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RESUMO GERAL

A propolis € um produto de flavor singular e ainda pouco explorado pelas industrias de
alimentos, a qual possui propriedades antioxidantes, anti-inflamatdria, antitumoral e
antimicrobiana. Seus extratos t€m sido aplicados de diversas formas na drea da satde.
Por outro lado ela tem sido pouco estudada na 4rea de alimentos, sendo assim, o
objetivo desta pesquisa foi elaborar e avaliar revestimentos biodegradadveis e aditivos
alimentares a base dos extratos de trés tipos de prépolis aplicando-os em hambuirguer,
como processo de conservacdo, caracterizando-os quanto aos parametros fisico-
quimicos, microbioldgicos e sensoriais. Os extratos de propolis foram caracterizados
quanto ao perfil quimico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Apds
os extratos serem caracterizados, foram utilizados na elabora¢do de hamburguer bovino
sendo posteriormente analisados sob armazenamento congelado a -18°C durante 120
dias. Foram realizadas andlises a cada 30 dias em relacdo a pH, acidez, umidade,
proteinas, cinzas, lipidios, indice de TBARS, atividade de d4gua e andlises
microbioldgicas. A andlise sensorial foi avaliada através do teste de aceitacdo com
Escala Heddnica de nove pontos. Os resultados obtidos para os padrdes microbioldgicos
corroboram com a atividade de agua, pois s6 apresentaram contamina¢do microbiana
que comprometem a qualidade e o tempo de vida util do produto a partir dos 60 dias de
armazenamento. Os hamburgueres elaborados com carne bovina e aditivados com
extratos de propolis vermelha, verde e negra apresentaram caracteristicas muito
similares ao hamburguer de carne bovina tradicional, ambos atendendo aos parametros
de composicio estabelecidos pela legislacdo brasileira, permitindo, portanto, concluir
que os extratos hidroalcodlicos também podem ser utilizados para a elaboragcdo desse
produto. Os produtos com revestimento e adicionados de extratos hidroalcodlicos de
propolis podem ser uma alternativa para reduzir a oxidagdo lipidica e manter estaveis os
teores de pH e acidez, sem prejudicar suas caracteristicas fisico-quimicas e fisicas. A
utilizacdo dos extratos de propolis verde e negra como aditivo na formulagdo do
hamburguer bovino e/ou em revestimentos comestiveis aplicados nestes produtos, nio
interferiram nas caracteristicas sensoriais.

Palavras-chave: Oxidacao lipidica, armazenamento, antioxidantes, antimicrobianos.



GENERAL SUMMARY

Propolis is a product of singular flavor and still little explored by the food industries,
which has antioxidant, anti-inflammatory, antitumor and antimicrobial properties. Its
extracts have been applied in different ways in the area of health. On the other hand, it
has been little studied in the food area, so the objective of this research was to elaborate
and evaluate biodegradable coatings and food additives based on the extracts of three
types of propolis applied as a preservation process in hamburger, characterizing
physico-chemical, microbiological and sensorial parameters. The extracts of propolis
were characterized as chemical profile by High Performance Liquid Chromatography
(HPLC). After the extracts were characterized, they were used in the elaboration of
bovine burger and later analyzed under frozen storage at -18°C for 120 days. Analyzes
were performed every 30 days in relation to pH, acidity, moisture, proteins, ashes,
lipids, TBARS index, water activity and microbiological analyzes. The sensorial
analysis was evaluated through the Hedonic scale acceptance test of nine points. The
results obtained for the microbiological standards corroborate with the water activity,
since they only present microbial contamination that compromise the quality and the
useful life of the product from the 60 days of storage. The burgers made with beef and
added with extracts of red, green and black propolis presented characteristics very
similar to the traditional beef hamburger, both meeting the parameters of composition
established by the Brazilian legislation, allowing, therefore, to conclude that the
hydroalcoholic extracts can also be used for the preparation of this product. Coated and
added products of hydroalcoholic propolis extracts may be an alternative to reduce lipid
oxidation and to maintain stable pH and acidity contents without impairing their
physicochemical and physical characteristics. The use of extracts of green and black
propolis as an additive in the bovine burger formulation and / or edible coatings applied
in these products did not interfere with the sensorial characteristics.

Key words: Lipid oxidation, storage, antioxidants, antimicrobials.
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APRESENTACAO

Visando a expansiva pratica do uso de revestimentos e aditivos alimentares para
aumentar a vida de prateleira de alimentos, surgiu a possibilidade do uso de um produto
natural, a prépolis, que com os evolutivos progressos nas pesquisas com flavondides e as
atividades antimicrobianas de seu extrato e o fato de ser considerada como um produto
medicinal, usada como meio de reparacao e prote¢ao nas colmeias, além de possuir atividades
antioxidantes, antirradicais livres, antifingica, anti-inflamatdrias, antiparasitdria, inseticida,
dentre outras.

Neste contexto, com o intuito de contribuir com a diversidade e a seguranca
alimentar, buscando alternativas sauddveis, naturais e economicamente vidveis € 0 anseio por
estudos mais aprofundados que contribuam diretamente com a populacdo produtora,
comercializadora e consumidora de produtos cirneos e da utilizagdo de produtos naturais na
conservacgdo de alimentos, que passam a existir embasamento nesta pesquisa.

Este trabalho serd apresentado em capitulos como descritos a seguir:

¢ Capitulo I: Apresenta uma revisdo bibliografica sobre o uso de revestimentos e de
aditivos naturais a base de extratos de propolis na conservagdao de hamburguer bovino.

¢ Capitulo II: Aborda a elaboracdo e a identificagdo do perfil quimico dos extratos de
propolis vermelha, verde e negra por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;

« Capitulo III: Aborda a elaboragdo, aplicacdo e caracterizagdo de aditivo alimentar a
base de extratos de prépolis vermelha, verde e negra em hamburguer bovino. Foram
avaliados os efeitos das concentragdes de extratos de propolis aplicados como aditivos
alimentares naturais no processo de conservagdo ao longo do periodo de
armazenamento por 120 dias sob refrigeracao.

¢ Capitulo I'V: Aborda a elaboracio, aplicacdo e caracterizacdo de revestimentos a base
de extratos de propolis vermelha, verde e negra na conservacdo de hamburguer
bovino. Foram avaliados os efeitos das concentragdes de extratos de prépolis
aplicados nos revestimentos no processo de conservacdo ao longo do periodo de
armazenamento por 120 dias sob refrigeracao.

¢ Capitulo V: Aborda a elaboragdo, aplicacdo e caracterizagdo de revestimentos e
aditivos alimentares naturais, concomitantemente, a base de extratos de prépolis
vermelha, verde e negra na conservacdo de hamburguer bovino. Foram avaliados os
efeitos das concentragdes de extratos de prdopolis aplicados no processo de

conservagao ao longo do periodo de armazenamento por 120 dias sob refrigeracao.
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% Capitulo VI: Aborda a andlise sensorial dos hambirgueres bovinos elaborados com
revestimentos e aditivos alimentares naturais a base de extratos de prépolis vermelha,

verde e negra.
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CAPITULO1

ARTIGO 1 - USO DE REVESTIMENTOS E DE ADITIVOS ALIMENTARES A BASE
DE EXTRATOS DE PROPOLIS NA CONSERVACAO DE HAMBURGUER
BOVINO: UMA REVISAO DA LITERATURA

RESUMO

A prépolis tem sido objeto de inimeros estudos, onde o processo envolvido na sua
producdo e utilizacdo pode gerar desenvolvimento sdécio econdmico para as cadeias
produtivas locais, além de contribuir para a preservacdo ambiental. No entanto, os estudos
focam nas suas caracteristicas antioxidantes e antimicrobianas para aplicagdes na satde, como
fitoterapicos, ndo sendo tao aplicadas na conservagdo de alimentos. O uso de antioxidantes
naturais ¢ uma das alternativas capazes de inibir ou retardar o processo de oxidacdo dos
lipidios. O produto cdrneo tipo hamburguer € um alimento bastante apreciado pela populagdo,
pelas suas caracteristicas sensoriais e de praticidade. Sendo assim esta revisdao teve como
objetivo abordar aspectos relacionados aos trés diferentes tipos de propolis produzidas na
regido nordeste e suas aplicacdes como revestimento e aditivo alimentar na conservacdo de
hamburguer bovino, ja relatadas na literatura. Os varios resultados, corroborados por
trabalhos cientificos, mostram o seu potencial para diversos usos e aplicacdes e confirmam,
sem espaco para duvidas, a sua eficécia, principalmente como antioxidante, anti-inflamatério
e antimicrobiano. Conclui-se que os resultados apresentados sdo propicios e estimulam a sua
utilizacdo em estratégias preventivas de contaminacdo microbiana e da oxidacdo do produto
carneo, hambiirguer.

Palavras-chave: Produto carneo, antioxidante, antimicrobiano.
ABSTRACT

Propolis has been the subject of numerous studies, where the process involved in its
production and use can generate socioeconomic development for the local productive chains,
in addition to contributing to environmental preservation. However, the studies focus on their
antioxidant and antimicrobial characteristics for health applications, such as herbal products,
not being so applied in food preservation. The use of natural antioxidants is one of the
alternatives capable of inhibiting or retarding the oxidation process of lipids. The burger-type
meat product is a food that is appreciated by the population for its sensorial characteristics and
practicality. Therefore, this review aimed to address aspects related to the three different types
of propolis produced in the northeast region and their applications as coating and food
additive in the conservation of bovine burger, already reported in the literature. The various
results, corroborated by scientific studies, show their potential for various uses and
applications and confirm, without a doubt, their efficacy, mainly as antioxidant, anti-
inflammatory and antimicrobial. It is concluded that the presented results are propitious and
stimulate their use in preventive strategies of microbial contamination and oxidation of the
meat product, hamburger.

Keywords: Meat product, antioxidant, antimicrobial.
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1. INTRODUCAO

A constante e crescente busca do mercado consumidor por produtos de alta qualidade
aponta a necessidade do emprego de novas tecnologias de conservacdo que proporcionem
seguranca microbioldgica na produgdo, abrangendo a validade comercial, e que ainda
proporcionem minimas alteragdes bioquimicas, promovendo a manutencdo da qualidade
nutricional e sensorial dos alimentos.

A indistria alimenticia gera grande quantidade de residuos devido ao desperdicio no
uso de insumos, perdas entre a produ¢do e o consumo, € separacdo de materiais que nao
possuem valor econdmico evidente, implicando também em problemas de gerenciamento
financeiro e ambiental. Devido ao alto potencial de reaproveitamento destes residuos em
outros sistemas, vdrios estudos apontam alternativas para o destino destes materiais
(MIRABELLA, CASTELLANI, SALLA, 2014).

A oxidagdo lipidica e o crescimento microbiano sdo os principais fatores da
degradacdo de muitos alimentos como peixes, carnes, leite em poé integral, molhos e 6leos,
provocando a perda da qualidade sensorial e nutricional. Uma das estratégias para retardar as
reacoes de oxidagdo lipidica é a adi¢do direta de antioxidantes em embalagens e uma
alternativa para isso sdo as embalagens ativas, as quais possuem como principal vantagem a
liberacdo de antioxidantes durante o armazenamento, aumentando a vida de prateleira dos
alimentos embalados (GOMEZ-ESTACA et al., 2014; ] UNIOR et al., 2015).

Estes materiais podem oferecer propriedades bioativas quando contém compostos
que podem atuar como antioxidantes ou antimicrobianos, proporcionando beneficios extras
em relacdo aos filmes convencionais (DAINELLI et al., 2008; BODAGHI et al., 2013).

A prépolis apresenta um amplo espectro de atividade antimicrobiana contra uma
variedade de bactérias, fungos, parasitas e virus (TORLAK e SERT, 2013), além de possuir
propriedades antioxidantes, imunomodulador e antitumoral (FROZZA et al., 2013). A maior
parte das atividades bioldgicas da propolis tem sido atribuida aos flavondides (SILVA et al.,
2006). A propolis vermelha, derivado resinoso de colmeias que exibe elevada atividade
bioldgica, apresentando ainda atividade antioxidante, antifingica e anti-inflamatéria e tem
sido estudada para aplicagdo em revestimentos comestiveis e como aditivo alimentar.

Com vistas a atender a demanda por produtos carneos industrializados, os quais
conquistaram o mercado consumidor por algumas vantagens que sdo especificas deste tipo de

produto, como: a facilidade no modo de preparo e o pouco tempo para sua preparacdo t€m
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contribuido para que industrias do setor alimenticio desenvolvam novos produtos que além de
serem praticos apresentem boas caracteristicas nutricionais e sensoriais (SILVA, 2013a).

Entende-se por Hamburguer o produto cérneo industrializado obtido da carne moida
dos animais de agougue, adicionado ou ndo de tecido adiposo e ingredientes, moldado e
submetido a processo tecnoldgico adequado. Trata-se de um produto cru, semi-frito, cozido,
frito, congelado ou resfriado. Quanto a sua nomenclatura, o produto serd designado de
Hamburguer ou Hamburger, seguido do nome da espécie animal, acrescido ou ndo do termo
“Carne” (BRASIL, 2000).

Sendo assim, esta revisdo tem como objetivo abordar aspectos relacionados aos trés
diferentes tipos de propolis produzidas na regido nordeste e suas aplicagdes como
revestimento e aditivo alimentar na conservacdo de hamburguer bovino, ja relatadas na

literatura.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Conservacao de alimentos

A embalagem desempenha um papel fundamental na inddstria alimenticia gragas as
suas multiplas funcdes. Além de conter o produto, a embalagem € muito importante na sua
conservacdo, mantendo qualidade e seguranga, atuando como barreira contra fatores
responsaveis pela deterioracio quimica, fisica e microbiolégica. A medida que os alimentos
embalados passaram a ter uma maior importancia na dieta de grande parte das populagdes, a
énfase dada aos problemas toxicoldgicos advindos da interagdo da embalagem com o
alimento foi aumentada. Existem embalagens de diferentes tipos de plastico, cada um com
propriedades tnicas e aplicagdo para contato com alimentos, por exemplo, policarbonato,
polietileno de alta e baixa densidade, estireno, polipropileno, etc. Estes plasticos sdo
fabricados a partir de vérios polimeros e aditivos que sdo utilizados para melhorar a
flexibilidade, cor, resisténcia, durabilidade, etc. Ambos, pldsticos e aditivos podem migrar a
partir da embalagem para o alimento ou bebida ao longo do tempo como resultado de um
aumento na temperatura ou pressao mecanica. A migracdo para o alimento de componentes de
plastico como mondmeros, aditivos, corantes, tintas de impressdo, vernizes, entre outros,
podem afetar as propriedades organolépticas dos alimentos e produzir efeitos prejudiciais a
saude, se ndo for devidamente controlada e se os niveis ultrapassarem os valores
toxicoldgicos ou da legislacio (BERNARDO et al., 2015).

Conservar os alimentos para prolongar a sua vida util associando simultaneamente a

seguranca e qualidade, ¢ uma das principais preocupacdes da industria de alimentos e das
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agéncias governamentais. Para a industria da carne, varejistas e consumidores, a deteriora¢ao
da carne crua representa uma perda que pode chegar a 40 % de toda producdo. Para satisfazer
a demanda em estender a vida de prateleira da carne fresca e a redug¢do da deterioracdo,
técnicas de embalagem conservantes atoxicas vém sendo amplamente pesquisadas
(LORENZO; BATLLE; GOMEZ, 2014).

Além da contaminacdo microbioldgica, a oxidacdo lipidica € uma das principais
causas da deterioracio da qualidade da carne durante o processamento, distribuicdo e
refrigeracdo, reduzindo assim, a estabilidade no armazenamento e a aceitabilidade. A
oxidagdo lipidica produz alteragdes nos parametros de qualidade de carne, tais como
propriedades organolépticas e de valor nutritivo, o que leva a geracdo e acimulo de
compostos que podem representar riscos para a saide humana (BARBOSA-PEREIRA et al.,
2014).

2.1.1. Revestimentos utilizados na conservaciao de alimentos

Um dos desafios da industria alimentar € a producdo de alimentos de alta qualidade,
mantendo a seguranca, durante um longo periodo de tempo. Uma das maneiras mais
promissoras para atingir esse objetivo é a aplicacdo de revestimentos comestiveis na
superficie dos alimentos. Revestimentos comestiveis sdo compostos por polimeros naturais,
com fungdes como barreira de gas seletivo e acdo antimicrobiana, podem melhorar a
qualidade e seguranca dos alimentos (MARTINS et al., 2010).

A producdo de embalagens exige materiais resistentes a ruptura e a abrasdo para
proteger o produto embalado, mantendo a sua flexibilidade para se adaptar as deformagdes
eventuais do produto (PELISSARI et al., 2012). As propriedades funcionais dos filmes
plasticos mais importantes sdo as propriedades Opticas, mecéanicas e de barreira
(TANADAPALMU e GROSSO, 2003).

Atualmente, a populacdo estd mais consciente, favorecendo a escolha de produtos
naturais, renovaveis e biodegradaveis (JIMENEZ et al., 2012) Uma grande vantagem dos
revestimentos comestiveis € a sua biodegradabilidade. Para que um material seja chamado de
biodegraddvel ele deve ser degradado completamente por microrganismos em compostos
naturais. Dessa forma, a utiliza¢do de revestimentos comestiveis poderd contribuir na reducao
do uso de fontes ndo renovaveis, ajustando-se perfeitamente no ecossistema e evitando a
polui¢do ambiental, acrescentando melhorias a qualidade e ndo prejudicando o meio ambiente

(PASCALL; LIN, 2013).
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Revestimento ou cobertura comestivel é uma suspensdo ou emulsdo aplicada
diretamente sobre a superficie do alimento, ocorrendo, apds a secagem, a formacdo de uma
fina pelicula sobre o produto (GENNADIOS e WELLER, 1990). Sao constituidas por
diferentes substancias naturais e/ou sintéticas que se polimerizam e isolam o alimento, sem
riscos a saide do consumidor, uma vez que ndo sdo metabolizados pelo organismo e sua
passagem pelo trato gastrointestinal se faz de maneira inécua (MAIA et al., 2000).

Atualmente, os revestimentos comestiveis tém sido estudados para conservar
alimentos como frutas, hortalicas e produtos carneos, porém tem sido pouco explorada para os
produtos lacteos, em especial, para queijos frescos que necessitam de maiores estudos para
prolongar sua curta vida de prateleira destes produtos (CERQUEIRA et al., 2010).

Revestimentos comestiveis tém como fungdo cobrir o produto e atuar como uma
barreira a perda de umidade, controlar a respiracdo e evitar contaminacdes microbioldgicas e
quimicas (STULP et al., 2012). Além disso, podem ser usados para inibir a migracdo dos
aromas e lipideos, e introduzir aditivos como antioxidantes e antimicrobianos, melhorando
assim as caracteristicas intrinsecas e a integridade mecanica dos vegetais recobertos
(BOTREL et al., 2010). As peliculas comestiveis ndo devem interferir na aparéncia natural da
fruta, devem possuir boa aderéncia a fim de evitar sua remocao facilmente no manuseio e nao
podem promover alteracdes no gosto ou odor original (LUVIELMO e LAMAS, 2012).

Os filmes ou revestimentos comestiveis sao exemplos de embalagens ativas que vém
alcancando espaco nas novas tecnologias alimenticias, pois conseguem reduzir ou inibir o
desenvolvimento microbiano e controlar a migracdo de umidade, gases e aromas. Estes filmes
ou revestimentos, quando adicionados ou combinados de outras substidncias como
antioxidantes ou antimicrobianos, conseguem aumentar a sua funcionalidade, devido a sua
liberacdo lenta e gradual na superficie do produto (SCHENATO, 2010).

Na industria de alimentos utilizam-se, principalmente os revestimentos. A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) nd3o descreve legislacdo especifica para
revestimentos comestiveis. Dessa forma, estes revestimentos sdo considerados ingredientes,
quando melhoram a qualidade nutricional do produto, ou aditivo, quando nao incrementam o
seu valor nutricional, devendo obedecer a todos os regulamentos sobre aditivos e
coadjuvantes (LUVIELMO; LAMAS, 2012).

Os compostos mais utilizados na elaboragdo e revestimentos comestiveis sdo as
proteinas (gelatina, caseina, ovo albumina, gliten de trigo, zeina e proteinas miofibrilares), os
polissacarideos (amido e seus derivados, pectina, celulose e seus derivados, alginato e

carragena), os lipidios (monoglicerideos acetilados, dcido estedrico, ceras e ésteres de acido
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graxo) ou a combinagdo destes compostos, o que permite utilizar vantajosamente as distintas
caracteristicas funcionais de cada classe (LUVIELMO e LAMAS, 2012).

A utilizacdo de revestimentos cria uma atmosfera modificada em torno do produto
semelhante ao conseguido pelas condicdes de armazenamento em atmosfera controlada ou
modificada. A aplicag¢do de revestimentos comestiveis tem sido amplamente estudada para os
produtos horticolas, como frutas e legumes, enquanto mal explorado para os produtos lacteos
(CERQUEIRA et al., 2010).

Os filmes elaborados a partir de polissacarideos ou proteinas possuem excelentes
propriedades mecanicas e Opticas, porém sao sensiveis a umidade e apresentam alto
coeficiente de permeabilidade ao vapor d‘agua. Por outro lado, os filmes compostos de
lipidios apresentam boas propriedades de barreiras ao vapor d‘dgua, mas sdo opacos € pouco
flexiveis (GALLO et. al., 2000) e devido a sua baixa polaridade, sdo mais utilizados na
elaboragdo de revestimentos comestiveis ou juntamente com um polissacarideo na elaboracio
de filmes com melhores propriedades mecanicas (CAMPOS; GERSCHENSON; FLORES,
2011).

O uso de revestimentos biodegraddveis também pode diminuir a incidéncia de
patdgenos, caso o revestimento utilizado tenha efeito bacteriostitico (TORLAK e SERT,

2013).

2.1.2. Aditivos utilizados na conservacao de alimentos

Devido a necessidade crescente de alimentos com maior durabilidade e praticidade
no consumo, os hébitos alimentares vém sofrendo grandes modificacdes ao longo do tempo
onde alimentos in natura estdo sendo gradativamente substituidos por alimentos
industrializados. Esse fato tem gerado questionamentos e preocupacdes quanto a seguranga do
emprego de aditivos alimentares (DALL’AGNOL et al., 2013).

Aditivo alimentar ou aditivo para produtos destinados a alimentacdo animal sdo
definidos pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (IN 13/04) como
“substancia, micro-organismo ou produto formulado, adicionado intencionalmente aos
produtos, que ndo € utilizado normalmente como ingrediente, tenha ou ndo valor nutritivo e
que melhore as caracteristicas dos produtos destinados a alimentacdo animal e dos produtos
animais, melhore o desempenho dos animais sadios ou atenda as necessidades nutricionais”.

Os aditivos sdo classificados como tecnolégicos, sensoriais, nutricionais € zootécnicos

(BRASIL, 2004).
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Os primeiros registros de seu uso datam de cerca de 1.500 a.C. em papiros egipcios,
que evidenciaram a aplicagdo de especiarias a fim de dar maior sabor e atracdo aos alimentos.
Posteriormente, os aditivos passaram a permitir que o homem pudesse conservar suas
refei¢cdes quando distante das fontes de cultivo e criagdo, aumentando, com isso, 0 consumo
deles (MARTYN et al., 2013).

No Brasil, o uso de aditivos alimentares é orientado pelo Ministério da Saude e
regulamentado pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), pela Portaria N°
540 de 1997, onde preconiza que aditivo alimentar € qualquer ingrediente adicionado
intencionalmente aos alimentos, sem propdsito de nutrir, com o objetivo de modificar as
caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais, durante a fabricagdo,
processamento, embalagem, armazenagem e transporte. Esta definicdo ndo inclui os
contaminantes ou substancias nutritivas que sejam incorporadas ao alimento para manter ou
melhorar suas propriedades nutricionais (BRASIL, 1997). De acordo com esta mesma
portaria, os aditivos sdo classificados quanto a funcdo, sendo classificados como agentes
conservantes as substancias que tem a finalidade de impossibilitar ou retardar a deterioracao
microbiana ou enzimatica dos alimentos.

Para proteger os lipidios e evitar a deterioracdo sensorial e aparente, as industrias
alimenticias tém feito uso de vdrios aditivos alimentares com propriedades antioxidantes.
Entretanto, a conscientiza¢do dos consumidores dos riscos a saide provocados pelos aditivos,
resultou em indicagdes as industrias alimenticias para se evitar o uso de aditivos sintéticos, e
desta forma estuda-se a possibilidade do uso de aditivos naturais ou métodos alternativos para
extensdo da vida-de-prateleira, aumentar a segurancga e evitar os danos da oxidacgdo lipidica
(GEORGANTELIS et al., 2007).

Os antioxidantes sdo adicionados a produtos frescos e em carnes processadas para
prevenir o rango oxidativo, retardar o desenvolvimento de off-flavors e melhorar a
estabilidade de cor (NAM; AHN, 2003). Dentre os antioxidantes sintéticos pode-se citar o
BHA (butilhidroxianisol), BHT (butilhidroxitolueno), GP (galato de propila) e TBHQ
(tercbutilhidroquinona) como os mais utilizados (RAMALHO; JORGE, 2006). O emprego
destes compostos, entretanto, tem sido alvo de questionamentos, quanto a sua inocuidade,
motivando a busca de antioxidantes naturais, que possam atuar isolados, ou sinergicamente,
com outros aditivos, em substituicdo aos sintéticos (SOARES, 2002).

De um ponto de vista tecnoldgico, os aditivos alimentares desempenham um papel
importante no desenvolvimento de alimentos. Entretanto, o uso de aditivos € um tema que

desperta a preocupacdo dos consumidores. Nos ultimos anos, os consumidores tornaram-se
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cada vez mais cautelosos sobre seguranga alimentar, dos vdrios itens relacionados com a
seguran¢a alimentar, os aditivos alimentares estdo entre os mais controversos (VARELA;

FISZMAN, 2013).
2.2. Proépolis

A propolis € uma resina produzida pelas abelhas da espécie Appis mellifera coletada
a partir de varias partes da planta como brotos e botdes florais, as abelhas utilizam a resina
para prote¢do e assepsia da colmeia (CABRAL et al., 2009; NUNES et al., 2009). De acordo
com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) “A propolis € um produto natural,
de caracteristicas fisicas resinosas e composicao varidvel, coletada de vérias espécies vegetais
e que sofre adi¢do de secrecdes da abelha, sendo classificada como opoterapico” (BRASIL,
2005). Opoterdpico € o medicamento obtido a partir de: glandulas, 6rgaos, tecidos e secre¢oes
de animais, no caso da prépolis, secrecdes salivares da abelha (BRASIL, 2007).

A extragdo da propolis faz parte da apicultura que tem demonstrado ser uma
excelente alternativa para complementacdo de renda, pois sua atividade, normalmente, nao
compete em recursos de producdo com as atividades ja existentes na empresa rural, sendo
essencialmente ecoldgica comprovadamente rentdvel e economicamente sustentdvel (INABA;
PASIN, 1998).

A propolis € coletada pelo apicultor através da raspagem da colmeia, logo se podem
encontrar sujidades como lascas de madeira, terra, entre outras. Outras técnicas vém sendo
criadas para melhorar a qualidade e a produtividade da prépolis como uso de telas coletoras
abaixo da tampa e Coletor de Préopolis Inteligente — CPI (INOUE, et al., 2007).

Segundo Wiese (2005), uma tnica colmeia pode produzir por ano entre 50 a 400g de
propolis dependendo da raca da abelha, das condi¢des geogréficas e clima da regido, assim
como do manejo do apicultor. Apesar de uma producdo modesta alcancada pelo pequeno
produtor, a propolis pode ser uma alternativa de renda importante devido ao seu alto valor
comercial, podendo ser desenvolvida de maneira consorciada com outras culturas, ampliando
efetivamente os ganhos na propriedade e no ecossistema local.

A prépolis € um material complexo, constituido por uma mistura de diversas resinas
vegetais, que sdo coletadas por abelhas meliferas (Appis mellifera L.), a partir de vérias partes
da planta (KATIRCIOGLU; MERCAN, 2006). A definicdo de prépolis segundo o MAPA
(BRASIL, 2001a) € um produto oriundo de substincias resinosas, gomosas e balsdmicas,
colhidas pelas abelhas, de brotos, flores e exsudados de plantas, nas quais as abelhas

acrescentam secrecoes salivares, cera e pdlen para elaborac¢do final do produto.
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A composicdo da prépolis € intensamente influenciada pelas variagdes ambientais,
tais como: fauna, flora, clima, temperatura, época da colheita entre outros (NUNES et al.,
2009; LINS et al., 2010). Os componentes fendlicos, entre eles os flavondides sdo os
compostos isolados com mais frequéncia e boa parte das propriedades terapéuticas dependem
da associacdo destes com outros constituintes menos comuns, como os derivados do acido
cinamico e os diterpenos (NUNES et al., 2009; LINS et al., 2010).

Estudos j& relataram atividade antibacteriana, antifiingica, anti-inflamatéria,
cicatrizante e antitumoral de alguns tipos de prépolis (CABRAL et al., 2009; VICTORINO et
al., 2009). A atividade antimicrobiana da prépolis ja foi evidenciada em vdrios trabalhos
frente a bactérias gram-positivas (FERNANDES JUNIOR et al., 2006; LUSTOSA et al.,
2008) e gram-negativas (BASTOS et al., 2011; VICTORINO et al., 2009). E o extrato da
propolis em associacdo com outras plantas ou produtos € utilizado no tratamento de infec¢des
respiratorias (PACKER, 2007) e enxaguatorios bucais (SIMOES, 2008).

No Brasil, sdo descritas propriedades bioldogicas e composi¢cdes quimicas distintas
para diferentes amostras coletadas em diferentes partes do pais. Essa variacdo € facilmente
explicada pela grande biodiversidade brasileira (CABRAL et al., 2009).

A cor da propolis varia do verde e do vermelho ao castanho escuro, apresentando um
cheiro caracteristico e propriedades adesivas, pois interage fortemente com 6leos e proteinas
da pele (BURDOCK, 1998). Em geral, a prépolis in natura € composta por 30% de cera, 50%
resina e bdlsamo de vegetais, 10% de 6leos essenciais e aromaticos, 5% de pdlen e 5% de
outras substancias, incluindo residuos organicos (PRADO, 2008).

Extratos etandlicos, hidroalcdolicos e aquosos da prépolis t€m sido utilizados e
estudados em diferentes situacdes, por exemplo, como agentes antimicrobianos (ZAHID et
al.,, 2013), antioxidantes (NAGAI et al., 2003), entre outras aplicacdes. O extrato mais
comumente utilizado € o hidroalcodlico, que na legislagcdo brasileira € denominado Extrato de
Prépolis e definido como sendo o produto proveniente da extracdo dos componentes soluveis
da prépolis em dlcool neutro (grau alimenticio), por processo tecnolégico adequado
(BRASIL, 2001a). Ainda segundo Brasil (2001a), os extratos de prépolis devem conter no
minimo 11 % de extrato seco. O método de extracdo de propolis mais utilizado emprega o
alcool etilico hidratado como solvente, uma vez que a propolis apresenta baixa solubilidade
em 4gua, em razdo das caracteristicas apolares da maior parte das substincias que a
compdem. O sabor residual do solvente, reacdes adversas em decorréncia do élcool e a
restricdo da venda desse tipo de produto em alguns paises, no entanto, sdo fatores limitantes

do extrato hidroalcodlico de propolis (KONISHI et al., 2004).
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No que se diz respeito ao uso na industria de alimentos, a prépolis € largamente
utilizada como aditivo antioxidante de produtos de origem animal (SANTOS et al., 2003) e
vegetal (PEREIRA, 2008), além do uso como antimicrobiano em ra¢do animal (FREITAS et
al.,, 2009). De acordo com PEREIRA (2008), para que a propolis possa ser utilizada na
formulacdo de alimentos, esta deve estar na forma de extrato para garantir que seus
componentes sejam digeriveis. A autora afirma ainda que o teor de dlcool no extrato deve ser
baixo para garantir a qualidade do produto final, diferentemente da industria farmacéutica.

Muitos estudos vém sendo realizados com a prépolis na substituicdo de antioxidantes
sintéticos como o BHA (butil-hidroxianisol), BHT (butil-hidroxitolueno), 16 TBHQ (terc-
butil-hidroquinona) e PG (propil galato), pois pesquisas cientificas apontam uma alta
toxicidade destes aditivos alimentares (SOARES, 2002). Desta forma, a propolis também vem
sendo utilizada na conservacdo de alimentos, substituindo outros compostos antioxidantes
como o tocoferol (Vitamina E), betacaroteno (pré- vitamina A) e vitamina C (4cido
ascorbico), também de origem natural, porém extraidos a partir do uso de solventes organicos
mais eficientes e mais toxicos, além do alto custo na separacdo. Além disso, o uso de aditivos
naturais permite a reducdo do teor de nitritos adicionados aos produtos cdrneos (ALVES,
2009).

Segundo Pereira et al (2015), a maior parte dos trabalhos encontrados na literatura
refere-se a propolis verde, e apenas nos Ultimos anos a prépolis vermelha tem sido objeto de
estudo. A propolis verde brasileira é produzida por abelhas localizadas no sul do Estado de
Minas Gerais e no norte do Estado de Sdo Paulo, e o tipo de propolis tem o exsudado de
folhas de Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae) como fonte botinica, vulgarmente
conhecida como "alecrim-do-campo (ROBERTO et. al., 2016). Enquanto que, a prépolis
vermelha brasileira, encontrada em alguns estados brasileiros como Sergipe, Paraiba,
Pernambuco e Bahia, possui novos compostos bioativos com atividades bioldgicas, sendo

uma delas a atividade antioxidante (DAUGSCH et. al, 2007; OLDONI et al., 2011).

2.2.1.Propolis vermelha

A principal origem botanica da prépolis vermelha € a planta Dalbergia
ecastophyllum, popularmente conhecida como rabo-de-bugio, encontrada ao longo da praia e
regido do mangue do nordeste do Brasil. A propolis vermelha vem sendo encontrada ao longo
do mar e costa de rios no nordeste brasileiro e sua coloracdo se deve, principalmente, pela
coleta das abelhas, do exsudado vermelho da superficie da Dalbergia ecastophyllum. O

melhor indicador da origem botanica da prépolis é a andlise da sua composi¢do quimica
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comparada com a provavel fonte vegetal. A determinacio da origem geogréfica da prépolis e,
principalmente, a origem vegetal, se faz importante no controle de qualidade e até mesmo na
padronizacdo das amostras de prépolis para uma efetiva aplicacdo terapéutica (PARK et al.,
2002).

A prépolis com origem botanica exclusiva de D. ecastophyllum apresentou atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus maior que a propolis com origem de mistura de
outras plantas, possuindo ainda a prépolis vermelha alta atividade antioxidante e
antibacteriana e as subfracdes obtidas sdo mais ativas biologicamente que o extrato bruto.
(DAUGSCH et al., 2007; CABRAL et al. 2009).

A propolis vermelha do nordeste do Brasil possui algumas moléculas que a
diferenciam dos outros tipos de prépolis ja largamente citadas na literatura. Acredita-se, dessa
forma, que tais moléculas possam revelar atividades bioldgicas ainda ndo conhecidas em
outras amostras, resultando numa mistura complexa de compostos bioativos e diversas
propriedades bioldgicas (GONSALES et al., 2006).

A maior parte dos trabalhos encontrados na literatura refere-se a prépolis
verde, e apenas nos dltimos anos a propolis vermelha tem sido objeto de estudo. Segundo
Alencar et al., (2007), a propolis vermelha brasileira possui novos compostos bioativos nunca
antes encontrados nos produtos ja estudados. Esta possui uma importante fonte de compostos
com atividades bioldgicas, sendo uma delas a atividade antioxidante (OLDONI et al., 2011).
Estudo realizado por Cabral et al., (2009), concluiu que a prépolis vermelha possui alta
atividade antioxidante e antibacteriana e as subfracdes obtidas sdo mais ativas biologicamente
que o extrato bruto.

A composi¢do quimica e as atividades bioldgicas das propolis dependem dos
aspectos ambientais como, por exemplo, pluviosidade, variagdes de temperatura e pasto
apicola. A alteracio do pasto apicola, bem como as mudangas climéticas que ocorrem durante
o ano, pode modificar o produto natural em sua composi¢do quimica, dificultando a
padronizacdo do mesmo para comercializagao. Com relag¢do a varia¢do sazonal, a diminui¢ao
em alguns componentes biologicamente ativos pode ser acompanhada pelo aumento de outros
(NUNES et al, 2009). Estudos que abordam o efeito da sazonalidade sdo muito importante
para a caracterizacdo da matéria-prima de uma determinada regido, uma vez que questdes
climaticas também se diferenciam em func¢do da regido onde o produto natural é obtido
(SIMOES-AMBROSIO et al, 2010).

Segundo Daugsch et al, (2008), a propolis vermelha do nordeste brasileiro do

grupo 13 contém rutina, liquiritigenina, daidzeina, pinobanksina, quercetina, luteolina,
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dalbergina, isoliquiritigenina, formononetina, pinocembrina, pinobanksina-3-acetato e
biochanina A.

Quando se avalia a atividade antibacteriana da propolis vermelha, verifica-se
que o extrato obtido das regides brasileiras possui melhor acdo bioldgica em comparacio aos
resultados obtidos com extratos norte-americanos (BASTOS et al., 2011). Segundo Daugsch
et al. (2007), as amostras de propolis vermelha brasileira da regido Nordeste apresentaram
atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus (ATCC 25923), em concentracdes
proximas a 2,5 pg/ml. Alencar et al. (2007) demonstraram que o extrato etandlico e a fracdo
cloroférmica da prépolis brasileira, apresentaram uma potente atividade antimicrobiana frente
aos microrganismos Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Streptococcus mutans (UA
159).

Anteriormente a prépolis possuia em sua classificacdo apenas 12 grupos, onde de
acordo com Daugsch (2007), um novo tipo de propolis de coloragdo vermelha foi encontrado
em colméias ao longo da praia e dos rios do nordeste do Brasil. Este tipo de propolis pode ser
classificado como prépolis do grupo 13, devido as caracteristicas fisico-quimicas diferenciais.

Em sua vasta pesquisa Daugsch (2007), caracteriza cromatograficamente
(cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia em fase reversa) os extratos etanolicos
da propolis do grupo 13, utilizada nesta pesquisa, esta propolis vermelha foi encontrada em
colméias de abelhas Apis mellifera africanizada, situadas dentro de manguezais do nordeste
brasileiro. Os quais visualizaram uma substancia resinosa saindo do caule da planta Dalbergia
ecastophyllum e que abelhas coletavam essa resina através da mastigacdo e deposi¢do da
resina nas patas posteriores levando-a para a colméia. A resina retirada da Dalbergia
ecastophyllum foi encontrada posteriormente nas colméias na forma de prépolis misturada
com cera e pélen Daugsch (2007).

Moraes (2009) avaliou em sua tese, a quantidade de compostos fendlicos totais e
flavondides totais presentes na propolis do grupo 13 de diferentes colméias e em diferentes
épocas do ano, além de testar suas atividades bioldgicas, tais como atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus e atividade antiradical. Além disso, realizou o isolamento e a
identificacdo da formononetina (7-hidroxi-4’metoxi-isoflavona), principal isoflavona
encontrada na propolis do grupo 13, e foram testadas suas atividades bioldgicas. Em sua
pesquisa, foram avaliados cinco extratos, preparados a partir da prépolis vermelha coletadas
de cinco colmeias diferentes, no periodo de fevereiro, abril, julho, outubro e dezembro de

2008, na cidade de Joao Pessoa, Paraiba.
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Moraes (2009) afirma em sua pesquisa que os extratos etandlicos de prépolis do
grupo 13 coletados nos meses de abril e outubro de 2008 em Jodo Pessoa — PB apresentaram
grande variacdo de cor, enquanto que os extratos de propolis coletados nos meses de
fevereiro, julho e dezembro de 2008 mostraram poucas variagdes quanto a coloracdo. Em
resultados, alega ainda que ndo foi observada nenhuma relacdo da coloragdo dos extratos
etandlicos de propolis com a quantidade de compostos fendlicos presentes no mesmo, além
disso, foi possivel observar que a prépolis vermelha do grupo 13 pode apresentar cor
amarelada e diversos tons de vermelho.

No entanto segundo Daugsch (2007), a prépolis do Nordeste pode apresentar
variacdo de cor devido a presenca de outras origens botanicas além da D. ecastophyllum, ou
reducdo da quantidade de resina encontrada pelas abelhas. Foi demonstrada que a quantidade
de resina de D. ecastophyllum € proporcional a atividade bioldgica da prépolis vermelha.

Moraes (2009) concluiu que a propolis vermelha de Jodo Pessoa - PB apresenta
grandes variagOes entre as colmeias em relacdo a composi¢do de compostos fendlicos totais,
flavonodides totais, e alguns compostos fendlicos identificados previamente como a quercetina,
dalbergina e formononetina. Constatou ainda que no més de julho sdo encontradas as propolis
de melhor qualidade comprovado através da quantificacdo e classificagdo dos principais
flavondides e outros compostos fendlicos e conforme sua atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus e atividade antiradical, sugerindo-se que ocorra variagdo da

quantidade de resina de Dalbergia ecastophyllum disponivel durante o ano.

2.2.2.Propolis verde

A propolis é uma mistura complexa de substancias resinosas produzida pelas abelhas
meliferas (Apis mellifera) de consisténcia, textura e coloracdo variada, que apresenta
comprovada atividade anti-inflamatéria, antioxidante, antiproliferativa, citotdxica,
imunomoduladora e antimicrobiana; estas e outras atividades exercidas pela propolis estao
relacionadas com a sua complexa composi¢do quimica que € diretamente ligada a vegetacdo
que compde o habitat das abelhas. Estima-se atualmente que existam segundo o seu perfil
quimico aproximadamente 13 tipos de propolis, onde pode destacar o efeito antimicrobiano da
prépolis verde (HIP()LITO, 2013; SIQUEIRA et al., 2014).

A proépolis verde advém da coleta do exsudato da planta nativa da regido central do
Brasil, a Baccharis dracunculifolia, comumente conhecida como alecrim-do-campo, o que

torna este produto Unico com caracteristicas quimicas e bioldgicas diferenciadas, com
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particular presenca dos compostos fendlicos, o artepillin C e o dcido hidroxicindmico
(SFORCIN; BANKOVA, 2011; SILVA, 2011).

A principal fonte botanica da prépolis verde € a resina extraida da planta Baccharis
dracunculifolia, conhecida como alecrim do campo ou vassourinha, estd espécie vegetal
apesar de ser considerada invasora, € utilizada popularmente, no tratamento da tuberculose, de
dlcera duodenal, de disttirbios géstricos, na reducdo da febre, contra doengas inflamatdrias,
como analgésico, anticancerigeno, bem como por sua atividade antimicrobiana (REIDEL,
2014; BRAGA, 2017).

A prépolis verde brasileira apresenta uma screening fitoquimico tnico, com alta
concentracdo de compostos fendlicos com predominio do dcido cindmico - o artepelin C, e o
Ester Feniletil do Acido Cafeico (CAPE), 4cido cafeoilquinico, dcido p-cumdrico; terpenos
como o dcido diterpénico, 4cidos arométicos e dcidos sesqui, di e triterpénicos; flavondides
como canferide, pinobanskina, crisina, galangina, canferol e isosakuranetina; acetofenonas,
lignanas, dalcool triterpénico e hidrocarbonos, esta ampla gama de substincia confere a
propolis verde inimeras atividades bioldgicas (MATTIGATTI et al., 2012; POSSAMALI et
al., 2013; REIDEL, 2014; BRAGA, 2017).

Estima-se que em 2012 o mercado brasileiro de propolis exportou 41.721 kg,
correspondendo a um faturamento de certa de 5 milhdes de dolares. Em comparagado a 2010, o
valor de mercado da prépolis aumentou em mais 50% em 2012, alcangando US$S 129,47/kg
(TORETI et al. 2013). Dados da EMATER-MG observaram que a producdo nacional da
propolis verde € de 40 t/ano, das quais 29 t provém de Minas Gerais, com destino preferencial
aos paises asiaticos, em especial o Japdo. Segundo o Ministério de Desenvolvimento,
Indistria e Comércio Exterior (MDIC), a prépolis verde mineira movimentou, no periodo de
janeiro a maio de 2012 cerca de US$ 1,5 milhdo em exportacdo. A Federagao Mineira de
Apicultura (FEMAP) relaciona o sucesso das exportacdes daquela matéria-prima ao esforgco
dos produtores mineiros para oferecer um produto de alta qualidade (SEAPA-MG, 2012). No
Japao, atualmente a prépolis brasileira é extensamente utilizada em alimentos e bebidas, com

o objetivo de manter ou melhorar a saide humana (AGA et al., 1994).

2.2.3.Propolis negra

Atualmente, muitas sdo as propriedades bioldgicas conferidas a prépolis como
antimicrobiana (CHOUDHARI et al., 2012; BARUD et al., 2013; BITTENCOURT et al.,
2014), anticariogénica (GONCALVES, 2010), citotéxica (FROZZA et al., 2013; PETER et
al., 2017), anti-inflamatéria e imunomodulatéria (ARAUJO et al., 2011; MACHADO et al.,
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2012; FARIAS et al., 2014), antioxidante (RIGHI et al., 2011), antileishmania e
antiprotozoario (SALOMAO et al., 2011; SILVA et al., 2013b) e adstringente e
antiespasmoédico (KUROPATNICKI; SZLISKA; KROL, 2013).

Park et al. (2002), classificaram a propolis brasileira em 13 tipos distintos, através do
perfil quimico obtido pelas técnicas de espectrofotometria de absor¢do na regido UV-visivel,
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa, atividade antimicrobiana e
antioxidante, onde as mais importantes sao a verde, vermelha e preta (PINTO; PRADO;
CARVALHO, 2011).

Aratjo et al.(2008) e Silva (2012) em seus estudos relatam que os constituintes
ativos da jurema preta que tem sido descritos, sdo principalmente os esteroides, terpenodides,
flavondides e taninos. Sendo os taninos considerados um dos responsdveis por atividade
contra bactérias, fungos, virus e protozodrios. Por sua vez, a literatura oferece raros relatos de
suas propriedades farmacolédgicas exploradas, e em especial com a propolis preta, proveniente
da Jurema preta.

A jurema preta, também conhecida como calumbi, jurema e espinheiro tem nome
botanico da Mimosa hostilis Benth. Possuindo outros sindbnimos como: Acacia hostilis Mart.;
Acacia tenuiflora Willd.; Mimosa cabrera H.Karst.;, Mimosa hostilis (C.Mart.) Benth.;
Mimosa limana Rizzini. Considerada uma arvore arbustiva pertencente a familia Fabaceae, da
ordem das Fabales tipica da caatinga, ocorrendo praticamente em quase todo nordeste
brasileira, e também encontrada em El Salvador, Honduras, México, Panama, Coldmbia e

Venezuela (MAIA-SILVA et. al, 2012).
2.3. Produtos carneos

Os alimentos sdao importantes carreadores de nutrientes, que sdo essenciais para a
qualidade de vida, onde se destacam a carne e seus produtos derivados (KEENAN et al.,
2014). Dentre as categorias de alimentos pactuadas para reduc¢do de soédio destacam os
produtos embutidos, como o hamburguer (NILSON; JAIME; RESENDE, 2012).

A carne € um dos produtos de origem animal mais consumido como fonte protéica
pelos seres humanos (RUBIN; WAQUIL, 2013). Comercialmente, denominam-se carne todas
as partes dos animais que servem de alimento ao homem (PHILIPPI, 2006) e pode ser
adquirida como produtos frescos, congelados, embalados a vacuo, secos, salgados, defumados
ou enlatados (SOUSA et al., 2012).

Mediante a importancia e a popularidade do consumo de carnes, sua transformacgao

em produtos industrializados é de suma importancia para a praticidade, variedade e
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balanceamento do carddpio. Essa diversificacio de oferta inclui um grande nimero de
produtos como almondegas, hamburgueres, empanados, linguicas, mortadelas, salames, entre
outros (CHIATTONE, 2010).

A qualidade da carne ¢é altamente dependente da manipulacdo do animal no pré-abate
e da carne pds abate. Existem trés mecanismos envolvidos durante o processamento e
armazenamento na deterioracdo da carne e de produtos carneos: deterioracao microbiana, a
oxidacgdo lipidica e oxidacdo enzimadtica. A populacdo microbiana pode ser proveniente da
microflora nativa do trato intestinal e da pele dos animais ou através de contaminacdes
provenientes do ser humano, no manuseio, armazenamento; além dos ambientais associados a
cadeia de producdo. O crescimento microbiano na carne pode resultar na formacdo de limo,
degradacdo de componentes estruturais, diminuicdo da capacidade de retencdo de 4gua,
odores, e textura, bem como alteracdes da aparéncia. Agentes antimicrobianos ou compostos
antioxidantes incorporados no filme comestivel podem impedir o crescimento e deterioracao
por microrganismos patogénicos, e reduzir a rancificacdo da gordura de carne, prevencdo da
descoloracdo, e ainda a melhoria da qualidade nutricional (SANCHEZ-ORTEGA et al.,
2014).

Na industria de carnes, os elevados custos de producdo estimulam o estudo e o
desenvolvimento de novas tecnologias visando a utilizacdo de todas as artes do animal com
objetivo de minimizar as perdas e maximizar o lucro das empresas. Isso inclui a
implementacdo de métodos de reestruturacdo de carnes com aparas e cortes de baixo valor
comercial para melhorar a aparéncia e textura do novo produto (FERREIRA et al., 2012).

Virios fatores afetam as decisdes dos consumidores para comprar carne, mas
provavelmente o mais importante é a percep¢ao de qualidade. A cor vermelha brilhante para a
carne é percebida pelos consumidores como sendo indicativo de frescura, salubridade, e boa
qualidade alimentar (CAMO et al., 2011).

De acordo com Fernandez-Ginés et al. (2008) a carne e os produtos cdrneos siao
essenciais na dieta de diversos paises. Carne e produtos cdrneos sdo importantes fontes de
proteina, gordura, aminodcidos essenciais, minerais, vitaminas e outros nutrientes. Com o
crescente aumento na diversidade deste tipo de produto, que ndo demandam muito tempo para
seu preparo, disponiveis no mercado, os hamburgueres, linguicas, empanados, salames,
mortadelas e salsichas se tornaram o lanche de muitas familias do mundo (OLIVEIRA et al.,
2013).

No entanto, a alta concentra¢do de gordura saturada nestes produtos tem preocupado

os consumidores, que procuram, cada vez mais, produtos com apelo saudaveis (HYGREEVA
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et al., 2014). Neste contexto, o hambtirguer ¢ um dos produtos carneos utilizados nos testes de
substitutos de gordura (SOUSA et al, 2012), pela sua facilidade de processamento
(OLIVEIRA et al., 2013) e alta aceitac@o entre os consumidores.

2.3.1. Hambiirguer

O hamburguer €, atualmente, um dos alimentos produzidos em larga escala no Brasil
com crescente consumo por pessoas de todas as idades (AKESOWAN, 2010), e representa o
produto cdrneo processado mais popular do mundo, devido a sua praticidade no consumo e
baixo preco. Portanto, fatores que afetam sua qualidade possuem relevancia (SCHEEDER et
al., 2001). De acordo com o Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA) o
hamburguer ¢ definido como “... o produto carneo industrializado obtido da carne moida dos
animais de acougue, adicionado ou ndo de tecido adiposo e ingredientes, moldado e
submetido a processo tecnolégico adequado” (BRASIL, 2000).

O hamburguer € um alimento bastante apreciado pela populacdo de diversas faixas
etdrias, sendo as criangas e adolescentes os maiores consumidores, mas os adultos também
apresentam hdbitos de consumo deste alimento. O consumo frequente deste tipo de produto
pode apresentar como consequéncia um elevado indice de peso podendo causar a obesidade,
riscos corondrios, diabetes e até mesmo cancer (SILVA, 2013a).

No inicio do século XIX, imigrantes alemaes levaram para os Estados Unidos a
receita j4 adaptada aos seus costumes, que consistia em grelhar a carne levemente com
cebolas. No final desse século, um dono de restaurante, em Washington, teve a idéia de
colocar o hamburguer entre duas fatias de pao e transforma-lo em sanduiche (SMITH, 2012).

Os produtos cédrneos reestruturados (hamburguer, almondega, quibe e bife
reconstituido) possuem uma alta demanda devido a facilidade de utilizagdo, menor preco e
conveniéncia. Entretanto, o produto reestruturado cru deve ser conservado congelado. Além
da estabilidade do produto, a indudstria busca produzir carnes reestruturadas que possam
competir com musculos integros em relacdo as caracteristicas sensoriais como aparéncia,
odor, sabor e textura, importantes para aceitacdo pelo consumidor (FERREIRA et al., 2012).
Esta tecnologia permite ainda oferecer produtos com qualquer forma ou tamanho, podendo
assim diversificar a oferta, e, sobretudo, a possibilidade de incorporacdo de outros alimentos
ou compostos que os tornam mais saudaveis, nutritivos e atrativos (MENDES, 2011).

Os hamburgueres possuem como ingredientes obrigatdrios somente a carne oriunda
de diferentes espécies de animais de agougue e, como ingredientes opcionais os seguintes:

gordura animal, gordura vegetal, d4gua, sal, proteinas de origem animal e/ou vegetal, leite em
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po, acticares, maltodextrina, aditivos intencionais, condimentos, aromas, especiarias, vegetais,
queijos e outros recheios. A legislagdo que vigora atualmente para esse tipo de produto,
permite a adi¢do de no méximo 4,0 % de proteina ndo cirnea na forma agregada e um limite
maximo de carboidratos totais de 3 %. O produto em questdo deve possuir caracteristicas
sensoriais como textura, cor, sabor e odor caracteristicos do produto e as seguintes
caracteristicas fisico-quimicas: teor de gordura no miximo 23 %, proteina no minimo 15% e
teor de célcio (max. base seca) 0,1 % em hamburguer cru e 0,45 % em hambirguer cozido
(BRASIL, 2000).

De acordo com Soltanizadeh e Ghiasi-Esfahani (2015), os consumidores apresentam
um crescente interesse por alimentos que sejam aliados da vida movimentada, que sejam de
rapido preparo e facil consumo. Os hamburgueres se enquadram como tal. A necessidade de
satisfazer o consumidor, aliada as preferéncia e custos, impde desafios a industria de
alimentos. Os hamburgueres, hoje em dia, devem ser trabalhados para satisfazer estas
necessidades, devendo as industrias produtoras buscar formulagdes que oferecam produtos
variados, para ganhar a confianga do consumidor, sem comprometer os atributos relacionados

a qualidade.

3. CONCLUSOES

Considerando as informacOes disponiveis na literatura, concluiu-se que as
caracteristicas das propolis sdo muitas, mas esta pesquisa focou nas caracteristicas
antimicrobianas e antioxidantes de trés variedades tipicas da regido nordeste. Demonstrando
assim, que estas apresentam resultados promissores e que deve-se estimular a sua utilizagao
em estratégias preventivas de contaminacdo microbiana e da oxidacdo do produto céarneo,
hamburguer. Sugere-se ainda o desenvolvimento de estudos futuros, contemplando demais

variedades encontradas no nordeste, especificamente na Paraiba.
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CAPITULO II

ARTIGO 2 - SCREENING FITOQUIMICO DE AMOSTRAS DE PROPOLIS DO
NORDESTE DO BRASIL POR HPLC: VARIEDADES VERDE, NEGRA E

VERMELHA

RESUMO

A propolis é uma resina natural elaborado por abelhas do género Apis sp., e devido a sua
atividade antioxidante e antimicrobiana, tem sido usada frequentemente na medicina
alternativa em diversos locais do mundo. Essas caracteristicas bioldgicas estdo atreladas a sua
composi¢do quimica, precisamente aos compostos fendlicos que variam em relacdo a sua
estrutura e concentracdo dependendo da regido de producdo, disponibilidade de fontes
vegetais para coleta de resinas e época do ano. Diversos experimentos tém sido conduzidos a
fim de definir os compostos que caracterizam estas atividades, sendo assim, o objetivo deste
estudo foi elaborar e identificar a composi¢cdo quimica dos extratos hidroalcoodlicos das
propolis vermelha, verde e negra por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Os perfis
apresentados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) dos extratos das amostras
da propolis verde, vermelha e negra foram bastante semelhantes, mas houve uma grande
variacdo em termos de perfil quantitativo, além de desempenharem um papel essencial na
atividade antioxidante. Através dos cromatogramas, verifica-se que em funcdo da
concentracdo de propolis, diferentes compostos fendlicos sdo extraidos a partir da propolis,
resultando em extratos com diferentes propriedades bioldgicas. Estes dados associados
contribuem para o conhecimento da atividade biolégica do extrato hidroalcodlico de propolis
verde, favorecendo a busca de novos agentes terapéuticos.

Palavras-chave: atividade antioxidante, perfil quantitativo, CLAE.

ABSTRACT

Propolis is a natural resin made by bees of the genus Apis sp., And because of its antioxidant
and antimicrobial activity, it has been used frequently in alternative medicine in several places
of the world. These biological characteristics are related to their chemical composition,
precisely to the phenolic compounds that vary in relation to their structure and concentration
depending on the region of production, availability of plant sources for resin collection and
time of year. Several experiments have been conducted in order to define the compounds that
characterize these activities. The aim of this study was to elaborate and identify the chemical
composition of the hydroalcoholic extracts of red, green and black propolis by High
Performance Liquid Chromatography. The profiles presented by High Efficiency Liquid
Chromatography (HPLC) of the extracts of the green, red and black propolis samples were
very similar, but there was a great variation in terms of quantitative profile, besides playing an
essential role in the antioxidant activity. Through the chromatograms, it is verified that as a
function of the concentration of propolis, different phenolic compounds are extracted from the
propolis, resulting in extracts with different biological properties. These data contribute to the
knowledge of the biological activity of the hydroalcoholic extract of green propolis, favoring
the search for new therapeutic agents.

Keywords: antioxidant activity, quantitative profile, HPLC.
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1. INTRODUCAO

A depender da fonte botanica do ecossistema de onde a prépolis estd sendo
produzida, a mesma apresenta diferente Screening fitoquimico, por isso, para a instalacdo de
uma terapéutica adequada com o uso deste produto natural se faz necessario determinar a sua
origem botanica através da andlise de seu perfil quimico comparado com a provével fonte
vegetal, bem como determinar sua origem geogréfica, aliada a fenologia da planta hospedeira
(LINS et al., 2010; PORTILHO et al., 2013).

A origem botanica € o fator determinante na variabilidade quimica da composi¢do da
propolis, e como consequéncia, das propriedades biolégicas a partir de uma determinada
regido. Na Europa, América do Norte e regides ndo tropicais da Asia, a fonte dominante para
a producdo da propolis é o exsudato do botdo de dlamo (Populus sp.); ja na América do Sul
outras espécies vegetais sdo empregadas como fontes de producao da prépolis como o alecrim
do campo (Baccharis dracunculifolia), rabo-de-bugio (Dalbergia Ecastophyllum), copaiba
(Copaifera langsdorffii), cipreste (Cupressus sempervirens) e palmeira-sagu (Macaranga
tanarius). As amostras origindrias destas regides sdo quimicamente similares,
predominantemente compostas por substancias flavonoides, como o CAPE (BANKOVA et
al., 2013; CASTRO et al., 2013; HIPOLITO, 2013; SOUZA; FICHER; VARGAS, 2013).

Bankova; Popova; Trusheva (2014) descrevem que o controle da origem geografica
da prépolis é fundamental para assegurar uma composicdo constante e alcancar uma melhor
padronizacao possivel.

Estudos recentes apontaram que a composi¢do quimica e o efeito antimicrobiano das
amostras de propolis sdo dependentes da vegetagdo ao redor dos apidrios. Castro et al. (2007),
Siqueira et al. (2014), em estudo sobre a influéncia da sazonalidade na atividade
antibacteriana da prépolis das regides sudeste e nordeste, ao longo dos periodos de safra
apicola, pode constatar que a medida que a sazonalidade mudava a atividade antibacteriana
das propolis dos tipos 6 (regido nordeste) e 12 (regido sudeste), sofriam alteragdes nas
concentracdes dos compostos bioativos.

Muitos sdo os métodos utilizados para analisar os compostos quimicos da prépolis,
como os métodos analiticos que se baseiam em curvas de calibragdo e absorbancia, que apesar
de pouco sensiveis ainda hoje continuam a serem utilizados; Dentre os métodos pode-se
destacar os métodos cromatograficos, a cromatografia em papel, Cromatografia em Camada
Delgada (CCD), bidimensional em papel, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e

Cromatografia Gasosa (CG), além dos métodos de espectrofotometria de massa. Destes os de
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maiores sucesso aplicados a separacao e identificacdo das moléculas que estdao solubilizadas
nos extratos de prépolis sdo os de Cromatografia Gasosa (CG), Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) e a espectrofotometria de massa, que apesar de serem métodos onerosos,
sdo extremamente sensiveis neste processo (ALMEIDA, 2014; PEREIRA et al., 2016).

Sendo assim o objetivo desta pesquisa foi elaborar e identificar a composi¢do
quimica dos extratos hidroalcodlicos das propolis vermelha, verde e negra por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

2. METODOLOGIA
2.1. Local da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida nos Laboratorios do Centro Vocacional Tecnolégico
(CVT) e no Laboratério de Quimica, ambos, do Centro de Ciéncias e Tecnologia

Agroalimentar (CCTA), da Universidade Federal de Campina Grande, campus Pombal, PB.

2.2. Procedéncia das proépolis

As amostras de propolis vermelha, verde e negra utilizadas nesta pesquisa, foram
fornecidas pelo especialista Edivaldo Ferreira Pacheco Filho, proprietario dos Apidrios
EDIMEL — Apicultura e Apiterapia — Jodo Pessoa, no Estado da Paraiba. A vermelha foi
escolhida por ser padronizada, tendo seus componentes quimicos e seus flavondides
identificados por meio de cromatografia liquida de alta efici€ncia em fase reversa (CLAE) em
trabalho desenvolvido por Daugsch (2007). As amostras de propolis foram conservadas a
temperatura ambiente e protegidas do sol até o momento da elaboracdo do extrato

hidroalcodlico.

2.3. Elaboracao dos extratos hidroalcodlico de proépolis vermelha, verde e

negra.

A extracdo iniciou-se com o prévio congelamento da propolis bruta (vermelha, verde e
negra) a -18°C por 24 horas, apds este periodo as amostras foram trituradas de modo
mecanico em liquidificador industrial de alta rotacdo (Vithory) para obtencdo de um po

(Figura 1).



52

Figura 1: Prépolis verde, vermelha e negra em pé.

Propolis verde Propolis vermelha Propolis negra

Fonte: Autor (2018)

Ap6s a trituracdo as amostras (02 gramas de pd) foram pesadas em balanga analitica
de alta precisdo (Shimadzu), diluidas em 25 mL de dlcool etilico a 70%. Para a extra¢do o
material foi incubado em banho-maria estitico a 50 °C por 30 minutos com agitacdo manual a
cada 5 minutos. Em seguida, as solu¢des ficaram por 48 horas a temperatura ambiente, sendo
submetidas a agitacdes manuais periddicas a cada 2 horas. As amostras foram filtradas a
vdcuo e centrifugadas a 3.500 rpm por 10 minutos, a 35°C em centrifuga refrigerada NT 815
(Nova Técnica). O sobrenadante foi levado para rotaevaporacdo a 55°C, a fim de evaporar
todo o solvente, e concentrar os extratos hidroalcodlico da prépolis bruta. O material foi
pesado e o rendimento da extragdo calculado em relacdo a massa inicial utilizada e expresso
em porcentagem. Seguiu-se metodologia descrita por Bruschi (2006), com pequenas
alteracoes.
A figura 2 apresenta os extratos hidroalcodlicos de propolis verde, vermelha e negra

apos o processo de rotaevaporagao.
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Figura 2: Extrato hidroalcodlico da prépolis bruta.

Prépolis verde Prépolis vermelha Prépolis negra
Fonte: Autor (2018)

2.4. Identificacado do perfil quimico dos extratos de propolis por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O perfil quimico dos extratos de prdpolis foram determinados pela técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia desenvolvida em colaboragdo com o Laboratério de
Combustiveis e Materiais da Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, PB.

A metodologia utilizada para esta andlise seguiu o protocolo descrito por Zhao,
Dong, Sun (2009), com adaptacdes para analisar os compostos fendlicos presentes nos
extratos. Foram usados o mddulo de separacdo (LC-20 AT, Shimadzu Corporation, Japao)
equipado com uma coluna de 18 cadeias de Carbono em fase reversa (SUPELCOSIL™ LC-
PAH CLAE Column, 250 x 4,6 mm, tamanho de particula 5 pm, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) e um detector UV-VISIVEL (Rheodyne, EUA).

As amostras foram aluidas em um sistema gradiente que consistiu nas seguintes fases
moveis: solvente A (2% de acido acético, v/v) e solvente B (acetonitrila: metanol, 2:1, v/v),
em fluxo constante de 1 mL/min. A temperatura da coluna foi mantida a 40 °C e o volume de
injec¢do foi de 20 pL.

Os picos dos compostos fendlicos foram monitorados a 280 nm e os espectros de
absor¢do de UV-VIS foram registados em linha a partir de 200 para 600 nm durante a andlise
por CLAE.

Os compostos fendlicos foram identificados por meio da comparagdo dos tempos de
retencdo com os padroes de acidos fendlicos e flavonoides, sendo quantificados em
concentracoes de mg/mL. Os cromatogramas foram registrados em software tipo

LabSolutions Data System.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Identificacdo do perfil quimico dos extratos hidroalcoodlico das prépolis
vermelha, verde e negra por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE).

Na figura 3 podemos visualizar o cromatograma do extrato hidroalcodlico de

propolis vermelha bruta (80mg/mL).
Figura 3: Cromatograma do extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha bruta (80mg/mL)
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1 - Gentisic Acid; 2 - p-hydroxybenzoic Acid; 3- Vanillic Acid; 4 - p-coumaric Acid; 5 - Sinapic Acid;
6 - Elagic Acid; 7 - Rutin; 8 - Salicylic acid; 9 - Cafeic Acid; 10 - Quercetin; 11 - Transcinnamic acid;
12 - Naringenin; 13 - Kaempferol

Fonte: Software tipo LabSolutions Data System, (2018).
O perfil cromatografico do extrato da prépolis vermelha com as concentragdes de

cada composto quimico presente na amostra estd apresentado na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), apresentando os
nomes dos compostos quimicos, tempo de reten¢do e concentracdo dos compostos quimicos
no extrato hidroalcodlico de propolis vermelha bruta (80 mg/mL).

Nome dos compostos Tempode  Concentragdo do extrato hidroalcodlico de
quimicos retencao propolis vermelha bruta (mg/mL)

Acido 4 Hidroxibenzoico 8,407 0,041
Acido p Cumdrico 13,852 0,04

Acido Salicilico 19,698 0,93

Acido Sinapico 14,708 0,279
Acido Trans cinamico 24,567 0,015
Acido 2,5 dihidroxibenzoico 7,457 1,028
Acido Vanilico 9,884 0,035
Acido Elagico 16,252 0,107
Acido Cafeico 22,882 0,642
Rutina 17,312 0,294
Naringenina 25,698 0,109
Kampferol 27,406 1,189

Fonte: Autor, (2018).



55

Analisando os compostos quimicos descritos na Tabela 1, destaca-se os que
apresentaram maiores concentracdes na propolis vermelha que foram o Acido 2,5
dihidroxibenzoico (1,028 mg/mL), o Kampferol (1,189 mg/mL) e o 4cido salicilico (6,25
mg/mL), sendo esses responsdveis por atividade antioxidante e antibacteriana (OLIVEIRA et
al., 2016).

No Brasil, tem sido realizadas pesquisas com a propolis vermelha que tem se
mostrado promissora. Foram isolados varios compostos desse tipo de propolis, dentre eles o
2,3-epoxi-2-(3-metil-2- butenil)-1,4-naftalenodiona um composto inédito que se mostrou um
bom agente antibacteriano e observou-se ainda atividade de outras duas benzofenonas
preniladas contra bactérias (TRUSHEVA et al., 2006). Em estudos com esse tipo de propolis
foi observada atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e S. mutans a partir de
uma fracdo cloroférmica desta prépolis (ALENCAR et al., 2007), comprovando que esta
propolis, assim como a propolis verde, merece estudos mais profundos.

No entanto em analise realizada por Oldoni (2011) foram identificados pela primeira
vez em amostras de prépolis brasileira os seguintes compostos: metil-oorsellinato, metil-
abietato, medicarpina, homopterocarpina, mesitol e 4’,7-dimetoxi-2’- isoflavonol e 7,4"-
Diidroxiisoflavona. Pode-se observar a presenca de pelo menos 4 isoflavonas nunca antes
relatadas, sendo que as isoflavonas homopterocarpina, medicarpina e 4’°,7-dimetoxi-2’-
isoflavonol apresentaram-se como os compostos de maior abundincia pela técnica de
Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrofotometria em massa.

A origem botanica da propolis vermelha brasileira tem sido hd algum tempo
investigada e, agora parece ter sido elucidada. Estudos realizados por Silva et al. (2007),
demonstraram que a propolis vermelha possui composicdo quimica idéntica a planta
Dalbergia ecasthopyllum, que € uma leguminosa normalmente encontrada na América
tropical e Africa, rica em isoflavonas. Existem virios trabalhos na literatura demostrando que
essas isoflavonas possuem atividade antimicrobiana, antifingica, anticincer e antioxidante
(MILITAO, 2006; RUFER; KULING, 2006).

Na figura 4 podemos visualizar o cromatograma do extrato hidroalcodlico de

propolis verde bruta (80mg/mL).
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Figura 4: Cromatograma do extrato hidroalcodlico de prépolis verde bruta (80mg/mL)
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Fonte: Software tipo LabSolutions Data System, (2018).

A andlise cromatografica do extrato hidroalcodlico de propolis verde bruta detectou a
presenca e quantificou 18 compostos secunddrios (Figura 4), identificado dentre eles o acido
2,5 dihidroxibenzoico, 4cido cafeico, 4cido gdlico, 4cido p cumdrico, 4cido salicilico,
catequina, kampferol, miricetina e rutina, principais compostos secunddrios relacionados as
atividades bioldgicas conferidas a prépolis.

O perfil cromatografico do extrato da propolis verde com as concentragdes de cada

composto quimico presente na amostra estd apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2: Resultados da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), apresentando os
nomes dos compostos quimicos, tempo de reteng¢do e concentracdo dos compostos quimicos
no extrato hidroalcodlico de prépolis verde bruta (80 mg/mL).

Nome dos compostos Tempo de Concentragdo do extrato hidroalcodlico
quimicos retencao de propolis verde bruta (mg/mL)
Acido 2.5 dihidroxibenzoico 7,58 21,39
Acido 3,4 dihroxibenzoico 5,31 1,81
Acido 4 Hidroxibenzoico 8,03 2,68
Acido Cafeico 22,81 1,39
Acido Elagico 16,18 0,69
Acido Feliirico 15,05 5,07
Acido Gilico 3,64 0,56
Acido p Cumirico 13,62 0,56
Acido Salicilico 19,62 1,78
Acido Sindpico 14,88 5,66
Acido Siringico 10,41 1,02
Acido Trans cinimico 24,33 0,31
Acido Vanilico 9,49 1,35
Catequina 6,74 2,97
Kampferol 27,37 2,46
Miricetina 19,07 3,41
Naringenina 25,41 1,98
Rutina 16,44 4,32

Fonte: Autor, (2018).

O é4cido 2,5 dihidroxibenzoico (21,39mg/mL), dcido sinédpico (5,66 mg/mL) e o 4cido
feldrico (5,07mg/mL) que foram os compostos mais abundantes detectados, sdo largamente
difundidos como sendo compostos responsdveis por combater radicais livre, apresentando alto
potencial antioxidante, maior at€¢ do que a alfa-tocoferol (vitamina E), o dcido ascérbico
(vitamina C), e o betacaroteno (VIEIRA, 2016).

Costa et al. (2013), identificou que os derivados das catequinas constituem os
principais compostos encontrados no extrato de chd verde dos Acores (108 g/kg) sendo este
um potente agente fungistatico natural, de baixo custo, frente a cepas de C. glabrata, C.
guilliermondii e C. krusei. Os flavonoides miricetina e catequina foram detectados na amostra
na concentragdo de 3,41 mg/mL e 2,97 mg/mL, respectivamente.

O éacido salicilico também identificado no extrato, na concentragdo de (1,78 mg/mL)
possui ampla atividade antimicrobiana, sendo utilizado em associacdo com medicamentos
como o tolnaftato, no tratamento de micoses cutdneas, como as lesdes hiperqueratdticas

causadas pela Candidiase unguel (DELUCIA, 2014).
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Queiroz (2010), em trabalho semelhante a este, também identificou a presenca do
dcido p cumarico (0,75 mg/mL), kaempferol (1,43 mg/mL), 4cido ferudlico (1,12 mg/mL) e
acido cafeico (0,44 mg/mL) no extrato etandlico de prépolis verde. As concentragdes destas
substancias no extrato em questao sdo maiores, exceto a do dcido p-cumdrico (0,56 mg/mL),
no entanto, apenas a sua presenca ja garante ao extrato hidroalcodlico de prépolis verde um
potencial significativo de atividade farmacolégica.

A figura 5 apresenta o cromatograma do extrato hidroalcodlico da propolis negra.

Os principais compostos quimicos presentes no extrato de propolis, sdo reconhecidos
na literatura por apresentarem significativas propriedades anti-inflamatdria, cicatrizante,
anestésica, anticarcinogénica, antiviral, antioxidante e fitotoxica t€m sido atribuidas a prépolis

e aos seus constituintes (SFORCIN, BANKOVA, 2011).

Figura 5: Cromatograma do extrato hidroalcodlico de prépolis negra bruta (80mg/mL)
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Fonte: Software tipo LabSolutions Data System, (2018).

A literatura cientifica evidencia que mais de trezentas substdncias tem sido
identificada em amostras de propolis, das quais se destacam: os flavonoides (galangina,
crisina, tectocrisina, pinocembrina, canferol e quercetina), além dos aldeidos aromaéticos
(vanilina e isovanilina), cumarinas, acidos fendlicos (acido caféico, ferilico, cindmico e
cumadrico), acidos organicos (4cido benzodico), acidos e ésteres alifiticos e aromaéticos,
acucares, alcodis, 4cidos graxos, aminoacidos, esteroides, cetonas, chalconas e
diidrochalconas, terpenoides e proteinas. Dentre estas classes de substancias, destacam-se a
dos flavonoides e a dos 4cidos fendlicos, com intimeras atividades bioldgicas descritas para a

prépolis, segundo Salgueiro e Castro (2016).
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O perfil cromatografico do extrato da prépolis negra com as concentragdes de cada

composto quimico presente na amostra estd apresentado na Tabela 3.

Tabela 3: Resultados da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), apresentando os
nomes dos compostos quimicos, tempo de reten¢do e concentracdo dos compostos quimicos
no extrato hidroalcodlico de prépolis negra bruta (80 mg/mL)

Nome dos compostos Tempo de Concentragdo do extrato hidroalcodlico
quimicos retengao de prépolis negra bruta (mg/mL)

Acido 3,4 dihroxibenzéico 5,772 1,135
Acido 4 Hidroxibenzoico 8,492 0,064
Acido p Cumirico 14,167 0,033
Acido Sinapico 14,98 0,204
Acido Siringico 10,114 0,028
Acido Trans cinamico 24.313 0,285
Acido 2,5 dihidroxibenzoico 7,568 1,017
Acido Cafeico 22,62 0,487
Rutina 16,544 0,278
Miricetina 18,892 0,443
Quercetina 23,392 0,5

Naringenina 25,445 0,428
Kampferol 27,223 0,457
Crisina 35,733 0,152

Fonte: Autor, (2018).

Pode ser constatado na Tabela 3, os compostos quimicos que apresentaram maiores
concentragdes na propolis preta foram o acido 3,4-dihidroxibenzoico (14,19 mg/mL), a Rutina
(12,71 mg/mL), o 4cido transcindmico (6,25 mg/mL), sendo esses responsdveis por atividade
antioxidante e antibacteriana (OLIVEIRA et al., 2016) .

Devido a variacio na composicdo quimica da propolis, € necessaria uma

padronizacdo destes extratos de propolis. (SALATINO et al., 2011).

4., CONCLUSOES

Por meio das andlises dos cromatogramas, pode-se verificar que, em funcdo da
concentracdo de propolis, diferentes compostos fendlicos sao extraidos a partir da propolis,
resultando em extratos com diferentes propriedades bioldgicas. Estes dados associados
contribuem para o conhecimento da atividade biolégica do extrato hidroalcodlico de propolis

verde, favorecendo a busca de novos agentes terapéuticos.
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CAPITULO III

ARTIGO 3 - EXTRATOS DE PROPOLIS UTILIZADOS COMO ADITIVOS
ALIMENTARES NATURAIS NA CONSERVACAO DE HAMBURGUER BOVINO

RESUMO

O consumidor tem-se tornado cada vez mais exigente frente as suas escolhas alimentares,
procurando cada vez mais produtos que sejam o mais natural possivel. Esta pesquisa tem por
objetivo elaborar hamburgueres com adicdo de extratos hidroalcodlicos de prépolis como
aditivo natural, verificando suas caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas. Foram
produzidas quatro formulagdes, ACTL (formulagdo controle, sem adicdo de extrato de
propolis), APVA (formulag¢do adicionada de 1% de extrato de propolis vermelha), APVE
(formulagdo adicionada de 1% de extrato de prépolis verde) e APNE (formulagdo adicionada
de 1% de extrato de propolis negra). No produto final cru foram realizadas anélises fisico-
quimicas de pH, acidez tituldvel, teor de umidade, teor de cinzas, teor de proteinas, atividade
de agua, indice de TBARS e teor de lipidios e microbioldgicas de Coliformes a 35°C e a
45°C, Staphylococcus spp e Salmonella sp. Os hamburgueres foram avaliados durante todo o
processo de conservacdo a cada 30 dias durante 120 dias. Os teores de lipidios aumentaram
com a adicdo de extratos hidroalcodlicos de prépolis verde, vermelha e negra quando
comparados com a amostra tradicional, o que pode ser visto pelas medias dos 120 dias para
cada tratamento, 2,43% (ACTL), 3,66% (APVA), 299% (APVE) e 2,83% (APNE). Com isso,
ficou demonstrado ser possivel elaborar produtos cdrneos tipo hambirguer que agreguem
praticidade, sabor e qualidade nutricional.

Palavras-chave: microrganismos, produtos cirneos, antioxidante.

ABSTRACT

The consumer has become increasingly demanding in front of their food choices, looking for
more and more products that are as natural as possible. This research aims to elaborate
hamburgers with the addition of hydroalcoholic extracts of propolis as natural additive,
verifying their physical-chemical and microbiological characteristics. Four formulations,
ACTL (control formulation, without addition of propolis extract), APVA (formulation added
with 1% of red propolis extract), APVE (formulation added with 1% of green propolis
extract) and APNE (added formulation of 1% of black propolis extract). In the final raw
product, physical and chemical analyzes of pH, titratable acidity, moisture content, ash
content, protein content, water activity, TBARS index and lipid and microbiological content
of Coliforms at 35°C and at 45°C, Staphylococcus spp and Salmonella sp. The burgers were
evaluated throughout the conservation process every 30 days for 120 days. The lipid contents
increased with the addition of hydroalcoholic extracts of green, red and black propolis
compared to the traditional sample, which can be seen by means of the 120 days for each
treatment, 2.43% (ACTL), 3.66 % (APVA), 299% (APVE) and 2.83% (APNE). With this, it
was demonstrated that it is possible to produce hamburger meat products that add practicality,
flavor and nutritional quality.

Keywords: microorganisms, meat products, antioxidant.
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1. INTRODUCAO

Produtos carneos podem se deteriorar devido ao crescimento microbiano e
deterioracdo quimica, sendo que a forma mais comum de deterioragdo quimica é oxidacao
lipidica e proteica (KARAKAYA; BAYRAK; ULUSOY, 2011). A susceptibilidade a
oxidacdo se deve as altas concentragdes de lipidios insaturados, pigmentos heme,
catalisadores e vdrios diferentes tipos de agentes oxidativos presentes no tecido muscular. A
deterioracdo oxidativa em carnes se manifesta com a mudancga na coloragdo, sabor, formacado
de compostos téxicos, menor vida de prateleira, perda de nutrientes e dgua (CONTINI et
al.,2014)

O consumo de hamburguer é um hdébito alimentar mundial em virtude das suas
caracteristicas sensoriais, facilidade de preparo e elevado teor de lipidios, proteinas, vitaminas
e minerais em sua composi¢ao (OLIVEIRA et al., 2013).

Em virtude da sua praticidade de elaboracdo e por saciar a fome rapidamente, o
hamburguer tornou-se um produto consumido por todas as classes populares. Porém, o
consumo exagerado deste tipo de alimento pode ser prejudicial a saide humana, podendo
promover aumento da pressdo arterial, excedente de gordura no sangue e obesidade, doencgas
estas tidas como um problema de saude publica e que recentemente tem afetado além de
adultos e 1dosos, criangas. Nos Estados Unidos 9% dos individuos ingerem hamburgueres
diariamente. Estes alimentos estdo relacionados com o sobrepeso, obesidade e doencas
cronicodegenerativas que sdo os principais motivos de morte em vdrios paises. Sem contar
que, muitos ndo apresentam segurancga higi€nico-sanitdrias, ocasionando risco a populagdo
pela instalacdo e circulacdo de patégenos de origem alimentar (TAVARES e SERAFINI,
2003; SILVA JUNIOR, 1995).

A prépolis possui uma natureza pegajosa e, portanto, ndo pode ser utilizada em sua
forma bruta por isso, muitas vezes € purificada por extragdo com solventes que sdo destinados
a preservar os compostos fendlicos, pois o método de extracdo, também pode afetar a
atividade biologica (ALENCAR et al., 2013).

No Brasil, o “Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Extrato de
Propolis”, presente na normativa n°. 03, de 19 de Janeiro de 2001 do MAPA, preconizam os
limites para fixacdo de identidade e qualidade da prépolis e visa manter a qualidade do extrato
alcodlico de prépolis brasileiro e determinar os requisitos minimos de qualidade. Algumas
dessas especificagdes sao: determinar caracteristicas sensoriais como aroma, cor, sabor,

aspecto, caracteristicas fisico-quimicas como teor minimo de extrato seco (11% m/v), teor
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maximo de cera do extrato seco (1% m/m), teor minimo de flavonoides (0,25% m/m) teor
minimo de compostos fendlicos (0,25% m/m), propriedades antioxidantes (maximo 22
segundos), ndo autorizacdo de uso de aditivos, critérios macroscopicos € microscopicos,
acondicionamento, rotulagem, dentre outros (BRASIL, 2001).

Dentro dos produtos naturais podemos destacar os diferentes produtos apiculas, mel,
polen e as diferentes propolis ja caracterizadas, entre elas a propolis vermelha de Alagoas.
Conhecida como o decimo terceiro tipo de prépolis, a vermelha é rica em metabolitos
secundarios como flavonoides, ésteres e acidos fendlicos, isoflavondides e seus derivados
(pterocarpans), estes constituintes, sdo vastamente utilizados e requerem atencdo para novos
estudos (RIGHI, 2011).

No bioma da caatinga foi descoberto um tipo de prépolis verde diferente daquele
produzido na regido sudeste do pais. Verificou-se que esse tipo de propolis € produzido tanto
por abelhas Apis mellifera L. (africanizada) como por uma espécie de abelha nativa
Scaptotrigona postica (abelha sem ferrdo) (FERREIRA et al., 2017).

Aratjo et al.(2008) e Silva (2012) em seus estudos relatam que os constituintes ativos
da jurema preta que tem sido descritos, sdo principalmente os esteroides, terpenoides,
flavanoides e taninos. Sendo os taninos considerados um dos responsdveis por atividade
contra bactérias, fungos, virus e protozodrios. Por sua vez, a literatura oferece raros relatos de
suas propriedades farmacoldgicas exploradas, e em especial com a propolis preta, proveniente
da Jurema preta.

Os aditivos sdo utilizados para varios fins durante a preparacdo dos géneros
alimenticios, assumindo um papel importante na manutencdo da qualidade e caracteristicas
organolépticas dos alimentos, uma vez que as condi¢cdes ambientais a que os alimentos estdo
sujeitos, desde o fabrico a comercializacdo, como alteracdes de temperaturas, oxidacdo
lipidica, exposi¢do a microrganismos, podem alterar a composicao original do produto. A
utilizacdo dos aditivos tem contribuido para garantir a seguranca do produto, seja no sentido
da sua inocuidade, seja no sentido de disponibilidade alimentar (ASAE, 2013).

Um dos desafios da industria de carnes € a substitui¢do de aditivos artificiais por
aditivos naturais que tenham agdo antimicrobiana (DIAS, 2011). A utilizacdo de aditivos
alimentares ndo estd isenta de riscos para a saude publica, pois uma m4d utilizacdo destas
substancias seja por aplicacdo de teores excessivos ou por inclusdo de um aditivo nao
declarado poderd originar alguns perigos, contudo quando estes sao utilizados corretamente,
de acordo com a legislagdo em vigor, ndo coloca em risco a saide dos consumidores (ASAE,

2013).
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Devido aos poucos estudos de produtos cdrneos que utilizam extratos de prépolis na
formulacdo e com a importancia de se obter um produto cdrneo mais sauddvel e o
aproveitamento de subprodutos esta pesquisa, objetivou elaborar hamburgueres com adi¢ao de
extratos hidroalcodlicos de propolis como aditivo natural, verificando suas caracteristicas

fisico-quimicas e microbioldgicas.
2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios do Centro Vocacional Tecnoldgico

(CVT) da Universidade Federal de Campina Grande, campus Pombal.
2.1. Procedéncia da carne

A carne utilizada para a elaboracdo dos hamburgueres foi o corte acém (carne magra
localizada no dianteiro bovino) adquirida diretamente do fornecedor da Masterboi. A carne foi
levada para o laboratério em ambiente refrigerado e foi mantida a 4°C até sua utilizacdo.
Utilizou-se cerca de 50Kg de carne para a elaboracdo dos trés experimentos. A mesma foi
divida em porcdes menores de 1Kg para facilitar a manipulacdo reduzindo os riscos de
contaminacao.

A figura 1 apresenta as carnes utilizadas na elaboracido dos hamburgueres.

Figura 1: Carne utilizada na elaboracdao dos hamburgueres.

Fonte: Autor (2018)
2.2. Formulacao do hambirguer bovino

Os hamburgueres foram preparados baseada na metodologia proposta por Melo e

Clerici (2013), com algumas modificagdes. A principal matéria-prima utilizada foi a carne

bovina magra acém. Todos os utensilios e equipamentos utilizados na elaboracdo dos

hamburgueres foram previamente higienizados com hipoclorito de sédio a 200 mg/L

(TONDO; BARTZ, 2011). Ap6s a limpeza da carne (retirada da gordura e tecido conjuntivo

aparente), esta foi moida em moedor elétrico. Apés a moagem, foram adicionados na



66

sequéncia a dgua (gelada) e o sal, para a extragdo das proteinas miofibrilares. Apds
conveniente mistura, os demais ingredientes (fécula de mandioca, pimenta do reino em po,
realcador de sabor e fixador de cor) foram colocados um a um. Essa massa foi entdo dividida
em porcdes, onde foram sendo originados os tratamentos apresentados na Tabela 2. Apds a
homogeneiza¢do dos ingredientes de cada formulacdo, os hambirgueres foram prensados e
moldados em uma hamburgueira manual de 11 cm de didmetro, obtendo-se hamburgueres
com peso liquido de 100 g cada e em sequéncia foram embalados. Os hambirgueres foram
congelados a —18 °C até o momento da realizagdo da caracterizacdo microbioldgica e fisico-
quimica.

Foram produzidas quatro formulacdes, que receberam as seguintes codificagdes:
ACTL (formulacdo controle, sem adicao de extrato de propolis), APVA (formulacdo
adicionada de 1% de extrato de propolis vermelha), APVE (formulacdo adicionada de 1% de
extrato de prépolis verde) e APNE (formulagdo adicionada de 1% de extrato de propolis

negra).
2.3. Caracterizacao fisico-quimica e microbiolégica

No produto final cru foram realizadas andlises fisico-quimicas de pH, acidez tituldvel,
teor de umidade, teor de cinzas, teor de proteinas, atividade de dgua, indice de TBARS e teor
de lipidios e microbioldgicas de Coliformes a 35°C e a 45°C, Staphylococcus spp e
Salmonella sp. As andlises foram todas realizadas em triplicata.

Os hamburgueres foram avaliados durante todo o processo de conservagao a cada 30

dias durante 120 dias. As analises foram todas realizadas em triplicata.
2.3.1. Caracterizacao fisico-quimica

2.3.1.1. Potencial Hidrogenionico (pH)

Foi determinado através do método potenciométrico, com pHmetro de bancada da
marca Lucadema e modelo mPA, previamente calibrado com solu¢cdo tampao de pH 4,00 e

7,00. Seguindo o método 017/IV do Instituto Adolfo Lutz (2008).

2.3.1.2. Acidez Titulavel (AT)
As analises foram realizadas por titulometria de neutralizacdo, utilizando-se 5g
amostra/50 mL agua destilada, obtido por centrifugacdo. Os resultados foram expressos em
porcentagem (%) de acido por 100 gramas da amostra. Seguindo o método 016/IV do Instituto

Adolfo Lutz (2008).
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2.3.1.3. Teor de Umidade (%)
Foram determinados através do método de secagem a 105°C, em estufa de secagem,

de acordo com a metodologia 012/IV do Instituto Adolfo Lutz (2008).

2.3.1.4. Teor de Cinzas (%)
Foram determinadas segundo o método 018/IV do Instituto Adolf Lutz (2008) e os

resultados expressos em porcentagem (p/p).

2.3.1.5. Teor de proteinas (%)

Foram determinados através do método Kjedahl, 036/IV descrito pelo Instituto Adolfo

Lutz (2008) e os resultados encontrados foram expressos em porcentagem (p/p).

2.3.1.6. Teor de lipidios (%)

Foi determinado através do aparelho extrator de Soxhlet, seguindo o método descrito

033/1V do Instituto Adolf Lutz (2008).

2.3.1.7. Analise de atividade de agua (Aw)

Foram determinados através de equipamento Aqualab Pre Dew (Water Activity

Analyzer) DECAGON.

2.3.1.8. Analise de TBARS

Foram realizadas de acordo com a metodologia de Rosmini et al (1996). Onde 5g da
amostra, foi transferida para um tubo de 50mL, adicionou-se 10mL de solu¢do de TCA a 10%
(v/v), em seguida adicionou-se SmL de dgua destilada. Agitou-se por Smin para promover a
extracdo do Malonaldeido (MDA), posteriormente foi centrifugada por Smin a 3500 rpm,
filtrou-se o sobrenadante e transferiu-se para tubos de ensaio de 15mL com tampa. Em
seguida adicionou-se SmL de solugdo de TBA 0,02M, aquecendo em banho-maria (100°C por
35min). Resfriando rapidamente e fazendo a leitura da absorbancia a 532nm em

espectrofotdometro.
2.3.2. Analises microbioldgicas

2.3.2.1. Teste Presuntivo

Técnica de tubos multiplos, na qual homogeneizou-se 25 g de amostra, com 225 mL
de Agua Peptonada 0,1 %. Para o teste presuntivo aliquotas de 1 mL de cada dilui¢do foram
inoculadas em trés tubos contendo 9 mL de Caldo Lauryl Sulfato Triptose, com tubos de

Dubhran invertidos e incubados a 35° C/24-48 hs (SILVA, 2015).
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2.3.2.2. Coliformes a 35°C

A partir dos tubos com leitura positiva do teste presuntivo, foi transferida uma al¢ada
da cultura para o teste confirmatério no Caldo Verde Bile Brilhante, com periodo de

incubagdo a 35°C de 24 a 48 horas, conforme a metodologia Silva, (2015).

2.3.2.3. Coliformes a 45°C

Para a quantificagdo de coliformes a 45° C foi utilizada a técnica do Nimero Mais
Provavel (NMP), incubados em banho-maria a 45° C/48 h, conforme a metodologia Silva,

(2015).

2.3.2.4. Staphylococcus spp

Para a determinacdo de Staphylococcus spp foi utilizado o método em superficie no
meio de cultura Agar Baid-Parker suplementado com solucio de gema de ovo a 50% e telurito
de potassio a 3,5 %. As placas foram incubadas a 35°C/48 horas, segundo a metodologia

recomendada (SILVA, 2015).

2.3.2.5. Salmonella sp

Na determinacdo de presenga de Salmonella sp foi utilizado o método em superficie
no meio de cultura Salmonella Diferential Agar, incubando-se a temperatura de 36 + 1 °C/48

horas, segundo a metodologia recomendada (SILVA, 2015).
2.4. Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. As andlises
foram realizadas em triplicata. Todos os cdlculos foram realizados nos softwares Microsoft
Office Excel 2010 e SISVAR 5.6. As amostras foram submetidas a andlise de variancia e a

diferenca entre os tratamentos foi comparada pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A legislacdo brasileira (BRASIL, 2001) prevé padrdes microbiolégicos sanitdrios
aceitdveis para hambirgueres, como mostra a Tabela 1, para garantir um produto

microbiologicamente aceitdvel para os consumidores.
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Tabela 1: Padrdes microbioldgicos sanitdrios aceitdveis para hamburgueres.

Microrganismo Tolerancia para amostra indicativa
Coliformes a 45 °C/g 5,10°
Staphylococcus Coagulase Positiva/g 5,10°
Salmonella sp./25 g Auséncia

Fonte: Brasil, 2001.

Nenhuma amostra apresentou contaminagdo por Salmonella sp. A RDC n° 12 de 02 de
janeiro de 2001, estabelece como padrdo de qualidade para produtos carneos crus,
refrigerados ou congelados (hamburgueres, almondegas, quibe e similares); produtos a base
de sangue e derivados "in natura"; embutidos frescais (linguigas cruas e similares), a auséncia
de Salmonella sp. em 25g da amostra (BRASIL, 2001).

A Figura 2 apresenta os resultados da analise de coliformes a 35°C e a 45°C realizados
nos hambirgueres bovinos adicionados de extratos de propolis em um periodo de
armazenamento de 120 dias.

Figura 2: Nimero Mais Provivel (NMP/g) de coliformes a 35°C (a) e de coliformes a 45°C
(b) em hamburgueres bovinos adicionados de extratos de propolis.
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As contagens de coliformes a 35°C e a 45°C mostram a presenca de coliformes em
todos os tempos avaliados, nas quatro amostras, variando de <2 a 1100 NMP/g para
coliformes a 35°C (Figura 1a) e a 45°C (Figura 1b). Segundo Brasil (2001) é permitido até
5x103NMP/g para coliformes termotolerantes (coliformes a 45°C), de tolerancia maxima para
amostras indicativas. Assim, os resultados revelam que apesar da presenca de coliformes,
todas as amostras de hamburgueres de carne bovina estavam dentro dos padrdes exigidos pela

legislacdo vigente, indicando que as amostras podem ser consumidas sem causar danos a
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saide do publico consumidor. Entretanto, a presenca de coliformes mostra que o
processamento ndo foi realizado de forma higiénica.

Na figura 2a observa-se que as quatro amostras apresentaram comportamento
semelhantes, no entanto na figura 2b a amostra APVA apresentou um pico aos 90 dias de
armazenamento o que pode ter ocorrido por contaminagdo cruzada.

Melo et al. (2012), avaliando a qualidade higi€nico sanitdria de hambirguer
industrializado encontraram valores de <3 até 1.1000 NPM/g para coliformes totais (a 35°C).
Menezes e Alexandrino (2014) realizaram as contagens de coliformes a 35°C e a 45°C em
hambirgueres comercializados em embalagens primdrias e secunddrias, eles encontraram
valores de >1.100 NMP/g para coliformes totais e termotolerantes, estando acima do valor
permitido pela legislagao.

A Figura 3 apresenta os resultados da andlise de Staphylococcus spp realizados nos

hamburgueres bovinos adicionados de extratos de propolis em um periodo de armazenamento

de 120 dias.

Figura 3: Contagem de Staphylococcus spp realizados nos hambirgueres bovinos
adicionados de extratos de propolis.

30 —0O— ACTL

- — e — APVA
25 / \ --f&~=- APVE
/ \ ------ APNE

Staphylococcus spp (x10° UFC/g)

0 30 60 20 120

Periodo de armazenamento (dias)

A carne e seus derivados sdo excelentes meios de cultura para os mais diferentes
microrganismos. Isso devido a sua rica composicdo quimica em 4gua e nutrientes que
favorecem o desenvolvimento microbiano. Como podemos observar na figura 3 houve um
crescimento microbiano aos 30 dias, decaindo aos 60 dias de armazenamento, evidenciando a
eficiéncia da aplicacdo dos extratos das prépolis como aditivo antimicrobiano, ja quem as
amostras APVA, APVE e APNE, reduziram a contamina¢do quando comparadas a amostra

controle (ACTL).
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Staphylococcus spp. sdo membros da microbiota da pele e das mucosas de seres
humanos, sendo o S. aureus causador de toxinas termoestdveis, responsdveis por toxinoses
alimentares (KONEMAN et al., 2001; LE LOIR et al., 2003). Os Staphylococcus spp. sao
microrganismos meso6filos com temperatura de crescimento entre 7 e 47,8° C e podem gerar
enterotoxinas termorresistentes a temperaturas entre 10 e 46° C, com temperatura 6tima entre
40 e 45° C. O pH ideal para seu desenvolvimento varia entre 7 a 7,5, mas é possivel a
multiplicacdo em alimentos com pH variando entre 4,2 € 9,3 (SANTANA, 2010).

A Tabela 2 apresenta o resumo da andlise de variancia dos parametros fisico-quimicos
realizados nas amostras de hamburguer bovino adicionados de extratos de prépolis em um

periodo de armazenamento de 120 dias.

Tabela 2: Resumo da andlise de variancia para a atividade de dgua (Aw), pH, acidez total
tituldvel (ATT), teor de 4gua (TA), proteinas, lipideos e indice de oxidacdo (TBARS) em
hamburguer bovino adicionados de extratos de propolis em um periodo de armazenamento.

Quadrados médios
Aw pH ATT TU PT LIP TBARS Cinzas

FV GL

Aditivos (A) 3 0,00001*  0,019™ 0,976** 8358 2,374™  3,933%%  21,723*%%  0,008™
Tempo (T) 4 0,00003**  0,303** 2,944%%  37348™ 93 878** (,339%*  (,201*  (0,425%*

I“[tfr;‘f" 12 0,00002%% 0,005™ 0,197%% 6,141%* 5631 0781%% 1339%%  0,007™
Erro 40 000001 0,025 0043 2217 3563 0011 0077 0024
CV (%) - 0.18 2.70 521 2.04 8.75 357 6.75 8.09

ns, ¥*, * respectivamente ndo significativos, significativoap < 0,0l ep < 0,05.

De acordo com a Instrucio Normativa n® 20/ DAS - DIPOA/MAPA (2000), que
regulamenta a identidade e qualidade de produtos carneos tipo hamburguer, diz que, os
requisitos das caracteristicas sensoriais do hamburguer envolvem textura, cor, sabor e odor
proprios. Também devem atender as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: gordura
(méxima) 23,0%; proteina (minima) 15,0%; carboidratos totais 3,0%; teor de célcio (mdximo
base seca) 0,1% em hamburguer cru e 0,45% em hamburguer cozido. Os hamburgueres
devem ser embalados com materiais adequados que confiram prote¢do apropriada ao mesmo.
Na exposicao a venda, devem ser mantidos sob congelamento (BRASIL, 2000).

A Tabela 3 apresenta os resultados para a atividade de agua (aw) realizados nos
hamburgueres bovinos adicionados de extratos de propolis em um periodo de armazenamento

de 120 dias.
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Tabela 3: Resultados para atividade de dgua (aw) dos hamburgueres bovinos adicionados de
extratos de prépolis.

Tempos
Tratamentos 0 30 60 20 120
ACTL 0,994 (,992%® 0,9907° 0,9905% 0,991%®
APVA 0,995 0,9914° 0,990 0,9915° 0,987%¢
APVE 0,9905° 0,9914° 0,9914° 0,996 0,9944A%®
APNE 0,994/ 0,9914 0,9845° 0,99152 0,9934

Médias seguidas por letras maidsculas iguais nas linhas e seguidas por letras mintsculas nas colunas
ndo diferem estatisticamente entre si.

Nao foram observadas diferencas significativas na atividade de dgua das amostras
analisadas, sendo que todos os valores foram superiores a 0,984. Esses valores sdo bastante
altos, no entanto, como os hamburgueres sdo armazenados congelados e preparados apenas no
momento de consumo, ndo existe problema para sua conservacao.

A atividade de dgua € a medida mais comumente empregada para expressar a
disponibilidade de 4gua em alimentos. Atividade de 4gua entre 0,98 a 0,99 e nutrientes
favorece o crescimento de microrganismos. A maior parte da 4gua no musculo estd presente
nas miofibrilas, nos espacos entre os filamentos grossos de miosina e os filamentos finos de
actina/tropomiosina (LAWRIE, 2005). A agua representa 65 a 80% do total da massa
muscular e boa parte desta, estd dentro das células ligadas a diversas proteinas, mas sabe-se
que aproximadamente 24% destas proteinas sdo retiradas por forgas capilares e podem exudar
sob pressdao (OLIVO, 2002).

A figura 4 apresenta os resultados para a analise de pH realizada nos hamburgueres

bovinos adicionados de extratos de propolis em um periodo de armazenamento de 120 dias.

Figura 4: pH dos hamburgueres bovinos adicionados de extratos de propolis.
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Como observado na figura 4 os valores de pH ndo foram alterados até os 60 dias de
armazenamento e, aos 90 dias, os valores decairam para todas as formulagdes. Aos 120 dias,
foi onde pH apresentou-se mais dcido. Observa-se que para todas as formulagdes o pH médio
foi de 5,8, onde de acordo com a literatura, o pH de 5,8 a 6,2 indica que a carne esté aceitdvel
para o consumo, pH de 6,4 mostra que a carne é recomendada apenas para o consumo
imediato e pH acima de 6,4 indica que a carne estd em inicio de decomposi¢do (TERRA;
BRUM, 1988).

Os valores sdo inferiores aos obtidos para hamburgueres comerciais de carne bovina
(6,61) avaliados por Lima (2008), porém a variagdo do pH foi menor do que a observada por
Queiroz et al. (2005) que encontraram na formulagdo de hamburguer bovino pH na faixa de
pHde5,1a6,2

Ap6s a morte do animal, o pH do musculo acidifica-se a medida em que o potencial
glicolitico aumenta, com consequente producdo de dacido lactico. Quanto maior for o
potencial glicolitico mais baixo serdo os valores do pH final (LAWRIE, 2005; NELSON;
COX, 2008). Ja o pH elevado, resulta da baixa quantidade de glicogénio presente no musculo
do animal, e formacao insuficiente de acido latico (NELSON; COX, 2008).

A figura 5 apresenta os resultados para a andlise de acidez tituldvel realizada nos
hamburgueres bovinos adicionados de extratos de propolis em um periodo de armazenamento

de 120 dias.

Figura 5: Acidez tituldvel dos hamburgueres bovinos adicionados de extratos de propolis.
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A acidez tituldvel total foi realizada no intuito de determinar um valor inicial para o
controle do estado de conservacdo do produto apds ser armazenado, pois acidos organicos
presentes em alimentos influenciam o sabor, odor, cor, estabilidade e a manutencdo de

qualidade (AMORIM et al., 2012).
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Observa-se um aumento na acidez titulavel, tanto na amostra controle quanto nas
amostras formuladas com a adi¢do dos extratos de prépolis, principalmente apds 60 dias de
armazenamento. Nos dois primeiros periodos analisados (1 e 30 dias) verificou-se um
aumento da acidez tituldvel nas amostras APNE e APV A em relacdo ao controle (ACTL).

A figura 6 apresenta os resultados para a analise de teor de proteinas realizada nos
hambiirgueres bovinos adicionados de extratos de propolis em um periodo de armazenamento
de 120 dias.

Figura 6: Teor de proteinas (%) dos hamburgueres bovinos adicionados de extratos de

prépolis.
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Segundo o que estabelece a Instru¢do Normativa (MAPA n° 20/2000) referente ao
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Hamburguer, que exige valores minimos
de 15% de proteinas, todas as amostras estdo dentro do que estabelece a normativa.

Valores de proteinas inferiores aos deste estudo foram encontrados Passos e Kuaye
(2002) em hamburgueres bovinos, cujos valores variaram de 16,37 a 19,17% e por Marques
(2007) em hamburgueres bovino adicionado diferentes percentuais de farinha de aveia com
valores que variaram de 17,21 a 18,90%. Valores semelhantes (21,28%) em hamburguer
bovino foram encontrados por Hautrive et al., (2008) quando comparados os valores das
amostras in natura deste estudo.

A figura 7 apresenta os resultados para a analise de teor de lipidios realizada nos
hamburgueres bovinos adicionados de extratos de propolis em um periodo de armazenamento

de 120 dias.



75

Figura 7: Teor de lipidios (%) dos hamburgueres bovinos adicionados de extratos de

prépolis.
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Os resultados obtidos para o teor de lipidios estdo em concordancia com o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Hambitirguer do MAPA (BRASIL, 2000),
que preconiza o maximo de 23% de gordura para hambirgueres, onde nesta pesquisa os
valores foram inferiores a 5%. A gordura € um ingrediente importante aplicado nas
formulacdes de produtos alimenticios, pois contribui para melhor palatabilidade, maciez e
suculéncia (ARISSETO, 2003).

Pode-se visualizar que ocorreu um aumento nos teores de lipideos conforme a adicao
dos extratos, o mesmo ocorreu com Santa (2008), que ao elaborar salame, onde suas
formula¢des apresentaram teores de gordura de 23,99 para amostra controle e 25,44 para a
amostra com adi¢do de 0,1% de extrato hidroalcodlico de propolis.

Os teores de lipidios encontrados por Borba (2010) foram superiores aos encontrados
neste estudo, sendo de 18,31% (hamburguer cru), 21,68% (hambirguer frito), 16,38%
(hamburguer assado) e 19,51% (hamburguer em microondas).

Trevisan et al. (2016), observou diferencas significativas nos teores de gordura nas
formulacdes enriquecidos com aveia, no qual os hambuirgueres sem adicdo encontrou-se
19,01% de lipideos, e as amostras com 6% de adi¢cdo observou-se 11,94%, superiores aos
resultados obtidos no presente estudo.

A figura 8 apresenta os resultados para a andlise de oxidacdo lipidica por TBARS
realizada nos hambirgueres bovinos adicionados de extratos de propolis em um periodo de

armazenamento de 120 dias.
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Figura 8: Oxidacdo lipidica por TBARS realizada nos hamburgueres bovinos adicionados de

extratos de prépolis em um periodo de armazenamento de 120 dias.
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Observando o indice de oxidagdo na Figura 8, estes demonstraram que as formulagdes
com adicdo de extratos hidroalcoodlicos de préopolis influenciaram na oxidacdo ao longo do
armazenamento. Os produtos apresentaram diferencas significativas nos valores de
malonaldeido entre as formulagdes aditivadas com os extratos e a formulagcdo controle,
durante todo o periodo de armazenamento. Os produtos elaborados com adi¢ao dos extratos
hidroalcodlicos de prépolis (APVA, APVE, APNE) apresentaram os maiores valores entre os
periodos de 30 e 60 dias de armazenamento, comecando a decair aos 90 dias de
armazenamento.

A legislagao vigente no Brasil ndo apresenta limite maximo para malonaldeido/kg em
produtos carneos e produtos derivados de pescado, entretanto, o produto carneo pode ser
considerado em bom estado, se apresentar valores abaixo de 3mg de malonaldeido/Kg de
amostra (AL-KAHTANI; ABU-TARBOUSH; BAJABER, 1996).

A figura 9 apresenta os resultados para a andlise de teor de 4gua realizada nos
hamburgueres bovinos adicionados de extratos de propolis em um periodo de armazenamento

de 120 dias.
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Figura 9: Teor de umidade (%) dos hambirgueres bovinos adicionados de extratos de
prépolis.
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Dos resultados obtidos, pode-se observar que os teores de umidade dos hamburgueres
nas formulacdes ACTL, APVA e APVE analisadas ndo apresentaram diferenca significativa
estatisticamente (p>0,05) entre si. Onde nesta pesquisa os teores variaram entre 72% e 78%
para todas as amostras, sendo que a amostra APNE apresentou maior perda de teor de agua.

Em trabalho realizado por Giongo et al. (2016), avaliando diferentes formulacdes de
hamburgueres com variadas concentracdes de carne bovina e ovina, obtiveram dados que se
assemelham ao presente estudo, com variagdes entre F3 (50% ovina e bovina), 67.31%,
F1(100% ovina) 66,45 e F2 (75% ovina e 25% bovina), 66,47 %.

Trevisan et al. (2016), quando avaliaram hamburgueres bovinos enriquecidos com
aveia, verificaram que a adicdo de 6% de fibra de aveia contribuiu para diminuir a umidade
dos hamburgueres, provavelmente devido a menor quantidade de dgua adicionada.

A figura 10 apresenta os resultados para a andlise de teor de cinzas realizada nos
hamburgueres bovinos adicionados de extratos de prépolis em um periodo de armazenamento

de 120 dias.
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Figura 10: Teor de cinzas (%) dos hambirgueres bovinos adicionados de extratos de
prépolis.
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O teor de cinzas em um alimento representa o conteddo mineral presente em sua
composi¢do, constituido de macro, micronutrientes e elementos tracos, além de constituir o
ponto de partida para a andlise de minerais especificos. Corroborando com Oliveira et al.
(2014) encontraram 2,49% de cinzas em hamburguer reduzido em sédio utilizando sal light,
um valor muito pr6ximo ao encontrado no presente estudo para o hamburguer adicionado de
extratos de prépolis.

No entanto estes resultados s@o superiores aos encontrados por Seabra et al. (2002) em
hambirguer de carne ovina adicionados de fécula de mandioca e farinha de aveia, com 1,06%
e 1,10% de cinzas.

Os resultados obtidos neste estudo foram superiores aos encontrados por Ferrdo et al.
(2018) em hamburguer bovino com adi¢do de extrato de arroz, que apresentou variagdes de
1,96 a 1,98% e aos encontrados por Salvino et al., (2009) que apresentou variacdes de 1,96 a

1,98% de cinzas em hamburgueres adicionados a amido modificado.
4. CONCLUSOES

Os hamburgueres elaborados com carne bovina e aditivados com extratos de propolis
vermelha, verde e negra apresentaram caracteristicas tecnoldgicas muito similares ao
hamburguer de carne bovina tradicional, ambos atendendo aos pardmetros de composi¢dao
estabelecidos pela legislacdo brasileira, permitindo, portanto, concluir que os extratos
hidroalcodlicos também podem ser utilizados para a elaboracao desse produto.

De acordo com os estudos microbiolégicos relatados, os Staphylococcus ssp

constituem um dos melhores indicadores microbiolégicos para avaliagdo da qualidade
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higiénico-sanitdria de alimentos, sendo notdéria a redugcdo desta carga microbiana nas

formulacdes elaboradas com os extratos hidroalcodlicos das prépolis.
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CAPITULO IV

ARTIGO 4 - EFEITOS DA APLICACAO DE REVESTIMENTOS A BASE DE
EXTRATOS DE PROPOLIS NA CONSERVACAO DE HAMBURGUER BOVINO

RESUMO

O emprego de revestimentos na conservacdo de produtos cdrneos tem sido utilizado como
uma tecnologia de grande potencial. A prépolis € uma resina que € sintetizada por abelhas do
género Apis sp., produzida a partir de substincias coletadas das plantas. Com isso, vdrias
pesquisas tém sido realizadas, considerando seu potencial antimicrobiano e antioxidante,
percussores para o aumento do tempo de armazenamento dos alimentos. O presente estudo
teve como objetivo elaborar hamburgueres bovinos, aplicar revestimentos comestiveis a base
de extratos de prépolis e avaliar o efeito desses revestimentos na qualidade do produto. Todo
o processamento foi realizado adotando as boas préiticas de fabricacdo. Foram entdo
realizados testes que permitiram determinar com maior detalhamento a atuacdo do
revestimento elaborado com a prépolis. Com a aplicacdo dos revestimentos, os hambtrgueres
adquiriam boa aparéncia e um aspecto de colora¢do mais intenso e brilhoso. Observou-se que
nas amostras com aplica¢do dos revestimentos de propolis e estes associados a temperatura,
houve redugdo no desenvolvimento do grupo de microrganismos Staphylococcus spp. Os
hamburgueres revestidos e sob congelamento, com a adicao de 5% de extrato hidroalcodlico
de propolis proporcionou, ao termino do periodo de armazenamento, maiores teores de
lipidios. A composi¢do centesimal dos hamburgueres adicionados dos extratos de propolis se
mostrou dentro dos limites exigidos pela legislagdo vigente, na sua forma crua, exceto para o
teor de atividade de dgua.

Palavras-chave: processamento, conservacdo, extratos hidroalcodlicos.

ABSTRACT

The use of coatings in the preservation of meat products has been used as a technology of
great potential. Propolis is a resin that is synthesized by bees of the genus Apis sp., Produced
from substances collected from plants. With this, several researches have been carried out,
considering its antimicrobial and antioxidant potential, percussors to increase the time of food
storage. The present study aimed to elaborate bovine hamburgers, to apply edible coatings
based on propolis extracts and to evaluate the effect of these coatings on product quality. All
the processing was done adopting good manufacturing practices. Tests were carried out to
determine the performance of the coating made with propolis. With the application of the
coatings, the burgers looked good and had a more intense and shiny appearance. It was
observed that in the samples with application of the propolis coatings and these associated to
the temperature, there was a reduction in the development of the group of microorganisms
Staphylococcus spp. The coated and frozen burgers, with the addition of 5% hydroalcoholic
propolis extract, provided, at the end of the storage period, higher lipid contents. The
centesimal composition of the burgers added from the propolis extracts was within the limits
required by the current legislation, in its raw form, except for the content of water activity.

Keywords: processing, preservation, hydroalcoholic extracts.
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1. INTRODUCAO

Revestimentos comestiveis vém sendo estudados como bons transportadores para a
incorporagdo de compostos ativos, tais como, vitaminas, antioxidantes, probidticos e
antimicrobianos em alimentos (SOUKOULIS et al., 2014). Eles sao finas camadas de
materiais biopoliméricos comestiveis aplicados a superficie dos alimentos, como frutas e
hortalicas minimamente processadas, proporcionando uma barreira contra a migragdo da
umidade, oxigénio, di6xido de carbono, aromas e outros solutos (MISIR; BRISHTI; HOQUE,
2014).

As propriedades fisicas do revestimento comestivel estdo diretamente ligadas as
condi¢des do processo de aplicacdo, sendo na industria de alimentos a pulverizacdo e a
imersdo as principais técnicas utilizadas. A técnica de pulverizagdo resulta em um
revestimento uniforme com espessura controlada e possibilita a aplicagdo de multicamadas e a
de imersdo € dependente de propriedades do revestimento como densidade, viscosidade e
tensdo superficial possibilitando a formacio de camadas grossas de revestimento (VALDES et
al. 2017).

Produtos de origem natural ganha cada vez mais destaque e espacgo frente a aplicacdo
na terapéutica ou com a finalidade de conferir fun¢do a alimentos. Dentro dos produtos
naturais podemos destacar os diferentes produtos apiculas, mel, pdlen e as diferentes propolis
ja caracterizadas, entre elas a propolis vermelha de Alagoas. Conhecida como o decimo
terceiro tipo de prépolis, a vermelha € rica em metabolitos secundarios como flavonoides,
ésteres e acidos fendlicos, 1soflavondides e seus derivados, estes constituintes, sao vastamente
utilizados e requerem atencdo para novos estudos (RIGHI, 2011). Quando avaliadas para
aplicacdes nos usos supracitados surge a necessidade do melhoramento das caracteristicas
peculiares como a baixa solubilidade em meio aquoso e o odor e sabor fortes, que a torna
inviavel para algumas aplicacdes. Com isso as industrias farmacéuticas e de alimentos busca
aplicar mecanismos capazes de melhorar esses aspectos desagraddveis (ACKERMAN, 1991;
NORI et al. 2010).

A proépolis conhecida no sudeste do Brasil como “propolis verde” € oriunda, de acordo
com Bastos et al. (2000) e Bastos (2001), da resina da espécie Baccharis dracunculifolia DC.
(“Alecrim-do-campo™) pertencente 4 familia Asteraceae. Graos de polen dessa familia
ocorreram em todas as amostras analisadas, € necessario um conhecimento detalhado da flora

da regido para uma identificacdo mais especifica dos tipos encontrados.
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Dessa forma, o presente trabelho teve por objetivo elaborar hamburgueres bovinos,
aplicar revestimentos comestiveis a base de extratos de propolis e avaliar o efeito desses

revestimentos na qualidade do produto.
2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios do Centro Vocacional Tecnolégico

(CVT) da Universidade Federal de Campina Grande, campus Pombal.
2.1. Procedéncia da carne

A carne utilizada para a elaboracdo dos hamburgueres foi o corte acém (carne magra
localizada no dianteiro bovino) adquirida diretamente do fornecedor da Masterboi. A carne foi
levada para o laboratério em ambiente refrigerado e foi mantida a 4°C até sua utilizagao.
Utilizou-se cerca de 50Kg de carne para a elaboracdo dos trés experimentos. A mesma foi
divida em por¢des menores de 1Kg para facilitar a manipulacdo reduzindo os riscos de
contaminacao.

A figura 1 apresenta as carnes utilizadas na elaboracido dos hamburgueres.

Figura 1: Carne utilizada na elabora¢do dos hamburgueres.

Fonte: Autor (2018)
2.2, Formulaciao do hambirguer bovino

Os hamburgueres foram preparados baseada na metodologia proposta por Melo e
Clerici (2013), com algumas modificagdes. A principal matéria-prima utilizada foi a carne
bovina magra acém. Todos os utensilios e equipamentos utilizados na elaboracdo dos
hamburgueres foram previamente higienizados com hipoclorito de sédio a 200 mg/L
(TONDO; BARTZ, 2011). Ap6s a limpeza da carne (retirada da gordura e tecido conjuntivo
aparente), esta foi moida em moedor elétrico. Apés a moagem, foram adicionados na
sequéncia a agua (gelada) e o sal, para a extracdo das proteinas miofibrilares. Apds

conveniente mistura, os demais ingredientes (fécula de mandioca, pimenta do reino em pd,
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realcador de sabor e fixador de cor) foram colocados um a um. Essa massa foi entao dividida
em porg¢des, onde foram sendo originados os tratamentos apresentados na Tabela 2. Apds a
homogeneizacdo dos ingredientes de cada formulagdo, os hamburgueres foram prensados e
moldados em uma hamburgueira manual de 11 cm de didmetro, obtendo-se hamburgueres
com peso liquido de 100 g cada e em sequéncia foram embalados. Os hambiirgueres foram
congelados a —18 °C até o momento da realizagdo da caracterizagdo microbioldgica e fisico-
quimica.

Foram produzidas quatro formulacdes, que receberam as seguintes codificagcdes:
ACTL (formulacdo controle, sem aplicacdo de revestimento), RPVA (formulagdo com
aplicacdo de revestimento a base de extrato de propolis vermelha), RPVE (formula¢do com
aplicacdo de revestimento a base de extrato de propolis verde) e RPNE (formulagdo com

aplicacdo de revestimento a base de extrato de propolis negra).
2.3. Elaboracao e aplicacao dos revestimentos

Os revestimentos foram elaborados segundo a técnica casting (ZAVAREZE et al.,
2012; YAN et al., 2012; SOUZA et al., 2012; TORRES et al., 2011), que consiste no preparo
de uma solucdo filmogénica, por dissolu¢do em dgua destilada dos ingredientes da formulagao
utilizada.

Os revestimentos foram produzidos seguindo a formulacdo expressas na Tabela 1,
segundo metodologia de Santos (2007) com algumas modificacdes. Em seguida aquecemos a
solucdo até atingir a temperatura de 70°C, posteriormente a solu¢do ficou em repouso em
temperatura ambiente até esfriar.

Tabela 3: Formulacdo dos revestimentos de acordo com a aplicabilidade dos extratos da
propolis.

FORMULACAO DO REVESTIMENTO
5 gramas de propolis
110 mL 4gua destilada
10 gramas de amido
8 mL de glicerina
2 mL de 4cido cloridrico 1N
Neutralizar com hidréxido de sédio 0,1mol

Posteriormente as solugdes ficaram em repouso em temperatura ambiente até
esfriarem. Seguiu-se com a aplicacdo dos revestimentos nos hamburgueres por imersao.

Conforme pode ser visto na figura 2.
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Figura 2: Aplicacdo dos revestimentos a base de extratos hidroalcodlicos das prépolis
vermelha, verde e negra.

Prépolis vermelha Propolis verde Propolis negra
Fonte: Autor (2018)

Apo6s a aplicacdo dos revestimentos os mesmo foram embalados em pléstico filme e
armazenados em freezer a -18°C, onde posteriormente, foram avaliados durante todo o
processo de conservacgdo a cada 30 dias durante 120 dias. As andlises foram todas realizadas

em triplicata.
2.4. Caracterizacao fisico-quimica e microbiolégica

No produto final cru foram realizadas andlises fisico-quimicas de pH, acidez tituldvel,
teor de umidade, teor de cinzas, teor de proteinas, atividade de dgua, indice de TBARS e teor
de lipidios e microbioldgicas de Coliformes a 35°C e a 45°C, Staphylococcus spp e
Salmonella sp. As andlises foram todas realizadas em triplicata.

Os hamburgueres foram avaliados durante todo o processo de conservagao a cada 30

dias durante 120 dias. As andlises foram todas realizadas em triplicata.
2.4.1. Caracterizacio fisico-quimica

2.4.1.1. Potencial Hidrogenionico (pH)

Foi determinado através do método potenciométrico, com pHmetro de bancada da
marca Lucadema e modelo mPA, previamente calibrado com solucdo tampao de pH 4,00 e

7,00. Seguindo o método 017/IV do Instituto Adolfo Lutz (2008).

2.4.1.2. Acidez Titulavel (AT)
As analises foram realizadas por titulometria de neutralizacdo, utilizando-se 5g

amostra/50 mL dgua destilada, obtido por centrifugacdo. Os resultados foram expressos em
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porcentagem (%) de dcido por 100 gramas da amostra. Seguindo o método 016/IV do Instituto

Adolfo Lutz (2008).

2.4.1.3. Teor de Umidade (%)
Foram determinados através do método de secagem a 105°C, em estufa de secagem,

de acordo com a metodologia 012/IV do Instituto Adolfo Lutz (2008).

24.1.4. Teor de Cinzas (%)
Foram determinadas segundo o método 018/IV do Instituto Adolf Lutz (2008) e os

resultados expressos em porcentagem (p/p).

2.4.1.5. Teor de proteinas (%)

Foram determinados através do método Kjedahl, 036/IV descrito pelo Instituto Adolfo

Lutz (2008) e os resultados encontrados foram expressos em porcentagem (p/p).

2.4.1.6. Teor de lipidios (%)

Foi determinado através do aparelho extrator de Soxhlet, seguindo o método descrito

033/1V do Instituto Adolf Lutz (2008).

2.4.1.7. Analise de atividade de agua (Aw)

Foram determinados através de equipamento Aqualab Pre Dew (Water Activity

Analyzer) DECAGON.

2.4.1.8. Analise de TBARS

Foram realizadas de acordo com a metodologia de Rosmini et al (1996). Onde 5g da
amostra, foi transferida para um tubo de 5S0mL, adicionou-se 10mL de solu¢dao de TCA a 10%
(v/v), em seguida adicionou-se SmL de 4gua destilada. Agitou-se por Smin para promover a
extragdo do Malonaldeido (MDA), posteriormente foi centrifugada por Smin a 3500 rpm,
filtrou-se o sobrenadante e transferiu-se para tubos de ensaio de 15mL com tampa. Em
seguida adicionou-se SmL de solu¢do de TBA 0,02M, aquecendo em banho-maria (100°C por
35min). Resfriando rapidamente e fazendo a leitura da absorbancia a 532nm em

espectrofotdometro.
2.4.2. Analises microbioldgicas

2.4.2.1. Teste Presuntivo

Técnica de tubos multiplos, na qual homogeneizou-se 25 g de amostra, com 225 mL

de Agua Peptonada 0,1 %. Para o teste presuntivo aliquotas de 1 mL de cada dilui¢io foram
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inoculadas em trés tubos contendo 9 mL de Caldo Lauryl Sulfato Triptose, com tubos de

Dubhran invertidos e incubados a 35° C/24-48 hs (SILVA, 2015).

2.4.2.2. Coliformes a 35°C

A partir dos tubos com leitura positiva do teste presuntivo, foi transferida uma al¢ada
da cultura para o teste confirmatério no Caldo Verde Bile Brilhante, com periodo de

incubacdo a 35°C de 24 a 48 horas, conforme a metodologia Silva, (2015).

2.4.2.3. Coliformes a 45°C

Para a quantificacdo de coliformes a 45° C foi utilizada a técnica do Nimero Mais
Provavel (NMP), incubados em banho-maria a 45° C/48 h, conforme a metodologia Silva,

(2015).

2.4.24. Staphylococcus spp

Para a determinagdo de Staphylococcus spp foi utilizado o método em superficie no
meio de cultura Agar Baid-Parker suplementado com solugio de gema de ovo a 50% e telurito
de potdssio a 3,5 %. As placas foram incubadas a 35°C/48 horas, segundo a metodologia

recomendada (SILVA, 2015).

2.4.2.5. Salmonella sp

Na determinacdo de presenca de Salmonella sp foi utilizado o método em superficie
no meio de cultura Salmonella Diferential Agar, incubando-se a temperatura de 36 + 1 °C/48

horas, segundo a metodologia recomendada (SILVA, 2015).
2.5. Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. As andlises
foram realizadas em triplicata. Todos os calculos foram realizados nos softwares Microsoft
Office Excel 2010 e SISVAR 5.6. As amostras foram submetidas a andlise de variancia e a

diferenca entre os tratamentos foi comparada pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A resolucdo RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), estabelece os
critérios de padrdoes microbioldgicos para caracterizacdo dos micro-organismos e/ou suas
toxinas consideradas de interesse sanitdrio para produtos carneos embutidos, sendo: bactérias

termotolerantes, clostridios sulfito redutores e estafilococos coagulase positiva num limite de
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tolerancia maxima de 103, 3x10° e 5x10? UFC/g, respectivamente, e auséncia de Salmonella
sp.

Em todas as amostras ao longo do tempo o resultado de Salmonella sp. foi ausente, até
os 60 dias de armazenamento, assim como recomendado pela RDC n° 12/2001. A partir dos
90 dias de armazenamento as amostras RPVA e RPNE apresentaram contaminacido por
Salmonella, tornando o produto inapto para consumo.

A Figura 3 apresenta os resultados da anélise de coliformes a 35°C e a 45°C realizados
nos hamburgueres bovinos elaborados com a aplicacdo de revestimentos a base de extratos de

prépolis em um periodo de armazenamento de 120 dias.

Figura 3: Nimero Mais Provavel (NMP/g) de coliformes a 35°C (a) e de coliformes a 45°C
(b) realizados nos hamburgueres bovinos elaborados com a aplicacdo de revestimentos a base
de extratos de propolis.
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Podemos observar que na andlise de coliformes totais todas as amostras apresentaram
comportamento semelhante quando comparado a amostra controle durante todo o periodo de
armazenamento, € obtiveram o mesmo resultado do tempo zero ao 120° dia de
armazenamento. Todas as amostras obtiveram contagem para coliformes termotolerantes, no
entanto os maiores valores foram observados aos 60 dias de armazenamento para as amostras
RPVA e RPNE, o que pode ser considerado, como contamina¢do cruzada, considerando o
comportamento posterior, € aos 120 dias para a amostra controle, o que determina a fase de
deterioracdo da amostra.

A legislacdo brasileira nao estabelece limites de tolerancia para o grupo dos coliformes
totais em hamburgueres. Entretanto, a presenca desse microrganismo pode indicar condi¢des
higi€nico-sanitdrias deficientes, colocando em risco a saide dos consumidores desses

produtos. Lundgren et al. (2009) tiveram valor médio de 1,8x103 NMP/g. Segundo
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Kasnowski (2004), em seu trabalho com 15 amostras de carne moida, 14 amostras
apresentaram contaminagao que variaram entre 0 a 3x10° NMP/ g.

Resultados semelhantes aos apresentados nesta pesquisa foram encontrados na
literatura disponivel. Ferreira e Simm (2012), ao analisarem seis amostras de carne moida,
sendo trés pré-moidas e trés moidas no momento da compra, encontraram contagens elevadas
de coliformes totais e de coliformes termotolerantes em cinco delas, e apenas uma amostra de
carne moida na hora da compra encontrava-se com contaminagdo abaixo do nimero miximo
contabilizado pelo método de NMP.

A Figura 4 apresenta os resultados da andlise de Staphylococcus spp realizados nas
amostras de hamburgueres bovinos elaborados com a aplicagdo de revestimentos a base de

extratos de prépolis em um periodo de armazenamento de 120 dias.

Figura 4: Contagem de Staphylococcus spp realizados nos hambitirgueres bovinos elaborados

com a aplica¢d@o de revestimentos a base de extratos de propolis.
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A legislacdo brasileira preconiza a contagem de Staphylococcus ssp, cujo limite esta
estabelecido em 10° UFC/g, conforme o adotado na presente investigacdo. Os resultados
encontrados indicam que esses microrganismos aos 30 dias de armazenamento, representaram
risco a saude, no entanto, a partir dos 60 dias de armazenamento estes valores comecam a
decrescer. Esse resultado € melhor que o encontrado por outros autores, como Kuhn et al.
(2012), que relataram a ocorréncia de amostras classificadas como insatisfatérias quanto ao
nimero desses microrganismos.

A Tabela 2 apresenta o resumo da andlise de variancia dos parametros fisico-quimicos
realizados nas amostras de hambirgueres bovinos elaborados com a aplicacio de

revestimentos a base de extratos de propolis em um periodo de armazenamento de 120 dias.
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Tabela 2: Resumo da andlise de varidncia para a atividade de dgua (Aw), pH, acidez total
titulavel (ATT), teor de dgua (TA), proteinas, lipideos e indice de oxidagdo (TBARS) em
hambiirgueres bovinos elaborados com a aplicacdo de revestimentos a base de extratos.

FV GL Quadrados médios
Aw pH ATT TA PT Lip TBARS  Cinzas

Revesi

eves(tllglemos 0,00001%% 0,015™  0,131% 1,652  20,897™ 4491%* 16,381%% 0,247+
Tempo (T) 4  0,00005%% 0264%% 6745% 6,191%% 48281%% 04955 0,900%%  0,199™
Interacs

n:r;?;‘o 12 0,00001%% 0099™ 0,194% 0935™  8355™  0,684%* 0938**  0,091™

Erro 40 000001 0023 0025 0767 9,701 0025 0087 0,085
CV (%) - 0,12 2,60 423 1,19 1439 521 6,76 16,70

ns, **, * respectivamente ndo significativos, significativoap < 0,01 ep < 0,05.

A Tabela 3 apresenta os resultados para a atividade de agua (aw) realizados nos
hamburgueres bovinos elaborados com a aplicacdo de revestimentos a base de extratos de

prépolis em um periodo de armazenamento de 120 dias.

Tabela 3: Resultados para atividade de d4gua (aw) dos hamburgueres bovinos elaborados com

a aplicacao de revestimentos a base de extratos de prépolis.

Tempos
Tratamentos 0 30 60 90 120
ACTL 0,094%%  0,9928®  (,990ABP 0,990%° 0,991
RPVA 0,995%°  0,9974  0,990"° 0,9918¢ 0,998
RPVE 0,995%  ,99452 0,9914° 0,996 0,992B¢®
RPNE 0,996  (,9928° 0,9885¢ 0,9954% 0,99482®

Médias seguidas por letras maidsculas iguais nas linhas e seguidas por letras mintsculas nas colunas
ndo diferem estatisticamente entre si.

Os valores obtidos para atividade variaram de 0,988 a 0,998, valores elevados que
favorecem o desenvolvimento microbiano que tem seu ponto 6timo a partir de 0,98. Kirchhof,
Crizel e Mendonga (2008) constataram que a vida util de um alimento ndo estd ligada somente
a quantidade de dgua total que estd presente no mesmo, € sim como a dgua estd interagindo
com os componentes sélidos deste; sendo essa interacdo expressa pela aw. Assim, a aw € um
fator que influéncia diretamente nas caracteristicas e na estabilidade dos produtos carneos,
especificamente nos hamburgueres.

Fatores como atividade de dgua e pH sdo critérios que devem ser levados e
consideracdo para se determinara a temperatura de armazenamento de produtos carneos.
Considerando isso, esses produtos podem ser divididos em trés grupos: a) muito perecivel;
com pH > 5,2 e aw > 0,95, sendo a temperatura de armazenamento recomendada < 5 °C; b)

perecivel; com pH entre 5,2 até 5,0 e aw entre 0,95 e até 0,90, com temperatura recomendada
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<10 °C; e ¢) estaveis; com pH < 5,2 e aw < 0,95 ou somente pH < 5,0 ou aw 0,91, ndo sendo
recomendada refrigeracdo para conservacio (SABATAKOU, 2001). Estando, portanto os
hamburgueres elaborados nesta pesquisa enquadrados no grupo dos muito pereciveis.

GARCIA et al. (1995) enfatizam que os produtos que podem ser armazenados 2
temperatura ambiente sdo os que apresentam valor de aw 0,86, por possuirem excelente
estabilidade microbioldgica.

A figura 5 apresenta os resultados para a analise de pH realizada nos hamburgueres
bovinos elaborados com a aplicagcdo de revestimentos a base de extratos de propolis em um

periodo de armazenamento de 120 dias.

Figura 5: pH dos hambirgueres bovinos elaborados com a aplicac@o de revestimentos a base

de extratos de propolis.
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O potencial hidrogenidnico (pH) inicial das amostras de hambirgueres com e sem
revestimento ndo apresentou uma variagdo significativa, apresentando entre 5,57 a 6,06,
resultados estes que podem ser justificados pela possibilidade de crescimento microbiano.
Outros fatores como temperatura, atividade de dgua e natureza dos extratos utilizados como
base para a elaboracdo dos revestimentos podem interferir diretamente nos valores de pH
(MARTINS et al. 2011).

Bernadino Filho et al. (2012) também ndo encontraram diferencas nos valores de pH
em hamburgueres bovino adicionados ou ndo de inulina, ficando préximos a 6,13.

O valor de pH de 6,1 determinado, indica que o hamburguer estd aceitdvel para o
consumo, pois segundo Terra (1998) e Forrest (1979) pH de 6,4 mostra que a carne €

recomendada para consumo imediato, e acima disso estd em inicio de decomposicao.
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A figura 6 apresenta os resultados para a andlise de acidez tituldvel realizada nos
hambirgueres bovinos elaborados com a aplicacdo de revestimentos a base de extratos de

prépolis em um periodo de armazenamento de 120 dias.

Figura 6: Acidez tituldvel dos hambiirgueres bovinos elaborados com a aplicacdo de

revestimentos a base de extratos de prépolis.
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A figura 7 apresenta os resultados para a andlise de teor de proteinas realizada nos
hamburgueres bovinos elaborados com a aplicacdo de revestimentos a base de extratos de

prépolis em um periodo de armazenamento de 120 dias.

Figura 7: Teor de proteinas (%) dos hamburgueres bovinos elaborados com a aplicacdo de
revestimentos a base de extratos de propolis.
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Os resultados para proteinas ndo diferiram significativamente entre as amostras
controle e as adicionadas de extratos de propolis. SIQUEIRA et al. (2001) encontraram teores

de lipidios, proteina e umidade na faixa de 2,1-2,6%, 17,8-19.5% e 77,1-77,7%,
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respectivamente, no desenvolvimento de um hambirguer bovino de baixo teor de gordura,
utilizando carne de soja e como amido modificado e proteina de soja, valores estes inferiores
aos obtidos nesta pesquisa.

O regulamento técnico de identidade e qualidade de hamburguer do Ministério da
Agricultura preconiza valor o 23% de gordura (médxima), 15% proteina (minima) e 3% de
carboidratos totais (BRASIL, 2000). Pode-se verificar, observando as figuras 5 e 6 que as
amostras estdo de acordo com a legislacdo, j4 que apresentam valores condizentes ao
permitido, para porcentagem de gordura e proteinas. Por esse motivo, o produto em questio
serd denominado como produto “hamburguer”, por se enquadrar nesse item preconizado pela
legislacdo vigente.

Ja em pesquisa realizada por Bernadino Filho et al. (2012), em um estudo com a
elaboracdo de hamburgueres de carne bovina adicionados de inulina como substituto de
gordura, verificaram teores de lipidios de 1,54 a 5,57%, resultados estes inferiores aos obtidos
nesta pesquisa

A figura 8 apresenta os resultados de teor de lipidios para a andlise realizada nos
hamburgueres bovinos elaborados com a aplicacdo de revestimentos a base de extratos de

propolis em um periodo de armazenamento de 120 dias.

Figura 8: Teor de lipidios (%) dos hamburgueres bovinos elaborados com a aplicacdo de

revestimentos a base de extratos de propolis.
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A figura 9 apresenta os resultados para a andlise de oxidacdo lipidica por TBARS
realizada nos hamburgueres bovinos elaborados com a aplicacdo de revestimentos a base de

extratos de prépolis em um periodo de armazenamento de 120 dias.
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Figura 9: Oxidacao lipidica por TBARS realizada nos hamburgueres bovinos elaborados com

a aplicacao de revestimentos a base de extratos de prépolis.
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No geral, as amostras com a aplicacdo dos revestimentos comestiveis a base dos
extratos de propolis mantiveram os valores de TBARS préximos ao longo do tempo, quando
comparados a amostra controle (ACTL). No tempo final de armazenamento, amostra ACTL
apresentou maior oxidacao aos 120 dias. De acordo com Limbo et al. (LIMBO, 2010) valores
de TBARS superiores a 1,0 mg malonaldeido/ kg de carne podem ser considerados oxidados.
Verificou-se que os valores médios de TBARS nas amostras ao longo do tempo foram todos
superiores a 1,0 mg MDA/ kg de amostra, portanto as amostras foram consideradas fora do
padrao aceitdvel. Fernandes et al. (2012) ao analisar oxidacdo lipidica em carne ovina
estocada a véacuo sob refrigeracdo encontrou valores abaixo de 0,5mg de MDA/kg .

A figura 10 apresenta os resultados para a andlise de teor de dgua realizada nos
hamburgueres bovinos elaborados com a aplicagdo de revestimentos a base de extratos de

propolis em um periodo de armazenamento de 120 dias.
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Figura 10: Teor de umidade (%) dos hamburgueres bovinos elaborados com a aplicagdo de
revestimentos a base de extratos de prépolis.
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Nao houve diferenca entre as amostras quanto ao teor de umidade, podemos entdo
afirmar que a aplicacdo dos revestimentos ndo interferiram significativamente neste
parametro.

Em trabalho realizado por Santos et al. (2009) com hambiurgueres elaborados com
diferentes propor¢des de carne ovina e carne suina (proporcao de carne ovina variou de 100 a
50%, porém sem acréscimo de gordura), mostrou resultados semelhantes de umidade, os quais
variaram de 66,57% a 73,64%. O mesmo foi observado por Marques (2007) que encontrou
valores de umidade entre 60,06% e 73,54% em hamburgueres produzidos com diferentes
propor¢des de aveia e carne bovina, variando entre 100% e 75%. J4 para hamburgueres
desenvolvidos com 50% de carne ovina e 50% carne suina, e diferentes quantidades de chia,
obtiveram resultados de umidade em 68,37% (MELO, 2013).

A figura 11 apresenta os resultados para a anédlise de teor de cinzas realizada nos
hamburgueres bovinos elaborados com a aplicacdo de revestimentos a base de extratos de

prépolis em um periodo de armazenamento de 120 dias.
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Figura 11: Teor de cinzas (%) dos hamburgueres bovinos elaborados com a aplicagdo de

revestimentos a base de extratos de prépolis.
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Os valores de cinzas variaram entre 1,65 e 1,98, ndo havendo diferenga significativa
entre as amostras. Resultados superiores foram encontrados por Oliveira et al. (2014)
encontraram 2,49% de cinzas em hambiurguer reduzido em sédio utilizando sal light, um valor
muito préximo ao encontrado no presente estudo para o hambirguer adicionado de extratos de
propolis. Seabra et al. (2002) em hamburguer de carne ovina adicionados de fécula de
mandioca e farinha de aveia, com 1,06% e 1,10% de cinzas.

No estudo de Machado (2014), os percentuais de minerais totais (cinzas) apresentaram
varia¢do de 2,80% a 3,09% para os hamburgueres na forma in natura dados superiores aos

obtidos no presente estudo.

4. CONCLUSOES

A composicao centesimal dos hambiirgueres adicionados dos extratos de prépolis se
mostrou dentro dos limites exigidos pela legislagdo vigente, na sua forma crua, exceto para o
teor de atividade de dgua. Dessa forma, mais estudos sdo necessdrios para melhor adequar
este produto, uma vez que se mostra como uma opg¢ao vidvel tecnologicamente, segura e
saudavel. Contudo, estudos adicionais tornam-se necessdrios visando a otimizacdo de

tecnologia de processamento e desenvolvimento de novas formulagdes.
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CAPITULO V

ARTIGO 5 - HAMBURGUER BOVINO ADICIONADO DE EXTRATOS DE
PROPOLIS E REVESTIDO POR SOLUCAO FILMOGENICA A BASE DE
EXTRATOS DE PROPOLIS: AVALIACAO DA QUALIDADE

RESUMO

Esta pesquisa teve por objetivo elaborar hambiirgueres adicionados de extratos de propolis,
como aditivo natural e revestido com solugdo filmogénica a base de extratos de prépolis. No
produto final cru foram realizadas andlises fisico-quimicas de pH, acidez tituldvel, teor de
umidade, teor de cinzas, teor de proteinas, atividade de dgua, indice de TBARS e teor de
lipidios e microbioldgicas de Coliformes a 35°C e a 45°C, Staphylococcus spp e Salmonella
sp. Os hamburgueres foram avaliados durante todo o processo de conservacdo a cada 30 dias
durante 120 dias. Nesta pesquisa a propolis foi utilizada como antioxidante natural, ficando
evidente sua acdo pela reducao no grau de oxidagdo das formulagdes adicionadas e revestidas
dos extratos de propolis. Conclui-se entdo que os hamburgueres elaborados com a aplicacao
do revestimento e adicionados de extratos hidroalcodlicos de propolis foram eficazes, sendo
uma alternativa para reduzir a oxidacdo lipidica e manter estdveis os teores de pH e acidez,
sem prejudicar suas caracteristicas fisico-quimicas e fisicas. Para as condicOes
microbioldgicas corroboradas pela atividade agua todas as amostras apresentaram
contamina¢do microbiana que comprometem a qualidade e o tempo de vida util do produto.

Palavras-chave: aditivo alimentar, revestimento, qualidade.
ABSTRACT

This research aimed to elaborate hamburgers with extracts of propolis, as natural additive and
coated with filmogenic solution based on extracts of propolis. In the final raw product,
physical and chemical analyzes of pH, titratable acidity, moisture content, ash content, protein
content, water activity, TBARS index and lipid and microbiological content of Coliforms at
35°C and at 45°C, Staphylococcus spp and Salmonella sp. The burgers were evaluated
throughout the conservation process every 30 days for 120 days. In this research the propolis
was used as a natural antioxidant, being evident its action by the reduction in the degree of
oxidation of the formulations added and coated of the extracts of propolis. It was concluded
that the burgers elaborated with the coating application and the addition of hydroalcoholic
extracts of propolis were effective, being an alternative to reduce the lipid oxidation and to
maintain stable pH and acidity contents, without harming their physicochemical and physical
characteristics . For the microbiological conditions corroborated by the water activity all the
samples presented microbial contamination that compromise the quality and the useful life of
the product.

Keywords: food additive, coating, quality.
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1. INTRODUCAO

O material comestivel ideal utilizado para o revestimento de alimentos deve ser isento
de qualquer componente téxico, alérgico ou ndo digerivel e deve ser facilmente produzido e
economicamente viavel (JANJARASSKUL; KROCHTA, 2010). O material de revestimento
deve fornecer estabilidade estrutural, boa propriedade de adesdo a superficie do alimento,
semi-permeabilidade, barreira a umidade, oxigénio e movimento de soluto e deve manter os
atributos sensoriais do produto (RHIM; LEE; NG, 2007; JANJARASSKUL; KROCHTA,
2010). Deve, também, proteger contra a contaminacdo, a infestacio de pragas, a multiplicacdo
microbiana e outros tipos de deterioragdo (FALGUERA et al., 2011).

A aplicacdo de ingredientes derivados de fontes naturais na industria de alimentos,
adicionados como conservantes naturais ¢ uma nova tendéncia para redu¢do de substincias
sintéticas e de aditivos alimentares (DICASTILLO et al., 2016). Pesquisas que relatam a
incorporagdo de propolis para melhorar as propriedades de filmes e revestimentos ainda sao
limitadas. BODINI et al, (2013) investigou as propriedades de filmes de gelatina incorporado
a extrato etandlico de prépolis.

No Brasil a Instrucdo Normativa n° 3, de 19 de janeiro de 2001 dispde o Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade de Extrato de propolis. Por defini¢do desta IN 03, entende-
se por Extrato de Prépolis o produto proveniente da extracio dos componentes soliveis da
Prépolis em dlcool neutro (grau alimenticio), por processo tecnolégico adequado. Além disso,
a Instrucdo classifica a prépolis quanto ao seu teor de flavonoides, define a composi¢ao e
requisitos para a producdo do extrato de propolis, entre outros prosseguimentos (BRASIL,
2001).

Segundo Belmiro, Oki e Fernandes (2011), no Brasil podem ser encontradas prépolis
nas cores verde, vermelha, marrom, preta e amarela. A prépolis verde, também conhecida
como propolis brasileira, tem um alto valor agregado. Em 2009, seu preco médio era mais de
20 vezes maior do que o do mel (IBGE, 2012).

Um dos exemplos mais populares sdo as prépolis verde de maior preferéncia no
mercado internacional e, atualmente, a prépolis vermelha de origem botanica Dalbergia
ecastophyllum encontrada na regido Nordeste do Brasil, a qual estd sendo bastante investigada
em funcdo de suas agdes antimicrobianas (SIQUEIRA et al., 2014), sugerindo existir um elo

entre sua coloragdo e seu alto teor de compostos fendlicos.
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Esta pesquisa teve por objetivo elaborar hamburgueres adicionado de extratos de
prépolis, como aditivo natural e revestido com solugdo filmogénica a base de extratos de

propolis.
2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios do Centro Vocacional Tecnolégico

(CVT) da Universidade Federal de Campina Grande, campus Pombal.
2.1. Elaborac¢iao do hambirguer bovino

Os hamburgueres foram preparados baseada na metodologia proposta por Melo e
Clerici (2013), com algumas modificagdes. A principal matéria-prima utilizada foi a carne
bovina magra acém. Todos os utensilios e equipamentos utilizados na elaboracdo dos
hamburgueres foram previamente higienizados com hipoclorito de sédio a 200 mg/L
(TONDO; BARTZ, 2011). Ap6s a limpeza da carne (retirada da gordura e tecido conjuntivo
aparente), esta foi moida em moedor elétrico. Apds a moagem, foram adicionados na
sequéncia a agua (gelada) e o sal, para a extracdo das proteinas miofibrilares. Apods
conveniente mistura, os demais ingredientes (fécula de mandioca, pimenta do reino em pd,
realcador de sabor e fixador de cor) foram colocados um a um. Essa massa foi entdo dividida
em por¢cdes, onde foram produzidas quatro formulacdes, que receberam as seguintes
codificacOes: ACTL (formulacdo controle, sem aplicagdo de revestimento e do aditivo),
RAPVA (formulagdo com adicdo de 1% de extrato de propolis vermelha e aplicacdo de
revestimento a base de extrato de propolis vermelha), RAPVE (formulag¢do com adi¢do de 1%
de extrato de propolis verde e aplicacdo de revestimento a base de extrato de propolis verde) e
RAPNE (formulacdo com adicdo de 1% de extrato de propolis negra e aplicagdo de
revestimento a base de extrato de propolis negra).

Ap6s a homogeneizacio dos ingredientes de cada formulagdo, os hamburgueres foram
prensados e moldados em uma hamburgueira manual de 11 cm de didmetro, obtendo-se
hamburgueres com peso liquido de 100 g cada e em sequéncia foram embalados. Os
hambirgueres foram congelados a —18 °C até o momento da realizagdo das analises fisico-
quimicas e microbioldgicas.

No produto final cru foram realizadas andlises fisico-quimicas de pH, acidez titulédvel,
teor de umidade, teor de cinzas, teor de proteinas, atividade de dgua, indice de TBARS e teor
de lipidios e microbioldgicas de Coliformes a 35°C e a 45°C, Staphylococcus spp e

Salmonella sp.
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2.2. Elaboracao e aplicacio dos revestimentos

Os revestimentos foram elaborados segundo a técnica casting (ZAVAREZE et al.,
2012; YAN et al., 2012; SOUZA et al., 2012; TORRES et al., 2011), que consiste no preparo
de uma solucdo filmogeénica, por dissolu¢ao em dgua destilada dos ingredientes da formulacao
utilizada.

Os revestimentos foram produzidos seguindo a formulacdo expressas na Tabela 1,
segundo metodologia de Santos (2007) com algumas modifica¢cdes. Em seguida aquecemos a
solucdo até atingir a temperatura de 70°C, posteriormente a solu¢do ficou em repouso em
temperatura ambiente até esfriar.

Tabela 4: Formulacdo dos revestimentos de acordo com a aplicabilidade dos extratos da
propolis.

FORMULACAO DO REVESTIMENTO
5 gramas de propolis
110 mL 4gua destilada
10 gramas de amido
8 mL de glicerina
2 mL de 4cido cloridrico 1N
Neutralizar com hidréoxido de sédio 0,1mol

Posteriormente as solugdes ficaram em repouso em temperatura ambiente até
esfriarem. Seguiu-se com a aplicacdo dos revestimentos nos hamburgueres por imersao.
Conforme pode ser visto na figura 1

Figura 1: Aplicacdo dos revestimentos a base de extratos hidroalcodlicos das prépolis
vermelha, verde e negra.

Propolis vermelha Propolis verde Propolis negra
Fonte: Autor (2018)

ApOs a aplicac@o dos revestimentos os mesmo foram embalados em pléstico filme e

armazenados em freezer a -18°C, onde posteriormente, foram avaliados durante todo o
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processo de conservacao a cada 30 dias durante 120 dias. As andlises foram todas realizadas

em triplicata.
2.3. Caracterizacao fisico-quimica

2.3.1. pH

O potencial hidrogenionico (pH) foi determinado através do método potenciométrico,
com pHmetro de bancada da marca Lucadema e modelo mPA, previamente calibrado com
solugdo tampao de pH 4,00 e 7,00. Seguindo o método 017/IV do Instituto Adolfo Lutz
(2008).

2.3.2. Acidez Titulavel (AT)
Foi realizada por titulometria de neutralizacdo, utilizando-se 5g amostra/50 mL 4gua
destilada, obtido por centrifugacdo. Os resultados foram expressos em porcentagem (%) de

acido por 100 gramas da amostra. Seguindo o método 016/IV do Instituto Adolfo Lutz (2008).

2.3.3. Umidade (%)
Os teores de umidade foram determinados através do método de secagem a 105°C, em

estufa de secagem, de acordo com a metodologia 012/IV do Instituto Adolfo Lutz (2008).

2.3.4. Teor de Cinzas (%)
Foram determinadas segundo o método 018/IV do Instituto Adolf Lutz (2008) e os

resultados expressos em porcentagem (p/p).

2.3.5. Teor de proteinas (%)

Os teores de proteinas foram determinados através do método Kjedahl, 036/1V
descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2008) e os resultados encontrados foram expressos em

porcentagem (p/p).

2.3.6. Teor de lipidios (%)

Foi determinado através do aparelho extrator de Soxhlet, seguindo o método descrito

033/1V do Instituto Adolf Lutz (2008).

2.3.7. Analise de atividade de agua (Aw)

Foi determinado através de equipamento Aqualab Pre Dew (Water Activity Analyzer)

DECAGON.
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2.3.8. Analise de TBARS

Foi realizada de acordo com a metodologia de Rosmini et al (1996). Onde pesou-se 5g
da amostra, foi transferida para um tubo de 50mL, adicionou-se 10mL de solucdo de TCA a
10% (v/v), em seguida adicionou-se 5SmL de 4gua destilada. Agitou-se por Smin para
promover a extracdo do Malonaldeido (MDA), posteriormente foi centrifugada por Smin a
3500 rpm, filtrou-se o sobrenadante e transferiu-se para tubos de ensaio de 15mL com tampa.
Em seguida adicionou-se SmL de solucdo de TBA 0,02M, aquecendo em banho-maria (100°C
por 35min). Resfriando rapidamente e fazendo a leitura da absorbancia a 532nm em

espectrofotdometro.
2.4. Analises microbiolégicas

2.4.1. Teste Presuntivo

Técnica de tubos multiplos, na qual homogeneizou-se 25 g de amostra, com 225 mL
de Agua Peptonada 0,1 %. Para o teste presuntivo aliquotas de 1 mL de cada diluicdo foram
inoculadas em trés tubos contendo 9 mL de Caldo Lauryl Sulfato Triptose, com tubos de

Duhran invertidos e incubados a 35° C/24-48 hs (SILVA, 2015).

2.4.2. Coliformes a 35°C

A partir dos tubos com leitura positiva do teste presuntivo, foi transferida uma alcada
da cultura para o teste confirmatorio no Caldo Verde Bile Brilhante, com periodo de

incubacdo a 35°C de 24 a 48 horas, conforme a metodologia Silva (2015).

2.4.3. Coliformes a 45°C

Para a quantificacdo de coliformes a 45° C foi utilizada a técnica do Nimero Mais
Provavel (NMP), incubados em banho-maria a 45° C/48 h, conforme a metodologia Silva

(2015).

2.4.4. Staphylococcus spp

Para a determinacdo de Staphylococcus spp foi utilizado o método em superficie no
meio de cultura Agar Baid-Parker suplementado com solugio de gema de ovo a 50% e telurito
de potéssio a 3,5 %. As placas foram incubadas a 35°C/48 horas, segundo a metodologia

recomendada (SILVA, 2015).
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2.4.5. Salmonella sp

Na determinac¢do de presenca de Salmonella sp foi utilizado o método em superficie no
meio de cultura Salmonella Diferential Agar, incubando-se a temperatura de 36 = 1 °C/48

horas, segundo a metodologia recomendada (SILVA, 2015).
2.5. Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. As andlises
foram realizadas em triplicata. Todos os cdlculos foram realizados nos softwares Microsoft
Office Excel 2010 e SISVAR 5.6. As amostras foram submetidas a andlise de variancia e a

diferenca entre os tratamentos foi comparada pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

N3ao foi constatada a presenca de Salmonella sp. em nenhuma das amostras analisadas
até os 60 dias de armazenamento, aos 90 dias constatou-se que os niveis mais altos de
contaminac¢do foram encontrados nas amostras RAPVE e RAPNE.

Souza et al. (2012) encontraram Salmonella sp. em 17% das 30 amostras de carne
moida comercializadas em agougues e supermercados na cidade de Barra do Gracas, MT.
Resultados semelhantes obtiveram Ferreira et al. (2012), através da analise de 6 amostras de
carne moida, detectou Salmonella sp. em uma delas (16,67%). Diferentemente, Oliveira et al.
(2008), pesquisando este patégeno em madquinas de moer, maos dos manipuladores e nas
carnes apds moagem, ndo o detectou em nenhuma das amostras, estando todas as amostras de
carnes dentro dos padrdes estabelecidos pela legislacdo, e, entdo, em condicdes satisfatdrias e
aptas para consumo humano.

A Figura 2 apresenta os resultados da anélise de coliformes a 35°C e a 45°C realizados
nos hamburgueres bovinos adicionados de extratos de prépolis e revestidos por solugdo

filmogénica a base de extratos de prépolis em um periodo de armazenamento de 120 dias.
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Figura 2: Nimero Mais Provavel (NMP/g) de coliformes a 35°C (a) e de coliformes a 45°C
(b) realizados nos hamburgueres bovinos adicionados de extratos de prépolis e revestidos por

solucdo filmogénica a base de extratos de propolis.
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Como observado na figura 2a, houve efetiva presenca dos mesmos dos 60 dias em
diante, corroborando com o inicio da deterioracdo. Nao foi encontrado referéncia para
coliformes a 35°C em carne de hambirgueres, no entanto a presenca dos coliformes assume
importancia, pois € um indicador da possibilidade da existéncia de microrganismos
patogénicos. A RDC n° 12 (BRASIL, 2001) permite um maximo de coliformes a 45°C em
carne de hamburgueres de 5,0 x 10° UFC/g, a alta populacio deste parimetro indica um alto
nivel de contaminacdo fecal, o que pode ser atribuido a contaminacdo por manipulacio
inadequada.

Quanto a presenca de coliformes a 45°C, estes apresentam resultados elevados tanto
para a amostra controle quanto para as amostras revestidas e aditivadas, em todos os tempos.
A avaliacdo de coliformes € utilizada para verificar as condicdes higi€nicas, sendo que a esse
microrganismo em grande numero significa a contaminag¢do pds-processamento, limpezas
deficientes, tratamento térmicos ineficientes ou multiplicagdo durante o processo de
estocagem (SILVA et al., 2010).

A Figura 3 apresenta os resultados da andlise de Staphylococcus spp realizados nas
amostras de hamburgueres bovinos adicionados de extratos de propolis e revestidos por
solugdo filmogénica a base de extratos de propolis em um periodo de armazenamento de 120

dias.
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Figura 3: Contagem de Staphylococcus spp realizados nos hamburgueres bovinos
adicionados de extratos de prépolis e revestidos por solucdo filmogénica a base de extratos de
prépolis.
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A microbiota normal de produtos a base de carne bovina moida sob condi¢des
higi€énicas é composta, predominantemente, por bactérias Gram-negativas da familia
Enterobacteriaceae e do género Pseudomonas e por Gram-positivas dos géneros
Enterococcus, Lactobacillus e Staphylococcus (JAY, 2005).

Como observado na figura 3 os resultados obtidos para Staphylococcus ssp, foram
superiores a 103UFC/g , que de acordo com a legislacdo (BRASIL, 2001), estdo fora do
padrao, onde de acordo com SORIANO et al. (2002) é necessdrio a presenca de
aproximadamente 10° UFC/g deste microrganismo no alimento para causar intoxicacio
alimentar.

Sendo possivel ainda observar que o crescimento do mesmo s6 ocorreu até os 30 dias
de armazenamento, apds este periodo a multiplicacdo do mesmo comeca a decrescer para
todas as amostras, no entanto a amostra RAPNE, apresenta redu¢@o de carga microbiana mais
evidente durante todo o periodo de armazenamento em comparagdo a amostra controle.

O estudo realizado por SANTOS et al. (2012) na cidade de Sao Luis —-MA, revelou
que das 20 amostras de carne moida analisadas, 10 amostras (50%) apresentaram contagens
de Staphylococcus coagulase positiva que variaram de 1,8 x 10° a 1,2 x 10* UFC/g.
ALMEIDA et al. (2010) analisaram 15 amostras de acém moido proveniente de 15 acougues
na cidade de Diamantina, MG e detectaram Staphylococcus coagulase positiva em 60% das
amostras analisadas, com contagens médias de 2,6 x 10° UEC/g. Os riscos veiculados pelos
alimentos com altas contagens de Staphylococcus coagulase positiva sio amplos, uma vez que

esta bactéria além de ser patogé€nica para o homem apresenta resisténcia a determinadas
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drogas antimicrobianas, agravando sua importancia para a saide publica (ALMEIDA et al.,
2010).

A Tabela 2 apresenta o resumo da andlise de variancia dos parametros fisico-quimicos
realizados nas amostras de hambirgueres bovinos adicionados de extratos de prépolis e
revestidos por solugcdo filmogénica a base de extratos de prdpolis em um periodo de

armazenamento de 120 dias

Tabela 2: Resumo da andlise de variincia para a atividade de dgua (Aw), pH, acidez total
titulavel (ATT), teor de dgua (TA), proteinas, lipideos e indice de oxidacdo (TBARS) em

hamburgueres bovinos adicionados de extratos de propolis e revestidos por solucao.

Quadrados médios

FV GL " :

Aw pH ATT TA PT Lip TBARS Cinzas
Aditivos (A) 3 0,00002*%* 0,028** 0,533** 53,470%*% 9,5542*  5864** 22,359** (,161**
Tempo (T) 4 0,00006%* 0,200%*% 4211**%  3,443**  40,875%* 2,789**  0,713*  0,124**
Interacio AxT 12 0,00002%*% 0,004** 0,382**  1,822%* 1,161"  0,568**  1,266**  0,048"™
Erro 40 0,00002 0,001 0,044 0,679 2,983 0,032 0,206 0,029
CV (%) - 0,14 0,62 5,24 1,09 7,88 5,40 11,06 9,56

ns, *¥*, * respectivamente nao significativos, significativoap < 0,0l ep < 0,05.

A Tabela 3 apresenta os resultados para a atividade de agua (aw) realizados nos
hamburgueres bovinos adicionados de extratos de propolis e revestidos por solugdo

filmogeénica a base de extratos de propolis em um periodo de armazenamento de 120 dias

Tabela 3: Resultados para atividade de dgua (aw) dos hamburgueres bovinos adicionados de

extratos de propolis e revestidos por solucdo filmogénica a base de extratos de prépolis.

Tempos
Tratamentos 0 30 60 2 120
RACTL 0,994 0,992 0,990%° 0,990%° 0,991°°
RAPVA 0,996 0,995%%  0,9874¢ 0,996™ 0,9935°
RAPVE 0,9908° 0,9944 0,989"° 0,995 0,9974
RAPNE 0,99744 0,994 0,990 0,993Bb¢ 0,9974

Médias seguidas por letras maidsculas iguais nas linhas e seguidas por letras mindsculas nas colunas
nao diferem estatisticamente entre si.

Em relacdo aos valores de atividade de dgua (Aw) realizados nas amostras de
hamburguer de carne observou-se uma variacao de 0,987 a 0,997 (Tabela 3). E € justamente
pelos seus altos teores de atividade de agua e pelo pH favoravel que os produtos carneos em

geral sdo excelentes meios de cultura para os microrganismos, apesar dos valores obtidos
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serem altos, porém, devido a sua forma de armazenamento (congelados) e preparados no
instante de consumo, nao ha problema para sua conservagao.

Os valores obtidos sdo considerados insatisfatorios, pois todos os valores obtidos estdo
acima de 0,98, pois de acordo com Carrascosa e Cornejo (1989) a maioria dos
microrganismos deteriorantes, incluindo as bactérias patogénicas, se desenvolve em produtos
com atividade de dgua acima de 0,98, tendo como consequéncia alteracdes das caracteristicas
dos produtos cérneos.

A atividade de agua (Aw) em um alimento estd diretamente relacionada com sua
composi¢do quimica, normalmente as bactérias necessitam de Aw superior a 0,91, sendo de
fundamental importancia para seu metabolismo e multiplicacio (FRANCO; LANDGRAF,
2002).

A figura 4 apresenta os resultados para a analise de pH realizada nos hambutrgueres
bovinos adicionados de extratos de propolis e revestidos por solucdo filmogénica a base de

extratos de propolis em um periodo de armazenamento de 120 dias.

Figura 4: pH dos hambirgueres bovinos adicionados de extratos de prépolis e revestidos por

solucdo filmogénica a base de extratos de propolis.
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O pH dos hamburgueres elaborados com a adicdo de extratos e revestimentos a base
de extratos de propolis ndo sofreram diferencas significativas em relacdo a amostra controle, o
que foi positivo, ja que os consumidores tendem a esperar que formulacdes novas de produtos
sejam semelhantes aos tradicionais de forma organoléptica. Bernadino Filho et al. (2012)
também ndo encontraram diferencgas nos valores de pH em hambirgueres bovino adicionados

ou nao de inulina, ficando préximos a 6,13.
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O valor de pH de 6,1 determinado, indica que o hamburguer estd aceitdvel para o
consumo, pois segundo Terra (1998) e Forrest (1979) pH de 6,4 mostra que a carne ¢é
recomendada para consumo imediato, e acima disso estd em inicio de decomposicao.

Observando-se os valores obtidos para a varidvel acidez tituldvel (Figura 5)
verificamos que ndo houve alteracdes significativas no decorrer dos 120 dias de experimento.
Podendo assim afirmar que a interacdo dos hamburgueres com os extratos hidroalcodlicos foi
excelente, devido os mesmos ndo terem provocado modificacdes nas varidveis de acidez,
corroborando com os valores obtidos para pH.

A figura 5 apresenta os resultados para a andlise de acidez tituldvel realizada nos
hamburgueres bovinos adicionados de extratos de propolis e revestidos por solugdo

filmogénica a base de extratos de prépolis em um periodo de armazenamento de 120 dias.

Figura 5: Acidez tituldvel dos hamburgueres bovinos adicionados de extratos de prépolis e

revestidos por solucao filmogénica a base de extratos de propolis.
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A figura 6 apresenta os resultados para a andlise de teor de proteinas realizada nos
hamburgueres bovinos adicionados de extratos de propolis e revestidos por solugdo

filmogénica a base de extratos de prépolis em um periodo de armazenamento de 120 dias.
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Figura 6: Teor de proteinas (%) dos hamburgueres bovinos adicionados de extratos de

propolis e revestidos por solucdo filmogénica a base de extratos de propolis.
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Os resultados para os teores de proteinas para todas as amostras variaram entre
20,78% (RAPVA) e 22,60% (RAPNE), estando, portanto todas as amostras dentro do que
estabelece a Instru¢do Normativa (MAPA n° 20/2000) referente ao Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Hamburguer, que exige valores minimos de 15% de proteinas.

Siqueira (2001), avaliando hamburguer bovino com baixo teor de gordura adicionado
de proteina de soja e amido modificado, encontrou teores de proteinas entre 17,8 a 19,5%,
teores inferiores aos encontrados neste trabalho. Enquanto que Bernadino Filho et al. (2012),
em hamburguer bovino adicionado de inulina como ingrediente funcional prebidtico e
substituto de gordura, encontrou também valores inferiores variando de 15,80 a 17,28%.

A figura 7 apresenta os resultados para a andlise de teor de lipidios realizada nos
hamburgueres bovinos adicionados de extratos de propolis e revestidos por solugdo

filmogeénica a base de extratos de propolis em um periodo de armazenamento de 120 dias.
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Figura 7: Teor de lipidios (%) dos hamburgueres bovinos adicionados de extratos de prépolis

e revestidos por solucdo filmogeénica a base de extratos de prépolis.
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Quanto ao teor de lipidios, as diferencas encontradas nos valores obtidos podem ser
provenientes devido a modificacdo das formula¢des adicionadas o extrato e revestimento da
propolis. Em trabalho realizado por Rodrigues et al (2015) com revestimentos a base de
propolis, os teores de lipideos variaram gradativamente de 8,37% a 9,46%. Ja em pesquisa
realizada por Bernadino Filho et al. (2012), em um estudo com a elaboragdao de hambutrgueres
de carne bovina adicionados de inulina como substituto de gordura, verificaram teores de
lipidios de 1,54 a 5,57%, resultados estes inferiores aos obtidos nesta pesquisa.

Em relagdo a lipidios em hamburgueres, Silva (2013) encontrou valores entre 7,98% e
11,14% de lipidios ao suplementar hamburguer de carne bovina com farinha de linhaca.

Os resultados de gordura total estdo de acordo com o preconizado pelo Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade de Hamburguer do MAPA (Brasil, 2000), que preconiza o
maximo de 23% de gordura para hamburgueres.

A figura 8 apresenta os resultados para a andlise de oxidacdo lipidica por TBARS
realizada nos hamburgueres bovinos adicionados de extratos de propolis e revestidos por
solugdo filmogeénica a base de extratos de propolis em um periodo de armazenamento de 120

dias.
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Figura 8: Oxidacao lipidica por TBARS realizada nos hamburgueres bovinos adicionados de

extratos de prépolis e revestidos por solucdo filmogénica a base de extratos de propolis.
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No alimento, segundo Moreira e Shami (2004) os antioxidantes naturais tem o papel
de atrasar ou inibir a oxidacdo lipidica e proteica e ainda quando utilizado na alimentacdo
ajuda a prevenir doencas. Nesta pesquisa a propolis foi utilizada como antioxidante natural,
ficando evidente sua acdo na figura 8, pois as amostras apresentaram reducdo no grau de
oxidacao.

De acordo com Mendes (1999) dentre as etapas de produ¢do dos hambirgueres como
a moagem da carne, a exposi¢do desta ao oxigénio, luz e calor aceleram o processo de
oxidagdo lipidica, pois o aumento da area superficial facilita a contaminag@o microbioldgica e
o processo de deterioracdo ocorre de forma acelerada.

A figura 9 apresenta os resultados para a andlise de teor de umidade realizada nos
hamburgueres bovinos adicionados de extratos de propolis e revestidos por solugdo

filmogeénica a base de extratos de propolis em um periodo de armazenamento de 120 dias.
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Figura 9: Teor de umidade (%) dos hambirgueres bovinos adicionados de extratos de

propolis e revestidos por solucdo filmogénica a base de extratos de propolis.
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Nao foi encontrada nenhuma literatura comparativa para hambirgueres elaborados
com adicdo e revestimento de extratos de propolis. No entanto, em estudos realizados por
Fernandes (2015), resultados inferiores a umidade foram encontrados onde foram elaborados
hamburgueres com 84% de carne ovina de animais velhos e 14% de gordura ovina encontrou-
se 67,34% de umidade.

Melo e Clereci (2013) também elaboraram hamburguer bovino com corte acém e
encontraram 58,7% para umidade, 17,3% para proteina, 18,7% para lipidios, 3,3% para cinzas
e 2,0% para carboidratos, valores inferiores ao deste estudo, para os teores de umidade e
proteinas, e superiores para lipidios e cinzas.

De acordo com as figuras 9 e 10, os valores obtidos para umidade e cinzas do
hamburguer bovino (corte acém) sdo superiores aos valores 72,5% e 0,9%, respectivamente,
disponibilizados na Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos (TACO) para este corte.
De acordo com Ordéiiez (2005) os componentes majoritdrios da carne podem variar de acordo
com fatores como a espécie, idade, sexo, alimentacdo do animal e zona anatdomica estudada.
Desta forma, a umidade pode variar de 65 a 80%, a proteina de 16 a 22%, cinzas de 0,6 a
1,2% e lipidios de 3 a 13% sendo este o componente mais variavel (ORDONEZ, 2005).

A figura 10 apresenta os resultados para a andlise de teor de cinzas realizada nos
hamburgueres bovinos adicionados de extratos de prépolis e revestidos por solugdo

filmogeénica a base de extratos de propolis em um periodo de armazenamento de 120 dias.
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Figura 10: Teor de cinzas (%) dos hamburgueres bovinos adicionados de extratos de prépolis

e revestidos por solugdo filmogénica a base de extratos de prépolis.
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4. CONCLUSOES

Nas condi¢des avaliadas no presente estudo, os produtos com revestimento e
adicionados de extratos hidroalcodlicos de propolis foi eficaz, sendo uma alternativa para
reduzir a oxidacdo lipidica e manter estdveis os teores de pH e acidez, sem prejudicar suas
caracteristicas fisico-quimicas e fisicas.

Para as condi¢des microbioldgicas corroboradas pela atividade agua todas as amostras
apresentaram contaminac¢ao microbiana que comprometem a qualidade e o tempo de vida util

do produto.
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CAPITULO VI

ARTIGO 6 - AVALIACAO SENSORIAL DE HAMBURGUERES BOVINOS
ELABORADOS COM ADICAO DE EXTRATOS DE PROPOLIS

RESUMO

O ritmo acelerado da vida moderna vem contribuindo para o aumento da demanda por
alimentos industrializados e de rdpida preparacdo. O produto cirneo tipo hamburguer ¢ um
alimento muito consumido pela populacio em geral, pela sua praticidade e pelos seus
atributos sensoriais, no entanto esses alimentos, em sua grande maioria podem conter
elevadas concentracdoes de aditivos quimicos, diante disso esta pesquisa tem por objetivo
desenvolver formulagdes de produtos carneos tipo hamburguer bovino aditivado e revestido
por solu¢do filmogénica a base de extratos hidroalcodlicos de prépolis vermelha, verde e
negra, sem prejudicar a qualidade sensorial e a aceitacdo pelos consumidores. Foram
elaboradas nove formulacdes de hamburgueres as quais foram realizadas as anélises sensoriais
de aparéncia, cor, aroma, sabor, textura, aceitacdo global e avaliada a aceitabilidade das
amostras experimentais, em comparacdo a amostra controle elaborada conforme
hambirgueres disponiveis comercialmente no mercado. As amostras foram analisadas por 165
provadores ndo treinados, escolhidos em fun¢do de apreciarem e serem consumidores
habituais do produto. As nove formulacdes de hamburgueres elaboradas foram bem aceitas
pelos provadores. Os resultados para o teste de aceitagdo (escala heddnica de 9 pontos)
demonstraram que nao houve diferenca significativa para os atributos sensoriais entre as nove
formulacdes em comparagdo a amostra controle. No teste de intencdo de compra, houve
diferencga significativa (p>0,05) em relacdo a amostra controle. A utilizagdo de extrato de
propolis verde e de propolis negra como aditivo na formulagdo hamburguer bovino e/ou em
revestimentos comestiveis aplicados nestes produtos, ndo interferiram negativamente nas
caracteristicas sensoriais.

Palavras-chave: atributos sensoriais; produto cdrneo; teste de aceitagao.

ABSTRACT

The fast pace of modern life has been contributing to the increasing demand for industrialized
and rapidly prepared food. The hamburger meat product is a food consumed by the population
in general, because of its practicality and its sensorial attributes, however, these foods, in their
great majority may contain high concentrations of chemical additives, in front of this research
the objective is to develop formulations of bovine hamburger meat products added and coated
with a film-forming solution based on hydroalcoholic extracts of red, green and black
propolis, without impairing the sensorial quality and acceptance by consumers. Nine
hamburger formulations were prepared and the sensorial analyzes of appearance, color,
aroma, flavor, texture, overall acceptance and evaluated the acceptability of the experimental
samples were carried out in comparison to the control sample prepared according to
commercially available hamburgers. The samples were analyzed by 165 non-trained tasters,
chosen because they appreciated and were habitual consumers of the product. The nine
formulations of elaborate hamburgers were well accepted by the tasters. The results for the
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acceptance test (9 point hedonic scale) showed that there was no significant difference for the
sensory attributes among the nine formulations in comparison to the control sample. In the
intention of purchase test, there was a significant difference (p> 0.05) in relation to the control
sample. The use of green propolis extract and black propolis as an additive in the bovine
burger formulation and / or edible coatings applied in these products did not negatively
interfere with the sensorial characteristics.

Keywords: sensorial attributes; meat product; acceptance test.

1. INTRODUCAO

Dentre os alimentos de rdpida preparacdo, destaca-se o hamburguer, produto carneo
de grande aceitabilidade. O hambuirguer é um alimento consumido por todas as classes,
entretanto, alguns fatores, como a forma de preparo, o excesso de gordura saturada e a
presenca de aditivos quimicos, podem tornéd-lo prejudicial a saide humana, principalmente
quando consumido em excesso, levando ao aparecimento das chamadas doencas cronicas ndao
transmissiveis, entre as quais destacam-se a obesidade, a hipercolesterolemia, o diabetes
melittus tipo 2 e a hipertensdo, que, atualmente, t€m acometido, além de adultos e idosos,
também as criancas (OLIVEIRA et al., 2013).

O consumo desse industrializado é cada vez maior. De acordo com matéria publicada
pelo jornal El Pais, a populacdo brasileira se encontra em primeiro lugar no ranking de
consumo de fast food na América Latina (53,7 bilhoes de reais). Além disso, no Brasil o
consumo deve crescer em 30,88% até 2019 (ROMERO, 2016).

De uma forma simplificada, a anélise sensorial de produtos alimenticios emprega
dois tipos de testes, analiticos e afetivos. Os testes analiticos requerem uma equipe de
provadores treinados, capazes de discriminar diferencas e repetir os resultados. Os testes
afetivos sdo indicados quando se deseja avaliar preferéncia ou aceitabilidade de alimentos.
Esses testes utilizam provadores ndo treinados, consumidores habituais do produto a ser
analisado. Requer um nimero maior de provadores, quando comparado com os testes
analiticos (MININ, 2010).

Segundo Dausch (2007), um novo tipo de propolis de coloracdo vermelha, de
colmeias encontradas ao longo da praia e dos rios do nordeste do Brasil, foi classificado como
prépolis do grupo 13 de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas
diferenciais. A principal origem botanica desta propolis € a planta Dalbergia ecastophyllum,
popularmente conhecida como rabo-de-bugio, encontrada ao longo da praia e regido do
mangue do nordeste do Brasil (SILVA et al, 2007). Trabalhos descrevendo o potencial

bioldgico desta variedade de prépolis de cor vermelha encontrada em Cuba e na Venezuela ja
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existem desde a década de 90, onde demonstra ter acdo antimicrobiana, cicatrizantes e
antioxidantes, sendo identificados os seus antecessores botanicos como Clusia nemorosa € a
Clusia scrobiculata (TRUSHEVA et al., 2006).

A propolis verde tem sido bastante estudada devido a suas propriedades bioldgicas e
terapéuticas (ALENCAR et al., 2007; TRUSHEVA et al., 2006; AYRES, MARCUCCI e
GIORGIO, 2007). Menos conhecida que a prépolis verde, a prépolis vermelha também tem
despertado grande interesse, por ser uma variedade mais rara encontrada na regidao Nordeste
do Brasil, principalmente nos estados de Alagoas e Sergipe. Recentes estudos relataram que
esta variedade apresenta atividade antioxidante e antimicrobiana em testes preliminares in
vitro, sugerindo que este produto € composto por bioativos com potencial farmacolégico
(DAUGSCH et al., 2007; SILVA et al., 2007; AWALE et al., 2008; SIQUEIRA, 2008;
BITTENCOURT, 2008; BARRETO, 2008).

Sendo assim esta pesquisa tem por objetivo desenvolver formulacdes de produtos
carneos tipo hamburguer bovino aditivado e revestido por solucdo filmogénica a base de
extratos hidroalcodlicos de prépolis vermelha, verde e negra, sem prejudicar a qualidade

sensorial e a aceitacdo pelos consumidores.

2. MATERIAL E METODOS
O trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios do Centro Vocacional Tecnolégico

(CVT) da Universidade Federal de Campina Grande, campus Pombal.

2.1. Elaborac¢ao do hamburguer de bovino
Os hamburgueres foram preparados baseada na metodologia proposta por Melo e

Clerici (2013), com algumas modificacdes. A principal matéria-prima utilizada foi a carne
bovina magra acém. Todos os utensilios e equipamentos utilizados na elaboracdo dos
hamburgueres foram previamente higienizados com hipoclorito de sédio a 200 mg/L
(TONDO; BARTZ, 2011). Ap6s a limpeza da carne (retirada da gordura e tecido conjuntivo
aparente), esta foi moida em moedor elétrico. Apés a moagem, foram adicionados na
sequéncia a agua (gelada) e o sal, para a extracdo das proteinas miofibrilares. Apds
conveniente mistura, os demais ingredientes (fécula de mandioca, pimenta do reino em pd,
realcador de sabor e fixador de cor) foram colocados um a um. Essa massa foi entdo dividida
em por¢des, onde foram sendo originados os tratamentos apresentados a seguir:

v ACTL (formulagéo controle, sem adi¢@o de extrato de propolis);

v' APVA (formulagéo adicionada de 1% de extrato de prépolis vermelha);

v" APVE (formulagéo adicionada de 1% de extrato de prépolis verde);
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APNE (formulagdo adicionada de 1% de extrato de prépolis negra);
RPVA (revestimento adicionado de 5% de extrato de prépolis vermelha);
RPVE (revestimento adicionado de 5% de extrato de propolis verde);

RPNE (revestimento adicionado de 5% de extrato de prépolis negra);

NS NEE NI NERN

RAPVA (revestimento e formulagdo adicionada de 1% de extrato de prépolis

vermelha);

<\

RAPVE (revestimento e formulacio adicionada de 1% de extrato de prépolis verde);

v" RAPNE (revestimento e formulagdo adicionada de 1% de extrato de prépolis negra);
Ap6s a homogeneizacio dos ingredientes de cada formulag@o, os hamburgueres foram
prensados e moldados em uma hamburgueira manual de 11 cm de didmetro, obtendo-se
hamburgueres com peso liquido de 100 g cada e em sequéncia foram embalados. Os

hambiirgueres foram congelados a —18 °C até o momento da realiza¢do da analise sensorial.

2.2. Analise sensorial

A anélise sensorial foi realizada em cabines individuais no Laboratério de Anélise
sensorial da Unidade Académica de Tecnologia de Alimentos da UFCG, campus Pombal,
com a participacdo de 165 provadores ndo treinados, sendo 71 homens e 94 mulheres, com
idades entre 16 e 47 anos. Todos os provadores que participaram do teste assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido, onde foram apresentados ao estudo, foram informados
sobre 0s seus riscos e concordaram em integrar o grupo de pessoas que julgariam as amostras.
As amostras foram servidas em pratos plasticos descartdveis, codificadas com trés digitos,
acompanhadas de biscoito tipo dgua e sal para remocdo do sabor residual, e dgua para a
lavagem do palato. Por meio do teste de aceitagdo foram avaliados os atributos sensoriais cor,
aparéncia, aroma, sabor, textura e aceitacdo global, utilizando escala hedonica estruturada de
nove pontos na qual 9 correspondia a “gostei muitissimo”, 5 “nem gostei/nem desgostei”’ e 1 a
“desgosteil muitissimo”. Para a intencdo de compra, utilizou-se a escala de cinco pontos, em

que 5 representava ‘“certamente compraria” e 1 “certamente ndo compraria”.

2.3. Anailise estatistica
Para a analise estatistica dos resultados utilizou-se software Sisvar 5.6 (FERREIRA,
2008). As amostras foram submetidas a andlise de variancia e a diferenca entre os tratamentos

foi comparada pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo dispostos os resultados médios obtidos na andlise sensorial dos
hamburgueres bovinos com incorporacdo de extrato de propolis. Apenas para o atributo cor
ndo foi observada diferenga significativa entre os tratamentos (p<0,05), para o qual foram
obtidas médias entre 6,81 e 7,21, intermediarias dos termos hedonicos “gostei ligeiramente” e
“gostei moderadamente”. Observou-se diferenga significativa entre os tratamentos APVA e
RAPVA para a aparéncia, aos quais foram atribuidas as menores e maiores médias, 6,83 e
7,35, respectivamente, e para os demais atributos, esses tratamentos apresentaram as menores

médias.

Tabela 1: Média dos resultados para os atributos sensoriais aparéncia, cor, aroma, sabor,
textura, aceitacdo global (AG) e intencdo de compra (IC) de hambirguer bovino com

incorporagdo de extrato de prépolis.

A ¢ Atributos
mostras Aparéncia Cor Aroma Sabor Textura AG IC
ACTL 7.26% 7,18 7,12° 7,02 6,80 7,04* 363"
APVA 6,33" 6,87" 6,63  5,86° 6,37° 6,10 3,17
APVE 7,16 7,07° 7,02° 6,70° 7,07° 6,96°  3,62°
APNE 7,04 6,95" 7,02° 6,80° 6,72 683" 3,58
RPVA 7,06™ 7,08 6,93 6,93 7,05 6,90°  3,64"
RPVE 7.26% 7,14° 7,00° 7,04 7,12° 7,04*  3,83"
RPNE 6,95 6,81° 6,83 6,78  691™ 6,78 3,54
RAPVA 7,35" 7,21° 6,50" 5,60° 6,47° 593> 2,98
RAPVE 7,33%® 717 687" 6,69 7,08° 6,86  3,64"
RAPNE 7,08 7,07° 6,74 6,62 685"  6,74* 3,59
DMS 0,51 0,51 0,52 0,63 0,57 0,57 0,40
Cv (%) 20,29 20,58 21,69 27,1 23,57 24,02 32,33

Meédias seguidas de letras iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Observa-se na Figura 1 que o hamburguer com incorporacdo de extrato de propolis
vermelha na formulagcdo e no revestimento (RAPVA) apresentou score de aceitacdo para a
aparéncia equivalente ao hamburguer padrao, cerca de 92,0%. Nao se verificou diferencas
expressivas entre os percentuais de respostas positivas para os hambirgueres com a utilizagao

da prépolis verde como aditivo na formulagdo e/ou revestimento, estando entre 88,3 e 90,1%.
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Figura 1: Numero de respostas para o atributo aparéncia de hambirguer bovino com

incorporagdo de extrato de propolis.
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A cor dos hamburgueres (Figura 2) apresentou percentual de satisfacdo entre 80,4 e
91,4%, sendo as amostras com a utilizacdo da prépolis vermelha apenas na formulacao
(APVA) e da prépolis negra na formulagdo (APNE) ou no revestimento (RPNE) as
responsdveis pelos menores scores positivos. Foram observados comentdrios referente a
aparéncia e cor dos hamburgueres, os quais relataram que a aparéncia destes sdo boas,
contudo os de cores escuras agradam mais. A cor apresenta grande importincia na
aceitabilidade dos produtos e muitas vezes € utilizada como critério de aceitacdo ou rejeicao
de um determinado produto. No entanto, Rolim (2015) menciona que a cor, isoladamente, nao

define a aparéncia, e sim um conjunto de atributos, como a forma, tamanho, brilho, entre

outros.

Figura 2: Numero de respostas para o atributo cor de hamburguer bovino com incorporagao

de extrato de propolis.
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O aroma (Figura 3) apresentou percentuais de respostas positivas entre 74,8 e 86,5%.
Os maiores resultados foram obtidos para o tratamento controle (ACTL), seguidos dos
tratamentos aditivados de prépolis verde (APVE) e de prépolis negra (APNE). Os aromas
com menor aceitagdo referem-se aos hambiirgueres com incorporacdo da prépolis vermelha

na formulagdao (APVA) e como aditivo na formulagdo e revestimento (RAPVA).

Figura 3: Numero de respostas para o aroma de hamburguer bovino com incorpora¢do de

extrato de prépolis.
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Para o sabor (Figura 4), a formulacdo padrao (ACTL) apresentou percentual de
aceitacdo superior as demais, 87,7%. Observa-se que a utilizagdo da prépolis vermelha como
aditivo (APVA e RAPVA) resultou em uma menor satisfacdo para este atributo, entre 61,3%
(RAPVA) e 63,1% (APVA). Esse resultado pode ser justificado pelo topico comentario, onde
alguns provadores responderam que essas amostras possuem sabor muito forte, mascarando o
sabor da carne ou a harmonia entre os sabores. No entanto a sua utilizacdo apenas no
revestimento (RPVA) proporcionou aceitagcdo positiva, 81,0%.

Segundo Pereira (2009), além de ser eficiente em baixas concentracdes, facilmente
aplicdvel, e estavel nas condi¢Oes de processo € armazenamento, o antioxidante ndo deve ser
téxico e ndo deve causar efeitos indesejaveis nas caracteristicas sensoriais do alimento (cor,
odor, sabor). Desta forma, a incorporacdo de 1% de prépolis vermelha como aditivo na
formulacdo hamburguer interferiu na sua qualidade sensorial, ndo sendo recomendada esta

concentragao.
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Figura 4: Numero de respostas para o sabor de hamburguer bovino com incorporacdo de

extrato de prépolis.
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A utilizacdo da prépolis verde proporcionou aos hamburgueres texturas (Figura 5) mais
agraddveis que os demais tratamentos, assim como a utiliza¢do da prépolis vermelha apenas
como revestimento (RPVA). Resultados andlogos foram relatados por Lappe (2004), ao
aplicar extrato de prépolis na superficie de salame tipo italiano, em que a incorporagdo de 4%
de extrato proporcionou melhores notas para esse atributo, em comparacdo ao tratamento

controle.

Figura 5: Nimero de respostas para a textura de hamburguer bovino com incorporacdo de

extrato de prépolis.
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A aceitacdo global (Figura 6) dos hamburgueres decresceu na mesma ordem que os
atributos, aroma, sabor e textura, para as amostras APVA (68,7%) e RAPVA (70,6%), e
provavelmente como consequéncia dos mesmos, assim como reportado por Rolim (2015) para
hamburguer bovino, em que a avaliagdo do sabor refletiu diretamente na aceitacdo global.

Para as demais amostras observou-se uma boa aceitacdo global, entre 80,4 e 88,3%, indicando
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que a substitui¢do de antioxidantes sintéticos por estes extratos naturais pode ser realizada

sem prejuizos a aceita¢do do produto.

Figura 6: Aceitacao global de hambiirguer bovino com incorporacdo de extrato de prépolis.
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Os resultados para inten¢do de compra (Figura 7) refletiram a aceitagdo global. Os
hamburgueres revestidos com extrato de prépolis verde (RPVE), com extrato de prépolis
vermelha (RPVA) e revestido e adicionado de extrato de prépolis negra (RAPNE)
apresentaram indice de intencdo de compra superior a amostra controle. A utilizacdo do
extrato de prépolis vermelha como aditivo na formulagdo (APVA e RAPVA) refletiu em
baixas notas de intencdo de compra, apenas cerca de 40% dos provadores comprariam este

produto caso ele estivesse disponivel no mercado.

Figura 7: Intencdo de compra de hamburguer bovino com incorpora¢do de extrato de

propolis.
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Seguem aguns dos comentarios dos provadores:
“As amostras RPVA e RPVE se superaram” R.A, 23 anos.
“O produto APVA deixou a desejar em alguns quesitos, ndo sei se € a

prépolis com concentragdo maior?. As outras gostei.” L.G.A., 20 anos.
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“Gostei bastante dos hamburgueres, certamente compraria este produto se
estivesse no mercado” J.P.D.F., 20 anos.

“A amostra APVE superior as demais” T.R.G.R., 37 anos.

“Gostei muito, mas, em algumas amostras o sabor estava muito marcante,
mascarando o sabor da carne.” L.A.F.A.S., 19 anos.

“A textura, o sabor e o aroma possuem o seu diferencial e algumas das
amostras com toda certeza agradaria o consumidor, sendo algo novo para ser
oferecido e claro muito gostoso.” R.W.F.O., 19 anos.

“A amostra RAPVE esta sensacional.” W.F.F., 19 anos.

“A amostra RAPVA possui sabor forte demais, ndo senti muito o gosto da
carne ou harmonia de sabores.” F.T.R.M.F., 20 anos.

“Os produtos estdo gostosos, se saindo muito superior as amostras, APVA,
APVE e RAPNE. Excelentes!” S.K.Q.M., 19anos.

“De forma geral, a aparéncia é boa. Os de cores mais escuras agradam mais.
O aroma é bem discreto. Os sabores sdo bons, mas nao 6timos, com excecao
de algumas amostras como a RAPNE que possui um sabor bem enjoativo. A

textura € boa também.” V.S.M.O., 19 anos.

4. CONCLUSOES
A utilizagdo de extrato de prépolis verde e de propolis negra como aditivo na
formulacdo hamburguer bovino e/ou em revestimentos comestiveis aplicados nestes produtos,

ndo interferiram negativamente nas caracteristicas sensoriais. No entanto, a utilizacdo da

z

propolis vermelha € recomendada apenas como aditivo para revestimento, em virtude do

sabor residual que acrescenta ao produto.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Titulo da Pesquisa: USO DE REVESTIMENTO E ADITIVO A BASE DE EXTRATO DE
PROPOLIS NA CONSERVAGCAO DE HAMBURGUER BOVINO

Responsavel: M. Sc. Maria do Socorro Araujo Rodrigues.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar como voluntario (a) da avaliagao
sensorial de carne de hamburguer adicionada de extrato de prépolis.

O mercado vem crescendo rapidamente em consonancia ao aumento da demanda
pela criacdo de novas formulagbes de produtos carneos. Para isto, novos maquinarios,
formulacdes e aditivos alimenticios seguros estao sendo criados e aprimorados.

Ap6s avaliar minuciosamente todas as propriedades e caracteristicas fisicas,
quimicas e microbiolégicas, percebeu-se a possibilidade da utilizagdo da carne de
hamburguer adicionada de extrato de prépolis na industria alimenticia e neste sentido
usaram-se estes extratos de trés tipos de préopolis distintas nas mesmas concentracées. O
objetivo desta fase entdo é realizar a avaliagdo sensorial carne de hamburguer adicionada
de extrato de prépolis, através do teste de aceitagao, avaliando parametros como aparéncia,
cor, aroma, sabor, textura, aceitagao global e intengao de compra.

E muito improvavel a ocorréncia de qualquer desconforto ou riscos para vocé que
participara desta pesquisa, pois todas as amostras de carne de hamburguer adicionada de
extrato de propolis foram avaliadas fisicoquimicamente e microbiologicamente, ndo havendo
existéncia de microrganismos patogénicos. Vocé sera esclarecido (a) sobre a pesquisa em
qualquer aspecto que desejar e esta livre para se recusar a participar, retirar seu
consentimento ou interromper a participacdo a qualguer momento que achar oportuno.

Sua participacdo é de grande valia para este estudo, no entanto, ela é totalmente
voluntdria e a sua recusa nao acarretara em penalidades, sangbes ou constrangimentos. Os
pesquisadores irdo tratar a sua identidade com padrdes éticos profissionais e em total sigilo.

A participacdo no estudo nao acarretara custos e também nado sera disponivel
qualquer tipo de compensacao financeira.

Eu, CPF
n® declaro que li as informacdes contidas neste
documento, fui devidamente informado pelos pesquisadores que serdo utilizados, riscos e
desconfortos, beneficios, custo/reembolso dos participantes e confiabilidade da pesquisa.
Concordo ainda em participar da pesquisa. Foi garantido que posso retirar o consentimento
a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade. Declaro também que recebi
uma via impressa deste documento e que tive oportunidade de ler e esclarecer minhas
davidas.

Assinatura do participante Osvaldo Soares da Silva
Pesquisador Responsavel
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FICHA SENSORIAL

Mome: Sexo: F{_}M{ }ldad=: Diata: 02018

AMALISE SENSCRIAL DE CARNE DE HAMEURGUER ADICIONADA DE PROPOLIS

1. Vocé esta recebendo der amostras codificadas de CARNE DE HAMBURGUER. Por favor, prove as amostras da esquerda para a direita, avaliando
em cada uma delas straves dos stributos de: APARENCIA, COR, AROMA, SABOR, TEXTURA & ACEITACAD GLOBAL. Margus na tabels o
ciodigo referente a cada amostra, de acordo ¢ quants vooé desgoston ou gostou do produto.

{3y gostei muitissimo {4} desgostei ligeiramente
{5} gostei muito {3} desgostei regularments
{7} gostei regulsrments {2} desgostei muito

{ & ¥ gostei ligeiramente {.1 ) d=sgostei muitissimo

{5} n3o gostsl, nem desgostsi

- EMosira EMosira L] OS] FAmMosiE LSS E] FAMosiE Amosia EMosira AMosira
Atributos

FLErEncE
Cor
LA E]
Sabor
BEEE
ACEnagas Gobal

2. Sobre aintengio de compra por escala de atitude estruturada

{5} Certamente compraria este produto

{4} Provavelmente compraria este produto

(3} Tenho dividas s=compraria ou ndo este produto
{2} Provavelmente ndo compraria este produto

{1} Ceramente ndo compraria este produto

- LA ] LA ] FMosa L ] LR ] LI ] FMOEa LT iE] LA ] LA
Intengio de

compra

Comentarios:

Obrigada!




