107 + 0,0006" 0,0057 + 0,0001" -
Acido gélico 0,0060 + 0,0002¢  0,0028 + 0,0000° -

! Valores apresentados como média + desvio padrio (n = 3)

*4 1 etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo procedimento GLM REGWQ
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De acordo com a definicdo de Sousa et al. (2007), quanto maior o consumo de DPPH
por uma amostra, menor serd seu ICsy e consequentemente maior a sua atividade antioxidante.
Portanto, os resultados obtidos para a atividade antioxidante utilizando-se o método do DPPH
mostram que, de todos os extratos avaliados, o extrato de chd verde foi o que apresentou
maior atividade antioxidante, o que estd de acordo com o reportado por Tang et al. (2002),
que verificaram que as catequinas do chd verde apresentaram maior poder de seqiiestro do
radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) em concentra¢des de 200 a 600 ppm (200 a 600
mg/kg).

O segundo extrato mais potente foi a erva mate, seguida pela mistura de erva mate e
marcela, da marcela e finalmente da prépolis sem dlcool, com menor atividade antioxidante
deste grupo (tabela 05). Todos os extratos apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre
Si.

Bixby et al. (2005) avaliaram a atividade antioxidante de vinhos e extratos aquosos de
marcela, cha verde, cha preto e erva mate verde e encontraram os melhores resultados para o
extrato de erva mate verde. Segundo estes autores o extrato aquoso de erva mate verde atua
como um potente captador de radicais livres. Carini et al. (1998) identificaram que a
capacidade de captar o radical livre DPPH pela erva mate estd na sua habilidade de transferir
o hidrogénio para este radical livre estidvel, e que sua atividade antioxidante é igual ou

superior ao acido clorogé€nico puro, ao dcido ascérbico e a vitamina E.
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Gréfico 03 - Atividade Antioxidante dos padrées acido galico, (+)-catequina e BHA pelo método de
Capacidade de seqiiestro do radical DPPH
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O 4cido gélico apresenta atividade antioxidante maior do que a catequina (flavondide)

(tabela 05), que contém cinco grupos hidroxilas em sua estrutura (RICE-EVANS et al., 1996).
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Grafico 4: Atividade Antioxidante dos extratos de erva mate, marcela, da mistura dos extratos de erva
mate e marcela, do extrato de cha verde e do extrato de propolis sem alcool pelo método de
Capacidade de seqiiestro do radical DPPH

A técnica do poder de redugdo define que o ECsy é a concentracido do extrato que
resultou em 0,5 de absorbdncia. Portanto, de forma andloga aos resultados obtidos pelo
método do DPPH, o extrato de cha verde apresentou novamente maior poder de reducio,
seguido na mesma ordem obtida pelo método do DPPH, pela erva mate, pela mistura de erva
mate e marcela, pela marcela e por ultimo, pelo prépolis sem dlcool, com menor poder de
reducdo (tabela 05). Todos os extratos apresentaram diferenga significativa (p<0,05) entre si

(tabela 05).
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Grafico 05 - Atividade Antioxidante dos padrdes acido galico, (+)-catequina e BHA pelo método do Poder
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Grafico 06: Atividade Antioxidante dos extratos de erva mate, marcela, da mistura dos extratos de erva
mate e marcela, do extrato de cha verde e do extrato de propolis sem alcool pelo método do
Poder de reducao

Os resultados obtidos com o método de capacidade antioxidante total estdo de acordo
com os resultados dos outros dois métodos. Da mesma forma, o extrato de cha verde foi o que
apresentou maior capacidade antioxidante total, diferente significativamente (p<0,05) em
relacdo a todos os outros extratos (tabela 05). O extrato de erva mate, da mistura de erva mate
e marcela, da marcela e do prépolis sem dlcool véem na seqii€ncia e nessa ordem, sendo que o

extrato de marcela ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) em relacdo ao extrato de
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prépolis (tabela 05). O bom resultado obtido para a mistura de extratos de erva mate e marcela

deve-se ao efeito positivo do extrato de erva mate na composi¢ao.
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Grafico 07- Capacidade Antioxidante Total (umol acido gailico/g extrato) dos extratos de erva mate,
marcela, da mistura dos extratos de erva mate e marcela, do extrato de cha verde e do extrato
de propolis sem alcool pelo método do Fosfomolibdénio

De acordo com Shahidi et al. (1992), antioxidantes fendlicos funcionam como
seqliestradores de radicais livres e como quelantes de metais, apresentando acdo tanto na
etapa de iniciacdo quanto na etapa de propagacdo durante o processo oxidativo. Entdo,
compostos fendlicos podem prevenir a oxidagao lipidica.

A validacdo de métodos analiticos para a determinacdo da atividade antioxidante de
extratos, juntamente com o desenvolvimento de procedimentos de extracdo eficientes sao
importantes ferramentas para o 6timo uso de antioxidantes provenientes de fontes naturais em
diferentes tipos de alimentos. A andlise da atividade antioxidante € importante pois auxilia na
selecdo dos extratos antioxidantes que podem ser usados em alimentos por serem efetivos

(SCHWARZ et al., 2001).
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5.3 pH

Os resultados obtidos para o pH estdo apresentados nas tabelas 6 e 7 e no grafico 8.
O pH da CMS € uma variavel que depende de varios fatores, dentre os quais o estado

de conservacdo da carne bem como de suas condi¢des microbioldgicas.
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Grifico 08 — Valores médios de pH da Carne Mecanicamente Separada (CMS) de frango sem adicio de
antioxidantes (controle negativo) e adicionada de extrato de erva mate (0,50%), extrato de
marcela (0,50%), da mistura dos extratos de erva mate e marcela (0,50%), do extrato de
proépolis sem alcool (0,10%), do extrato de cha verde (0,05%) e do antioxidante sintético BHA
(0,02% ), mantida sob refrigeracao de 0 a +4°C durante 10 dias.

Os valores médios de pH obtidos ficaram proximos de 6,4 a 6,5 nos diferentes
tratamentos utilizados. Estes resultados ficaram préximos aos valores encontrados por
Trindade et al. (2008), que variaram de 6,4 a 6,6 nos diferentes tratamentos com carne
mecanicamente separada (CMS) de matriz pesada de corte e de poedeira comercial branca,
ambos controles negativos, que foram estocadas durante 99 dias a -18°C, enquanto que
Pollonio (1994) encontrou valores de pH de 6,20 a 6,37 para carne mecanicamente separada
(CMS) de frango, controle negativo, estocada durante 6 meses.

As CMS apresentam normalmente valores de pH mais elevados, na faixa de 6,50 a

7,00, conseqiiéncia da relacdo carne-osso da matéria prima utilizada e da incorporacdo da
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medula éssea durante o processo de desossa mecanica (BERAQUET, 2000). Os valores de pH
da medula éssea sdo altos e variam de 6,80 a 7,40 (FIELD, 1988). Grunden et al. (1972)
encontraram valores de pH de 6,20 e 6,60 para CMS proveniente de galinha poedeira e de
dorso com pescogo de frango, respectivamente.

O comportamento do pH neste trabalho foi similar ao encontrado por Xavier e
Beraquet (1994) em termos de estabilidade durante a estocagem, onde CMS de frango
provenientes de dorso com caixa tordcica adicionadas da mistura de 0,01% de BHA+BHT e
0,01% de nitrito e armazenadas durante 10 dias sob refrigera¢do de 0 a +2°C apresentaram,
juntamente com o controle negativo, valores de pH de 6,65 a 6,75.

Os valores médios de pH encontrados para o tratamento com mistura dos extratos de
erva mate e de marcela foram superiores numericamente (6,52) aos demais tratamentos, mas
ndo diferiram significativamente (p>0,05) em relacdo ao segundo maior valor de pH obtido,
que ocorreu no tratamento com extrato de marcela (valor médio de 6,51) (tabela 06).

De acordo com Kumar et al. (1986), quanto maior o valor do pH, maior a oxidacdo
lipidica. Os resultados obtidos neste trabalho estdo em desacordo com essa afirmacdo, uma
vez que o maior valor de pH ocorreu no tratamento com a mistura de extratos de erva mate e
marcela, e esse tratamento apresentou o segundo menor valor médio de TBARS durante a
estocagem da carne mecanicamente separada (CMS) de frango.

Na tabela 6, observa-se que os valores médios de pH encontrados em todos os
tratamentos foram numericamente muito préximos e ndo apresentaram grandes variacdes ao
longo dos 10 dias de estocagem (os valores variaram de 6,38+0,01 a 6,56+0,02).

O tratamento com a mistura de extratos de erva mate e marcela apresentou o maior
(p<0,0001) valor médio de pH (6,52) em relagdo ao tratamento controle negativo (tabela 07).
Avaliou-se a influéncia do tempo nos diferentes tratamentos e observou-se ndo houve

diferenca significativa (p>0,05) entre o dia zero e o décimo dia de andlise (tabela 07).

5.4 Indice de TBARS

Os resultados obtidos para TBARS estdo apresentados nas tabelas 6 e 7 e no grafico 9.
O teste de TBARS quantifica malonaldeido, um dos principais produtos da
decomposi¢do dos hidroperéxidos de acidos graxos poliinsaturados, formado durante o

processo oxidativo.
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Em relagdo aos valores médios de TBARS apresentados na tabela 6, observa-se que a
aplicacdo dos extratos naturais proporcionou melhores resultados em relacdo a estabilidade
oxidativa da carne quando comparada ao tratamento controle negativo (sem adi¢do de
antioxidantes), apresentando diferenca significativa em relag@o a esse dltimo (p<0,05).

O tratamento com extrato de marcela foi o que apresentou melhor performance, nao
apresentando diferenca (p>0,05) em relagcdo ao tratamento com BHA (controle positivo). O
efeito da aplicacio do BHA foi notadamente melhor até o oitavo dia, pois apresentou os
menores valores médios de TBARS em relacdo aos outros tratamentos e portanto promoveu
maior estabilidade oxidativa da carne nesse periodo. Porém, no décimo dia apresentou um
aumento expressivo no valor médio de TBARS, provavelmente indicando sua perda de
atividade a partir desse dia (tabela 06).

Os extratos de marcela (0,034), o antioxidante sintético BHA (0,049), e o tratamento
com a mistura de extratos de erva mate e marcela (0,054) apresentaram os menores valores
médios do periodo de monitoramento para TBARS, e ndo diferiram significativamente
(p>0,05) entre si (tabela 06). Os baixos valores médios de TBARS apresentados no
tratamento da mistura de ervas devem-se ao efeito positivo da marcela na composicao.

A aplicacdo demonstrou que os extratos naturais que apresentaram baixa atividade
antioxidante (tabela 05) in vitro proporcionaram os melhores resultados na estabilidade da
oxidacdo lipidica da carne mecanicamente separada de frango (tabela 06) em relagdo aos
extratos naturais que apresentaram alta atividade antioxidante.

Uma vez que os valores das substincias reativas ao acido 2-tiobarbitiirico (TBARS)
representam o contetido dos produtos secunddrios (principalmente aldeidos) formados durante
a oxidacdo lipidica e contribuem para a perda de odores em alimentos (WANASUNDARA,;
SHAHIDI, 1998), pode-se dizer que o extrato natural de marcela teve um efeito marcante na
reducdo dos compostos formados pela oxidagdo lipidica. Seu efeito foi o melhor em relagdo a
todos os outros extratos naturais e em relacdo ao antioxidante sintético BHA (tabela 06).
Segundo esses mesmos autores, antioxidantes naturais podem ser mais eficientes do que

antioxidantes sintéticos.



Tabela 06. Valores médios de TBARS e de pH da Carne Mecanicamente Separada (CMS) de frango mantida sob refrigeracio de 0 a +4°C durante 10 dias:
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Dia de estocagem'

Tratamento Média
0 2 4 6 8 10
TBA (mg malonaldeido/Kg CMS)
Controle 0,093+0,051 0,07740,025°  0,247+0,015*  0,290+0,053*  0,393+0,025"  0,443+0,035* | 0,257
Prépolis 0,043+0,040 0,000+£0,000°  0,153+0,025"  0,153+0,025"  0,160+0,010°  0,130+0,000" | 0,107°
Marcela 0,0000,000 0,00040,000°  0,033+0,006°*  0,053+0,015°°  0,033+0,026°  0,083+0,015' | 0,034
Mistura 0,0000,000 0,000+£0,000°  0,083+0,006°  0,060+0,017%°  0,053+0,015°  0,127+0,012" | 0,054
Erva mate 0,030+0,052 0,003+0,003°  0,263+0,040°  0,250+0,010°  0,247+0,015"  0,257+0,021° | 0,175
Chi verde 0,037+0,015 0,063+0,021°  0,080+0,020°  0,090+0,010°  0,110+0,026"  0,183+0,021° | 0,094°
BHA 0,0300,026 0,04740,025°  0,010£0,017°  0,013+0,006°  0,016+0,007°  0,177+0,015° | 0,049"
pH
Controle 6,40+0,01° 6,40+0,01° 6,42+0,03%¢ 6,41+0,01° 6,41+0,02° 6,43+0,05° 6,41°
Prépolis 6,50+0,00° 6,50+0,01° 6,510,01° 6,400,014 6,49+0,02*° 6,53+0,06" 6,49°
Marcela 6,54+0,01° 6,55+0,01° 6,54+0,01*° 6,39+0,01¢ 6,51+0,02° 6,55+0,01° 6,51°
Mistura 6,56+0,01° 6,56+0,02° 6,56+0,01" 6,42+0,01° 6,51+0,01° 6,54+0,03" 6,52°
Erva mate 6,41£0,01° 6,44+0,01¢ 6,40£0,01¢ 6,41+0,01"° 6,41£0,02° 6,44+0,01"° 6,42
Ché verde 6,45+0,01¢ 6,45+0,01 6,39+0,02 6,39+0,01¢ 6,38+0,01° 6,43+0,01° 6,41¢
BHA 6,49+0,01° 6,47+0,01°¢ 6,44+0,01° 6,45+0,01° 6,46+0,00° 6,51+0,01*" 6,47°

" Valores apresentados como Média + Desvio padrio (n = 3). *° Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo procedimento GLM REGWQ
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Tabela 07 - Efeito de extratos naturais sobre os valores médios de TBARS, de pH e da cor superficial (L’
a’, b") da Carne Mecanicamente Separada (CMS) de frango mantida sob refrigeracio de 0 a +4°C

durante 10 dias:

Efeito TBARS
pH L* a* b*
mg MA/Kg CMS
Tratamento
Controle 0,257° 6,41¢ 46,28° 19,79* 16,78*
Prépolis 0,107¢ 6,49° 45,930 19,42¢ 15,45°
Marcela 0,034¢ 6,51° 46,34° 16,91¢ 16,75
Mistura 0,054¢ 6,52¢ 46,14*° 16,03° 16,64%
Erva mate 0,175° 6,424 45,43° 16,38° 16,89*
Ché verde 0,094° 6,41¢ 46,17*° 18,64 16,63"
BHA 0,049° 6,47 46,81° 17,41°¢ 16,26™°
Tempo (dia)
0 0,033¢ 6,48" 47,07° 19,86° 15,21¢
2 0,027¢ 6,48" 46,81° 19,37° 16,86*°
4 0,124¢ 6,46° 46,66 17,81° 17,31*
6 0,130"° 6,41° 44.97° 17,36°¢ 16,63*°
8 0,145° 6,45° 46,10*° 16,17° 16,61*°
10 0,200° 6,49* 4533%¢ 16,20° 16,29°
Trat. Keksk Keksk £ Keksk sk
Tempo keksk Keksk sksksk Keksk skksk
Tmt.xTempo Keksk Keksk skksk Keksk sk

*p <0,05; **p < 0,01; #*¥p < 0,0001

4 Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo procedimento GLM REGWQ
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Encontrar um antioxidante natural equivalente a um antioxidante sintético é
importante para a saiude humana, pois alguns antioxidantes sintéticos tém atividade
carcinogénica e seu uso na industria de alimentos é maior ou mesmo predominante em relagio
ao uso do antioxidante natural (BOZKURT, 2006).

Segundo Chen et al. (1996), as caracteristicas de inibicdo da oxidac¢do dos extratos
dependem do ndmero total e da posicdo dos grupos hidroxilas nos anéis aromaticos.
Dependendo do sistema em que serd aplicado (aquoso ou emulsdo), pode trazer resultados
distintos, de acordo com sua hidrofobicidade ou hidrofilicidade, que podem favorecer ou
mesmo atrapalhar a distribuicdo das quantidades de flavondides nesses sistemas. Esse
conceito pode explicar a performance da aplicagcdo do extrato de prépolis sem dlcool na CMS
de frango, pois mesmo apresentando o menor conteidos de flavondides in vitro (3,69+0,17
mg eq. (+)-catequina/g extrato - tabela 04), obteve resultados de TBARS melhores que
aqueles obtidos com o tratamento com extrato de erva mate (tabela 06).

De forma andloga, a explicagdo para o excelente resultado na estabilidade oxidativa da
CMS de frango quando tratada com extrato de marcela (tabela 06) pode estar nas pesquisas
feitas por Frankel et al., (1994), Frankel (1996) e Frankel et al., (1996a). Tais pesquisas giram
em torno do chamado paradoxo polar, e sugerem que nos sistemas de emulsdo 6leo em agua,
os antioxidantes hidrofébicos estdo situados no 6leo e na interface 6leo/dgua, onde exercem
mais protecdo do que os antioxidantes hidrofilicos. Os antioxidantes hidrofilicos que estdo na
fase aquosa ndo conseguem proteger os lipidios na interface dleo/dgua. Extrapolando esse
conceito, o extrato de marcela utilizado neste trabalho pode conter mais constituintes
hidrofébicos que o extrato de erva mate, por exemplo. Os mecanismos dessas reacdes
precisam ser melhor investigados.

Os resultados deste estudo mostram que, de todos os tratamentos com extratos
naturais, o que utilizou o extrato de erva mate foi o que apresentou, a partir do quarto dia de
estocagem, os maiores valores de TBARS (tabela 06). Apesar dos altos valores de TBARS,
esses ainda estdo abaixo dos resultados obtidos com o tratamento controle (sem antioxidante)
e portanto, ndo podemos considerar que o extrato de erva mate teve efeito pro-oxidante, mas
devemos levar em consideragdo que os constituintes da clorofila presentes neste extrato
podem ter efeito catalitico no sistema carneo em questdo. Tal fato foi apresentado por
Wanasundara e Shahidi (1998), que concluiram haver diferengas importantes no
comportamento oxidativo de diferentes 6leos marinhos tratados com diferentes aplicacdes de
extratos de cha verde com e sem clorofila, sendo que o primeiro apresentou efeito pro-

oxidante em ambos os dleos e o extrato declorofilizado (acima de 200 ppm) apresentou
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excelente atividade antioxidante, sendo mais efetivo que o BHA, BHT e a-tocoferol, nas

mesmas condi¢des.
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Grafico 9: Valores médios de TBARS (mg MA/kg) da Carne Mecanicamente Separada (CMS) de frango
sem adicio de antioxidantes (controle negativo) e adicionada de extrato de erva mate (0,50%),
extrato de marcela (0,50% ), da mistura dos extratos de erva mate e marcela (0,50%), do extrato
de propolis sem alcool (0,10%), do extrato de cha verde (0,05%) e do antioxidante sintético
BHA (0,02%), mantida sob refrigeracio de 0 a +4°C durante 10 dias.

Counsell e Hornig (1981 apud TRINDADE et al., 2008) relataram que odores de ranco

podem ser detectados por provadores treinados e ndo treinados com TBARS na faixa de 0,5 a

1,0 e 0,6 a 2,0 mg malonaldeido / kg de amostra, respectivamente. Todos os resultados de

TBARS obtidos em todos os tratamentos neste trabalho estdo abaixo desses valores minimos

(0,5 e 0,6 mg malonaldeido / kg de amostra), mas apesar desses baixos valores, ainda assim se

percebeu alteracdo de odor nas amostras, o que estd em desacordo com o relatado por estes

autores.

No quarto dia de andlise identificou-se um suave e pontual odor de rango na amostra

tratada com extrato de erva mate, que se repetiu nos dias de andlise subseqiientes. O mesmo

foi observado para o controle negativo e para os tratamentos com extratos de marcela, da

mistura, com prépolis sem dlcool a partir do sexto dia de estocagem. O tratamento com
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prépolis apresentou odor extremamente acentuado no décimo dia de andlise, caracteristico de
produto impréprio para uso.

De acordo com Osawa et al., (2005), em alguns casos o melhor a se fazer € treinar uma
equipe de provadores para discriminar alteracdes sensoriais do produto e aplicar a
metodologia de TBARS, correlacionar as notas atribuidas pela equipe com os valores obtidos
para TBARS e estabelecer entdo os parametros de qualidade definidos por essa correlacio.

Notou-se que no dltimo dia do monitoramento houve uma reducdo no valor de
TBARS encontrado para o tratamento do extrato de prépolis sem dlcool, o que ndo ocorreu
para os outros tratamentos (tabela 06). Alguns estudos t€ém demonstrado um aumento nos
valores de TBARS até certo ponto durante o periodo de estocagem, seguido entdo pela
reducdo desses valores (BABIJI et al.,, 1998). Igene e Pearson (1979) estabeleceram que,
durante a avaliac@o da oxidacdo lipidica em alimentos estocados, o decréscimo dos valores de
TBARS ocorrem provavelmente devido a interagdes entre o malonaldeido e as proteinas.

O tratamento com extrato de marcela apresentou o menor valor (p<0,0001) de TBARS
em CMS de frango quando comparado a todos os demais tratamentos (tabela 07). O extrato de
cha verde apresentou o quarto menor valor médio de TBARS, sendo este valor
estatisticamente igual (p>0,05) ao obtido pelo tratamento com extrato de prépolis sem alcool
(tabela 07).

Hassan e Fan (2005) estudaram os efeitos do extrato de cha verde e de diferentes
concentragdes do extrato das folhas do cacau na estabilidade oxidativa da carne
mecanicamente separada de frango cozida e conservada a 4°C durante 4 semanas. Aplicaram
também na carne uma mistura dos antioxidantes sintéticos BHA/BHT para melhor
comparagdo dos resultados. O chd verde apresentou durante todo o periodo de estocagem,
valores de TBARS muito préximos aos encontrados para a mistura de BHA/BHT, e esses
valores foram bem menores do que os encontrados para o controle negativo (sem
antioxidante). Apesar das diferencas entre os modelos cdrneos utilizados, neste trabalho o
tratamento com extrato de chd verde também apresentou resultados de TBARS bem menores
em relacdo aos encontrados para o controle negativo (sem antioxidante) (tabela 06).

Terra et al. (2000) verificaram os efeitos antioxidantes do extrato de cha preto, extrato
de alecrim e do lactato de sédio em carne mecanicamente separada de frango, conservada por
15 dias a 5°C e constataram que todas as amostras apresentaram valores de TBARS inferiores
ao controle negativo (sem antioxidante), sendo que o chd preto apresentou a segunda melhor
acdo antioxidante. Milani et al. (2001) estudaram os efeitos antioxidantes dos extratos

alcodlicos e metandlicos do chd verde, chd preto e de erva mate em carne mecanicamente
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separada de frango, conservada a 5°C e a -25°C e observaram que todos os extratos
demonstraram acdo antioxidante quando comparados com a amostra controle (sem
antioxidantes). Os resultados encontrados por Terra et al., (2000) e Milani et al., (2001)
reforcam o que também foi encontrado nesse trabalho, ou seja, a adicdo de extratos naturais
na CMS favorecem a estabilidade oxidativa dessa carne, identificada pelos baixos valores de
TBARS em relac@o ao controle negativo (sem antioxidante).

Avaliou-se a influéncia do tempo nos diferentes tratamentos, € observou-se o aumento
dos valores de TBARS ao longo do periodo de estocagem. O resultado do décimo dia de

estocagem foi o maior e diferente significativamente (p<0,05) dos demais dias (tabela 07).

5.5 Indice de Peréxido

O indice de peréxido ¢ um método largamente utilizado para determinar os estagios
iniciais de oxidagdo lipidica em CMS. Esse método foi utilizado nesse projeto para todos os
tratamentos, o resultado foi o mesmo em todos os dias de andlise e igual a zero. Alguns
fatores podem ter contribuido para este bom resultado, como o fato dos extratos mostrarem
forte protecdo contra a oxidagdo mas também pela qualidade inicial da amostragem da carne,
pelas excelentes condi¢cdes de embalagem e temperatura de estocagem. O resultado obtido
estd dentro do padrio estabelecido pela Legislacdo vigente para a Carne Mecanicamente

Separada de Ave (BRASIL, 2000a).

5.6 Cor L*, a*, b* e Fotos

Os resultados obtidos para a luminosidade (L*), cor vermelha (a*) e cor amarela (b¥)
na superficie e na parte interna da carne mecanicamente separada (CMS) de frango estdo
apresentados nas tabelas 7, 8 e 9, respectivamente. As fotos de cada tratamento ao longo do
periodo de monitoramento sdo apresentadas nas figuras 12, 13, 14 e 15.

De acordo com o diagrama de Hunter (Pereira, 2002), quanto mais altos forem os

valores de L* (mais proximos de 100) mais palida serd a carne analisada.
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Os valores de luminosidade (L*) na superficie da carne mecanicamente separada
(CMS) de frango em todos os tratamentos ndo variaram muito (tabela 08). A média dos
valores de L* encontrados no periodo de 10 dias de monitoramento mostraram diferenga
significativa (p<0,05) entre os tratamentos com extrato de erva mate e o antioxidante sintético
BHA, nao havendo diferenca significativa (p>0,05) para os demais extratos, quando
comparados entre si (tabela 08). Numericamente, os valores encontrados para todos os
tratamentos ficaram muito proximos.

Com seis dias de monitoramento notou-se que no tratamento com extrato de erva mate
e no tratamento controle negativo (sem antioxidante) ocorreu reducdo nos valores de L* em
relacdo aos outros dias de andlise (tabela 08). O mesmo ocorreu para o tratamento com extrato
de propolis sem dlcool no décimo dia (tabela 08). Teoricamente, essa reducdo do valor de L*
significa que a carne estd mais ‘escura’. Quando comparamos os resultados de luminosidade
(L*) encontrados (tabela 08) com as fotos (figuras 12 e 13), observou-se ndo haver uma
correlacdo entre as informagdes, uma vez que o tratamento com prépolis sem dlcool no
décimo dia estd com coloracdo extremamente rosada/vermelho purpura (figura 12) e os
tratamentos controle negativo (sem antioxidantes) e o com extrato de erva mate t€m sua
superficie com coloragdo bem diferente do tratamento com extrato de prépolis sem alcool
(coloragdo marrom-esverdeado) (figura 13).

Apesar de ndo haver aparente correlagdo neste caso, de acordo com o proposto por
Stewart et al., (1965), se avaliarmos a razdo a*/b* para esses trés tratamentos nas datas de
andlise mencionadas anteriormente, vamos encontrar que o tratamento com extrato de
prépolis sem dlcool € o que apresenta maior teor de oxiomioglobina, ou seja, carne de
coloracdo vermelho vivo, o que pode ser observado de forma clara na foto do produto.

Os valores médios de cor vermelha (a*) analisados na superficie da carne
mecanicamente separada ao longo dos 10 dias de estocagem sao apresentados na tabela 08. Os
valores de a* para todos os tratamentos ndo diferiram estatisticamente entre si (p>0,05)
durante os 10 dias de estocagem. Observou-se que no dia zero todos os tratamentos
apresentaram valores de a* numericamente muito préximos, ou seja, uma coloracio vermelha
mais intensa, mas sem diferenca significativa (p>0,05). Nos periodos finais do monitoramento
observou-se uma tendéncia na reducdo da intensidade da cor vermelha das amostras, exceto
para o tratamento com extrato de prépolis sem dlcool, onde ocorreu o efeito contrario. A
oxidacdo dos pigmentos heme ¢é fator determinante na oxidacdo lipidica da carne

z

mecanicamente separada de frango, onde a diminuicdo dos pigmentos heme ¢ altamente
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correlacionada com a redugdo do valor a* ou seja, da intensidade da cor vermelha
(POLLONIO, 1994).

A média do periodo mostra ndo haver diferenca significativa para os valores de a*
(p>0,05) entre os tratamentos com extrato de marcela, erva mate e da mistura, apresentando
valores numericamente muito préximos (tabela 08). Os tratamentos com o BHA e ché verde
ndo diferiram (p>0,05) entre si. Da mesma forma, também ndo houve diferenca significativa
(»>0,05) entre os tratamentos controle negativo e propolis (tabela 08), o que estd em
desacordo com o registrado nas fotos para esses dois tratamentos (figura 12). Portanto, a
avaliagdo da cor vermelha a* pelos resultados médios parece ndo ser a melhor forma de
afirmar ou mesmo de estabelecer diferencas ou nio entre os tratamentos, uma vez que
divergem do que foi avaliado através do colorimetro e do que foi registrado nas fotos.

A reducgdo do valor de a* na superficie da carne mecanicamente separada (CMS) de
frango no tratamento com chd verde pode ser explicada pelo fato de que as catequinas
presentes neste produto causaram descoloragdo possivelmente pela combinagdo com o ferro
da mioglobina e retardaram a oxidacdo lipidica, pois reagiram com os radicais livres
(MITSUMOTO et al., 2005).

O comportamento encontrado para os valores de L* na regido interna das amostras de
carne mecanicamente separada (CMS) de frango (tabela 09) foi similar ao encontrado para os
valores de L* na superficie das amostras (tabela 08), quanto a ndo apresentar diferenca
significativa entre os tratamentos durante os 10 dias de estocagem.

Importante notar que os valores de L* registrados para a parte interna (tabela 09) da
carne foram mais elevados que os encontrados na superficie (tabela 08). De forma andloga, o
mesmo foi observado nos valores de a*, também ligeiramente mais altos na parte interna
(tabela 09) do que os encontrados na superficie da carne (tabela 08), denotando portanto uma
coloragdo vermelha mais intensa no interior das amostras analisadas (fotos 14 e 15).

Isso pode ser explicado pelo fato da CMS ter apresentado durante o periodo de
estocagem, de forma mais evidente e perceptivel visualmente a oxidag¢do na superficie da
carne, ao passo que no seu interior esse processo ocorreu de forma mais lenta e as pequenas
por¢cdes mais claras, identificadas como gordura e/ou membranas predominaram nas
amostras, aumentando os valores de L* na leitura objetiva da cor.

Avaliou-se a influéncia do tempo nos valores de a* para os diferentes tratamentos
(tabela 07), e observou-se a redugdo deste pardmetro durante todo o periodo. A cor vermelha
(a*) da carne mudou, e no oitavo e décimo dias de estocagem foram diferentes (p<0,05) da

condicdo inicial obtida no dia zero de andlise.
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Na literatura encontra-se com mais freqiiéncia informacdes relativas a andlise e
padrdes de cor L*, a*, b* em musculos integros e em produtos carneos industrializados. Nao
foram encontradas na literatura informagdes que definam um padrdo de cor L*, a*, b* bem
como um padrdo da razdo a*/b* em carne mecanicamente separada (CMS) de frango em

condicdes iguais ou similares as utilizadas neste projeto.
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Tabela 08 — Valores médios para a Luminosidade (L*), cor vermelha (a”) e cor amarela (b") na superficie da Carne Mecanicamente Separada (CMS) de frango
mantida sob refrigeracao de 0 a +4°C durante 10 dias:

Dia de estocagem'

Tratamento Média
0 2 4 6 8 10
L* (Luminosidade)
Controle 46,53+£2,03 47,60+0,40 47,17£1,59 42,80£1,93 47,10£1,06 46,50+2,36 46,28
Propolis 48,70+0,36 46,1340,95 45,77+0,61 46,50+0,56 45,5740,45 42,93+0,51 45,93
Marcela 46,23+0,15 49,10+1,44 45,97+0,58 44,73+1,36 46,17+0,38 45,83+0,64 46,34
Mistura 46,37+£1,16 45,70+2,34 46,37+0,97 46,57£1,50 45,60+0,53 46,23£1,60 46,14
Erva mate 46,50+0,53 46,13+1,10 47,37+1,08 41,90+2,16 46,57+1,91 44,10+0,75 45.43°
Chad verde 47,33+0,84 46,60+1,15 46,03+1,55 44,97+0,71 45,40+0,30 46,70£1,68 46,17
BHA 47,83+0,80 46,40+0,10 48,00+0,56 47,33£1,20 46,27+0,76 45,03+0,45 46,81°
a* (vermelho)
Controle 21,50+0,85 21,20+1,85 22,80+1,15 18,27+0,75 19,00+1,81 15,97+2,23 19,79*
Prépolis 19,80+0,52 19,67+0,51 18,00+0,75 18,97+2,05 18,67+4,21 21,4040,96 19,42*
Marcela 19,37+0,59 19,23+0,45 16,50+0,56 17,57+2,19 13,40+0,70 15,37+1,07 16,91°
Mistura 18,97+2,91 16,20+1,67 17,87+1,66 16,00+1,67 13,20+0,89 13,93+0,81 16,03¢
Erva mate 19,2740,35 19,43+1,99 15,90+1,66 16,83+2,02 13,73%2,06 13,13+0,90 16,38°
Chd verde 20,37+0,80 20,40+1,47 16,70+0,62 17,30+1,28 19,87+1,36 17,20+1,04 18,64
BHA 19,77+1,34 19,47+1,44 16,90+0,26 16,63+2,41 15,33+2,05 16,37+1,36 17,41
b* (amarelo)
Controle 14,87+1,06 17,23+1,46 18,00+1,81 16,67+0,72 17,37+0,78 16,57+0,35 16,78"
Propolis 15,23+1,21 15,43+2,02 17,43+0,49 16,70+0,56 15,70+0,66 12,20+4,40 15,45
Marcela 15,70+0,26 15,90+0,10 17,40+0,60 16,40+0,75 17,27+0,23 17,83+1,10 16,75
Mistura 15,40+0,50 16,80+0,21 18,17+0,71 16,27+1,25 16,10+0,82 17,10+0,92 16,64"
Erva mate 15,97+0,35 18,27+0,49 17,37+0,64 16,47+1,91 16,93+0,67 16,33+0,60 16,89"
Chd verde 14,93+0,15 17,77+1,32 16,53+0,76 16,67+0,93 16,43+1,00 17,43+0,21 16,63"
BHA 14,40+0,60 16,60+0,20 16,30+0,78 17,23+0,76 16,47+1,36 16,57+0,81 16,26

'Valores apresentados como Média + Desvio padrio (1 = 3)

*¢ Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p < 0,05) pelo procedimento GLM REGWQ
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Tabela 09. Valores médios para a Luminosidade (L*), cor vermelha (a”) e cor amarela (b*) na parte interna da Carne Mecanicamente Separada (CMS) de frango

mantida sob refrigeracao de 0 a +4°C durante 10 dias:

Dia de estocagem'

Tratamento Média
0 2 4 6 8 10
L* (Luminosidade)
Controle 48,37£2,05 47,70+1,21 48,20+£1,05 48,77+£1,12 47,93£1,55 47,30+0,70 48,04
Propolis 48,90+1,81 47,67+1,43 47,23+1,42 48,50+0,79 48,53+0,68 46,37+2,63 47,87
Marcela 47,80+2,46 46,43£1,83 49,83+0,85 50,47+1,16 49,43+0,74 48,17+0,87 48,69
Mistura 48,73+0,85 48,77+£2,27 49,20+0,89 47,53+£1,67 48,33+0,84 48,37+1,24 48,49
Erva mate 48,03+£1,12 48,87+0,50 47,80+0,53 48,80+2,18 50,10+0,92 47,77+1,10 48,56
Chd verde 48,70+0,30 50,23+£1,16 48,30+0,46 48,10+0,66 47,57+0,15 48,77+1,45 48,59
BHA 50,03+0,57 48,57+2,76 47,10+0,78 47,90£1,08 47,47£1,70 48,03£1,20 48,18
a* (vermelho)
Controle 19,43+1,79 21,63+1,14 22,00+0,35 20,90+0,98 21,57+0,49 19,10+1,76 20,77%
Propolis 17,67+1,44 18,77£0,74 19,87+1,15 17,27+0,49 20,30+2,10 19,57+1,62 18,91°
Marcela 17,03+0,45 18,10+0,60 17,93+0,51 17,73+0,21 16,10+0,92 19,37+1,10 17,71°
Mistura 15,73+1,39 17,37+0,83 17,70+1,32 16,33+2,98 19,20+2,01 18,43+2,40 17,46°
Erva mate 18,07+1,33 19,60+0,50 18,27+1,40 18,40+1,23 17,67+0,15 18,63+1,56 18,44°¢
Chd verde 19,90+0,46 19,33+1,29 20,40+0,78 19,33+0,46 19,10+1,11 19,0042,61 19,51°
BHA 18,67+1,00 19,97+1,12 19,47+1,00 19,17+0,64 18,53+0,83 19,67+1,06 19,24
b* (amarelo)
Controle 14,47+1,61 16,47+1,44 16,47+0,40 16,20+0,53 15,80+1,04 17,3340,35 16,12*
Propolis 13,43+1,68 14,33+0,75 15,30+0,26 14,00+0,30 15,93+1,80 15,27+1,46 14,71°
Marcela 14,50+0,66 16,77+1,89 16,13+0,32 15,87+0,85 17,00+0,62 16,57+0,38 16,14*
Mistura 14,10+0,46 15,53+0,21 15,63+0,06 15,87+1,07 17,13+£2,32 16,67+1,82 15,82%°
Erva mate 14,43+1,47 15,30+0,56 16,23+0,72 15,77+0,45 16,53+0,64 16,67+0,84 15,82
Chd verde 14,27+0,67 14,87+0,51 14,93+0,12 14,87+0,21 14,70+0,56 16,70+0,79 15,06
BHA 14,20+1,87 14,80+1,04 14,93+1,07 14,30+0,56 14,17+1,55 15,1340,57 14,59¢

" Valores apresentados como Média + Desvio padrio (1 = 3)
*¢ Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo procedimento GLM REGWQ
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Controle Negativo (sem antioxidante)

Extrato de Cha verde

Controle Positivo (BHA)

Extrato de Prépolis sem dlcool

Figura 12: Fotos da superficie da Carne Mecanicamente Separada (CMS) de Frango, pertencentes aos
tratamentos controle negativo (sem antioxidante), controle positivo (BHA), com extrato de cha verde e
com extrato de propolis sem alcool nos dias 0, 2, 4, 6, 8 e 10 de estocagem sob refrigeracao de 0 a +4°C.
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Controle Negativo (sem antioxidante)

Controle Positivo (BHA)

Extrato de Erva mate

Extrato de Marcela

Mistura dos Extratos de Erva e Marcela

Figura 13: Fotos da superficie da Carne Mecanicamente Separada (CMS) de Frango, pertencentes aos

tratamentos controle negativo (sem antioxidante), controle positivo (BHA), com extrato de erva mate,

com extrato de marcela e com a mistura dos extratos de erva mate e marcela nos dias 0, 2, 4, 6, 8 e 10
de estocagem sob refrigeracio de 0 a +4°C.
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Controle Negativo (sem antioxidante)

Controle Positivo (BHA)

Extrato de Cha verde

Extrato de Prépolis sem dlcool

Figura 14: Fotos da parte interna da Carne Mecanicamente Separada (CMS) de Frango, pertencentes
aos tratamentos controle negativo (sem antioxidante), controle positivo (BHA), com extrato de cha verde
e com extrato de prépolis sem alcool nos dias 2, 4, 6, 8 e 10 de estocagem sob refrigeraciao de 0 a +4°C.
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Controle Negativo (sem antioxidante)

Controle Positivo (BHA)

Extrato de Erva mate

Extrato de Marcela

Mistura dos Extratos de Erva e Marcela

Figura 15: Fotos da parte interna da Carne Mecanicamente Separada (CMS) de Frango, pertencentes
aos tratamentos controle negativo (sem antioxidante), controle positivo (BHA), com extrato de erva mate,
com extrato de marcela e com a mistura dos extratos de erva mate e marcela nos dias 2, 4, 6, 8 e 10 de
estocagem sob refrigeracio de 0 a +4°C.
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5.7 Estabilidade Microbiologica

Os resultados obtidos para contagem de Aerébios Mesofilos Totais, Coliformes totais,
E. coli, Bactérias lacticas e C. perfringens estdo apresentados nos graficos 10, 11, 12, 13 e 14
e na tabela 10.

Pelos resultados apresentados no gréafico 10, pode-se dizer que a contagem média de
Aerobios Mesofilos Totais aumentou para todos os tratamentos ao longo do periodo de
estocagem. Notou-se a partir do sexto dia um aumento mais expressivo para o tratamento com
extrato de erva mate, fato este também observado para os outros tratamentos (exceto para o
controle negativo) a partir do oitavo dia de estocagem.

O tratamento com extrato de propolis apresentou contagem média mixima para
Aerébios Mesoéfilos Totais de 6,747+0,042 log;o UFC/g durante o periodo de 10 dias de
estocagem. Este foi o valor mais alto encontrado para esse microrganismo, seguido pelo
tratamento controle (6,678+0,010 log;o UFC/g). Esses valores maximos foram encontrados no
décimo dia de estocagem, sendo que na mesma data o menor valor obtido (6,368+0,022 log;
UFC/g) foi para o tratamento controle positivo (BHA). Todos esses valores ndo diferiram
(p>0,05) significativamente entre si.

Ostovar et al.,, (1971 apud FRONING, 1981) examinaram a carne mecanicamente
separada de pescoco e dorso de frango em relacdo a contagem de Aerdbios Mesofilos Totais,
Coliformes fecais, Salmonella e C. perfringens, processada de duas diferentes formas. A
carne que foi desossada imediatamente apds processamento/desossa manual das aves
(processo convencional) apresentou aumento da contagem de Aerdbios Mesdfilos Totais
durante a estocagem a 3°C. A contagem de Coliformes fecais foi alta para todas as amostras e
se manteve alta durante o armazenamento a 3°C. A refrigeracio reduziu substancialmente a
contagem de Coliformes fecais. De um total de 54 amostras, seis amostras estavam
contaminadas com Salmonella e quatro apresentaram presenga de C. perfringens. Este
trabalho apresentou resultado similar ao encontrado por Ostovar et al. (1971) em relacdo a
contagem de Aerdbios Mesoéfilos Totais, j4 que a contagem média deste microrganismo
aumentou durante o armazenamento de 0 a +4°C durante 10 dias, mas resultados diferentes e
melhores para Salmonella, pois ndo foi detectada a presenca desse microrganismo em

nenhuma amostra durante todo o periodo de estocagem.
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Grafico 10: Contagem média de microrganismos Aerdbios Meséfilos Totais (Logjg UFC/g) em Carne
Mecanicamente Separada (CMS) de frango sem adicao de antioxidantes (controle negativo) e
adicionada de extrato de erva mate (0,50%), extrato de marcela (0,50%), da mistura dos
extratos de erva mate e marcela (0,50%), do extrato de prépolis sem alcool (0,10%), do
extrato de cha verde (0,05%) e do antioxidante sintético BHA (0,02%), mantida sob
refrigeracio de 0 a +4°C durante 10 dias.

As menores contagens médias de Aerdbios Mesofilos Totais do periodo foram
apresentadas pelo tratamento da mistura de extratos de erva mate e marcela, que apresentou
reducdo significativa (p<0,05) em relag@o ao controle negativo (tabela 10). Os tratamentos da
mistura de ervas e controle positivo (BHA) ndo sdo diferentes estatisticamente (p>0,05) entre
si (tabela 10). Este bom resultado obtido pela mistura é devido ao efeito positivo do extrato da
marcela na mistura. Importante notar que o tratamento com a mistura de extratos apresentou
no sexto dia, contagem média de Aerdbios Mesofilos Totais menores que aquelas
apresentadas pelos seus componentes isolados (grafico 10), o que pode indicar algum efeito
sinergistico entre os extratos utilizados nessa mistura. O tratamento com extrato de erva mate
apresentou a maior contagem média do periodo, diferindo (p<0,05) de todos os demais
tratamentos (tabela 10). Muitos compostos fendlicos sdo adicionados em alimentos como
agentes antioxidantes e/ou antimicrobianos (ATROSHI et al., 2003). Mas a natureza lipofilica

dos fendis pode reduzir suas propriedades antimicrobianas (BARANOWSKI; NAGEL, 1984),
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o que pode explicar o fato de alguns extratos ndo apresentarem efeito positivo frente a alguns
microrganismos.

A avaliagdo dos resultados da contagem média de Aerdbios Mesoéfilos Totais pelo
tempo mostra que ndo houve diferenca (p>0,05) significativa nos 4 primeiros dias. A
diferenca (p<0,05) ocorreu no restante do periodo, com o aumento da contagem média,
fazendo com que os dias 6, 8 e 10 de estocagem fossem diferentes (p<0,05) entre si e em
relacdo aos 4 primeiros dias. O décimo dia apresentou a maior (p<0,0001) contagem média
para esse microrganismo em relacdo aos demais dias (tabela 10).

De acordo com o grifico 11, a contagem média de Coliformes Totais apresentou
tendéncia a reduzir a partir do sexto dia de estocagem. Chama a atencao a reducdo expressiva
da contagem média ocorrida no décimo dia para o tratamento com extrato de propolis sem

dlcool, o que ndo ocorreu nos outros tratamentos.
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Grifico 11: Contagem média de microrganismos Coliformes Totais (Logjg UFC/g) em Carne
Mecanicamente Separada (CMS) de frango sem adicao de antioxidantes (controle negativo)
e adicionada de extrato de erva mate (0,50% ), extrato de marcela (0,50% ), da mistura dos
extratos de erva mate e marcela (0,50%), do extrato de prépolis sem alcool (0,10%), do
extrato de cha verde (0,05%) e do antioxidante sintético BHA (0,02%), mantida sob
refrigeracdo de 0 a +4°C durante 10 dias.
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A tabela 10 mostra, pelas médias do periodo, haver diferenca (p<0,05) entre os
tratamentos com extrato de marcela (o que apresentou maior contagem média), controle
positivo (BHA) e o controle negativo (sem antioxidante). O tratamento com extrato de
prépolis sem dlcool ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) em relacio ao tratamento
controle negativo e apresentou a menor contagem média (2,703%£0,556 log;o UFC/g) do
periodo para Coliformes Totais em relacdo aos demais tratamentos. Os tratamentos com
extrato de erva mate, com a mistura dos extratos de erva mate e marcela e com extrato de cha
verde ndo sdo diferentes (p>0,05) entre si (tabela 10).

Milani et al. (2001) estudaram os efeitos antimicrobianos dos extratos alcodlico e
metandlico do chd verde, chd preto e da erva mate em carne mecanicamente separada de
frango, conservadas a 5°C e a -25°C, e encontraram que os extratos ndo proporcionaram
protecdo antimicrobiana efetiva na CMS de frango. Com exce¢do ao tratamento com extrato
de prépolis sem alcool, as contagens médias de Coliformes Totais do periodo foram maiores
para os tratamentos que utilizaram extratos naturais em relagdo ao tratamento controle
negativo. Pode-se dizer, portanto, que os extratos utilizados neste trabalho também ndo
proporcionaram prote¢do antimicrobiana efetiva na CMS de frango em relagdo a Coliformes
Totais (tabela 10).

Terra et al. (2000) verificaram os efeitos antimicrobianos do extrato de cha preto,
extrato de alecrim e do lactato de s6dio em carne mecanicamente separada de frango,
conservada por 15 dias a 5°C e encontraram que o extrato de cha preto provocou inibi¢do no
desenvolvimento de microrganismos Psicrotréficos e de Coliformes Totais, aumentando a
estabilidade microbioldgica da CMS. Neste trabalho, a aplicag¢do de extratos naturais na CMS
também proporcionou a inibicdo do desenvolvimento de Coliformes Totais a partir do sexto
dia de estocagem (grafico 11).

A avaliacdo da contagem média de Coliformes Totais pelo tempo mostra a reducio
dos valores a partir do oitavo dia de andlise. Os 4 tltimos dias de estocagem diferiram
significativamente (p<0,05) dos 6 primeiros dias. O segundo dia de estocagem apresentou a
maior (p<0,0001) contagem média em relagdo aos demais dias (tabela 10).

Efeito similar ocorreu durante o periodo de estocagem para a contagem média de E.
coli (grafico 12), tanto em relacdo a tendéncia de redugdo dessa populagdo microbiana a partir
do sexto dia de estocagem quanto em relagdo a performance da prépolis, que novamente
reduziu de forma expressiva a contagem média desse microrganismo no décimo dia de

estocagem.
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Nos ultimos anos, a atividade antimicrobiana in vitro da propolis tem sido relatada,
sendo esta atividade devido aos flavondides, dcidos arométicos e ésteres presentes na resina
natural (GEBARA et al., 2002). Os acidos caféico e ferrtilico também contribuem para a agio
bactericida da prépolis. O mecanismo da atividade antimicrobiana é complexo, podendo ser
devido ao efeito sinérgico entre flavondides, hidroxidcidos e sesquiterpenos (MARCUCCI,
1995). Tais fatores podem explicar a acdo positiva do extrato de prépolis neste trabalho frente
a alguns microrganismos, como os Coliformes Totais, E. coli e C. perfringens, onde

apresentou as menores contagens médias do periodo (tabela 10).
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Grafico 12: Contagem média de microrganismos E. coli (Logig UFC/g) em Carne Mecanicamente
Separada (CMS) de frango sem adicio de antioxidantes (controle negativo) e adicionada de
extrato de erva mate (0,50 % ), extrato de marcela (0,50% ), da mistura dos extratos de erva
mate e marcela (0,50%), do extrato de propolis sem alcool (0,10% ), do extrato de cha verde
(0,05%) e do antioxidante sintético BHA (0,02% ), mantida sob refrigeracdo de 0 a +4°C
durante 10 dias.

O tratamento com extrato de prépolis sem dlcool teve a menor contagem média de E.
coli (2,316£0,609 log;o UFC/g) do periodo, diferindo significativamente (p<0,05) dos demais
tratamentos que utilizaram extratos naturais (tabela 10). Com exce¢do dos tratamentos com
extrato de propolis sem dlcool e do controle negativo, todos os tratamentos que utilizaram
extrato natural ndo diferiram significativamente (p>0,05) em relagdo ao controle positivo

(BHA) (tabela 10). Avaliando os resultados da contagem média de E. coli pelo tempo
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percebe-se a reducdo da contagem desse microrganismo a partir do quarto dia de estocagem,
ocorrendo diferenca significativa (p<0,05) entre os dias 6, 8 e 10. O décimo dia apresentou a
menor (p<0,0001) contagem média de E. coli em relacdo aos demais dias (tabela 10).

O tratamento controle negativo apresentou contagem média de 2,496 log;o UFC/g no
dia zero de andlise para a carne mecanicamente separada (CMS) de frango. Este valor foi
maior que o encontrado por Trindade et al. (2008), que foi de 2,2 log;o UFC/g em carne
mecanicamente separada (CMS) de galinhas. Essa diferenca pode estar relacionada com a
qualidade microbioldgica inicial da matéria prima utilizada na elaboragdo da CMS, e também
com o comportamento desta durante a extracao.

A resolugdo RDC n° 12 de 2 de janeiro de 2001 (ANVISA, 2008), estabelece como
unico indicador microbiolégico para carnes resfriadas (carcagas inteiras, fracionadas ou
cortes) o nimero de coliformes fecais, igual a 10* NMP/ g. A média dos valores obtidos nesse
trabalho para E. coli, em todos os tratamentos durante os 10 dias de estocagem ficou préxima
a 107 NMP/g. Portanto, em termos microbioldgicos, a carne mecanicamente separada (CMS)
de frango desse trabalho, independente do tratamento utilizado, atendeu aos padrdes
estabelecidos pela Legislacdo Brasileira.

A contagem média de Bactérias lacticas (grafico 13) aumentou para todos os
tratamentos durante os 8 primeiros dias de estocagem, atingindo os maiores valores neste dia,
e reduzindo consideravelmente no décimo dia. As menores contagens médias no décimo dia
ficaram por conta dos tratamentos com extrato de erva mate (1,744+0,041 log;o UFC/g) e do
extrato de chd verde (1,933+0,080 log o UFC/g). Os tratamentos com extrato de propolis sem
dlcool e extrato de marcela apresentaram os maiores valores médios para a mesma data

(2,30120,301 log;o UFC/g).
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Grifico 13: Contagem média de microrganismos Bactérias lacticas (Logjg UFC/g) em Carne
Mecanicamente Separada (CMS) de frango sem adicao de antioxidantes (controle negativo)
e adicionada de extrato de erva mate (0,50% ), extrato de marcela (0,50% ), da mistura dos
extratos de erva mate e marcela (0,50%), do extrato de prépolis sem alcool (0,10%), do
extrato de cha verde (0,05%) e do antioxidante sintético BHA (0,02%), mantida sob
refrigeracdo de 0 a +4°C durante 10 dias.

Existem estudos que indicam que as catequinas do chd verde contém constituintes
antimicrobianos, e que a atividade antimicrobiana das catequinas depende de varios fatores,
como do tipo, da concentragdo e do tipo dos microrganismos presentes (YILMAZ, 2006).

A menor (p<0,01) contagem média do periodo ocorreu no tratamento com extrato de
erva mate. A contagem média pelo tempo apresentou reducfo apenas no décimo dia de
estocagem, sendo esta significativamente diferente (p<0,05) dos demais dias. O oitavo dia de
estocagem apresentou a maior (p<0,0001) contagem média de Bactérias lacticas em relagéo
aos demais tratamentos (tabela 10).

Niao ha padrdes estabelecidos na Legislacdo Brasileira para a contagem méxima de
Bactérias lacticas permitida em carne mecanicamente separada (CMS) de ave.

O grifico 14 apresenta as contagens médias de C. perfringens, onde observou-se que,
para todos os tratamentos, a partir do sexto dia de estocagem sob refrigeracdo houve uma

reducdo expressiva na populacio desse microrganismo.
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Grafico 14: Contagem média de microrganismos Clostridium perfringens (Logiyg UFC/g) em carne
mecanicamente separada (CMS) de frango sem adicdo de antioxidantes (controle negativo)
e adicionada de extrato de erva mate (0,50% ), extrato de marcela (0,50% ), da mistura dos
extratos de erva mate e marcela (0,50%), do extrato de prépolis sem alcool (0,10%), do
extrato de cha verde (0,05%) e do antioxidante sintético BHA (0,02%), mantida sob
refrigeracdo de 0 a +4°C durante 10 dias.

Esses microrganismos se multiplicam melhor em pH de 6,0 a 7,0 (FRANCO;
LANDGRAF, 1996). Observa-se que os resultados de pH de todos os tratamentos no oitavo e
décimo dias estavam dentro dessa faixa (tabela 06), mas a contagem média diminuiu (gréfico
14). Ainda segundo estes autores, uma das caracteristicas mais importantes do C. perfringens
€ sua capacidade de multiplicacdo em alta temperatura, sendo a temperatura 6tima entre 40 e
45°C, e a temperatura minima de 15°C. Portanto, o fato das amostras de carne mecanicamente
separada de frango terem sido conservadas sob refrigeracdo de 0 a 4°C pode ter inibido o
crescimento desse microrganismo. Apesar de apresentar a maior contagem média de C.
perfringens no segundo dia de estocagem, o tratamento com extrato de propolis sem dlcool
reduziu a contagem média desse microrganismo a partir do quarto dia de andlise (grafico 14) e
se manteve com baixas contagens médias até o final do periodo de 10 dias.

A validade da carne mecanicamente separada de frango tem sido um problema,
influenciando as investigacdes de técnicas que permitam prolongar a validade da mesma.
MacNeil et al. (1973 apud FRONING, 1981) observaram que o extrato de alecrim, o BHA e o

dcido citrico reduziram as contagens de bactérias em carne mecanicamente separada de
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frango, dessa forma, aumentando sua validade. Neste trabalho o tratamento com extrato de
prépolis reduziu as contagens médias de Coliformes Totais, E. coli e C. perfringens (tabela
10), fator importante para o aumento da validade da CMS de frango.

A tabela 10 mostra que os tratamentos com extrato de marcela e com extrato de
prépolis apresentaram a maior e menor contagem média para C. perfringens, respectivamente.
Todos os tratamentos ndo diferiram estatisticamente (p>0,05) entre si. Observa-se que a
contagem média de C. perfringens aumentou com o tempo até o sexto dia, onde apresentou a
maior (p<0,0001) contagem média, diminuiu e se manteve constante e de igual valor nos
ultimos 4 dias (tabela 10). A adicdo ou ndo de antioxidantes naturais na CMS de frango nido
apresentou interagdo significativa (p>0,05) entre os tratamentos para a contagem média do
periodo de C. perfringens (tabela 10). De acordo com Brasil (2000a), a contagem maxima
aceitavel para C. perfringens é de 1 x 10° UFC/g. Com excecdo do tratamento com extrato de
marcela, que no sexto dia apresentou contagem média de 1,96 x 10° UFC/g, todos os outros
tratamentos apresentaram valores dentro do padrdo estabelecido pela Legislacdo Brasileira.

Naio foi detectada a presenca de Salmonella spp. em nenhuma das amostras analisadas
durante todo o periodo de estocagem. Este resultado estd de acordo com o definido no
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade da Carne Mecanicamente Separada de Ave
(Brasil 2000a), que estabelece para Salmonella spp o resultado negativo em 25 g. Os
resultados encontrados para Staphylococcus aureus foram iguais para todos os tratamentos,
durante todo o periodo de avaliacdo, e foi de < 1,0 x 10 UFC/g, estando esse resultado
também de acordo com o Regulamento, que estabelece como valor maximo aceitivel 5 x 10
UFC/g.

Se o niimero de bactérias na superficie da carne exceder 1 x 10° UFC/g, a carne estard
invidvel para o consumo humano. Se a contagem microbiolégica for de 1 x 10" UFC/g, a
carne ndo terd boa qualidade (NURMI; RING, 1999). Sendo assim ndo podera ser utilizada
para a elaboragdo da CMS, e principalmente, ndo podera ser consumida.

Neste trabalho, a contagem méxima de Aerdbios Mesdfilos Totais foi de 10° UFC/g
para o tratamento com extrato de erva mate a partir do sexto dia e para os demais tratamentos
a partir do oitavo dia de estocagem da CMS de frango sob refrigeracio de 0 a +4°C. Portanto,
todos os tratamentos estdo adequados para uso em produtos cdrneos. Importante salientar que
a CMS s6 podera ser usada em produtos carneos cozidos, e que portanto essa carga sera ainda

menor ap6s processo de cozimento do produto.
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Tabela 10. Efeito dos extratos naturais sobre os microrganismos da Carne Mecanicamente Separada
(CMS) de frango mantida sob refrigeracio de 0 a +4°C durante 10 dias (resultados expressos como Log;
UFC/g amostra):

; Aerdbios
Efeito Coliformes Bactérias Clostridium
Mesoéfilos E. coli
Totai totais lacticas perfringens
otais
Tratamento
Controle 5,32340,852°¢  2,705+0,256°  2,395+0,374° 3,229+0,611°  1,461+0,622
Prépolis 5,455+0,925°  2,703+0,556°  2,316+0,609° 3,211+0,642°  1,399+0,642
Marcela 5,290+0,858°¢  2,932+0,104*  2,635+0,183"  3,12440,455*° 1,592+0,728
Mistura 5,176+0,939¢  2,847+0,153*" 2,543+0,237° 3,207+0,636"  1,405+0,395
Erva mate 5,662+0,983*  2,873+0,145*° 2,571+0,179" 3,192+0,783"  1,475+0,597
Cha verde 5,329+0,798"¢  2,869+0,180*" 2,605+0,198" 3,038+0,555°  1,458+0,443
BHA 5,266+0,875¢  2,820+0,174°  2,51620,246°  3,122+0,462*° 1,422+0,466
Tempo (dia)
0 4584402119  2,847+0,080°  2,623+0,101° 3,114+0,108°  1,245+0,230"
2 47729+0,127°  3,049+0,080° 2,898+0,070° 3,298+0,129°  1,860+0,435°
4 4,656+0,156°  2,912+0,092°¢ 2,575+0,108"° 3,196+0,086°¢ 1,514+0,266°
6 5,279+0,712°  2,980+0,067*" 2.554+0,080° 3,296+0,189°  2,135+0,690"
8 6,35740,423"  2,637+0,190°  2,320+0,277° 3,917+0,331°  1,000+0,000°
10 6,539+0,132*  2,503+0,407°  2,099+0,436° 2,141+0,304*  1,000+0,000°
Trat. sksksk keksk sksksk sk NS
TEW!])O sksksk keksk sksksk skksk sksksk
Trat.xTempo sksksk keksk sksksk sksksk skksk

NS: ndo significativo; *p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,0001
*¢ Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo procedimento GLM REGWQ



6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que:

- o extrato de chd verde apresentou a maior quantidade de compostos fendlicos;

- 0 extrato de erva mate apresentou a maior quantidade de flavonoéides;

- o0 extrato de propolis sem dlcool apresentou as menores quantidades de compostos
fenolicos e de flavondides;

- o extrato de marcela apresentou o melhor efeito na estabilidade oxidativa da CMS
pelos baixos valores de TBARS apresentados;

- 0 uso dos extratos naturais de erva mate, marcela, da mistura de erva mate e de
marcela, de chéd verde e de prépolis inibiram a oxidacgfo lipidica, ndo interferiram no pH e
nem no indice de per6xido da carne mecanicamente separada (CMS) de frango;

- ndo ha uma relacdo entre a alta atividade antioxidante identificada in vitro e a
determinada na CMS de frango;

- 0s extratos de marcela, de erva mate, de propolis sem dlcool e a mistura de extratos
de marcela e erva mate interferiram na cor e no odor da CMS de frango;

- a medida de cor objetiva ndo permite afirmar ou mesmo estabelecer diferencas entre
os tratamentos, por ser por vezes divergente da cor registrada através das fotos;

- o tratamento com a mistura dos extratos de erva mate e de marcela apresentou a
menor contagem média de Aerdbios Mesdfilos Totais. O extrato de prépolis sem dlcool
apresentou a menor contagem média de Coliformes Totais, E. coli e C. perfringens. O extrato
de erva mate apresentou a menor contagem média de Bactérias lacticas. Nao foi detectada a
presenca de Salmonella spp. e os resultados encontrados para Staphylococcus aureus foram
iguais para todos os tratamentos e dentro dos padrdes estabelecidos pela Legislagcdo Brasileira.

O uso de antioxidantes naturais pode trazer beneficios em relacdo a inibi¢do da
populacdo microbiana da CMS de frango.

Mais estudos sdo fundamentais para melhor entendimento dos mecanismos de agdo de

cada extrato sobre a oxidacdo lipidica e sobre a microbiota da CMS de frango.



7 SUGESTOES

Sugestdes para trabalhos futuros:

1. alterar as quantidades de aplicagdo do extrato de chd verde e do extrato de prépolis
sem dlcool, visando verificar qual percentual é o mais indicado para a CMS de frango.
Aqui € importante ressaltar o relatado por Barreto et al. (2003), que encontrou que a
adi¢do aumentada (dobro) de determinados antioxidantes naturais em carne de frango
moida e refrigerada a 4°C ndo necessariamente significard em inibi¢do similar da
oxidacdo lipidica;

2. uma investigacdo mais apurada em relagdo as estruturas moleculares dos principais
componentes dos extratos deste trabalho visando entendimento sobre sua interferéncia

e eficiéncia quando aplicado em carnes;

3. que a avaliacdo da susceptibilidade antimicrobiana seja feita pela comparacdo dos
resultados microbiolégicos da carne contendo os extratos com os resultados

metodoldgicos de atividade antimicrobiana destes extratos;

4. que em aplicacdes futuras faca-se uso da desodorizacdo dos extratos de erva mate,
marcela, da mistura e de alguma forma da propolis, visando minimizar os problemas
de alterag@o de cor e odor ao longo do periodo de estocagem, encontrados na CMS de

frango como ocorreu nesse trabalho;

5. que apos a aplicacdo dos extratos antioxidantes naturais na CMS de frango, a mesma
seja utilizada na elaboragdao de algum produto cdrneo cozido, visando entender o
comportamento da carne nessas condi¢cdes no produto final, em relacdo a alguma
possivel interferéncia sensorial, efeitos sobre a oxidagdo bem como o comportamento

do extrato submetido indiretamente a altas temperaturas durante cozimento.
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