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RESUMO

MAFRA, J. F. Elaboracdo de salame de peixe contendo prépolis vermelha e

cultura starter: caracteristicas microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais

Os consumidores tém buscado, cada vez mais, ingerir alimentos saudaveis e livres
de conservantes. Desse modo, este trabalho teve como objetivo investigar as
propriedades quimicas e biolégicas do extrato hidroalcodlico da prépolis vermelha
(EHPV), verificar se a cultura starter comercial usada na fermentacéo de embutidos
carneos apresenta caracteristicas probiéticas, e avaliar o efeito do EHPV nas
caracteristicas sensoriais, fisico-quimicas e microbiolégicas do salame de tilapia. O
EHPV foi avaliado quanto ao conteado fendlico, atividade antioxidante,
identificacdo de compostos quimicos e atividade antibacteriana frente a patégenos
alimentares. A cultura starter comercial foi avaliada quanto a resisténcia a
diferentes, capacidade antagbnica usando patdgenos alimentares, resisténcia a
baixos valores de pH e sais biliares; producéo de gés, cdpsula e capacidade de
acidificacdo; crescimento em diferentes valores de pH e temperaturas e
sensibilidade a diferentes concentracdes de sais de cura. Também foi observado o
efeito inibitério do EHPV sobre a cultura starter. Foi realizada analise sensorial do
salame de tilapia com BHT e com diferentes concentracbes do EHPV (0,2, 0,4 e
0,6%). Nos tratamentos controles, positivo (BHT) e negativo, e na formulacdo
contendo EHPV escolhida sensorialmente foram realizadas analises
microbiolégicas e fisico-quimicas ap6s 0, 2, 4, 8 e 16 dias de maturacdo. No EHPV
foi possivel detectar a presenca de 16 metabdlitos, pertencentes principalmente as
classes de flavondides e triterpenos. Além disso, o EHPV apresentou elevado
conteudo fendlico e atividade antioxidante e antimicrobiana principalmente contra
bactérias gram-positivas. A cultura starter comercial ndo foi capaz de resistir aos
baixos valores de pH indicando que ndo apresenta tolerancia a acidez estomacal.
Das formulacdes de salame testadas, a formulacdo contendo 0,4% de prépolis foi
escolhida sensorialmente (p>0,05), e durante a maturagéo apresentou reducao na
oxidacao lipidica e no conteudo de bases volateis. Assim, a utilizacdo do EHPV se
mostra promissor como conservante natural em alimentos, principalmente em
embutidos do tipo salame.

Palavras-chave: Atividade antioxidante; embutido de peixe; probiético.



ABSTRACT
MAFRA, J. F. Preparation of fish salami containing red propolis and starter

culture: microbiological, physicochemical and sensory characteristics

Consumers have increasingly sought to eat healthy and preservative-free foods.
Thus, this work aimed to investigate the chemical and biological properties of the
hydroalcoholic extract of red propolis (EHPV), to verify if the commercial starter
culture used in the fermentation of meat sausages has probiotic characteristics, and
to evaluate the effect of EHPV on sensory characteristics, physico-chemical and
microbiological characteristics of tilapia salami. EHPV was evaluated for phenolic
content, antioxidant activity, identification of chemical compounds and antibacterial
activity against food pathogens. The commercial starter culture was evaluated for
resistance to different, antagonistic capacity using food pathogens, resistance to low
pH values and bile salts; production of gas, capsule and acidification capacity;
growth at different pH values and temperatures and sensitivity to different
concentrations of curing salts. The inhibitory effect of EHPV on the starter culture
was also observed. Sensory analysis of tilapia salami with BHT and different
concentrations of EHPV (0.2, 0.4 and 0.6%) was performed. In the control
treatments, positive (BHT) and negative, and in the formulation containing EHPV
chosen sensorially, microbiological and physical-chemical analyzes were performed
after 0, 2, 4, 8 and 16 days of maturation. In EHPV it was possible to detect the
presence of 16 metabolites, belonging mainly to the flavonoid and triterpene
classes. In addition, EHPV showed high phenolic content and antioxidant and
antimicrobial activity, mainly against gram-positive bacteria. The commercial starter
culture was not able to resist the low pH values indicating that it does not have
stomach acid tolerance. From the tested salami formulations, the formulation
containing 0.4% propolis was chosen sensorially (p> 0.05), and during maturation it
presented a reduction in lipid oxidation and in the content of volatile bases. Thus,
the use of EHPV is promising as a natural preservative in foods, especially in

sausage-type sausages.

Keywords: Antioxidant activity; fish sausage; probiotic.



INTRODUCAO GERAL

O salame é um embutido produzido a base de subprodutos do processamento
de carnes que sofre fermentacdo microbiana, cura, maturacéo, defumacéao ou néo
e dessecacdo (BRASIL, 2000). Este é um produto muito consumido no Brasil que
com a adicdo de aditivos sintéticos para prolongar sua vida Util tem gerado
resisténcia em seu consumo devido a demanda por dietas mais saudaveis e com
baixo teor de conservantes (IBGE, 2010).

Embutidos como o salame sdo suscetiveis a deterioracdo oxidativa dos
lipidios e a deterioracdo microbiana devido a auséncia de tratamento térmico e o
elevado teor de gordura (KRUMMENAUER et al.,, 2015). Os processos de
deterioracdo podem afetar o salame durante as etapas de processamento,
distribuicdo e armazenamento, respondendo com efeitos indesejaveis no sabor,
aroma, textura e redugcdo no valor nutritivo do alimento (MARIUTTI,
BRAGAGNOLO, 2009). Uma forma da industria de alimentos minimizar o problema
da oxidacéo lipidica em embutidos tem sido com o uso de diferentes antioxidantes
sintéticos, principalmente BHA (butil-hidroxil-anisol), BHT (butil-hidroxil-tolueno), e
galato de propila (BRASIL, 2006; RAMALHO; JORGE, 2006). No entanto, existem
evidéncias de que o excesso dessas substancias na dieta pode causar toxicidade
ao organismo humano, inclusive cancer (HERNANDEZ et al, 2009). No Brasil 0 uso
dos antioxidantes sintéticos BHA, BHT e galato de propila € permitido de acordo
com o limite de 10 mg/100g (BRASIL, 2006).

Atualmente, a conscientizacdo e preocupacdo dos consumidores com a
qualidade e seguranca dos alimentos tem contribuido para o aumento de pesquisas
por compostos naturais com propriedades antioxidantes e antimicrobianas a fim de
substituir os aditivos quimicos e minimizar os danos causados a saude humana.
Neste cenério, muitos produtos com potencial antioxidante surgiram, dentre eles, a
prépolis (KUNRATH et al., 2017). A prépolis vermelha é uma resina produzida por
abelhas Apis mellifera L. a partir de exsudatos coletados em diversas espécies
vegetais, tendo como principal fonte resinifera a Dalbergia ecastaphyllum L., que é
utilizada na protecdo da colmeia contra insetos, fungos e bactérias, e como

termorregulador. No Brasil, a propolis vermelha foi catalogada como o 13° tipo de
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propolis que se diferencia dos demais tipos de propolis pela intensidade da
coloracdo vermelha, composi¢cdo quimica rica em isoflavonoides e alta atividade
bioldgica (FREIRES et al., 2018).

A atividade biologica da propolis normalmente € relacionada a presenca de
compostos fendlicos e triterpenos, aos quais sao atribuidas diversas propriedades
terapéuticas como atividade antimicrobiana (RUFATTO et al.,, 2018), anti-
inflamatoria (TIVERON et al., 2016) e antioxidante (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN,
2015). Estas caracteristicas fazem da propolis uma alternativa promissora de
composto antimicrobiano e antioxidante natural para a industria de alimentos.

Além de conservantes naturais, 0os consumidores tém buscado ingerir
alimentos que oferecam beneficios a salude além de suas funcdes nutricionais
basicas. Nesse contexto, a pratica de incorporacdo de cepas probidticas em
produtos carneos fermentados, utilizando a carne de peixe como matéria prima,
pode ser um estimulo ao consumo dessa proteina, bem como uma oportunidade
para a elaboracdo de novos produtos funcionais. As culturas probidticas séo
definidas como “microrganismos vivos que em quantidades adequadas conferem
beneficios a saude do hospedeiro” (HILL et al., 2014). Para uma cultura starter ser
considerada probiotica deve ser resistente ao processo fermentativo, competidora
e se desenvolver adequadamente para ter efeito positivo na promocédo da saude
quando aplicada em embutidos (BERNARDI; GOLINELI; CONTRERAS-
CASTILLO, 2010).

Um dos principais desafios para a comercializagdo de embutidos fermentados
tipo salame é a utilizacdo de aditivos quimicos. Desse modo, a utilizacdo de
compostos naturais como a propolis na inibicdo da oxidacéo lipidica e da atividade
microbiana em substituicdo aos aditivos quimicos, bem como a adi¢ao de culturas
starter com caracteristicas probidticas é uma alternativa promissora para a
producdo de alimentos funcionais. Apesar de alguns trabalhos analisarem a
prépolis como antioxidante e antimicrobiano em embutidos, este € o primeiro relato

do uso de propolis vermelha em embutido fermentado de tilapia.
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OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo verificar o conteldo quimico, a
atividade antioxidante e antimicrobiana de um extrato de propolis vermelha
comercial, avaliar caracteristicas probioticas de uma cultura starter comercial e
verificar a influéncia desse extrato e dessa cultura nas caracteristicas fisico-

quimicas, microbiolégicas e sensoriais do salame de tilapia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar as propriedades antioxidantes e antimicrobianas do extrato
hidroalcoolico da prépolis vermelha;

e Investigar as caracteristicas probioticas de uma cultura starter comercial
usada na fermentacdo de embutidos carneos;

e Avaliar a aceitacdo sensorial do salame de tilapia contendo extrato
hidroalcodlico de prépolis vermelha;

e Verificar o efeito do extrato hidroalcodlico da prépolis vermelha na qualidade

microbiolégica e fisico-quimica do salame de tilapia durante a maturacéo.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Producéo e consumo de pescado

A producédo aquicola mundial totalizou 110,2 milhdes de toneladas em 2016,
com um valor estimado de US$ 243,5 bilhdes, sendo representada principalmente
pela producdo de peixe com 54,1 milhdes (t) (US$ 99,2 bilhdes), seguido da
producédo de moluscos e crustaceos com 17,1 (US$ 19 bilhdes) e 7,9 milhdes (t)
(US$ 36,2 bilhdes) respectivamente (FAO, 2018). Em relacdo a aquicultura e
captura, a producéo mundial de peixe foi de 46,8% em 2016, superando a producéao
de 2014 (44,1%). Nesse cenério, as Américas se destacaram como o terceiro
continente com a maior producdo de peixe, em relacdo a aquicultura interior,
voltados para o consumo humano (FAO, 2018).

O Brasil tem se destacado como um dos principais produtores aquicolas do
mundo. Somente em 2016 o montante estimado da produc¢éo aquicola total foi de
581 mil toneladas, representando um aumento de 3,18% em relagéo a 2014. Com
essa producdo o Brasil subiu para a 13° posicdo entre os principais produtores
aguicolas mundiais. Além disso, o Brasil € o 8° maior produtor de peixe do mundo
em relagdo a aquicultura interna, com uma producdo equivalente a 507,1 mil
toneladas em 2016 (FAO, 2018).

Em 2015, a producédo da piscicultura nordestina foi de 84.119 toneladas e a
espécie mais cultivada foi a tilpia, representando 63% da producao, seguida do
tambaqui com 24,5%. No Nordeste, a Bahia apresentou uma producao de tilapia
de 8.823,3 toneladas em 2015, totalizando 16,7% da producéo da piscicultura
nordestina, ficando atras apenas do Ceara (52,7%) (VIDAL, 2016). A tilapia é
bastante cultivada no Brasil devido a sua adaptacdo em diferentes condicfes
ambientais, elevada produtividade, alta resisténcia a baixas concentracbes de
oxigénio, pouca suscetibilidade a doencas parasitarias, excelente conversédo
alimentar, como também a espécie mais aceita pelos consumidores no mercado
nacional e internacional devido a auséncia de espinhas em “Y”, sabor agradavel e
carne branca com textura firme (MELO; STIPP, 2001).

Impulsionado pelo crescimento da producdo pesqueira e pela alta demanda,

0 comércio de peixe e produtos da pesca se expandiu consideravelmente nas
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tltimas décadas. Em 2016, com a populacdo mundial alcancando 7,4 bilhdes de
pessoas, a producdo mundial de peixe utilizada para o consumo humano direto
aumentou para 148,8 milhdes de toneladas. Na América latina o consumo de peixes
ainda é pequeno com 9,8 kg per capita/ano, abaixo do recomendado pela FAO (12
kg/habitante/ano) (FAO, 2018).

O crescimento no consumo de peixe tem melhorado as dietas das pessoas
por ser um alimento nutritivo e diversificado. Em 2015, 17% da ingestao de proteina
animal da populagdo mundial e 7% de toda a proteina consumida foi de peixe. O
peixe € uma rica fonte de proteinas de alta qualidade, de facil digestdo, contém
gorduras essenciais como acido graxo 6mega-3 e todos 0s aminoacidos essenciais,
vitaminas (A, B e D) e minerais (calcio, iodo, zinco, ferro e selénio) (FAO, 2018).

A tilapia do Nilo é considerada um peixe com moderado teor de gordura e um
bom nivel de proteina muscular. A composicdo quimica da carne de tilapia é
composta de cerca de 77,13% de umidade, 2,6% de lipideos, 19,36% de proteinas,
1,09% de cinzas e 0,983% de atividade de &agua (SIMOES et al., 2007).
Porcentagens similares da composicdo quimica de tilapia também foram
encontradas por Sales e Sales (1990) e Yanar, Celik e Akamca (2006).

O peixe é um alimento muito nutritivo principalmente se ingerido inteiro, porém
mesmo a ingestao de pequenas quantidades tem um impacto nutricional positivo e
fornece beneficios para a saude na protecdo contra doencas cardiovasculares e
ajuda no desenvolvimento fetal e infantil do cérebro e do sistema nervoso (FAO,
2018).

2. Embutidos de peixe na cadeia de processamento do pescado

Em 2016, 45% (67 milhdes (t)) da producdo mundial de peixe destinado para
o consumo humano direto foi apresentado na forma de peixe vivo, fresco ou
refrigerado. O restante da producao destinado para fins comestiveis foi ofertado em
diferentes formas processadas, sendo 31% (46 milhdes (t)) na forma congelada,
12% (18 milhdes (t)) na forma de preparados e conservados e 12% (18 milhdes (t))
na forma de curados (secos, salgados em salmoura, defumados e fermentados)
(FAO, 2018).

Os embutidos sé&o produtos alimentares obtidos a partir do processo de

moagem da carne em uma granulometria variavel de grossa a fina, de acordo com
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o tipo de produto, condimentado e curado, fermentado, maturado, cozido,
defumado, dessecado ou ndo, embutido em tripa natural (bexiga ou outra
membrana animal) ou artificial (BRASIL, 2000). Entre os embutidos, se destaca o
salame, que no Brasil sdo produzidos diferentes tipos, sendo eles: salame aleméo,
calabrés, friolano, hamburgués, italiano, milano, napolitano, salaminho e pepperoni,
cuja designacdo € baseada em sua origem ou processo de obtencdo (BRASIL,
2000).

No periodo de 2008 e 2009 a aquisicdo alimentar domiciliar per capita de
salame no Brasil foi de 0,152 kg/ano, com o Nordeste alcancando a 3° maior
aguisicao no Brasil e a Bahia a 52 maior do Nordeste (IBGE, 2010).

A producdo de embutidos de carne de peixe € uma alternativa de
beneficiamento da matéria prima para contribuir com o consumo de alimentos com
elevado valor nutricional (BRASIL, 2000). Desta forma, torna-se atrativo e lucrativo
a inclusdo de novos produtos de peixe no mercado que apresentem caracteristicas
sensoriais desejaveis, que sejam praticos para 0 consumo e a0 mesmo tempo
saudaveis. Neste cenario tecnologico, diversos produtos a base de tilapia séo
descritos na literatura, como salsicha (OLIVEIRA FILHO et al., 2010), empanados
(FERNANDES; PINTO; BONNAS, 2011) e almbdndegas (OLIVEIRA; CRUZ;
ALMEIDA, 2012).

3. Embutidos tipo salame

Tradicionalmente, se utiliza a carne suina ou mistura de suina e bovina para
fabricar o salame. No entanto, carnes de diversos outros animais séo objetos de
estudo para a elaboracéo de embutidos fermentados (CAVALHEIRO et al., 2010;
CRUXEN et al.,, 2018). As caracteristicas sensoriais do salame no final do
processamento dependem diretamente do tipo e qualidade da carne utilizada. Além
disso, a carne utilizada no processamento deve estar resfriada e ser de boa
qualidade microbioldgica para reduzir a competicdo no inicio da fermentacao
(CAVALHEIRO et al., 2010).

As caracteristicas sensoriais desejaveis em embutidos tipo salame sdo a
tonalidade avermelhada, gordura esbranquicada entremeada, podendo apresentar
pontos de condimentos visiveis ao corte; e textura, sabor e odor caracteristico
(CAVALHEIRO et al., 2010).
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O salame apresenta em sua formulac&o obrigatoriamente o minimo de 60%
de carne suina, toucinho, sal, nitrito e/ou nitrato de sédio e/ou potassio; e
opcionalmente, carne bovina, leite em pod, acucares, maltodextrinas, proteinas
lacteas; intencionalmente, vinho, condimentos, aromas e especiarias, substancias
glaceantes como revestimento externo e cultivos iniciadores (starter) como
coadjuvantes de tecnologia (BRASIL, 2000).

A gordura € um ingrediente importante, pois influencia positivamente o sabor,
aroma, suculéncia e textura e, portanto, sua reducao pode afetar a aceitacao do
produto. No entanto, a oxidacdo da gordura pode causar rancidez no alimento e
consequentemente diminuir a vida util dos produtos. Para evitar a oxidacdo é
necessaria a utilizacdo de gorduras que apresentem alto ponto de fusdo e tenham
um baixo contetdo de acidos graxos insaturados. Por isso, a gordura dorsal de
suinos € bastante utilizada, pois possui um baixo conteddo de &cidos
poliinsaturados linoleico e linolénico que sdo muito propensos a auto-oxidacao
(LADIKOS; LOUGOVOIS, 1990).

O cloreto de sodio, por sua vez, € um ingrediente extensivamente utilizado
nos alimentos por diversas razdes. Em concentracfes adequadas, o sal age como
conservante, inibindo o crescimento de microrganismos, reduzindo a atividade de
agua, contribuindo para uma fermentacdo desejavel e intensificando o sabor dos
produtos carneos. Em embutidos fermentados, o cloreto de sodio é utilizado
normalmente em uma concentracao de 2%, mas apesar de contribuir na elaboracao
de embutidos favorece o desenvolvimento da rancificacdo da gordura devido ao
seu proprio efeito oxidante, diminuindo a vida util no armazenamento dos produtos
(MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2017).

Os conservantes nitrato e/ou nitrito de sédio e/ou potassio sdo usados em
carnes curadas para desenvolver e fixar a cor da carne, intensificar sabor
caracteristico, inibir o crescimento microbiano, especificamente Clostridium
botulinum e controlar eficientemente o odor de ranco inibindo a oxidacao lipidica
(SINDELAR; MILKOWSKI, 2012).

Em relagcdo as culturas starters, essas consistem em mais de um
microrganismo sendo que cada microrganismo desempenha um papel definido.
Normalmente, apresentam um microrganismo acidificante como Lactobacillus para

estabilizar o produto e um nitrato-redutor como Staphylococcus coagulase
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negativa, para reduzir o nitrato a nitrito. As culturas podem ser adicionadas
diretamente no produto em forma de pdé ou podem ser dissolvidas em agua
(LUCKE, 2000). Os microrganismos responsaveis pela acidificacdo do produto sao
essenciais em embutidos fermentados pois a producéo de acido latico promove a
reducdo do pH e impede o desenvolvimento de bactérias indesejaveis, além de
conferir o tipico sabor acido, caracteristico dos produtos fermentados (AYYASH et
al., 2018).

4. Processo de fabricacdo de salame

O processo de fabricacdo do salame é complexo e envolve varias etapas:
preparacdo da massa, embutimento, maturagéo e secagem. Inicialmente a massa
€ preparada moendo a carne e a gordura a -2 °C, de modo a assegurar a limpeza
do processo. O embutimento da massa preparada deve permitir a saida da agua,
a penetracdo da defumacdo (quando usada) e a retracdo durante a secagem
(PRICE; SCHWEIGERT, 1994).

O processo de maturagdo envolve duas etapas: a primeira € a fermentacao
que ocorre por 3 a 7 dias e tem como resultado a acidificacdo do alimento, e a
segunda é a desidratacdo em torno de 15 a 23 dias, a depender do calibre do
embutido. Apds a maturacdo, o embutido deve apresentar pH entre 5,2 e 5,4 e
atividade de &agua igual a 0,87. A maturacdo do embutido deve ocorrer sob
condicBes de umidade relativa, com temperatura e velocidade do ar controladas
(TERRA; FRIES; TERRA, 2004). Para que um embutido fermentado seja produzido
COm sucesso € necessario que apresente propriedades fisico-quimicas especificas
definidas pelo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade como umidade
(max.) 35%, proteina (min.) 25%, gordura (max.) 32%, carboidratos (max.) 4%, e
aw (méax.) 0,92% (BRASIL, 2000).

O processo de secagem de embutidos sem tratamento térmico é longo e sua
duracdo é determinada parcialmente pelo didmetro do embutido. Esse processo de
secagem ocorre em baixas temperaturas, normalmente entre 12 a 15 °C, seguido
da diminuicdo progressiva da umidade relativa. E necessario que a perda de
umidade seja gradual para evitar a formacdo de rugosidades, ressecamento
excessivo da superficie e desprendimento da tripa (VARNAM; SUTHERLAND,
1998). A secagem se inicia ainda na fermentacdo quando o pH € reduzido para <
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5,3, coagulando as proteinas miofibrilares e liberando agua. Nesta etapa, os
embutidos podem perder de 30 a 40% de seu peso inicial (VARNAM,;
SUTHERLAND, 1998).

5. Alteracdes no processamento e armazenamento de embutidos

5.1. Deterioracédo bioldgica

As caracteristicas sensoriais de embutidos fermentados séo resultantes de
um complexo equilibrio bioquimico, fisico-quimico e microbiolégico que confere ao
alimento boa aparéncia, sabor, textura e seguranca. No entanto, quando esses
parametros se encontram em desequilibrio, a rapida deterioracdo e consequente
diminuicéo da vida de prateleira sdo inevitaveis podendo colocar em risco a saude
dos consumidores (RIBEIRO et al., 2019).

A deterioracao microbiana dos alimentos € um problema mundial mesmo com
0 avanco das técnicas de conservacao e melhorias nos processos de producao,
estocagem e distribuicdo dos alimentos e ainda geram grandes impactos negativos
tanto econébmico como ambiental. Segundo a Food and Agriculture Organization
(FAO, 2011), cerca de um terco dos alimentos anuais produzidos no mundo para
consumo humano, aproximadamente 1,3 bilhdo de toneladas, é perdido ou
desperdicado. Desse montante, 54% das perdas ocorrem durante a producéo,
manuseio e armazenamento pdés-colheita e o restante ocorre nos estagios de
processamento, distribuicdo e consumo. Os desafios enfrentados pelo setor
alimenticio envolvem toda a cadeia produtiva, e a sua complexidade requer maior
nivel de controle em todas as etapas de producédo (FAO, 2018).

O entendimento dos processos relacionados a deterioracdo microbiana dos
alimentos é essencial para a busca por métodos eficazes de preservacdo. Os
microrganismos necessitam de condi¢Bes favoraveis para sua multiplicacdo e as
caracteristicas do alimento e do ambiente em que ele se encontra influenciam
diretamente a diversidade microbiana capaz de se desenvolver (FRANCO;
LANDGRAF, 2005).

Os produtos carneos sdo um meio de cultura ideal para o desenvolvimento de
microrganismos deteriorantes e patogénicos pois apresentam fatores intrinsecos

que favorecem o crescimento microbiano como alta atividade de agua, pH favoravel

23



para a maioria dos microrganismos e elevado teor de nutrientes e por isso € um
dos produtos alimentares mais suscetiveis a deterioracdo (ALCANTARA; MORAIS;
SOUZA, 2012).

O controle de microrganismos deteriorantes e patogénicos em alimentos esta
associado aos cuidados no processamento durante todas as etapas da cadeia
produtiva, desde a producdo da matéria prima até as condi¢cdes higiénicas
sanitarias dos manipuladores e utensilios, e o armazenamento do produto
(FRANCO; LANDGRAF, 2005).

Em alimentos, a validade e a microbiota inicial sdo inversamente
proporcionais, ou seja, quanto maior a carga microbiana inicial, menor € a validade
do produto. Além disso, a deterioracdo da carne ocorre mais facilmente em pH alto
devido ao desenvolvimento de bactérias proteoliticas (ALCANTARA; MORAIS;
SOUZA, 2012).

O tecido interno do musculo da carne é considerado estéril até o0 momento do
corte e por isso, a deterioracdo de produtos carneos esta diretamente ligada ao
crescimento de microrganismos na superficie da carne (ALCANTARA; MORAIS;
SOUZA, 2012).

Os embutidos como salame e linguica sdo frequentemente associados a
alguma enfermidade veiculada por alimentos. A contaminacdo desses produtos
pode ser originada da matéria prima ou da manipulacdo inadequada. Em condi¢cfes
inadequadas de processamento, estocagem e comercializacdo, a multiplicacéo
incontrolavel de microrganismos no alimento pode atingir cargas elevadas e causar
infecgdes e intoxicagdes alimentares (WELKER et al., 2010).

O salame é um alimento bastante suscetivel a deterioragdo microbiana, pois
nao sofre nenhum processamento térmico. Dessa forma, este produto apresenta o
risco de crescimento ndo s6 de microrganismos deteriorantes, como também de
microrganismos patogénicos, se for produzido de forma inadequada (CASARIL et
al., 2017).

No processo de cura de alimentos, os sais inibem a germinacgao e proliferacao
de esporos de algumas bactérias, principalmente C. botulinum responsaveis pela
producdo de neurotoxinas causadora do botulismo, mas permitem o crescimento
de outros microrganismos como algumas bactérias gram-positivas, bolores e
leveduras (IAMARINO et al., 2015).
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Os géneros bacterianos mais relacionados a deterioracdo do pescado séo
Pseudomonas spp., Shewanella spp., Alteromonas spp., Acinetobacter spp. e
Moraxella spp., devido a natureza psicrotréfica e a capacidade de utilizar
substancias nitrogenadas nao proteicas para seu crescimento. As principais
espécies responsaveis por alteracdes sensoriais no pescado sao P. fluorescens, P.
fragi e S. putrefaciens devido a formacdo de ésteres, trimetilamina, substancias
volateis redutoras e outros compostos com aroma pronunciado. Em relagdo a
deterioracdo de peixes, 0S géneros mais importantes sdo Pseudomonas e
Acinetobacter. Quantidade elevada dessa microbiota deteriorante causa reducao
da vida de prateleira do pescado em virtude da atividade proteolitica e lipolitica e
multiplicagdo em temperaturas de refrigeragéo (LANZARIN et al., 2011).

A legislacdo brasileira RDC n° 12/2001 estabelece limites em amostra
indicativa de Salmonella sp. (auséncia), coliformes a 45 °C (102 NMP/g) e
estafilococos coagulase positiva (5x10° UFC/g) em salame (BRASIL, 2001). Vale
salientar que a infecgdo por Salmonella spp. estd intimamente relacionada ao
consumo de ovos, tortas, bolos, produtos carneos e queijos. Esta bactéria coloniza
o trato intestinal do homem e animais podendo causar infeccdes intestinais
(FRANCO; LANDGRAF, 2005).

As bactérias do grupo coliforme séo consideradas as principais indicadoras
de contaminacédo de origem fecal. Entre os coliformes a 45 °C esta Escherichia coli
gue pode ser patogénica e um dos agentes mais comuns associados a surtos de
infeccdo alimentar. A determinacdo de coliformes fornece informacfes sobre as
condi¢cdes higiénicas do produto e eventual presenca de enteropatdégenos
(FRANCO; LANDGRAF, 2005; OLIVEIRA et al., 2010).

Os estafilococos tém como reservatoério a pele, vias nasais e garganta do
homem. Sua presenca em alimentos indica higiene e manipulacdo inadequada.
Algumas cepas sdo capazes de produzir toxinas termoestaveis responsaveis por
toxinfec¢bes e por isso € importante que alimentos crus como salames sejam
manipulados com cuidado e de forma adequada de modo a evitar contaminagao
por esses microrganismos (MOTTIN; ABREU, 2011; FEITOSA et al., 2017).

Quando o alimento se encontra em avancado processo de deterioracdo
microbiana os principais produtos finais formados sdo a presenca de amoniaco,

compostos sulfurados, H2S e mercaptanos; substancias inorgéanicas, hidrogénio,
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COg; &cidos graxos de cadeia curta (acético, propidnico, valérico, lactico, succinico),
acidos aromaticos (benzoico, fenil propibnico e seus sais amoniacais), bases
organicas monoaminas (metilamina, dimetilamina e trimetilamina), monoaminas
ciclicas (histamina e feniltlamina) e diaminas (putrescina e cadaverina)
(ORDONEZ, 2005).

A estabilidade microbiolégica de embutidos fermentados € resultado de uma
série de obstaculos a sobrevivéncia da microbiota deteriorante e patogénica. No
entanto, quando essa estabilidade n&o é alcancada ocorre deterioracdo microbiana
com consequentes alteracfes quimicas, fisicas e organolépticas (SOARES;
GONGALVES, 2012).

5.2. Deterioracdo quimica

A composicdo quimica dos peixes torna-os suscetiveis as alteracdes fisico-
quimicas. Uma das principais causas de deterioracdo do pescado consiste na
oxidacao lipidica. As alteracBes oxidativas sdo manifestadas nos alimentos por
meio de alteragdes no cheiro, cor, valor nutritivo, textura e producéo de compostos
toxicos que afetam a aceitabilidade do consumidor, tornando os alimentos
inadequados para o consumo (FOGACA; SANTANA, 2009).

Dentre os fatores que causam oxidacéo lipidica estao a presenca de sistemas
cataliticos como luz, calor, enzimas, metais, metaloproteinas e microrganismos
levando a processos complexos de auto-oxidacédo, fotooxidacéo, oxidacao térmica
ou enzimatica, envolvendo radicais livres e/ou outras espécies reativas como
intermediario (SHAHIDI; ZHONG, 2010).

A oxidacdo lipidica ocorre por meio da perda de elétrons durante a
transferéncia destes de uma substancia a outra. Normalmente, essa reacao €
causada pelo oxigénio atmosférico, mas também pode ser causada pelo o0zénio,
peréxido, metais e outros agentes oxidantes, embora menos frequentemente. O
resultado da oxidacdo lipidica € a formacdo de radicais livres que promovem
alteracdes sensoriais (SOARES; GONCALVES, 2012).

O processo mais comum que leva a oxidacao lipidica é chamado de auto-
oxidacao e resulta da reacdo espontanea do oxigénio atmosférico com os lipideos
por meio de uma reacdo em cadeia de radicais livres. A auto-oxidacao ocorre em

trés estagios distintos: Reacdes de inicializacdo, onde os radicais lipidicos séo
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formados a partir de moléculas lipidicas, reacdes de propagacdo, em que um
radical lipidico é convertido em um radical lipidico diferente e as reacdes de término,
onde os radicais livres se combinam para formar moléculas com uma gama
completa de elétrons (SHAHIDI; ZHONG, 2010).

Os principais componentes afetados pelas reacfes oxidativas sdo os acidos
graxos insaturados que podem estar presentes como acidos graxos livres, ésteres
alquilicos simples, acilglicerois ou fosfolipidios. A grande quantidade de instauracao
das gorduras nos peixes torna esses alimentos mais suscetiveis a oxidacdo e ao
ranco. A oxidacdo além de prejudicar a fluidez da membrana, também altera sua
funcdo como barreira semipermeavel em virtude da perda de acidos graxos poli-
insaturados essenciais promovendo a formacdo de aldeidos, hidroperdxidos e
outros produtos toxicos secundarios (FOGACA; SANTANA, 2009).

Os principais produtos finais da oxidacdo lipidica sdo os derivados da
decomposicao de hidroperoxidos, como aldeidos, alcoois, ésteres, cetonas e outros
hidrocarbonetos. A oxidacdo lipidica leva a diversos prejuizos nutricionais,
destruicdo parcial dos acidos graxos insaturados essenciais linoléico e linolénico,
destruicdo parcial da vitamina C (co-oxidacéo), destruicdo parcial de outros lipidios
insaturados como as vitaminas A, carotendides e tocoferdis, formacao de produtos
secundarios da oxidacéo lipidica (malonaldeido e outros compostos) e compostos
de Maillard, capazes de reagir com biomoléculas (especialmente proteinas),
diminuindo a absorc¢éo destas, entre outros (ESTERBAUER, 1993).

Em excesso, a oxidacao lipidica leva o alimento a um nivel de rancidez em
que ndo é mais possivel consumi-lo. Mesmo antes da oxidacéo lipidica alcancar
niveis elevados, pode ocorrer a formacdo de moléculas téxicas com possiveis
danos a saude humana (CHIZZOLINI; NOVELLI; ZANARDI, 1998). O processo
oxidativo pode ser afetado ainda por varios fatores relacionados como as condi¢des
e 0 tempo de armazenamento, a tecnologia de processamento (moagem, mistura,
aquecimento, etc.) e aditivos utilizados, quanto ao conteudo de &cidos graxos
insaturados da fragéo lipidica. Em embutidos carneos fermentados e secos, 0
conteudo de acidos graxos insaturados compde mais de 60% do total de acidos
graxos (MORISSEY et al., 1998).

Durante o armazenamento, normalmente ocorre lipolise e hidrolise de lipideos

aumentando o numero de acidos graxos insaturados livres no salame,
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principalmente o &cido linoléico, oléico e araquidénico, tornando o produto mais
suscetivel as alteracdes oxidativas, principalmente devido a presenca de lipases
presentes na carne (ZANARDI et al., 2004).

6. O risco de conservantes sintéticos em alimentos

A conservacdo de produtos carneos pode ser realizada por meio da
combinacdo de diversos métodos assim como na conservagdo da maioria dos
alimentos. Entretanto, a conservacao da carne € mais complexa do que a de outros
alimentos devido ao pH proximo da neutralidade, elevado teor de umidade,
abundéancia de nutrientes e pela contaminagédo por microrganismos deteriorantes
ser quase inevitavel. Por isso, na maioria dos casos, a adi¢cdo de aditivos quimicos
é necessaria para prolongar sua vida util (TOLDRA, 2017).

No Brasil, os aditivos quimicos sdo definidos como qualquer ingrediente
adicionado intencionalmente aos alimentos, sem propdsito de nutrir, com o objetivo
de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldégicas ou sensoriais do
alimento e aumentar sua seguranca e estabilidade frente aos microrganismos
(BRASIL, 1997). Entre os principais métodos de conservacdo da carne se destaca
a cura. O processo de cura de produtos carneos consiste basicamente da adi¢cao
de nitrito, nitrato, sodio e acucar e é considerado uma pratica tradicional na industria
de alimentos (SINDELAR; MILKOWSKI, 2012).

Em concentracdes aceitaveis, os conservantes além de melhorar as
caracteristicas sensoriais inibem o crescimento de microrganismos indesejaveis.
No alimento, o nitrito e 0 nitrato reagem com aminas secundarias formando
nitrosaminas que normalmente s&o carcinogénicas (SINDELAR; MILKOWSKI,
2012). Em altas doses, o nitrito pode causar cianose, nausea, anafilaxia, fraqueza,
tonturas, vémitos, asma, dores abdominais, angiodema e gastrite, e a longo prazo
podem desencadear tumores de esodfago, estbmago, reto, célon, mama e ovario e
doencas do aparelho circulatério (FERREIRA, 2015).

O consumo de carnes curadas ja foi associado ao cancer cerebral e leucemia
infantii em uma série de estudos epidemiologicos (PETERS et al.,, 1994,
PRESTON-MARTIN; LIJINSKY, 1994; PRESTON-MARTIN et al., 1996). Em virtude
dos riscos associados a ingestdo de nitrito e nitrato, o comité FAO/WHO
estabeleceu para o nitrito uma Ingestéo Diaria Aceitavel (IDA) de 0 - 0,07 mg/kg/dia
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de peso corporeo e para o nitrato uma IDA de 0 - 3,7 mg/kg/dia de peso corporal,
proibindo o emprego de nitrito em alimentos infantis para crian¢cas menores de trés
meses (WHO, 2003).

A legislacdo brasileira estabelece limites do uso de nitrito de sédio e/ou
potassio em carnes e produtos carneos de 0,015 g/100g de nitrito e 0,3 g/100g de
nitrato, ambos expressos como quantidade residual maxima de nitrito (BRASIL,
1997).

Diante dos efeitos maléficos dos sais de cura, estudos tem buscado
compostos naturais com acdo antimicrobiana e antioxidante para substituir os
conservantes sintéticos. Um exemplo disso € o uso de extrato etandlico de
Kitaibelia vitifolia na formulacdo de salsichas fermentadas a seco como substituto
do nitrito (KURCUBIC et al., 2014).

Além dos sais de cura, outras substancias comumente adicionadas em
alimentos que prolongam o tempo de conservacdo sdo os antioxidantes. Esses
aditivos protegem os alimentos de alteracdes provocadas pela oxidagdo como a
rancidez e modificacbes de cor, impedindo que 6leos e gorduras, principalmente
ricos em acidos graxos insaturados se combinem com o oxigénio do ar e se tornem
rancosos (SILVA et al., 2014).

A utilizacdo de antioxidantes sintéticos em embutidos carneos é importante
para reduzir os efeitos indesejaveis da oxidacdo lipidica e assim garantir a
qualidade e seguranca alimentar durante a vida util do produto. Entretanto, embora
o BHT seja classificado como GRAS (geralmente reconhecido como seguro) pela
FDA (Food and Drug Administration), sua presenca foi relatada no tecido adiposo
da mama de mulheres com cancer de mama (HERNANDEZ et al, 2009).

Os principais antioxidantes sintéticos utilizados em alimentos sdo o BHA, BHT
e PG. Esses compostos sdo capazes de sequestrar elétrons reativos e atuam de
forma diferente a depender da aplicacéo (NIEVA-ECHEVARRIA et al., 2014). Entre
os antioxidantes disponiveis para o uso na legislacao brasileira, apenas o PG, BHA
e BHT apresentam restricdo quanto ao limite maximo permitido em produtos
carneos devido aos potenciais riscos associados a sua ingestao (BRASIL, 1997).

A adicdo de BHT em alimentos é permitido nacionalmente e
internacionalmente. O Brasil estabelece o limite maximo de 0,01g /100g para
carnes e produtos carneos (BRASIL, 1997). Ja a European Food Safety Authority
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(EFSA) permite dose diaria de BHT de 0,25 mg por kg de peso corporal por dia
(EFSA, 2012). Apesar da legislacéo brasileira e internacional permitir o uso de BHT
em embutidos carneos como o salame, a pressdo dos consumidores na producao
de alimentos mais seguros, tem impulsionado o aumento do interesse em novas

pesquisas com antioxidantes naturais (KUNRATH et al., 2017).

7. Conservantes naturais

O interesse por alimentos mais naturais vem crescendo diante dos riscos
oferecidos pela ingestdo de conservantes sintéticos. Desse modo, maior énfase
tem sido dada a identificacdo de compostos naturais com atividade antioxidante e
antimicrobiana que possam atuar sozinhos ou sinergicamente com outros aditivos
como alternativa na prevencdo da deterioracdo oxidativa e microbiana dos
alimentos (KURCUBIC et al., 2014).

As industrias, especialmente do setor carneo tém buscado utilizar produtos
naturais para preservar e aumentar a vida Gtil de seus produtos sob o ponto de vista
microbiologico e fisico-quimico em detrimento dos conservantes sintéticos
(KUNRATH et al., 2017; SAVOLDI et al, 2019).

Os antioxidantes naturais como os tocoferdis, acido citrico e alguns o6leos
essenciais tém sido bastante explorados em alimentos visto que possuem potencial
de inibicdo da rancificagdo (OLIVEIRA et al., 2012). Os tocoferdis séo considerados
0s principais antioxidantes de alimentos por apresentar boa acdo em vegetais e
gordura animal (ANGELO; JORGE, 2007). De acordo com Del Ré e Jorge (2012)
0s extratos de manjericao e tomilho apresentam compostos como eugenol, timol e
carvacrol que sao capazes de inibir a oxidagao.

A utilizacdo de parabenos, acidulantes, sorbato e nisina foram propostas
como substituicdo do papel antibotulinal do nitrito em carnes curadas. No entanto,
poucas dessas propostas obtiveram sucesso uma vez que a adicdo dos agentes
conservantes deve ser segura, pratica, eficaz e econémica (PIERSON; SMOOT;
ROBACH, 1983). Entre os produtos naturais que tem demonstrado resultados
promissores frente a acdes antioxidantes e antimicrobiana pode-se citar a propolis
que é definida pela Instrucdo Normativa n° 3 de 19 de janeiro de 2001 como um
produto natural complexo oriundo de diferentes partes de plantas como brotos,
flores, exsudatos de plantas coletados por abelhas e adicionados de secrecdes
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salivares, ceras e poélen (BRASIL, 2001). A principal funcdo dessa resina consiste
na protecdo da colmeia contra insetos e microrganismos invasores. Geralmente, a
propolis é composta de 50-60% de resinas e balsamos, 30-40% de ceras, 5-10%
de oOleos essenciais, 5% de grédos de pdélen, microelementos e vitaminas (PARK et
al., 2002; FUNARI; FERRO, 2006).

A coloracéo da prépolis depende de sua origem botanica e pode variar para
marrom, verde ou vermelho. A propolis vermelha tem atraido atencdo de
pesquisadores do mundo todo devido a suas propriedades medicinais como agao
antioxidante (ALENCAR et al., 2007; CABRAL et al., 2009; RIGHI et al., 2011,
FROZZA et al., 2013), antimicrobiana (REGUEIRA NETO et al., 2017), citotdxica
(AWALE et al., 2008; FRANCHI et al., 2012; FROZZA et al., 2013; REGUEIRA-
NETO et al., 2018), anti-inflamatéria (LEDON et al., 1996), cicatrizante
(ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2009), dentre outras.

A propolis vermelha é classificada como o 13° grupo de prépolis brasileira e
pode ser encontrada no nordeste do Brasil, mais especificamente em manguezais
nos Estados de Alagoas, Sergipe, Paraiba, Pernambuco e Bahia. Sua principal
origem botanica foi identificada como Dalbergia ecastaphyllum (L) Taub.
(Fabaceae), popularmente conhecido como "rabo-de-bugio” (RUFATTO et al.,
2017).

A composicdo quimica da propolis vermelha é bastante complexa e variada,
pois depende da flora especifica no local da coleta. Os principais constituintes
qguimicos da propolis vermelha séo os terpenos, flavondéides, compostos alifaticos,
acidos graxos e elementos inorganicos como cobre, manganés, ferro, calcio,
aluminio, vanadio e silicio (RUFATTO et al., 2017).

A substituicdo de antioxidante sintético pela propolis em produtos carneos tem
demonstrado resultados positivos. De acordo com Queiroz et al. (1996), a propolis
na concentracdo de 0,25% exerceu efeito antioxidante em filés de peixe e foi
equivalente ao BHT nessa concentracdo. Além disso, na concentracao de até 0,5%
a propolis ndo conferiu sabor residual a carne de peixe. Recentemente, Kunrath et
al. (2017) observaram que o extrato de propolis demonstrou ser um potente
antioxidante natural na aplicacdo em salame tipo italiano de carne de porco.

Quando comparado a atividade antioxidante do nitrito de sodio em salsichas
0 extrato etandlico de propolis também apresentou capacidade semelhante. Além
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disso, nesse mesmo produto, as caracteristicas sensoriais foram aceitas pelos
consumidores embora a cor poderia ter sido melhorada (GUTIERREZ-CORTES;
MAHECHA, 2014). Ainda segundo os autores, o extrato etandlico de propolis
apresentou atividade antimicrobiana na concentragdao de 0,8 mg/mL frente
Salmonella spp., E. coli, S. aureus e Clostridium sp., demonstrando o potencial da

prépolis na substituicdo dos sais de cura.

8. Uso de probidticos em embutidos

Inicialmente, o processo fermentativo era resultado da atividade de
microrganismos presentes naturalmente nos alimentos. Hoje, culturas puras sao
adicionadas em uma ampla variedade de alimentos visando garantir sua
seguranca, refinar o aroma, sabor e textura, reduzir o tempo de processamento e
conseguentemente 0s custos, aumentar a qualidade dos produtos por meio da
utilizacdo de culturas produtoras de bacteriocinas e com propriedades probidticas
(HUGAS; MONFORT, 1997; INCZE, 1998; KHAN et al., 2011; WORAPRAYOTE et
al., 2016).

As culturas starter ou culturas iniciadoras sdo preparacfes que contém
microrganismos vivos ou em estado latente que se desenvolvem pela fermentacao
de um determinado substrato (HAMMES; HERTEL, 1998). Sua funcéo consiste em
alterar de forma benéfica as propriedades de alimentos como carnes e produtos
carneos. Os principais objetivos das culturas starter consistem em melhorar a
seguranca do produto por meio da competicdo com patdégenos, estender a vida util
do produto pela inibicdo de microrganismos deteriorantes e modificar a matéria
prima, para obter novas propriedades sensoriais. As culturas starter séo utilizadas
em escala industrial e geralmente sdo compostas por mais de uma espécie de
microrganismo de modo a somar suas acoes e obter o efeito desejado no produto
final (BERNARDI; GOLINELI; CONTREARAS-CASTILLO, 2010).

A qualidade microbioldgica e sensorial de embutidos carneos fermentados é
determinada pelas complexas interagdes quimica, bioquimica e fisica existentes
entre as fragBes de gordura, proteina e carboidrato da propria carne ou da atividade
microbiana. Na fermentag&o de produtos carneos, as bactérias laticas melhoram a
seguranca e desenvolvem as caracteristicas sensoriais, enquanto outros

microrganismos como alguns do género Staphylococcus estabilizam as
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propriedades sensoriais (LUCKE, 2000; KOLOZYN-KRAJEWSKA; DOLATOWSKI,
2012).

Culturas starter funcionais apresentam funcionalidade adicional quando
comparadas com as culturas classicas, melhorando e otimizando o processo de
fermentacdo dos embutidos. Nesse sentido, se encontram microrganismos que
produzem compostos antimicrobianos como bacteriocinas, endopeptidases,
reuterina e reutericiclina, compostos que contribuem para o desenvolvimento da cor
e do aroma, caracteristicas probidticas e ndo apresentam producdo de aminas
biogénicas e compostos toxicos (LEROY; VERLUYTEN; VUYST, 2006;
BERNARDI; GOLINELI; CONTREARAS-CASTILLO, 2010).

As culturas probioticas sdo microrganismos vivos que conferem beneficios a
saude do hospedeiro quando ingeridos em quantidades suficientes. Essas culturas
devem apresentar resisténcia ao processo fermentativo, tolerar o trato
gastrointestinal do ser humano, além de serem competidores e se desenvolverem
adequadamente para ter efeito positivo na promocao da saude de modo que as
propriedades sensoriais do embutido ndo sejam afetadas negativamente
(CAVALHEIRO et al., 2015).

O uso de culturas probidticas em embutidos carneos € mais promissor em
produtos crus fermentados como os salames visto que ndo sdo cozidos durante a
elaboracdo ou antes do consumo, 0 que causaria a morte dos microrganismos
adicionados. Mesmo em embutidos fermentados como os salames, a utilizacao de
probioticos ainda tem sido elementar, pois esta condicionada a capacidade dessas
bactérias resistirem as condi¢des desafiadoras durante o processo de fermentacao
como baixo valor de pH, atividade de agua e microrganismos competidores
(KOLOZYN-KRAJEWSKA; DOLATOWSKI, 2012). Inumeras estirpes tém sido
avaliadas para utilizacdo como probidticos em embutidos, entre elas tem-se
Lactobacillus paracasei (MACEDO et al., 2008; COMAN et al., 2012) e L. casei
(MACEDO et al., 2008).

Para uma cepa ser considerada probiética, varios critérios devem ser
satisfeitos incluindo sobrevivéncia através da via gastrointestinal, tolerancia a
acidos e sais biliares, capacidade de aderir a superficies intestinais, boas
propriedades tecnolOgicas, atividade antimicrobiana contra bactérias
potencialmente patogénicas, dentre outros (ERKKILA et al., 2001). Além disso,
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existe uma preocupacdo com o0 uso de probidticos que apresentam genes de
resisténcia a drogas em alimentos. A resisténcia microbiana pode estar relacionada
com genes localizados no cromossomo, transposon ou plasmideo. Bactérias que
apresentam genes de resisténcia a drogas transmissiveis ndo devem ser usadas
em alimentos (FAO; WHO, 2006). Portanto, a incorporacdo de cepas probioticas
em embutidos fermentados de peixe, pode ser um estimulo ao consumo dessa
proteina de alto valor biolégico, e uma oportunidade para a elaboracdo de novos
produtos funcionais.
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Resumo

Este estudo investigou as propriedades quimicas e bioldgicas do extrato hidroalcodlico da
propolis vermelha (EHPV) visando o seu potencial como conservante alimentar. Foram
avaliados o conteudo de fenois totais e flavondides totais, a composi¢do quimica do EHPV
por meio de técnica cromatogréafica (CG-EM), atividade antioxidante (DPPH e ABTS) e
atividade antibacteriana (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella enteritidis,
Vibrio parahaemoliticus, Listeria monocytogenes e Enterococcus faecalis). O EHPV
apresentou fendis de 1,4% e flavonoides de 10,4%, valores estes superiores ao estabelecido
na legislagdo brasileira e atividade antioxidante para 0 método ABTS de 1638,56 LM trolox
g propolis e DPPH ICso de 1,4 mg mL™. A prépolis vermelha apresenta 16 metabolitos,
sendo os flavonoides e triterpenos as principais classes encontradas. O EHPV apresentou
forte atividade inibitéria contra L. monocytogenes (0,05 mg mL™) e E. faecalis (0,1 mg mL"
1Y e maior acéo bactericida contra S. aureus (3,12 mg mL™) e V. parahaemoliticus (3,44 mg
mL?1). O EHPV apresenta diversificada composicio quimica e elevada atividade
antioxidante e antimicrobiana, sugerindo potencial aplicacdo como conservante em
alimentos em substituicdo aos conservantes sintéticos.

Palavras-chave: Dalbergia ecastaphylum, aditivos, deterioracfes oxidativas

1. Introducéo

A industria alimenticia frequentemente recorre ao uso de aditivos quimicos para inibir
as deterioracdes oxidativas e microbianas que comprometem a vida util dos alimentos. No
entanto, aditivos quimicos, como os antioxidantes sintéticos foram detectados no tecido da
mama de mulheres com cancer de mama, indicando possivel relacdo de sua ingestdo com o
desenvolvimento de céncer (Hernandez, Portolés, Pitarch & Lopez, 2009). Com as
implicagdes toxicoldgicas associadas ao uso de aditivos, os consumidores tém buscado, cada

45



vez mais, alimentos em que a adicdo de conservantes sintéticos seja reduzida ou inexistente
(Carocho, Morales & Ferreira, 2015).

Nesse cendrio, muitas pesquisas tém se concentrado na busca de produtos naturais com
potencial conservante como a prépolis vermelha, resina produzida por abelhas a partir da
coleta de exsudatos de diversas origens botanicas, principalmente da espécie vegetal
Dalbergia ecastaphylum, que tem chamado aten¢do devido sua rica composi¢do fendlica
(Andrade, Denadai, Oliveira, Nunes & Narain, 2017). Apesar da propolis de varias regides
do mundo ser bastante estudada, a pesquisa da prépolis vermelha do Estado da Bahia,
Nordeste do Brasil, ainda é pouco explorada (Regueira Neto et al., 2017). Estudos quimicos
apontam que a composi¢ado especifica de metabdlitos na propolis € resultado de um conjunto
de fatores, dentre eles a regido geografica, estacdo do ano e condi¢des ambientais (Miguel,
Nunes, Dandlen, Cavaco & Antunes, 2014).

Na propolis vermelha brasileira geralmente sdo identificados isoflavonoides,
pterocarpanos, chalconas, flavonoides, prenilados, benzofenonas, terpenos e taninos (Freires
et al., 2018), mas sua diversificada atividade bioldgica tem sido atribuida principalmente ao
rico teor fenolico (Andrade, Denadai, Oliveira, Nunes & Narain, 2017). Embora existam
diferengas qualitativas e quantitativas nos flavonoides presentes na propolis vermelha,
normalmente s&o encontrados formononetina, pinocembrina, medicarpin e vestiol. Outras
prépolis ja foram avaliadas como antioxidantes naturais em alimentos, especialmente em
embutidos (Han & Park, 2002; Kunrath et al., 2017; Savoldi et al., 2019).

O objetivo desse estudo foi quantificar e identificar os compostos bioativos do extrato
comercial da prépolis vermelha e verificar sua capacidade em capturar radicais livres e inibir

patdgenos alimentares, visando uma potencial aplicacdo como conservante em alimentos.
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2. Materiais e métodos
2.1. Extrato da propolis vermelha

O extrato hidroalcoolico da prépolis vermelha (EHPV) com rendimento de 11%,
diluido em &lcool cereal a 93,5% foi adquirido comercialmente no municipio de Canavieiras
(15°40° 30 S e 38° 56’ 50 W), Bahia, Brasil. Para confirmar o rendimento do EHPV
informado pelo fabricante, foi realizada a secagem de um volume conhecido do EHPV por
evaporacdo em capela de exaustdo e, em seguida, 0 peso do extrato seco foi utilizado para

calcular o rendimento.

2.2. Determinacé&o do teor de fenois totais

Foi determinado usando o método colorimeétrico de Folin-Ciocalteu (Singleton,
Orthofer & Lamuela-Raventds, 1999) com adaptacdes. 100 uL do EHPV (5 mg mL?) foi
homogeneizado em 500 uL do reagente Folin-Ciocalteu, 2 mL de carbonato de sddio (20%
p/v) e 7,4 mL de agua. Ap6s 2 horas no escuro, a absorbancia foi lida a 750 nm em
espectrofotémetro digital (Tecnal UV-5100). O acido gélico foi usado como padrdo para
calcular a curva de calibragdo y = 0,1037x + 0,016; R2= 0,9972. O teor de fendis totais foi

expresso em g de acido galico por 100g de propolis (m/m).

2.3. Conteudo total de flavonodides

Foi determinado usando o método colorimétrico do cloreto de aluminio descrito por
(Chang, Yang, Wen & Chern, 2002), com adapta¢gbes. O EHPV (50 pug mL™?) foi
homogeneizado com solugio metanélica de AICI; (20 mg mL™) e armazenada no escuro por
30 minutos, com leitura a 415 nm. A curva de calibracdo foi construida relacionando

diferentes concentrag@es de rutina (0 — 100 pg mL™) com suas respectivas absorbancias (y
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=0,014x + 0,0722; R?=0,9999). Os resultados foram expressos em g de rutina por 100g de

propolis (m/m).

2.4. Cromatografia gasosa/espectrometria de massa

A composicao quimica do extrato foi determinada através da analise dos espectros de
massas obtidos em espectrometro modelo GCMS-QP2020, acoplado ao cromatografo a gés,
modelo GC2010, ambos da Shimadzu, utilizando coluna capilar DB 5MS (30 m x 0,25 mm
e 0,25 um de espessura de filme), com taxa de fluxo da fase movel (He) ajustadaem 1,8 mL
mint, temperatura do injetor de 280 °C e programac&o do forno de 60 °C a 280 °C com taxa
de aquecimento de 10 °C por minuto, permanecendo a 280 °C até 35 minutos. A injecéo foi
realizada no modo pulsado sem divisdo (111,5 kPa) e as temperaturas da fonte e da interface
foram mantidas em 280 °C. Os espectros de varredura completa foram registrados de 37 a

660 m/z (massa/carga) com 2 varreduras por segundo.

2.5. ldentificacdo dos componentes no extrato etanélico da prépolis vermelha

Os compostos foram identificados com os padrdes contidos no banco de dados das
bibliotecas NIST08, Mainlib e Wiley7 e por comparacdo com os dados registrados na
literatura (Ahmad & Jantan, 2003; Alencar et al., 2007; Awale et al., 2008; Garcia, Séenz,
Ahumada & Cert, 1997; Khannoon et al., 2011) e por comparac¢do dos indices de retencéo,
obtidos por meio da curva linear utilizando a serie homologa de hidrocarbonetos C9-C40
como padrdes, com os dados do indice de retencdo linear obtidos na literatura cientifica para
colunas da mesma polaridade, por meio da plataforma online Pherobase
(www.pherobase.com/database/kovats/kovatsindex.php, acessado em 18 de novembro de
2019). A quantidade relativa dos componentes individuais foi expressa como area percentual
do pico em relagdo a &rea total dos compostos identificados.
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2.6. Determinagéo da atividade antioxidante
2.6.1. Ensaio de eliminacéo dos radicais livres DPPH
O ensaio foi realizado utilizando o método de Brand-Williams, Cuvelier & Berset
(1995) com adaptacdes. O EHPV foi diluido em metanol (0,2-2 mg mL™), e 0,1 mL de cada
diluicdo foi homogeneizado em 3,9 mL da solu¢do metandlica do radical DPPH (0,06 mM).
As solugdes foram armazenadas no escuro por 30 minutos e a absorbancia lida a 515 nm. A
porcentagem de eliminag&o dos radicais livres foi calculada usando a seguinte formula:
% = {(Absorbancia do controle — Absorbancia da amostra) / Absorbancia do controle} x 100
A curva de calibracdo foi construida relacionando a concentracdo do EHPV com a
porcentagem de inibicdo. Os resultados foram expressos em 1Cso (quantidade (mg mL™) do

extrato necessario para eliminar 50% do DPPH).

2.6.2. Ensaio de eliminagéo dos radicais livres ABTS

O ensaio foi realizado por meio do método colorimétrico de captura do radical ABTS
de acordo com Re et al. (1999), com adaptacdes. 30 pL do EHPV (200-1000 mg L) foi
homogeneizado em 3 mL de solugdo etandlica do radical ABTS previamente padronizada
em 0,7 nm = 0,05 nm a 734 nm. A mistura foi armazenada no escuro por 6 minutos e a
absorbéncia lida a 734 nm. A solugdo etandlica de trolox (100-2000 uM) foi utilizada para
construir a curva de calibragdo y = -0,0003x + 0,6774; R? = 0,9927. Os resultados foram

expressos em umol Trolox por g de prépolis.

2.7. Atividade antimicrobiana

Foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo de acordo com Wiegand,
Hilpert & Hancock (2008). Em uma placa de microtitulagéo foi adicionado 100 uL de caldo
Mueller-Hinton em todos os pogos. Em seguida, 100 pL do EHPV a 110 mg mL? foi
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adicionado nos pogos da primeira fileira da placa e realizado a diluicdo seriada. As
concentragdes do EHPV avaliadas variaram de 55 a 0,007 mg mL™. Posteriormente, as cepas
padroes Escherichia coli ATCC25922, Salmonella enteritidis ATCC13076, Vibrio
parahaemolyticus isolado de ostras, Staphylococcus aureus ATCC43300, Enterococcus
faecalis ATCC29212 e Listeria monocytogenes CERELA foram padronizadas em
espectrofotdmetro (Spectrum SP — 1105) a 625 nm até atingir a absorbancia de 0,08-0,1 (108
UFC mL™) e posteriormente essa solucdo foi diluida 1:10 para alcancar a concentragdo de
10" UFC mL™. Em seguida, 5 pL da suspensdo bacteriana de cada cepa foi inserida nos
pocos da placa. As placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas.
Ap0s esse periodo, foi adicionado 20 uL do corante resazurina sodica (0,01%) em todos 0s
pocos e a placa foi novamente incubada por 3 horas. A concentracdo inibitéria minima (CIM)
foi definida como a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento bacteriano. Foi
considerada bactericida (CBM) a concentragdo do extrato que ndo permitiu a reativacdo do

microrganismo em meio isento do extrato.

2.8. Andlise estatistica
Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo e a correlacdo entre 0s
compostos fendlicos totais e os métodos antioxidantes foi determinada pelo coeficiente de

correlacdo de pearson (p < 0,05) usando o programa RStudio (RStudio Team, 2015).

3. Resultados e discusséo
3.2. Identificagé@o de compostos do EHPV por CG-EM

A Tabela 1 apresenta os compostos identificados no EHPV, o tempo de retengdo, o
indice de Kovats calculado, a area relativa e a classe de cada composto encontrado. Foram
identificados 16 compostos quimicos: 5 flavonoides, 4 triterpenos, 1 sesquiterpeno, 1
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polifenol, 1 hidrocarboneto insaturado, 1 alcool insaturado, 1 éster, 1 benzopirano e 1 &lcool

saturado. A presenca de isoflavondides e terpenos também foi relatada em amostras de

propolis vermelha brasileira provenientes do estado de Alagoas (Almeida et al., 2017). Os

flavonoides foram a principal classe quimica encontrada, porém os triterpenos representaram

no total maior porcentagem de &rea relativa (47,67%) indicando maior proporcao.

Tabela 1. Compostos identificados no extrato hidroalcodlico da propolis vermelha por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

Area
TR (min) IK Identificagéo Relativa Classe
(%)

8,011 1157 Catechol 6,27 Polifenol

10,347 1365 (Z)-2,6,10-trim_eti|- 1,5,9- 1.98 Hi(_jrocarboneto
undecatrieno insaturado

15,563 1832 E,Z-farnesol 2,35 Sesquiterpeno
17,21 2002 Acido Hexadecanoico 0,67 ingf&?; do
17,53 2036 Ethyl palmitato 0,35 Ester
22,772 2585 Medicarpin 6,43 Flavonoide
23,885 2697 7,4’- dimetoxi- 2’ hidroxi-isoflavana 4,34 Flavonoide

24,5 2758 (3S) vestitol 16,5 Flavonoide
24,667 2775 (3S) isovestitol 6,73 Flavonoide
24,745 2782 2H-1-benzopiran-7-ol 0,8 Benzopirano
25,151 2822 Formononetina 1,33 Flavonoide
32,262 3395 Dotriacontan-1-ol 4,58  Alcool saturado
34,001 3490 Amirina 23,29 Triterpeno
35,108 3538 Cycloartenol 1,21 Triterpeno
35,259 3543 Lupeol 2,91 Triterpeno
38,129 3614 Acetato de lupeol 20,26 Triterpeno

TR: Tempo de retengdo (minutos); IK: indice de kovats calculado; IK**: indice de kovats da literatura. Area

relativa (%): corresponde a area relativa dos metabdlitos identificados.
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Dos compostos identificados, os triterpenos pentaciclicos amirina e acetato de lupeol
foram os de maiores proporc¢Bes. Rushdi et al. (2014) também detectaram a presenca de
amirina na prépolis da Etidpia em elevada propor¢do, indicando que os triterpendides
provavelmente sdo componentes dominantes de amostras de propolis de regides tropicais.
Estes compostos tém sido relatados como agentes antibacterianos, antitumorais e
antioxidantes (Ishida, Negri, Salatino & Bandeira, 2011; Shirwaikar, Setty & Bommu, 2004;
Simone-Finstrom & Spivak, 2010). Atividade antioxidante e anti-inflamatdria também foi
atribuida ao triterpeno lupeol (Ferndndez, Heras, Garcia, Saéns & Villar, 2001; Shirwaikar,
Setty & Bommu, 2004). Os triterpenos pentaciclicos sao componentes naturais de dietas
humanas e sdo encontrados em 0leos, vegetais, cereais, frutas e verduras (Silva, Duarte &
Vieira Filho, 2014).

Os compostos formononetina, medicarpin e vestitol identificados s&o considerados
marcadores quimicos da préopolis vermelha. Esses compostos foram encontrados em extratos
cubanos e brasileiros (Cuesta-Rubio et al., 2007; Mendonca et al., 2015). Entre os
flavonoides identificados no EHPV, o (3S) vestitol foi 0 composto mais abundante, seguido
de isovestitol e (3S) medicarpin (Tabela 1, Figura 1). A bioatividade da prépolis €é
comumente associada a acdo dos flavonoides. De fato, esta classe quimica tem mostrado
importantes efeitos farmacoldgicos, como atividade antimicrobiana, anticancerigena e
antioxidante (Awale et al., 2008; Trusheva et al., 2006). Oldoni et al. (2011) observaram que
0 composto vestitol isolado da prépolis vermelha no Estado de Alagoas, Brasil, apresentou
elevada atividade antioxidante. J& o flavonoide formononetina, isolado da prépolis vermelha
do Estado de Pernambuco, Brasil, tem atuacdo fungicida conhecida contra Candida spp.
(Neves, Silva, Lima, Cunha & Oliveira, 2016) e antitumoral contra cancer de préstata em

camundongos (Li et al., 2014).
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Figura 1. Cromatograma da andlise do extrato hidroalcodlico da prépolis vermelha

utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

3.1. Composicéo fenodlica

O EHPV apresentou elevado teor de fendis e flavonoides, acima do minimo
recomendado pela legislacéo brasileira de 0,5% e 0,25% respectivamente (Brasil, 2001), se
destacando em relagéo aos extratos de prdpolis vermelha de diferentes regides (Tabela 2).
De fato, o contetdo de fendis totais determinado no presente trabalho foi superior ao
quantificado por Andrade et al. (2017) no extrato da prépolis vermelha (9,13%) provenientes
do Estado de Alagoas, nordeste do Brasil. Ja o contetdo de flavonoides, foi superior ao
encontrado por Siqueira et al. (2014) na prépolis vermelha (1,87%) proveniente do Estado

de Sergipe, Brasil.
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Tabela 2. Conteudo fendlico e atividade antioxidante do extrato da prépolis vermelha,

proveniente do estado da Bahia, Brasil.

Variaveis quimicas Média * desvio Legislacdo™

padréo

Contetdo fenolico

Fendis totais (%) 10,37 £ 0,15 Minimo de 0,5%
Flavondides totais (%) 3,53+0,14 Minimo de 0,25%
Atividade antioxidante

Sequestro do radical DPPH (1Cso mg mL™) 1,4 +0,01 -
Sequestro do radical ABTS (uM Trolox g* 1638,56 + 26,50 -

de prépolis)

* (Brasil, 2001).

A composicao fenolica especifica da propolis é altamente dependente da vegetacao ao
redor da colmeia e das condic@es climaticas, bem como do método de extracdo, uma vez que
0 tempo de extracdo e o solvente utilizado afetam o rendimento do extrato da prépolis.
(Escriche & Juan-Borrads, 2018; Regueira Neto et al., 2017). O estado da Bahia,
especialmente o Sul, é uma regido com grande concentracdo de manguezais favoraveis a
producdo de propolis, onde a D. ecastaphylum, principal origem boténica da propolis

vermelha é comumente encontrada (Costa et al., 2013).

3.3. Atividade antioxidante
A concentragdo do EHPV necessaria para eliminar 50% dos radicais DPPH foi
elevada, equivalente a 1,4 mg mL* do EHPV, sendo que, quanto maior essa concentragao,

menor € a atividade antioxidante (Tabela 2). De fato, esse resultado foi superior aos relatados
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por Silva et al. (2018) no extrato etandlico de prépolis vermelha do Estado de Alagoas, Brasil
(0,00397 mg mL™?), por Aratijo et al. (2016) no extrato etandlico de propolis do Estado de
Tocantins, Brasil (0,85 mg mL™) e por Miguel, Nunes, Dandlen, Cavaco & Antunes, (2014)
no extrato metandlico de prépolis do sul de Portugal (0,007-0,069 mg mL™).

Por outro lado, a atividade antioxidante do EHPV determinada pelo método ABTS
(Tabela 2) foi melhor que o encontrado por Osés, Pascual-Maté, Fernandez-Muifio, Lopez-
Diaz & Sancho (2016) no extrato de propolis da Espanha (1400,86 UM trolox g), mas
inferior ao observado por Andrade et al. (2017) nos extratos de prépolis verde (2214,96 uM
trolox g), marrom (1868,45 UM trolox g*) e vermelha (2913,55uM trolox g) obtidas no
Nordeste do Brasil.

Para avaliar o grau de associacdo entre os compostos fendlicos quantificados e a
atividade antioxidante detectada, os métodos (fendis, flavondides e ABTS) foram
comparados pelo coeficiente de correlacdo de Pearson (r), que mede a relagdo entre duas
variaveis quantitativas (Tabela 3).

A atividade antioxidante da prépolis é comumente atribuida aos compostos fendlicos,
especialmente aos flavondides (Oldoni et al., 2011). No entanto, o coeficiente de correlacdo
de Pearson mostrou forte correlacdo negativa entre fendis, flavonoides e 0 método ABTS
(Tabela 3), corroborando com os achados de Andrade et al. (2017) ao analisarem o contetdo
fenolico e a atividade antioxidante (DPPH e ABTS) da propolis vermelha. Este resultado
sugere gque a capacidade antioxidante total do EHPV esta relacionada a outros compostos e
n3o diretamente & classe de flavonoides. E provavel que a presenca abundante de triterpenos
detectada na analise cromatogréafica seja responsavel pela atividade antioxidante no EHPV,
uma vez que esses compostos ja foram relacionados a eliminacdo de radicais livres

(Shirwaikar, Setty & Bommu, 2004).
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Tabela 3. Coeficiente de correlacdo de Pearson do conteudo total de fendis, flavondides e

atividade antioxidante (ABTS).

Parametros Flavondides Fenois ABTS
Flavondides 1 0,9955 -0,6842
Fenois 1 -0,6116
ABTS 1

3.4. Atividade antimicrobiana

O EHPV apresentou melhor atividade bacteriostatica contra L. monocytogenes e E.
faecalis (Tabela 4). Esse resultado é relevante uma vez que L. monocytogenes esté associada
a septicemia, abortos e até a morte em individuos infectados (Carvalho, Paula, Mantovani,
& Moraes, 2006) e E. faecalis a infec¢fes humanas e a resisténcia a antimicrobianos (Terra
Costa, Mucinhato, Furlaneto & Furlaneto-Maia, 2018). Similar atividade antibacteriana
contra E. faecalis também foi relatada por Lopez et al. (2015) no extrato da propolis
vermelha da Paraiba, Brasil.

Por outro lado, a melhor atividade bactericida do EHPV foi observada para S. aureus
e V. parahaemoliticus (Tabela 4). As demais bactérias avaliadas, E. coli, S. enteritidis, L.
monocytogenes e E. faecalis, foram eliminadas pelo EHPV na concentragdo de 55 mg mL™,
corroborando com os resultados obtidos por Tiveron et al. (2016) que observaram uma
concentragéo bactericida do extrato da propolis brasileira contra E. coli de >1,6 mg mL™.
Divergindo dos resultados encontrados, Lopez et al. (2015), analisando extrato comercial de
propolis vermelha de diferentes estados do Brasil verificaram que o extrato proveniente de
Sergipe inibiu E. coli a 0,01 mg mL™ e o proveniente de Alagoas inibiu S. aureus a 0,025
mg mL™?. As diferencas observadas na atividade antibacteriana dos extratos de propolis

podem ser explicadas pelas diferencas na composicdo quimica da propolis, como também
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pelas diferentes concentragdes dos compostos quimicos, uma vez que esse produto é
resultado de uma mistura complexa e variada de substancias coletadas de diversas espécies

vegetais.

Tabela 4. Concentracdo inibitéria minima (CIM) e Concentragdo bactericida minima

(CBM) do extrato hidroalcoolico de propolis vermelha.

Propolis vermelha

Microrganismo CIM (mg mLY) CBM (mg mL™)
Staphylococcus aureus 1,56 3,12
Escherichia coli 6,88 55
Salmonella enteritidis 6,88 55
Vibrio parahaemoliticus 1,72 3,44
Listeria monocytogenes 0,05 55
Enterococcus faecalis 0,10 55

Todos os patdgenos Gram-positivos testados foram suscetiveis a concentracdes mais
baixas do EHPV do que os Gram-negativos (Tabela 4). Esse fato é resultado das diferencgas
estruturais na parede celular das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Enquanto Gram
negativos apresentam uma parede composta de uma camada de peptideoglicano e uma
membrana externa lipopolissacaridica, 0s Gram-positivos possuem apenas uma fina camada
de peptideoglicano e mostrando menos resistentes aos agentes antibacterianos (Aradjo et al.,
2010).

Embora os mecanismos de acdo da propolis ndo estejam completamente elucidados,
sabe-se que seus compostos podem atuar aumentando a permeabilidade da membrana

plasmatica da bactéria e consequentemente anulando seu potencial, diminuindo a producao
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de ATP, sua mobilidade e o transporte de membrana, além de inibir a sintese de acidos
nucléicos, a divisao celular e a formacédo de biofilme (Freires, de Alencar & Rosalen, 2016;
Xie, Yang, Tang, Chen & Ren, 2014).

Estudos anteriores relataram atividade antibacteriana de compostos fendlicos e
triterpenos contra cepas Gram-positivas e Gram-negativas (Almeida et al., 2017; Trusheva
et al., 2006). Portanto, acredita-se que a atividade antibacteriana observada no EHPV seja
resultado de um efeito sinérgico entre flavonoides, triterpenos e outros compostos organicos,
especialmente medicarpin, (3S) vestiol, (3S) isovestiol, amirina e acetato de lupeol
verificados em maior abundancia na propolis estudada.

Sendo assim, devido as propriedades antibacterianas e antioxidantes, o EHPV
apresenta potencial como conservante natural na promogéo da estabilidade microbiana e

oxidativa de varios produtos alimentares.

4. Conclus6es

A rica composi¢cdo em flavonoides e triterpenos do tipo pentaciclicos, bem como
atividade antioxidante e antibacteriana observada no EHPV do Estado da Babhia, Brasil,
revela potencial para utilizagdo na conservacgéo e producéo de alimentos funcionais. Estudos
futuros sdo necessarios para avaliar a atividade bioldgica de triterpenos isolados como

também a influéncia da propolis nas caracteristicas sensoriais de produtos alimenticios.
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Resumo

Este estudo investigou o potencial probidtico de uma cultura starter comercial usada na
fermentagdo de embutidos carneos. A cultura starter composta por Lactobacillus sakei,
Staphylococcus xylosus e S. carnosus foi avaliada quanto a resisténcia aos antimicrobianos
ampicilina, ciprofloxacina, gentamicina, imipinem, nitrofurantoina, tetraciclina e
vancomicina; capacidade antagonica (Escherichia coli ATCC25922, Salmonella enteritidis
ATCC13076, Vibrio parahaemolyticus isolado de ostras, Staphylococcus aureus
ATCC43300, Enterococcus faecalis ATCC29212 e Listeria monocytogenes CERELA);
resisténcia a baixos valores de pH e sais biliares; producdo de géas, capsula e capacidade de
acidificacéo; crescimento em diferentes valores de pH, temperaturas e sais de cura. A cultura
starter foi suscetivel a todos os antimicrobianos testados, inibindo fortemente os patégenos
testados com halos de inibicdo superiores a 30 mm. A cultura starter foi resistente a altas
concentragdes de sais biliares (0; 0,3; 0,5 e 0,7%), ndo produziu gas nem capsula, crescendo
de 15° a 35 °C e em meio contendo cloreto de sddio e os sais de cura nitrito e nitrato. No
entanto, ndo foi capaz de resistir a baixos valores de pH indicando ndo apresentar tolerancia
a acidez estomacal. Apesar da cultura starter apresentar caracteristicas probioticas, a ndo

tolerancia a baixos valores de pH impede sua classificagdo como cultura probidtica.

Palavras-chave: antagonismo, caracterizagdo funcional, sais biliares, suscetibilidade

antimicrobiana.
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1. Introducgéo

Culturas starters ou culturas iniciadoras sdo microrganismos Vvidveis que se
desenvolvem pela fermentacéo de substratos presentes no meio. S0 comumente empregadas
com a finalidade de melhorar a seguranca do produto por meio do controle de patdgenos por
competicdo, prolongar a vida util do produto inibindo microrganismos deteriorantes e
modificar o alimento para obter novas propriedades sensoriais (Farnworth & Champagne,
2016).

Apesar da cultura starter fornecer beneficios aos alimentos, os consumidores est&o,
cada vez mais, buscando alimentos funcionais que além de sua fungdo nutricional bésica,
podem, por exemplo, reduzir o risco de doencas cronicas e degenerativas (Tripathi & Giri,
2014). A grande procura por alimentos mais saudaveis tem incentivado pesquisadores e o
setor de processamento de carnes a desenvolverem novos produtos com caracteristicas
funcionais. Neste cenario muitas ideias surgiram para atrair 0s consumidores, como a
utilizacdo de culturas probiodticas em produtos céarneos fermentados como embutidos
(Trzaskowska, Kotozyn-Krajewska, Wojciak & Dolatowski, 2014).

Probidticos sao definidos como microrganismos vivos que quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro, melhorando a digestéo,
fortalecendo o sistema imunoldgico e aumentando a absorcdo de nutrientes (Fao & Who,
2002). Atualmente, os produtos lacteos sdo os principais veiculos alimentares de probidticos,
no entanto, estudos também demonstram viabilidade na elaboracdo de produtos de carne
fermentados com culturas probi6ticas como o salame (Pavli, Argyri, Chorianopoulos,
Nychas & Tassou, 2020).

Considerando a importancia da adigdo de culturas starter probidticas na producédo de
alimentos funcionais, este estudo teve como objetivo verificar o potencial probiético de uma
cultura starter comercial comumente utilizada na producdo de embutidos fermentados.
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2. Material e métodos

2.1. Cultura starter e condigdes de crescimento

A cultura starter composta por Staphylococcus xylosus, S. carnosus e Lactobacillus
sakei liofilizada foi adquirida comercialmente e avaliada suas caracteristicas probidticas. A
cultura starter foi ativada em caldo MRS (Man, Rogosa e Sharpe) e inoculada em dgar MRS
e agar Baird-Parker para o crescimento das trés espécies de microrganismos. A confirmagéo
do crescimento das espécies presentes na cultura starter foi realizada por meio das
caracteristicas morfoldgicas e testes bioquimicos de fermentacéo dos carboidratos arabinose,
sacarose, maltose e xilose. Posteriormente, a cultura starter foi ativada em caldo MRS a 37
°C por 24 h, centrifugada (10.000 x g por 10 min a 4°C), lavada duas vezes em &gua
peptonada (0,1%) e estocada em meio suplementado com 20% de glicerol a -20°C

(Kongkiattikajorn, 2015).

2.2. Caracterizacdo probiotica da cultura starter
2.2.1. Resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia da cultura starter aos antimicrobianos ampicilina (30 pg), ciprofloxacina
(5 1g), gentamicina (10 pg), imipinem (10 pg), nitrofurantoina (300 pg), tetraciclina (30 pg)
e vancomicina (30 pg) foi determinada pelo método de disco-difusdo de acordo com as
recomendacdes do Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST,
2017). Os discos foram adicionados na superficie do agar MRS e as placas incubadas a 37
°C por 24 h em anaerobiose. Os resultados foram expressos como sensivel (S), intermediario

(1) e resistente (R) de acordo com os padrdes recomendados por Acar & Goldstein (1991).
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2.2.2. Atividade antagonica

A cultura starter foi ativada em caldo MRS e incubada a 37 °C por 24 h. Aliquotas de
5 pL foram inoculadas em placas contendo agar MRS e incubadas por 24 h a 37 °C. Em
seguida, uma sobrecamada de &gar Brain Heart Infusion (BHI) contendo separadamente as
culturas indicadoras (Escherichia coli ATCC25922, Salmonella enteretidis ATCC13076,
Vibrio parahaemoliticus, Staphylococcus aureus ATCC43300, Enterococcus faecalis
ATCC29212 e Listeria monocytogenes CERELA) foram adicionadas na superficie das
placas e incubadas novamente por 24 h a 37 °C. A atividade antimicrobiana foi observada
pela formacdo de um halo de inibi¢do contra as culturas indicadoras (Mishra & Prasad,

2005).

2.2.3. Determinagéo da resisténcia a baixos valores de pH e sais biliares

A resisténcia da cultura starter a baixos valores de pH e aos sais biliares foram
realizados de acordo com a metodologia descrita por Mufioz-Quezada et al. (2013) com
adaptacdes. 900 pL de caldo MRS com diferentes valores de pH (2; 2,5; 3 e 7) e diferentes
concentracdes de sais biliares (0; 0,3; 0,5 e 0,7%) foram inoculados com 100 pL da cultura
starter padronizada a 108 UFC mL™. Posteriormente, 100 puL de cada tratamento foram
diluidos em agua peptonada (0,1%) nos tempos 0; 0,5; 1; 1,5e 2 h e 10 pL de cada dilui¢do
plaqueados em agar MRS. A contagem das coldnias foi realizada ap6s 48 h de incubacéo

anaerobica a 37 °C.
2.2.4. Producdo de gas, capacidade de acidificacdo e producéo de capsula
A producéo de gas e a capacidade de acidificacdo foram determinadas de acordo com

Greco, Mazzette, Santis, Corona & Cosseddu (2005). A producéo de capsula foi avaliada de

72



acordo com Hitchener, Egan & Rogers (1982), por meio da coloracéo negativa pelo método

de Gins.

2.2.5. Crescimento em diferentes valores de pH e temperaturas

Foi verificada a capacidade de crescimento da cultura starter em pH ajustado para 3,
4,5 e 6 com écido cloridrico (HCI 5 mol L) (Papamanoli, Tzanetakis, Litopoulou-Tzanetaki
& Kotzekidou, 2003) e nas temperaturas de 4 °C, 15 °C, 25 °C, 35 °C e 45 °C (Drosinos et

al., 2005).

2.2.6. Sensibilidade a diferentes concentracGes de cloreto de sddio sal e aos sais de cura
nitrito e nitrato de sodio

A cultura starter foi testada quanto a resisténcia ao cloreto de sédio adicionado ao agar
MRS nas concentracfes de 1,5%, 2,5% e 3,0% por meio da semeadura em superficie. Os
testes de resisténcia ao nitrito e nitrato de sodio foi realizado pelo mesmo procedimento
utilizando as concentrac6es de 100, 120, 150 e 100, 200, 300 ppm, respectivamente (Arihara

& Itoh, 2000).

3. Resultados e discusséo
3.1. Caracterizacgao probidtica da cultura starter
3.1.1. Suscetibilidade aos antimicrobianos

A cultura starter foi suscetivel a todos os antimicrobianos testados. Resultados
contrarios foram obtidos por Ayyash et al. (2018) em que diferentes espécies de
Lactobacillus isolados de leite apresentaram resisténcia a eritromicina, vancomicina e

ampicilina. A suscetibilidade antimicrobiana aos antimicrobianos é uma caracteristica
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desejavel em culturas probioticas uma vez que ndo contribuem para a transmissdo de genes

de resisténcia a patogenos (Tripathi & Giri, 2014).

3.1.2. Atividade antagbnica

A cultura starter inibiu todos os patdgenos testados, apresentando halos de inibicdo
superiores a 30,25 mm, com maior influéncia inibidora contra as bactérias Gram-positivas
L. monocytogenes e S. aureus (Tabela 1). Esse resultado foi melhor que o encontrado por
Mishra & Prasad (2005) utilizando L. casei spp. isolados de produtos lacteos. A atividade
antimicrobiana observada provavelmente é resultado de um conjunto de mecanismos de
acdo, como a reducdo do pH por meio da producdo de compostos acidos, como o acido

lactico ou bacteriocinas, ou por meio da competi¢éo por nutrientes (Tripathi & Giri, 2014).

Tabela 1. Média dos valores dos halos de inibicdo (mm) da cultura starter frente aos

patdgenos alimentares.

Pat6genos Zonas de inibicdo (mm)
Staphylococcus aureus 36,02
Escherichia coli 31,18
Enterococcus faecalis 30,75
Salmonella enteretidis 30,25
Listeria monocytogenes 37,33

3.1.3. Resisténcia a baixos valores de pH

Os resultados do crescimento da cultura starter a diferentes pH (2, 2,5, 3 e 7) sédo
apresentados na Figura 1. A cultura starter ndo foi capaz de sobreviver em pH 2. Em pH 2,5
a cultura so resistiu ao tempo 0 (5,73 log UFC mL™), e em pH 3 resistiu até 30 minutos de

incubacio (3,84 log UFC mL1). Em pH 7, a viabilidade da cultura ndo foi afetada, mesmo
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ap6s 2 horas (7,10 log UFC mL™) (Figura 1). Para ser considerada probi6tica, uma cultura
deve ser capaz de sobreviver em condi¢fes &cidas e manter a populacdo de bactérias durante
duas horas de transito no estdbmago (Kandylis, Pissaridi, Bekatorou, Kanellaki & Koutinas,
2016). Jacobsen et al. (1999) relataram que de 44 cepas de Lactobacillus spp. testadas, 16
ndo sobreviveram ao pH 2,5. Papamanoli et al. (2003) também observaram auséncia de
crescimento em pH 3 em 100% de cepas isoladas de salame. De acordo com Mufioz-Quezada

et al. (2013) a toleréncia de Lactobacillus spp. ao acido é altamente dependente da espécie e

da linhagem.
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Figura 1. Crescimento da cultura starter comercial em baixos valores de pH por 2 horas.

Médias acompanhadas pela mesma letra, no mesmo tempo, ndo apresentam diferenca significativa (p < 0,05)

pelo teste de Tukey.

3.1.4. Resisténcia a diferentes valores de sais biliares
No tempo 0, o tratamento controle (0% de sais biliares) (7,42 log UFC mL™) ndo

diferiu (p>0,05) do tratamento contendo 0,3% de sais biliares (7,18 log UFC mL™), mas
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diferindo (p<0,05) dos tratamentos 0,5% (7 log UFC mL™) e 0,7% (7,01 log UFC mL™) de

sais biliares, demonstrando perda da viabilidade da cultura nessas concentracdes (Figura 2).
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Figura 2. Crescimento da cultura starter comercial em diferentes concentracdes de sais

biliares por 2 horas.

Médias acompanhadas pela mesma letra, no mesmo tempo, ndo apresentam diferenca significativa (p < 0,05)

pelo teste de Tukey.

A partir de 0,5 h, nenhum tratamento diferiu (p>0,05) do controle, mesmo apds 2 horas
de incubacdo (Figura 2). Han, Kong, Chen, Sun & Zhang (2017) também verificaram
elevada tolerancia de Lactobacillus spp. isolados de embutidos aos sais biliares. Os sais
biliares sdo importantes no mecanismo de defesa do intestino com concentracdes fisioldgicas
normais variando de 0,3 a 0,5% (Mufioz-Quezada et al., 2013). No presente estudo, a cultura
starter exibiu forte resisténcia aos sais biliares em concentracGes de até 0,7% de sais biliares.
A adaptacdo aos sais biliares estd relacionada a alterages na atividade da glicosidase,

producdo de exopolissacarideos, fermentacédo de carboidratos, composi¢do de proteinas da
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membrana e acidos graxos, aumento da adesdo ao muco humano e inibicdo da adesdo de

patégenos (Mufioz-Quezada et al., 2013).

3.1.5. Caracteristicas tecnoldgicas

A cultura starter ndo produziu gas nem cépsula. Em embutidos, o uso de culturas
starter ndo produtoras de gas é desejavel uma vez que a producdo de gas estd associada a
formagéo cavidades no interior desses alimentos (Buckenhiiskes 1993). Ainda segundo o
autor, a producdo de cépsula é positiva para alguns alimentos fermentados, embora possa
contribuir de forma negativa durante o processamento de embutidos, principalmente durante
o fatiamento, pois microrganismos encapsulados podem se aderir aos equipamentos e ser
fonte de contaminacdo para outros produtos.

Para uma cultura starter ser considerada probiética, também deve ser resistente as
condic¢Bes do alimento. No caso de embutidos fermentados como o salame, as culturas
devem ser capazes de acidificar o meio e sobreviver a diferentes temperaturas e a presenca
de sais de cura (Tripathi & Giri, 2014).

A cultura starter foi capaz de reduzir o pH do meio de 7 para 4,88 apds 48 h de
incubacgdo. A rapida acidificacdo é uma caracteristica importante de culturas utilizadas na
fabricacdo de salames pois ocasiona uma ligeira queda do pH da massa carnea, dando
estabilidade ao produto (Kunrath et al., 2017).

A cultura starter apresentou capacidade de crescimento em 15° 25° e 35°C,
caracteristica importante em culturas fermentadoras de salame, pois esse intervalo de
temperatura € comumente utilizado no processo de producdo de embutidos céarneos
fermentados. A utilizacdo de aditivos quimicos pode afetar drasticamente o crescimento e a
viabilidade de culturas starter, representando um desafio as bactérias probioticas na
fermentacdo da carne (Tripathi & Giri, 2014). No entanto, a cultura starter avaliada
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apresentou capacidade de crescimento tanto em meio com adicdo de cloreto de sédio a 1,5,

2,5 e 3%, como em meio contendo nitrito a 100, 120 e 150 ppm e nitrato a 100, 200 e 300

ppm.

4. Concluséao

Embora a cultura starter comercial avaliada no presente trabalho apresente a maioria
das caracteristicas necessarias para um para um probiético, esta ndo pode ser considerada
probiotica devido a ndo tolerancia a acidez estomacal. Estudos futuros devem se concentrar
em elucidar a resisténcia da microencapsulacdo de culturas starters suscetiveis a baixos
valores de pH, pois esse conhecimento pode direcionar o desenvolvimento de novos

produtos funcionais.
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RESUMO

Este estudo avaliou o efeito do extrato hidroalcodlico da propolis vermelha (EHPV) nas
caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e microbioldgicas do salame de til&pia. Para a elaboracéo
do salame de tilapia inicialmente se determinou a concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM) do EHPV frente a cultura starter se chegando as seguintes
formulagbes: F1=0,01% de BHT, F2= 0,2% de EHPV, F3= 0,4% de EHPV, F4= 0,6% de EHPV ¢
F5=sem EHPV e BHT e realizado teste de aceitacdo. A partir da formulacéo aceita sensorialmente
juntamente com as formulagdes F1 e F5 foi elaborado novo lote para a caracterizagdo microbioldgica
(mesofilos, bactérias laticas, Staphylococcus spp. e coliformes a 45°C) e fisico-quimica (pH,
atividade de agua, cor, oxidacdo lipidica, bases volateis, umidade, lipidios e perda de peso) nos
intervalos de 0, 2, 4, 8 e 16 dias de maturagdo. A formulagdo mais aceita pelos provadores foi a F3.
O EHPV inibiu a cultura starter na formulacdo F3, resultando em alteragdo no pH desse salame ao
longo da maturagéo, mas néo diferiu das formulacdes F1 e F5 ap6s 16 dias. Os resultados mostraram
que o EHPV retardou tanto a oxidacéo lipidica como o conteido de bases volateis no salame. As
formulacGes F1, F3 e F5 apresentaram valores de umidade, lipidios, atividade de dgua e perda de
peso conforme limites preconizados pela legislacdo brasileira. Além disso, os valores dos parametros
de cor L*, a* e b* foram maiores (p<0,05) para a formulacdo F3 em relacéo as formulacdes F1 e Fb5.
A utilizacdo de EHPV a 0,4% como conservante natural € promissor na elaboracéo de salame de

tilapia pois inibe a deterioracdo quimica e microbiana.

Palavras-chave: BHT, andlise sensorial, oxidag&o lipidica, tempo de maturacéo.
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1. Introducgéo

O salame é um embutido carneo mundialmente consumido e sua aquisicdo tem
aumentado ao longo dos anos. De fato, somente no Brasil, no periodo de 2008 a 2009, a
aquisicdo familiar per capita de salame foi de 0,373 kg (IBGE, 2010), 52% superior ao
periodo de 2002 a 2003 (IBGE, 2004). Porém, a utilizacdo de aditivos quimicos na producéao
de embutidos tipo salame € motivo constante de preocupacao para os consumidores uma vez
que a ingestao excessiva desses conservantes ja foi relacionada com o desenvolvimento de
cancer (Hernandez, Portolés, Pitarch & Lopez, 2009; Kubow, 1992).

No Brasil, apesar do uso de aditivos como BHT (butil hidroxitolueno) e sais de cura
(nitrito e nitrato) ser permitido pela legislagéo de alimentos, a adicdo de extratos naturais
com efeitos equivalentes em produtos carneos, poderiam substitui-los, agregando valor ao
produto sem comprometer a aceitacdo sensorial (Fernandes, Trindade, Lorenzo, Munekata
& Melo, 2016). Diferentes extratos vegetais ja foram usados em produtos carneos como por
exemplo os extratos de alecrim, de orégano e de prépolis (Ribeiro et al., 2019).

Entre os extratos naturais estudados como alternativa aos conservantes, o extrato de
prépolis se destaca na protecdo da qualidade quimica e microbioldgica de diversos alimentos
desde suco de laranja a embutidos (Savoldi et al., 2019; Yang, Wu, Huang & Miao, 2017).
No Brasil existem varios tipos de propolis, mas a vermelha, oriunda principalmente da
espécie vegetal Dalbergia ecastaphyllum L., vem chamando bastante atencdo pela sua
composicao quimica rica em isoflavondides e alta atividade antimicrobiana (Machado et al.,
2016). Varios autores relataram diversificada atividade bioldgica da propolis (Frozza et al.,
2013), inclusive quando adicionada a produtos carneos (Kunrath et al., 2017). Embora uma
extensa pesquisa tenha se concentrado em investigar a atividade bioldgica da prépolis
vermelha, o papel dessa resina em produtos carneos fermentados permanece pouco
compreendido.
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Além disso, em virtude da maior conscientizacdo e preocupacdo dos consumidores
com a seguranca alimentar e a alta demanda por dietas mais saudaveis, a elaboracdo de
produtos a base de peixe é uma boa oportunidade para promover a ingestdo benéfica de
alimentos funcionais uma vez que essa matéria-prima contém gorduras saudaveis e
vitaminas essenciais (Sousa & Almeida, 2018).

Considerando a importancia da utilizacdo de extratos naturais na conservacgdo de
produtos carneos em substituicdo aos aditivos quimicos e da producdo de alimentos
funcionais, este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do EHPV nas caracteristicas

fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais de um salame elaborado com carne de tilapia.

2. Material e métodos
2.1. Amostra de extrato de prépolis

O extrato hidroalcodlico de prdpolis vermelha (EHPV) a 11%, diluido em alcool cereal
a 93,5%, foi obtido comercialmente no municipio de Canavieiras (15° 40’ 30°” S e 38° 56’

50°” W), estado da Bahia, nordeste do Brasil.

2.2. Atividade antibacteriana do EHPV

Foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo de acordo com Wiegand,
Hilpert & Hancock (2008). A concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracao
bactericida minima (CBM) do EHPV foram avaliadas frente a cultura starter comercial
(Lactobacillus sakei, Staphylococcus xylosus e Staphylococcus carnosus). As concentracfes
do EHPV avaliadas variaram de 55 a 0,001 mg mL™. A CIM foi definida como a menor
concentracdo capaz de inibir o crescimento bacteriano. Foi considerada bactericida a
concentracéo do extrato que ndo permitiu a reativacdo do microrganismo em meio isento do
extrato.
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2.3. Elaboracao do salame de til&pia e condic¢Ges de producéo

Os ingredientes utilizados na elaboragdo do salame de tilapia estdo listados na Tabela
1. Foram preparados 1 kg de massa para cada formulagéo de salame, perfazendo um total de
5kg.

Tabela 1. Ingredientes utilizados em cada formulacéo do salame de tilapia.

Ingredientes (%) F1 F2 F3 F4 F5
Filé de tilapia 85 85 85 85 85
Toucinho 15 15 15 15 15
Tempero pronto para salame 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6
Cultura starter (mL/kg) 1 1 1 1 1
Glicose 0,25 0,25 0,25 025 0,25
Amido 3 3 3 3 3
Coentro em po 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Cebola em p6 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Alho em p6 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Péprica 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Corante 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Sal de cura 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Extrato de propolis vermelha - 0,2 0,4 0,6 -
Antioxidante BHT 0,01 - - - -

Os filés de tilapia foram moidos em moedor manual usando disco de 8 mm de didmetro
e 0 toucinho cortado em cubos (4°C). Em seguida, a carne e a gordura para cada formulagéo
foram misturados e os demais ingredientes adicionados. A cultura starter foi padronizada

em 10% UFC mL™ e adicionada a massa. A massa foi embutida em tripa artificial de colageno
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calibre 45 mm e o salame mantido em camara para fermentacéo por 3 dias, umidade de 70-
80% e temperatura de 25°C. Posteriormente, a temperatura da cAmara foi reduzida para 14°C
e mantida por 13 dias para maturar o salame, tempo necessario para perder cerca de 40% do

peso inicial.

2.4. Analise sensorial

A avaliacdo das caracteristicas sensoriais das formulagdes F1, F2, F3 e F4 foi realizada
por 97 membros da comunidade académica (no. parecer do comité de ética 3.106.225).
Foram aplicados os testes afetivos quantitativos de preferéncia (ordenacao) e de aceitagéo
para atributos especificos utilizando a escala heddnica de sete pontos (gostei muitissimo a
desgostei muitissimo) e para impressdo global utilizando as escalas heddnica, de atitude e

de intencdo de compra de sete pontos (gostei muitissimo a desgostei muitissimo).

2.5. Sele¢do das formulacgBes apos analise sensorial

As analises microbioldgicas e fisico-quimicas foram realizadas nos dias 0, 2, 4, 8 e 16
apenas com o controle positivo (F1, contendo BHT), o controle negativo (F5, sem EHPV e
sem BHT) e a formulagao F3 (0,4% de EHPV), com base nos resultados obtidos no teste de
preferéncia da analise sensorial e na concentracdo que inibiu patdgenos Gram-negativos em

avaliacdo prévia (resultados ndo apresentados).

2.6. Analises microbioldgicas

Foi realizado a estimativa da densidade de coliformes a 45°C por meio da técnica do
nimero mais provavel e a contagem de Staphylococcus spp. (Agar Baird-Parker),
Staphylococcus coagulase positiva (Agar Baird-Parker), bactérias heterotroficas mesofilas
(Plate Count Agar — PCA), bactérias acido-lacticas (Agar de Man, Rogosa e Sharpe — MRS)
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e Salmonella spp. (Brilliant Green Agar, Deoxycholate-lysine-xylose agar — XLD, Agar
MacConkey e Salmonella Shigella Agar) utilizando a metodologia proposta no
Bacteriological Analytical Manual (BAM), descrita por Silva et al. (2010). Analises
microbioldgicas também foram realizadas nas amostras utilizadas na analise sensorial (2.4)
de acordo com o padréo exigido pela legislagéo (Brasil, 2001), para garantir a seguranga dos

provadores.

2.7. Analises fisico-quimicas
2.7.1. Atividade de agua (Aw) e andlise de cor

A determinacdo da atividade de agua (Aw) dos salames foi realizada com o auxilio
de medidor da marca Novasina, modelo LabStart-aw. A cor foi avaliada utilizando o
colorimetro da marca Konica Minolta, modelo CR-400 no sistema CIELAB, avaliando os

parametros L* (luminosidade), a* (indice vermelho) e b* (indice amarelo).

2.7.2. Determinacgdo de umidade, lipidios, pH e perda de peso
As andlises de umidade, lipidios e pH foram realizadas utilizando as metodologias
descritas pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). A perda de peso foi determinada como

descrito por Cirolini et al. (2010).

2.7.3. Oxidacdo lipidica (TBARS) e bases volateis totais (N-BVT)

A oxidacdo lipidica foi avaliada pela mensuracdo das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), de acordo com a metodologia descrita por Tarladgis, Watts,
Younathan & Dugan, (1960), com adaptactes. As amostras de salame (10 g) foram
homogeneizadas em 50 mL de solugdo aquosa de acido tricloroacético (7,5%) por 2 min em
liquidificador. Em seguida, a solucgéo foi filtrada e o volume completado para 50 mL. A
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solucgéo foi destilada por 20 min para eliminar a interferéncia de corantes presentes nas
amostras. Posteriormente, 5 mL foi misturado a 5 mL da solugdo aquosa de &cido
tiobarbiturico 0,02 M. A mistura foi aquecida em banho de 4gua a 100 °C durante 45 minutos
e depois resfriada em agua com gelo. A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotdmetro a 532 nm. Para quantificar os niveis de TBARS nas amostras foi utilizado
a equacdo y = 2E+0,7x + 0,0744, R? = 0,9909, obtida a partir da curva padrdo de 1,1,3,3-
tetraetoxipropano (TEP 1,0 x 10 141 M). Os resultados foram expressos em miligrama de
malonaldeido por kg de salame (mg de MDA eq kg™).

A determinagdo das bases volateis totais foi realizada conforme recomendagdo do

Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

2.8. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. As andlises de variancia
(ANOVA) e o teste de comparacdo de médias Tukey foram realizadas usando o programa
RStudio® (RStudio Team, 2015) para estudar diferencas significativas nos parametros
avaliados. As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05. Para avaliar a
ordem de preferéncia da andlise sensorial foi utilizado a estatistica ndo-paramétrica pelo
método de Friedman. A analise gréfica foi realizada com o auxilio do programa GraphPad

Prism® 8.

3. Resultados e discusséo
3.1. Atividade antibacteriana do EHPV

A CIM capaz de inibir a cultura starter foi de 0,05 mg mL* e a CBM de 55mg mL™.
Embora baixas concentra¢cbes do EHPV possam inibir a cultura starter, essencial na
fermentagdo de produtos carneos, a concentragdo bactericida em que o microrganismo nédo
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é capaz de ser reativado foi 1100 vezes superior a CIM. A inibic¢éo provavelmente é resultado
da composicdo quimica rica em triterpenos e isoflavonas como observado em trabalho

anterior utilizando extrato de prépolis vermelha (Machado et al., 2016).

3.2. Anélise sensorial
Todas as amostras de salame se encontravam dentro dos padrdes microbioldgicos
exigidos pela legislaco brasileira (Brasil, 2001). As notas médias obtidas nos testes afetivos

da avaliacdo sensorial nas 4 formulagdes do salame s&o apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Notas médias dos atributos sensoriais obtidos com as formulacGes de salame de

tilapia.
FormulacOes

Atributos F1 F2 F3 F4

IG (hedobnica) 514+145ab 5,26+1,09a 4,90+1,25ab 4,70£1,37Db
Sabor 519+1,38a 5,12+1,19ab 4,90+140ab 4,70+1,37D
Cor 540+1,00a 542+0,90a 5,22+0,93ab 5,00+1,16b
Aroma 515+1,09a 5,01+1,19ab 4,77+1,12b 4,87+£1,19ab
Textura 5,06+1,00ab 5,28+1,00ab 5,35+1,02a  5,02£1,20 b
Aspecto 5,06+1,19a  5,26+1,07a 4,96+x1,15a 5,03+1,14a
IG (atitude) 492+195a 4,85+1,62a 4,34+1,72ab  4,07+1,99 b
IG (int. de compra) 435+18la 4,32+166a 3,75£1,80b 3,61+181b

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha nao apresentam diferenca significativa (p>0,05) pelo Teste
Tukey. IG: impressdo global; F1: Formulagdo 1 (0,01% de BHT); F2: Formulagéo 2 (0,2% de propolis); F3:

Formulacédo 3 (0,4% de propolis); F4: Formulacdo 4 (0,6% de prdpolis).
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As formulagdes F1 (controle positivo) e F2 ndo foram significativamente diferentes
(p>0,05) em nenhum dos atributos avaliados, indicando que a concentracdo de 0,2% de
EHPV nédo compromete a aceitagdo dos provadores. A formulagéo F3 foi significativamente
diferente (p<0,05) das formulagdes F1 e F2 apenas no aroma e intengdo de compra. A maior
concentragdo do EHPV na formulacdo F3 (0,4%) em relacdo as formulagbes F1 e F2,
acentuou o aroma do salame contribuindo para menor intencdo de compra. No entanto,
apesar da menor aceitabilidade do aroma na formulacéo F3 ter sido decisivo na reducdo da
intencdo de compra, ndo afetou a aceitabilidade do sabor. O aroma da propolis é atribuido a
compostos volateis relacionados a especificidade da flora no local de coleta (Bankova,
Popova & Trusheva, 2014).

A formulagdo F4 apresentou notas medias inferiores em relagdo as demais
formulacGes, diferindo significativamente (p<0,05) em praticamente todos os atributos
avaliados, com excec¢do do aspecto e aroma, devido a maior concentracdo do EHPV na
formulacéo F4 (0,6%). Savoldi et al. (2019), avaliando diferentes tratamentos de salame de
carne suina com substituicdo total do antioxidante sintético BHT por até 0,05% de propolis,
ndo observaram diferenca (p>0,05) no teste de aceitacdo para aparéncia global, aroma,
textura e sabor.

A Figura 1 apresenta os resultados da impresséo global (escala heddnica) das quatro
formulacGes de salame, em porcentagem, dividido nas categorias rejeicdo, indiferenca e
aceitacdo. Independentemente da formulacdo, a aceitacdo do salame de tilapia com PV foi
muito superior a rejeicdo e a indiferenca, indicando que a adicdo do EHPV ndo afetou a
aceitacdo dos consumidores e que o salame de tilapia com propolis apresenta potencial de
comercializacao.

As amostras mais preferidas foram as formulacées F1, F2 e F3 (sem diferenca
significativa ao nivel de 5% pelo teste de ordenacdo, método de Friedman). Desse modo,
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considerando que a formulacdo F1 e F5 sdo os controles e que a concentragdo do EHPV
capaz de inibir patdgenos Gram-negativos foi mais elevada (resultados ndo publicados), a

formulacdo escolhida para as demais analises foi a F3 (0,4% de prépolis).

100 -
mm Fl
S0 - = F2
= Fs
60 _
40—
20+
N 1

T
Rejeicio Indiferenca Aceitacio

Figura 1. Porcentagem de notas inferiores a 4 (rejeicao), iguais a 4 (indiferenca) e superiores

a 4 (aceitacdo) para impressao global (escala heddnica). F1: salame contendo BHT; F2:

salame contendo 0,2% de EHPV; F3: salame contendo 0,4% de EHPV e F4: salame

contendo 0,6% de EHPV.

3.3. Andlise microbioldgica do salame durante o periodo de fermentagéo

No inicio da fermentacdo (T0), a contagem de mesdfilos e bactérias laticas nas
formulaces F1 e F5 foi quase 2 ciclos logaritmicos superior (p<0,05) a formulacdo F3
(Tabela 3), demonstrando que o EHPV inibiu as bactérias nesse primeiro momento. No
segundo dia (T2) de fermentacdo, a contagem de bactérias laticas na formulagdo F3
aumentou e passou a ndo diferir das demais formulacGes, revelando que apesar da inibi¢ao

inicial, a viabilidade das bactérias ndo foi afetada e o crescimento foi reestabelecido,

93



sugerindo que a substituicdo de BHT por EHPV ndo afeta o processo fermentativo do salame

de peixe.

Tabela 3. Analises microbioldgicas (log UFC mL™) dos diferentes salames de peixe

formulados durante o periodo de maturacgéo.

Dias Formulacdo  Mesofilos  Bactérias laticas ~ Staphylococcus — Coliformes
spp. a 45°C
T0 F1 8,20+0,06a 8,33+0,05a 8,12+0,06a <la
F3 6,4310,01b 6,50+0,03b 6,17+0,15b <la
F5 8,2310,07a 8,38+0,10a 8,17+0,09a <la
T2 F1 8,37+0,02a 8,9340,25a 8,47+0,31a 2,96+0,13a
F3 7,94+0,02b 8,56+0,67a 7,34+£0,51b 2,7610,22a
F5 8,40+0,05a 8,95+0,27a 8,49+0,29a 2,96+0,00a
T4 F1 9,36+0,98a 8,08+0,24a 7,08+0,19a <la
F3 9,08+0,89% 8,19+0,37a 6,46+0,04b <la
F5 9,23+0,15a 8,55+0,14a 6,77+0,20ab <la
T8 F1 9,2740,83a 8,62+0,06a 6,43+0,23a <la
F3 7,71+0,19b 7,9240,09b 6,13+0,24a <la
F5 8,62+0,30ab 8,7740,29 6,52+0,23a <la
T16 F1 7,07+0,35ab 7,89+1,20a 6,05+0,57b <la
F3 6,42+0,11b 7,22+0,74a 6,25+0,40b <la
F5 8,7310,22a 8,4310,20a 7,39+0,37a <la

Médias acompanhadas pela mesma letra, na mesma coluna, no mesmo dia, ndo apresentam diferenca

significativa (p > 0,05) pelo teste de Tukey.
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No oitavo dia (T8) houve uma redugéo significativa (p<0,05) no crescimento de
bactérias laticas e mesdfilos na formulacdo F3 em relagdo a F1, provavelmente decorréncia
do efeito inibitdrio do EHPV. Porém, apds 16 dias de fabricacdo, as formulacbes F1 e F3
ndo diferiram entre si (Tabela 3), sugerindo que mesmo apo6s a reducdo da atividade de agua
do embutido, as bactérias continuaram viaveis (Macedo, Pflanzer Junior, Terra & Freitas,
2008).

Cirolini et al. (2010), avaliando a contagem de bactérias laticas em salame tipo italiano
com culturas starter nativas também verificaram valores de bactérias laticas acima de 7 log
UFC g ap6s 21 dias de maturacdo. A elevada quantificacio de bactérias laticas é um
requisito importante na producdo de salame uma vez que atuam reduzindo o pH do produto
com a producdo de &cidos, inibindo patégenos e conferindo o sabor tipico de salame
(Tripathi & Giri, 2014).

Nos quatro primeiros dias se verificou um decréscimo significativo (p<0,05) na
contagem de Staphylococcus spp. na formulagdo F3 em relagdo a formulagdo F1,
provavelmente pelo efeito inibitério do EHPV. No 16° dia de maturacdo, a contagem de
Staphylococcus spp. apresentou reducdo nas formulagbes F1 e F3 quando comparada a
formulacdo F5 (Tabela 3). De acordo com Stahnke (1995), a sobrevivéncia de S. xylosus €
reduzida pela sensibilidade ao acido produzido pelas bactérias laticas. A presenca de
Staphylococcus xylosus e S. carnosus é importante pois sdo responsaveis pela estabilidade
do produto (Drosinos et al., 2005).

A presenca de coliformes foi observada apenas no segundo dia de fermentacdo em
todos as formulagGes (Tabela 3), abaixo do limite preconizado pela legislagéo brasileira (3
log UFC g?), demonstrando boa qualidade higiénicossanitarias da matéria prima (Brasil,
2001). Esse resultado sugere que apos 2 dias de fermentacao, os coliformes foram fortemente
inibidos pelo &cido produzido pelas bactérias laticas, demonstrando a rapida acéao inibidora
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da cultura starter a microrganismos indesejaveis. Ndo foi detectada a presenca de
Staphylococcus coagulase positiva nem Salmonella spp. em nenhuma formulagdo em todo

0 processo de producédo do salame.

3.4. Andlises fisico-quimicas
3.4.1.pH

A reducdo do pH das formulagdes foi observada até o oitavo dia de maturacao (Figura
2A). No entanto, se observou que nos dias TO e T2 o pH da formulagdo F3 ndo apresentou
alteracédo, diferindo (p<0,05) das formulages F1 e F5. Isso deve ter ocorrido devido a
inibicdo das bactérias laticas pelo EHPV (Tabela 3), uma vez que as bactérias laticas
produzem &cido e sdo responsaveis pela reducdo do pH em embutidos fermentados. Esse
resultado ainda sugere que, na formulagdo F3, apesar do crescimento de bactérias laticas ter
sido reestabelecido no tempo T2 (Tabela 3), a producéo de &cido ficou atrasada até o tempo
T8 (p<0,05) (Figura 2A).

A reducdo do pH em embutidos carneos fermentados é essencial para melhorar a
seguranca do produto, bem como para produzir caracteristicas sensoriais desejaveis pois
facilita a degradacdo de lipidios e proteinas precursoras do sabor pelas enzimas tissulares e
microbianas (Savoldi et al., 2019).

A partir do oitavo dia o pH em todas as formula¢cdes aumentou nédo diferindo (p>0,05)
até o final da maturacdo. Esse comportamento pode ser explicado pela reducdo do
metabolismo das bactérias laticas em virtude da desidratacdo do salame e pela producéo de
amonia por meio da descarboxilacdo e desaminacao dos aminoacidos, tornando 0 meio mais
alcalino (Caccioppoli, Custddio, Vieira, Coelho & Gloéria, 2006). Savoldi et al. (2019)
também observaram esse perfil comportamental no pH de salame tipo italiano adicionado
de propolis.
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Figura 2. Valores médios de pH (A), atividade de agua (Aw) (B), oxidacéo lipidica (C) e
bases volateis totais (D) nas trés formulacdes de salame de tilapia durante o periodo de
maturacdo. F1: salame contendo BHT; F3: salame contendo 0,4% de EHPV; e F5: salame

sem BHT e EHPV.

3.4.2. Atividade de 4gua

A Aw diminuiu em todos as formulacGes até o final da maturacdo dos salames (Figura
2B). Apos 16 dias, a Aw das formulacdes F1 e F5 reduziu para 0,81 e 0,80 respectivamente
e foi significativamente inferior (p<0,05) a Aw da formulacdo F3 (0,85). No final da
maturacdo, a Aw de todas as formulagdes avaliadas foi inferior ao limite maximo

estabelecido pela legislagéo brasileira de 0,92 (Brasil, 2000). A reducdo observada na Aw
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pode ser explicada pela diminuicdo do pH pois a capacidade de retencdo de &gua das
proteinas da carne é reduzida quando o pH se aproxima de seu ponto isoelétrico causando a
desidratacdo no embutido (Mendes et al., 2014).

A reducdo da Aw em embutidos como o salame é fundamental para a conservagao
desses produtos uma vez que contribui para a seguranga microbioldgica do produto (Kunrath

etal., 2017).

3.4.5. Oxidacdo lipidica

O valor de TBARS na formulagio F1 variou de 0,11 a 0,60 mg de malonaldeido kg™
enquanto na formulagdo F3 variou de 0,11 a 0,70 mg de malonaldeido kg e na formulagio
F5 de 0,12 a 0,80 mg de malonaldeido kg (Figura 2C). Todas as formulagGes apresentaram
aumento no conteddo de TBARS nos dois primeiros dias de fermentacéo, provavelmente
devido a maior temperatura nesse periodo (25°C). Han & Park (2002) observaram que em
salsichas de porco curadas e adicionadas de 0,4% de propolis, os valores de TBARS
aumentaram a medida que a temperatura de armazenamento aumentava de 5° para 20°C.

Os valores de TBARS na formulacéo F3 (0,4% de EHPV) foram significativamente
superiores (p<0,05) aos encontrados na formulacgdo F1 (controle-BHT) a partir do dia 4° dia,
no entanto, quando comparado com a formulagdo F5 (controle negativo), os valores de
TBARS da formulacdo F3 foram significativamente inferiores (p<0,05) (Figura 3C).
Resultados semelhantes foram relatados por Kunrath et al. (2017), ao observarem que ap0s
35 dias, no final da maturacao do salame tipo italiano elaborado com carne suina e defumado
a frio, a formulagdo contendo BHT foi mais eficiente (p<0,05) na inibicdo da oxidacdo
lipidica do que as formulagcfes contendo 0,01 e 0,05% de propolis. Han & Park (2002),
também verificaram que o extrato etandlico de propolis a 0,4% reduziu significativamente
(p<0,01) os valores de TBARS em salsichas curadas apds 2 e 4 semanas de armazenamento.

98



A acdo antioxidante de extratos de propolis é atribuida principalmente ao seu contetdo
fendlico (Andrade, Denadai, Oliveira, Nunes & Narain, 2017).

Apesar da maior oxidacgdo lipidica na formulagdo F3 quando comparada ao controle
contendo BHT, a adi¢do de prépolis inibe a oxidacdo lipidica quando comparada ao salame
sem nenhum agente antioxidante (F5). Os valores obtidos nas trés formulagdes de TBARS
foram inferiores a 3 mg MDA kg, valor considerado por Cadun, Cakli & Kisla (2005) como
limite de percepcéo de rango em pescado. De fato, como mostrou a analise sensorial, ndo foi
observado diferenca (p>0,05) no sabor das formulagfes F1 e F3 (Tabela 2). A legislagéo

brasileira ndo preconiza limite de malonaldeido em carne de peixe.

3.4.6. Bases volateis totais

O conteudo de N-BVT é utilizado como indice de qualidade do pescado para medir a
extensdo da degradacdo de proteinas, aminoacidos e a putrefacdo das carnes (Ali, Kassem &
Atta, 2010). Os resultados de N-BVT encontrados nas formulagdes F1, F3 e F5 durante o
periodo de maturacdo dos salames sdo apresentados na Figura 2D.

Os valores obtidos na formulacdo F1 variaram de 0 a 28,03 enquanto na formulagéo
F3 variaram de 0 a 19,67 e na formulagdo F5 de 0 a 26,13 mg N-BVT 100g. Diferenca
significativa (p<0,05) entre as formulagdes F1 e F3 comegou a ser observada entre as
formulacGes a partir do tempo T4 até o final da maturacéo (Figura 2D). Esse resultado pode
ser atribuido a acdo conservadora da prépolis sobre bactérias proteoliticas (Ali et al., 2010).
Também foi observado que apo6s o 8° dia de maturacdo o contetdo de N-BVT em todas as
formulacdes se manteve praticamente estavel até o final da maturacéo. O contetdo de bases
voléteis da formulagdo F5 foi significativamente superior ao encontrado nas formulacfes F1

e F3 apos 2 e 4 dias de maturagdo. Apesar desse aumento inicial, apos 8° dia, o conteudo de
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bases volateis da formulagdo F5 também permaneceu estavel até o final da maturacdo nao
diferindo (p<0,05) da formulacdo F1.

Ali, Kassem & Atta (2010), verificaram que o conteldo de N-BVT avaliado em
salsicha oriental fresca adicionado de extrato etandlico de propolis a 0,6% variou
gradualmente de 9,8 a 19,3. De acordo com Albuquerque & Zapata (2004) os valores de N-
BVT variam a depender da metodologia utilizada, a espécie do pescado e o0 estagio de
alteracdo. Todos os valores encontrados foram inferiores ao limite méximo estabelecido pela

legislacéo brasileira de 30 mg N-BVT 1009 (Brasil, 1997).

3.4.4. Umidade, lipidios e perda de peso

Ao final do processo de maturacdo, a umidade da formulacdo F1 foi de 18,6%
enquanto que da formulagéo F3 foi de 21,8% e da F5 de 19,4%, dentro do limite estabelecido
pela legislacdo brasileira de no maximo 40% de umidade (Brasil, 2000). Kunrath et al.
(2017) encontraram teores de umidade superiores ao presente trabalho de 30% e 29% em
salame tipo italiano adicionado de 0,01% e 0,05% de prdpolis respectivamente, apos a
maturacdo. Teores baixos de umidade baixos funcionam como barreira para a proliferacao
de microrganismos deteriorantes. Além disso, em combinagdo com o pH acido, baixos teores
de umidade conferem ao salame textura e sabor caracteristicos (Kunrath et al., 2017).

O lipidio é considerado um constituinte importante do salame pois confere suculéncia,
sabor e aroma. O teor de lipidios foi de 7,01% na formulacdo F1 (controle), de 12,61% na
formulacdo F3 e 8,2% na formulacdo F5 em conformidade com a legislacdo brasileira que
estabelece um valor maximo de 35% (Brasil, 2000). No presente estudo, a quantidade de
lipidio encontrada pode ser atribuida principalmente a baixa quantidade de gordura utilizada

na producdo dos salames, uma vez que a tilapia é considerado um peixe magro.
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A média da perda de peso da formulacgdo F1 foi de 39,63%, da F3 foi de 40,77% e da
F5 de 38,9%. Esses resultados encontram-se na faixa considerada ideal para produtos
fermentados secos entre 30 e 40% (Cirolini et al., 2010). Valores superiores foram
encontrados por Cirolini et al. (2010) ap6s a maturacdo de salame tipo italiano com

diferentes culturas starters.

3.4.3. Determinacéo da cor

O valor de L* (luminosidade) foi significativamente maior para a formulagéo F1 e F5
no tempo T2. No entanto, apds 16 dias de maturacéo, o valor de L* diminuiu para todas as
formulacGes e foi maior para a formulagéo F3 (p<0,05) (Tabela 4). De acordo com Bozkurt
& Bayram (2006), o decréscimo no valor de L* indica formacdo de cor escura em
decorréncia de reacGes de escurecimento. J& Bernardi, Favaro-Trindade, Trindade, Balieiro
& Contreras-Castillo (2013), relataram que a reducdo da luminosidade é resultado da menor
quantidade de luz refletida que ocorre em virtude da perda de umidade e concentracdo dos
componentes. Savoldi et al. (2019) também verificaram decréscimo dos valores de L* apds
28 dias de maturagdo em salame tipo italiano adicionado de propolis.

Os valores de a* (indice vermelho) ndo variaram significativamente (p>0,05) entre as
formulacdes durante 8 dias de maturacdo, porém, apos 16 dias, o valor de a* da formulacédo
F3 foi significativamente superior (p<0,05) ao das formulacGes F1 e F5 (Tabela 4). Os
valores de a* aumentaram no final da producdo dos salames devido ao processo de cura,
onde a mioglobina, principal pigmento carneo, ao reagir com o 6xido nitrico forma o
composto nitrosomioglobina, que confere a coloracdo avermelhada aos produtos curados
(Savoldi et al., 2019), embora no caso da formulacéo F3 a maior intensidade da cor vermelha

também tenha sido resultado da presenca do EHPV. Cirolini et al. (2010), ao avaliarem
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amostras de salame sem adicao de prépolis, também verificaram valores de a* mais baixos

(a* 12,32 - 13,97).

Tabela 4. Valores médios da determinacdo de cor nos salames formulados F1: salame

contendo BHT; F3: salame contendo 0,4% de EHPV; e F5: salame sem BHT e EHPV, por

meio dos pardmetros L* (luminosidade), a* (indice vermelho) e b* (indice amarelo).

Indices de cor

Dias  Formulacao L* ax b*
0 F1 43,79%0,40a 10,02+0,14a 23,41+0,88a
F3 42,660,652 10,29+0,43a 22,31+0,85a
F5 45,46%0,82a 9,8+0,10a 24,44+0,28a
2 F1 48,04+1,30a 9,61+0,73a 21,42+0,88a
F3 44,66+0,64b 9,00+0,40a 19,63+0,74a
F5 48,08+1,47a 9,93+0,43a 20,01+0,71a
4 F1 47,25%0,62a 10,17+1,17a 18,94+0,54a
F3 44,75+1,36a 8,70+1,13a 17,63+1,75a
F5 48,61+1,22a 9,69+0,47a 20,41+0,63a
8 F1 47,77+2,80a 7,90+2,83a 18,62+1,19a
F3 47,76%0,68a 8,66+0,77a 18,28+1,49a
F5 48,09+1,61a 10,18+0,57a 19,77+0,38a
16 F1 40,70+4,66b 14,26+0,92b 28,95+2,08b
F3 45,36+0,09a 17,65+0,11a 36,08+0,40a
F5 39,70+1,67b 15,70+0,26b 29,31+1,39b

Médias acompanhadas pela mesma letra, na mesma coluna, no mesmo dia, ndo apresentam diferenca

significativa (p > 0,05) pelo teste de Tukey.
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Apbs 16 dias, os valores de b* (indice amarelo) também aumentaram, especialmente
para a formulacéo F3 (p<0,05). De acordo com American Meat Science Association (1991),
0s aumentos no valor de b* estdo relacionadas com o desbotamento da cor das carnes. De
acordo com Zakaria & Sarbon (2018), os valores de b* de embutidos curados de emulséo de
peixe aumentam durante a maturagao.

Nos trés indices de cor avaliados, observou-se que a formulagdo F5 apresentou a
mesma tendéncia de variagdo encontrada na formulagdo F1, indicando que o BHT néo
influencia a coloragdo do salame de tildpia. De fato, a formulacdo F5 ndo diferiu

significativamente da F1 durante todo o periodo de maturacao.

4. Concluséo

O uso de EHPV no salame de tilapia mostrou eficacia no controle do processo
oxidativo podendo ser usado em substitui¢cdo ao antioxidante sintético BHT. Além disso, o
salame de tilapia contendo prépolis apresentou caracteristicas microbioldgicas e fisico-
quimicas desejaveis sendo bem aceito sensorialmente. Estudos futuros sdo necessarios para
avaliar a influéncia de extratos de propolis na vida util do produto ap6s o processo de

maturacao.
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