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RESUMO

Evidéncias cientificas apontam que o consumo elevado de produtos carneos processados esta
relacionado com a incidéncia de neoplasias malignas, principalmente o cancer colorretal.
Nesse contexto, tem aumentado o interesse dos consumidores por produtos reformulados com
o0 teor minimo de nitrito residual e adicionados de ingredientes naturais. Os vegetais além de
fornecerem o nitrito indiretamente, também fornecem compostos bioativos e antioxidantes
que podem enriquecer o produto final e minimizar a formacéo das substancias potencialmente
cancerigenas. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicagdo do
extrato de coentro (Coriandrum sativum L.) em linguicas suinas cozidas durante estocagem
refrigerada (4 °C). Foram realizados 4 tratamentos: F1 (Formulacdo Controle) = sem sal de
cura e sem adicdo de extrato de coentro; F2 (Formulacdo Padrdo) = adicionada de sal de cura;
F3 = com adicdo de 0,29% de extrato de coentro; F4 = com adi¢do de 0,58% de extrato de
coentro. O extrato foi avaliado quanto ao pH, cor, atividade antioxidante e atividade
antimicrobiana contra E. coli e S. aureus. As linguicas foram caracterizadas quanto a
composicdo centesimal (umidade, cinzas, proteina, lipidios e carboidratos) e durante a
estocagem refrigerada (4 °C) por 30 dias as linguicas foram avaliadas quanto aos teores
residuais de nitrato e nitrito, pH, Aw, TBARS e cor. A utilizagdo do extrato de coentro ndo
influenciou nos teores de proteina, lipidios e carboidratos das formulagdes. No entanto, houve
diferenca significativa para os valores de umidade e cinzas. Os teores de nitrato residual
apresentaram-se dentro dos padrdes normativos, enquanto os niveis de nitrito residual
apresentaram-se abaixo do limite minimo detectavel pelo método utilizado (<5mg.kg™) nas
formulacGes adicionadas do extrato de coentro. Com relacdo aos valores de TBARS, a F2
apresentou 0s menores valores. No entanto, o uso do extrato de coentro também foi eficaz no
controle da oxidacdo lipidica durante o armazenamento. A aplicacdo de extrato de coentro
resultou em menores valores de pH e uma menor tendéncia ao desenvolvimento da cor
vermelha (a*). Assim, a utilizacdo do extrato de coentro podera ser utilizada para se reduzir a
guantidade de nitrito utilizada nesses produtos, pois mostrou ter efeito no controle da

oxidacao lipidica.

Palavras-chave: Extrato vegetal. Produto carneo. Oxidacao.



ABSTRACT

Scientific evidence indicates that the high consumption of processed meat products is related
to the incidence of malignant neoplasms, especially colorectal cancer. In this context,
consumer interest has been increasing for reformulated products with a minimum residual
nitrite content and added natural ingredients. Vegetables not only provide nitrite indirectly but
also provide bioactive and antioxidant compounds that can enrich the end product and
minimize the formation of potentially carcinogenic substances. Thus, the objective of this
work was to evaluate the effect of coriander (Coriandrum sativum L.) extract application on
cooked pork sausages during refrigerated storage (4 °C). Four treatments were performed: F1
(Control Formulation) = no curing salt and no coriander extract added; F2 (Standard
Formulation) = added curing salt; F3 = with 0.29% coriander extract added; F4 = with
addition of 0.58% coriander extract. The extract was evaluated for pH, color, antioxidant
activity and antimicrobial activity against E. coli and S. aureus. The sausages were
characterized for centesimal composition (moisture, ashes, protein, lipids and carbohydrates).
During 30 days of cold storage (4 ° C) the sausages were evaluated for residual nitrate and
nitrite levels, pH, Aw, TBARS and color. The use of coriander extract did not influence the
protein, lipid and carbohydrate contents of the formulations. However, there was a significant
difference for moisture and ash values. In formulations added with coriander extract the
residual nitrate levels were within normative standards while residual nitrite levels were
below the lower limit detectable by the method used (<5mg.kg™). Regarding to TBARS
values, F2 presented the lowest values. However, the use of coriander extract was also
effective in controlling lipid oxidation during storage. Coriander extract application resulted
in lower pH values and also in less tendency to develop red color (a*). Thus, the application
of coriander extract may be used to reduce the amount of nitrite added in these products, as it

has been shown to have an effect on lipid oxidation control.

Keywords: Vegetable extract. Meat product. Oxidation.
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1 INTRODUCAO

A indGstria de carne através da utilizacdo de diferentes tipos de tecnologias,
possibilita o desenvolvimento de produtos carneos com sabor, cor e aroma proprios
ampliando a diversidade de produtos disponiveis comercialmente. Tem-se evidenciado um
aumento significativo na producdo de produtos carneos pelas industrias que tém investido
cada vez mais nessa area visando a melhoria da qualidade. Ao longo dos Gltimos anos, a
participacdo relativa de produtos carneos aumentou de 1,05 para 3,04 entre 1975 a 2003. A
ultima Pesquisa de Orcamento Familiar, realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) revelou que a linguica é um dos produtos carneos mais consumidos entre
0s brasileiros, seguida de salsicha e mortadela (IBGE, 2010).

Durante o processamento industrial, os aditivos quimicos podem ser
intencionalmente adicionados com o objetivo de garantir a seguranca e estabilidade do
produto. Dentre a classe dos conservantes, o nitrato e o nitrito de sdédio/potassio sao
amplamente utilizados na formulagdo dos produtos cérneos por serem eficazes contra diversos
agentes patdgenos, atuarem como antioxidantes e, possibilitarem o desenvolvimento de cor e
sabor dos produtos curados (SHAHIDI; SAMARANAYAKA; PEGG, 2014; TAORMINA,
2014).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) regulamenta o
uso, especifica o tipo, a finalidade e quantidade de aditivo que pode ser empregado em cada
alimento. A legislacdo brasileira estabelece o limite maximo permitido para o nitrato (INS —
251) em 300 ppm e 150 ppm para o nitrito (INS-250) em produtos carneos (BRASIL, 2019).

Entretanto, em recente publicacdo da International Agency for Research on
Cancer (IARC) a carne processada foi classificada como potencialmente carcinogénica para
humanos, elevando a preocupacdo quanto a ingestdo desses produtos (BOUVARD et al.,
2015). Uma das provaveis explicacGes entre a ingestdo de produtos carneos e o diagndstico de
cancer é a possibilidade do nitrito de sodio sintético utilizado diretamente nos alimentos
processados promover a formacdo de substancias genotoxicas com elevado potencial
carcinogénico. A classificacdo dos produtos cérneos na categoria Al, como alimentos
potencialmente cancerigenos, demanda a utilizacdo de estratégias inovadoras de
processamento para minimizar a preocupagdo com a saude correlacionada ao consumo desses
produtos (BOADA; HENRIQUEZ-HERNANDEZ; LUZARDO, 2016; HUNG; KOK;
VERBEKE, 2016; KIM; COELHO; BLACHIER, 2013; WANG et al., 2012).
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Atualmente, os consumidores estdo cada vez mais conscientes da relacdo entre
dieta e salde, fato que tem levado ao aumento do interesse em alimentos formulados com
ingredientes naturais e com o teor minimo de nitrito residual. Por esse motivo, a inddstria de
alimentos embasada na bioquimica do processo de cura tradicional comegou a utilizar
vegetais com elevado teor de nitrato na elaboragdo de produtos carneos. Os vegetais como,
aipo, beterraba, alface, espinafre, além de fornecerem o nitrito indiretamente, também
fornecem compostos bioativos e antioxidantes que podem enriquecer o produto final e
minimizar a formacdo das substancias potencialmente cancerigenas. Além disso, a adicdo de
fontes vegetais atende as exigéncias do mercado de produtos organicos em que 0s sais de cura
tém seu uso restrito (HORSCH et al., 2014; HUNG; KOK; VERBEKE, 2016).

Durante o processamento desses novos produtos, as fontes naturais podem ser
adicionadas das seguintes formas: suco/extratos vegetais com alta concentracdo de nitrato ou,
suco/extratos vegetais “pré convertidos” ou “pré—fermentados” nos quais o nitrato ¢
convertido a nitrito antes de ser adicionado a formulagdo (KRAUSE et al., 2011; HORSCH et
al., 2014).

Em relacdo as substancias bioativas presentes nos extratos vegetais destacam-se
os compostos fenodlicos, os quais podem atuar como agentes antioxidantese antimicrobianos.
Esses compostos possuem a capacidade de sequestrar Espécies Reativas ao Oxigénio (ERO)
como radicais superoxido, &cido hipocloroso, e peroxila e/ou Espécies Reativas ao Nitrogénio
(ERN) que sdo radicais livres capazes de provocar efeitos deletérios ao alimento. Além disso,
0s compostos fendlicos sdo capazes de retardar ou inibir processos oxidativos podendo evitar
a oxidacdo lipidica e outras alteracdes de cor, aroma, sabor, textura e valor nutricional
(RIBEIRO et al., 2019).

Assim, tem-se o coentro (Coriandrum sativum L.), que € uma herbacea cultivada
em vérios paises e que possui elevado contetido de nitrato (237 mg.100g™ de peso seco),
carotendides (217 mg.100g™ de peso seco), flavonéides e polifendis (6273,47 mg.kg™ de peso
seco). Portanto, o extrato de coentro apresenta significativo potencial de uso na formulacdo de
produtos carneos. Desse modo, 0s extratos vegetais fornecem aos processadores de carne a
possibilidade de desenvolver novos produtos com maior valor nutricional e beneficos para a
salude (BARROS et al., 2012; DIVYA; PUTHUSSERI; NEELWARNE, 2012; TANG et al.,
2013). Dentro desse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo do

extrato de coentro (Coriandrum sativum L.) em linguicas suinas cozidas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A conscientizacdo da relacdo entre dieta e salde, tem levado ao aumento do
interesse em alimentos formulados com ingredientes naturais, que além de saudaveis e
nutritivos, também proporcionem beneficios adicionais ao seu consumo.

Desse modo, faz-se necessaria uma compreensdo das dimensdes das
caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimicas dos alimentos produzidos com métodos
alternativos a adicao direta de nitrito de sodio, para que a aplicacdo desses procedimentos ndo
altere as caracteristicas inerentes dos produtos carneos fabricados industrialmente e

possibilitem o incremento das propriedades funcionais.

2.1 Produtos carneos

De acordo com Brasil (2017), produtos carneos sdo aqueles obtidos de carnes, de
middos e de partes comestiveis das diferentes espécies animais, com as propriedades originais
das mateérias-primas modificadas por meio de tratamentos fisico, quimico ou bioldgico, ou
ainda pela combinacdo destes métodos em processos que podem envolver a adi¢do de
ingredientes, aditivos ou coadjuvantes de tecnologia.

Deste modo, 0 processamento de carnes através da defumacdo, cozimento, salga,
cura e fermentagéo entre outras tecnologias, permite a elaboragdo de novos produtos com cor,
sabor e aromas especificos, dependendo do processo empregado. Assim, aumenta a variedade
de produtos disponiveis comercialmente, dentre eles: presunto, apresuntado, paté, salsicha,
bacon, mortadela, linguicas, salames, pepperoni, hambdrguer, nuggets e conservas em lata
(SHAHIDI; SAMARANAYAKA; PEGG, 2014).

O processamento também permite a reducao da perecibilidade e agrega valor de
mercado aos produtos carneos. Na formulacdo desses produtos podem ser usados carne
bovina, suina, frango, peru e/ou peixe. Um dos pontos que podem ser destacados no
processamento € a agregacdo de valor ao produto com a utilizacdo de cortes que ndo séo
aproveitados para o consumo in natura, gerando alternativas para a sua comercializagdo
(BRASIL, 2017).

Conforme o Art. 288 do Decreto n° 9.013 de mar¢o de 2017, embutidos sdo 0s
produtos carneos elaborados com carne ou com Orgdos comestiveis, curados ou néo,
condimentados, cozidos ou ndo, defumados e dessecados ou ndo, tendo como envoltério a

tripa, a bexiga ou outra membrana animal (BRASIL, 2017).
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O mesmo decreto, em seu Art. 297, define que linguica é o produto carneo obtido
de carnes cominuidas das diferentes espécies animais, condimentado, com adi¢do ou ndo de
ingredientes, embutido em envoltério natural ou artificial e submetido a processo tecnologico
especifico (BRASIL, 2017).

O aumento da renda familiar estimula os consumidores a diversificar a
alimentacdo e, consequentemente, aumentar o consumo de proteina animal em relagdo ao
consumo de carboidratos. Na ultima Pesquisa de Or¢camentos Familiares (POF) 2008-2009, os
embutidos contribuiam com 2,4 a 4,6% das calorias ingeridas nas areas urbanas brasileiras
(IBGE, 2010).

Ao longo dos ultimos anos, a industria brasileira de produtos cérneos tem
expandido, ganhando espaco de destaque no competitivo mercado internacional. Segundo a
Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA) (2018), em 2017, o Brasil ocupou o 4°
lugar no ranking mundial da producdo de carne suina, sendo que 81,5% da producdo é
destinada ao mercado interno e 18,5% é destinada ao mercado externo. Neste mesmo ano, o
Brasil exportou 697 mil toneladas de carne suina, e 0s embutidos representaram 1,37% das
exportacOes brasileiras de carne suina por produto.

No Brasil, 0 consumo per capita da carne suina foi de 14,7 kg/habitante. A ultima
Pesquisa de Orcamento Familiar revelou que a linguica € um dos produtos carneos mais
consumidos, em média 3,3 g/dia por pessoa, seguida de salsicha 2,1 g/dia e mortadela 1,4
g/dia (IBGE, 2010).

2.2 Nitrato e nitrito de sédio: propriedades e aplicacBes

Os aditivos alimentares sdo definidos como qualquer ingrediente adicionado
intencionalmente aos alimentos, sem propdsito de nutrir, com o objetivo de modificar as
caracteristicas fisicas, quimicas, biologicas, ou sensoriais, durante a fabricacéo,
processamento, preparacdo, tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem,
transporte ou manipulacao de um alimento (BRASIL, 2019).

Cada pais tem as suas proprias leis e regulamentaces em relagdo ao uso dos
aditivos em produtos alimenticios. No Brasil, a Anvisa regula o uso, especifica o tipo, a
finalidade e quantidade de aditivo que pode ser empregado em cada alimento. Esses
compostos sdo categorizados em 23 classes dependendo da fungdo desempenhada no
alimento. Algumas classes de aditivos impedem ou retardam as alteragfes provocadas por

microrganismos ou enzimas, prologando a vida util como os conservantes, e outras classes
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aprimoram as propriedades nutricionais, como os edulcorantes, corantes e aromatizantes. Por
isso, a escolha de um determinado aditivo depende de varios fatores, como as caracteristicas
quimicas e fisicas do alimento, os provaveis agentes contaminantes e as condi¢bes de
armazenamento (BRASIL, 2019).

Dentre os aditivos quimicos incluidos na categoria dos conservantes, o nitrato de
sodio (NaNO3) e o nitrito de sddio (NaNO,) tém sido amplamente empregados na fabricagéo
de produtos carneos curados, como na elaboracdo de bacon, linguicas, presunto e salsichas
(BRASIL, 2019).

Durante o processo de cura, 0s produtos carneos sao adicionados de sal, NaNOj3
e/ou NaNO;,, acucar e condimentos. Quando o NaNOj; é utilizado, 0 mesmo terd que ser
reduzido a NaNO,, que é o grande responsavel pela atividade bacteriostatica, antioxidante,
sabor, aroma e coloracdo vermelha ou rdsea atraente, caracterizando, assim, os produtos
curados (PARTHASARATHY; BRYAN, 2012; BEDALE; SINDELAR; MILKOWSKI,
2016).

Vaérias reacdes quimicas estdo envolvidas na cura. O principal produto da reducdo
do NaNO,, tendo o acido nitroso (HNO,) como composto intermediario, € o éxido nitrico
(NO), que tem sua formac&o favorecida em meio &cido e temperatura de 65 °C (BARBIERI et
al., 2013). As principais reagdes desde a conversdo de NaNO3 a NaNO, até a formagdo de NO

estdo resumidas a sequir:

2NaNOs; > NaNO; + O,
NaNO, + H,O - HNO; + NaOH
3 HNO, > 2NO + HNO3 + H,0

A utilizacdo do NaNO, isolado ou em combinagdo com outros aditivos quimicos,
ou outras tecnologias de conservacdo € de grande relevancia na industria de alimentos por
apresentar significativa atividade antimicrobiana contra varios microrganismos aerobios e
anaerébios patogénicos, como Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Clostridium perfringens (MYERS et al., 2013; HORSCH et al.,
2014). O NaNO; inibe enzimas bacterianas que catalizam reacdes de degradacdo da glicose,
limita a disponibilidade de ferro e a absorcdo de oxigénio essenciais para 0 crescimento
bacteriano, impedindo a deterioracdo bacteriana da matriz do alimento assegurando maior
vida (til dos alimentos processados (BARBIERI et al., 2013).
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Outra caracteristica relevante do NaNO, € o potencial antioxidante, o qual garante
a estabilidade do produto e retarda o desenvolvimento de sabores indesejaveis resultantes do
processo de rancidez durante o armazenamento, aquecimento e durante o preparo de produtos
a base de carne. Tanto 0 NaNO, como o produto da sua oxidacdo, o NO, reagem com radicais
peroxilico lipidicos formando compostos ndo-radicais blogqueando a autoxidacdo. Além disso,
0 NO apresenta potencial de ligagéo e estabilizacdo do ferro heme durante o processo de cura,
reduzindo a quantidade de ferro livre, potente catalisador de oxidacéo lipidica, disponivel para
catalisar os passos de iniciacdo e propagacdo da oxidacao lipidica (PARTHASARATHY;
BRYAN, 2012).

A cor rosa — avermelhada caracteristica dos produtos curados € resultante das
reacOes entre a mioglobina, pigmento instavel natural da carne, e 0 NO. A reacdo entre 0 NO
e a mioglobina forma o pigmento nitrosomioglobina, que pela a¢do do calor do cozimento,
transforma-se em nitrosohemocromo, de cor rosea, mais estdvel que a nitrosomioglobina
(PARTHASARATHY; BRYAN, 2012; ALAHAKOON et al., 2015).

O NaNO, também ¢é responsavel pelo desenvolvimento do sabor caracteristico dos
produtos curados. Apesar de ndo estar totalmente elucidado esse mecanismo, acredita-se que
os hidrocarbonetos, cetonas, alcoois, fendis, ésteres, pirazinas e aldeidos encontrados em
carnes curadas e ausentes em carnes ndo curadas podem estar envolvidos nesse processo
(ALAHAKOON et al., 2015).

2.3 Associacgdo entre o nitrito de sodio e o cancer

Recentemente, cientistas da IARC classificaram a carne processada como
"carcinogénica para humanos"”, com forte associacdo para o cancer colorretal e gastrico,
devido esse tipo de alimento favorecer a formacéo de substancias genotoxicas (BOUVARD et
al., 2015). A associagédo positiva do cancer colorretal com o consumo de carne processada foi
relatada em 12 dos 18 estudos que embasaram os estudiosos da IARC. Em uma metanalise, a
incidéncia desse tipo de cancer aumentou 18% para cada 50 gramas de consumo da carne
processada.

A possivel relacdo entre o cancer e os produtos carneos processados pode ser
explicada, uma vez que durante o processamento, preparo e ingestdo desses produtos, o
aditivo quimico nitrito em condicdes de aquecimento e acidez pode reagir com substancias,

como aminas e amidas, resultando na formacgdode substancias quimicas cancerigenas, que
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incluem compostos N-nitrosos (NOC), aminas arométicas heterociclicas e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAP) (BRYAN et al., 2012; AASLYNG et al., 2013).

As reacdes de nitrosacdo quimica sdo bem documentadas no meio cientifico e
constatemente sdo revistas. Shephard, Schlatter e Lutz (1987) observaram que em meio &cido,
como no estdbmago, o nitrito pode formar &cido nitroso (HNOy), que logo em seguida através
da reacdo de dimerizacao formara o anidrido nitroso (N,Oz3), que pode reagir com aminas para
formar nitrosaminas (R2N-NO). As aminas secundarias (triptofano, prolina, hidroxiprolina,
histidina e arginina) sdo as aminas mais reativas. Ja a reacao de nitrito com aminas primarias,
leva a nitrosaminas muito instaveis que se degradam imediatamente em &lcool e nitrogénio,
enquanto as aminas terciarias ndo reagem com nitrito (BRYAN et al., 2012). O fator mais
importante que determina a cinética de nitrosa¢do de amina envolve o equilibrio acido-base

tanto da amina como de &cido nitroso conforme descrito a seguir:

NaNO, + H" —HNO, + Na"
ZHNOQH N203 + HZO
N20O3 + R;NH (amina) —R,N-NO (nitrosamina) + HNO,

Velocidade de reagdo= k X [amina] X [nitrito]?

Embora algumas nitrosaminas possam ser formadas em alimentos durante o
armazenamento e processamento, a N-nitrosacdo enddgena no estdmago € descrita como a
principal fonte de nitrosaminas no corpo humano. La Pomélie, Santé-Lhoutellier e Gatellier
(2017) propuseram que o triptofano na presenca de dieta rica em ferro tanto em condi¢cdes
acidas, caracteristica do ambiente gastrico, como em condi¢fes de neutralidade, como as
encontradas no intestino, favorecem a formagéo de nitrosaminas.

O 4acido nitroso também pode ser protonado para formar o ion acido nitroso
(H.NO,") que reage preferencialmente com amidas para formar nitrosamidas (IARC, 2010).
A velocidade desta reacdo € proporcional a concentracdo de nitrito e aumenta 10 vezes para

cada unidade de decréscimo de pH, conforme reacdes descritas abaixo:

HNO, + H'< H2N02+
H,NO," + RNHCOR' (amida)—»>RN(NO)COR/(nitrosamida) + H,O + H”
Velocidade de reacdo= k X [amida] X [nitrito] X [H"]
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Portanto, os produtos das reagdes do nitrito em condigdes apropriadas podem
reagir com aminas ou amidas para formar compostos potencialmente cancerigenos,
nitrosaminas e nitrosamidas, sendo proposto que as aminas apresentam maiores taxas de
nitrosacdo. Os compostos nitrosos podem se ligar a nucleofilos celulares e provacarem
alteracbes e mutacdes do material genético (DNA). O risco carcinogénico associado a
ingestdo de compostos N-nitroso é dependente de trés variaveis: (I) a quantidade de precursor
e nitrito ingerida, (2) a taxa de nitrosacdo in vivo e (3) a poténcia cancerigena do NOC
resultante (WANG et al., 2012; KIM; COELHO; BLACHIER, 2013; BOADA,
HENRIQUEZ-HERNANDEZ; LUZARDO, 2016).

O &cido nitroso pode desaminar varias nucleobases, incluindo guanina, adenina e
citosina que sdo convertidas em xantina, hipoxantina e uracila, respectivamente. Nos
roedores, as nitrosaminas induzem a formacéo de tumores, principalmente do figado, es6fago,
nasal e mucosa oral, rim, péncreas, bexiga urinaria, pulmdo e tiredide, enquanto as
nitrosamidas induzem tumores dos sistemas linfatico e nervoso e, quando administradas
oralmente, do estdbmago glandular e do duodeno (IARC, 2010).

Durante o aquecimento de produtos curados pode ocorrer a liberacdo do
componente nitrosilneme, o qual esta sendo relatado com potencial mutagénico nos estudos
recentes. Nitrosilheme poderia estar envolvido na carcinogénese através da producdo de
aldeidos mutagénicos (hidroxihexanal e hidroxinonenal) formados em processo que envolve a
participacdo de radical livre do ferro heme, através da formacdo de varios compostos N-
nitrosos (NOCs) que consequentemente podem reagir com o DNA (LA POMELIE; SANTE-
LHOUTELLIER; GATELLIER, 2018).

Nessa perspectiva, La Pomelie, Santé-Lhoutellier e Gatellier (2018) em modelo
experimental in vitro revisaram a cinética das rea¢fes quimicas que envolvem a formacéo do
nitrosilheme a partir da reproducdo das condi¢cdes endogenas humanas. Os autores reportam
que a formacdo do nitrosilheme é fortemente influenciada pelo pH acido e que a presenca de
compostos antioxidantes e polifenolicos reduzem a formacdo desse componente. Tanto as
folnas como as sementes de coentro apresentam compostos fendlicos totais em sua
composigdo. Os derivados de &cidos hidroxindmicos e os derivados de quercentina e do
kaempferol sdo os principais representantes dos compostos fenolicos totais (BARROS et al.,
2012).

Durante a preparagdo dos produtos carneos, a alta temperatura empregada
favorece a formacdo das aminas aromaéticas heterociclicas. Mais de 20 aminas aromaticas
heterociclicas foram identificadas até agora (WANG et al., 2012; AASLYNG et al., 2013).
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Nesse contexto, existe uma tendéncia em diminuir a quantidade de nitrito de sddio
na formulacdo de produtos carneos processados, como também de incluir substancias com
potencial de reducéo de compostos nitrosos (BEDALE; SINDELAR; MILKOWSKI, 2016).

2.4 Extratos vegetais como proposta de inovagao dos produtos carneos

A conotacdo negativa associada aos aditivos quimicos sintéticos utilizados nos
produtos carneos curados projetou a industria de alimentos a investir no desenvolvimento de
“produtos carneos inovadores”. A substituicdo parcial ou total do nitrato e nitrito de sddio
sintético por extratos de plantas é apontada como uma proposta promissora tanto para
produtores como para os consumidores (SHAN et al., 2017; HUNG; KOK; VERBEKE,
2016). No entanto, a substituicao do nitrito de sddio sintético é um desafio, uma vez que, esse
aditivo apresenta significativa atividade antimicrobiana, antioxidante e no desenvolvimento
da cor dos produtos curados (SULLIVAN et al., 2012).

O nitrato estd presente na composicdo quimica de varios vegetais como o
manjericdo, aipo, alho poro, agrido, coentro, salsa, estragao, espinafre e rdcula. Ja o nitrito é

encontrado em baixas concentragdes conforme exemplificado na Tabela 1 (BAHADORAN et

al., 2016).
Tabela 1 - Concentrac@es de nitrato e nitrito em vegetais
Vegetal Teor de Teor de Vegetal Teor de Teor de
Nitrato Nitrito Nitrato Nitrito (ppm)
(ppm) (ppm) (ppm)
Estragao 4240 55 Salsa 1710 3,6
Beterraba 4950 5,6 Berinjela 1100 7,2
Alface 3650 54 Cebola 609 4,9
Hortela 2790 6,7 Cenoura 503 4,8
Aipo 2610 4,3 Alho 350 2,1
Coentro 2370 4,2 Tomate 175 5,5
Agriédo 2250 3,7
Repolho 1980 54
Espinafre 1830 4,3
Alho Poro 1770 6,1

Fonte: Bahadoran et al. (2016).
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Diante disso, a industria de alimentos busca atender a procura dos consumidores
por alimentos mais saudaveis utilizando fontes naturais de nitrato no processamento dos
produtos carneos para obter indiretamente o nitrito. Durante o processamento desses novos
produtos, as fontes naturais podem ser adicionadas das seguintes formas:

a) 0s extratos de vegetais com alta concentracdo de nitrato séo adicionados
com microrganismos que apresentam atividade redutora do nitrato a nitrito
durante o processamento (RIEL et al., 2017);

b) ou o nitrato presente nos extratos vegetais € convertido a nitrito antes de ser
adicionado a formulacdo. Portanto, a quantidade de nitrito no extrato
vegetal é conhecida (HORSCH et al., 2014; MYERS et al., 2013).

A capacidade em reduzir nitrato a nitrito tem ampliado a utilizacdo do
Staphylococcus carnosus em extratos aquosos vegetais com alto teor de nitrato no
processamento de alimentos que buscam substituir parcialmente ou totalmente a adi¢do direta
de aditivos quimicos sintéticos (KIM et al., 2017; RIEL et al., 2017). Neste contexto, a nitrato
redutase € responsavel em reduzir o nitrato de diferentes fontes vegetais, como a beterraba,
aipo, alface, espinafre, em nitrito e dessa maneira, 0s processadores de produtos carneos tem
uma alternativa em atender uma expectativa de mercado que procura ofertar alimentos
adicionados de ingredientes naturais com caracteristicas similares aos produtos convencionais
(RIEL et al., 2017; HWANG et al., 2018; SUCU; TURP, 2018).

Ao optar pela metodologia de aplicacdo de extratos vegetais como fonte de
nitrato, as condicOes de processamento como teor de nitrato, temperatura, pH, adicdo de sodio
devem ser levadas em consideracdo para otimizar a sintese da nitrato redutase e alcancar
niveis desejaveis e eficazes do nitrito no produto final (KRAUSE et al., 2011; MULLER et
al., 2016).

Nesse contexto, a influéncia da adicdo de diferentes extratos como o aipo,
beterraba, alface, espinafre e salsa foram investigados. Além de fornecerem o nitrito
indiretamente os extratos também fornecem compostos bioativos e antioxidantes. A adi¢do de
fontes vegetais atende as exigéncias do mercado de produtos organicos em que 0s sais de cura
tém seu uso restrito (HORSCH et al., 2014; HUNG; KOK; VERBEKE, 2016).

A carne e 0s produtos carneos séo suscetiveis a deterioracdo da qualidade devido a
sua rica composicdo nutricional. A alteracdo mais comum de deterioracdo quimica é a
oxidacdo de lipidios, a qual € um processo complexo que depende da composi¢do quimica da
materia, exposicdo a luz e oxigénio, além da alta temperatura durante o processamento e

armazenamento. A oxidacao lipidica leva a formacéo de varios outros compostos que tém
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efeitos negativos na qualidade da carne e dos produtos carneos por causarem alteracGes
sensoriais na cor, textura e sabor (RIBEIRO et al., 2019; SHAH; BOSCO; MIR, 2014).

Embora os antioxidantes sintéticos, tais como butil hidroxianisol (BHA), butil
hidroxitolueno (BHT), galato de propila (PG) e butilhidroguinona terciaria (TBHQ), tenham
sido usados h& muito tempo para inibir mudancas nocivas induzidas pela oxidacdo na carne,
eles estdo sob crescente investigacdo devido aos potenciais efeitos genotoxicos (JIANG;
XIONG, 2016). Atualmente, é encorajado 0 uso de antioxidantes naturais derivados de varios
materiais vegetais, que sdo ricos em polifenois, em detrimento aos aditivos sintéticos.

Diante do exposto, o uso de antioxidantes no processamento dos produtos carneos
é essencial por minimizar essas alteracGes indejaveis em consequéncia da oxidacdo. Assim, 0
uso de extratos vegetais com acdo antioxidante fornece aos processadores de carne a
possibilidade de diminuir e/ou substituir os antioxidantes sintéticos (RIBEIRO et al., 2019;
SHAH; BOSCO; MIR, 2014).

Os antioxidantes podem prevenir a peroxidagdo lipidica usando 0s seguintes
mecanismos: suprimir a formacdo de espécies reativas tanto pela inibicdo enzimatica ou por
quelar elementos-tracos envolvidos na producéo de radicais livres, diminuir espécies reativas
ao oxigénio e catalisadores da reacdo em cadeia, decompondo peréxidos (RIBEIRO et al.,
2019).

Como relatado na oxidacéo lipidica, algumas alteragdes ocorrem na estrutura de
proteinas a medida que a oxidacdo progride. Como resultado da oxidacdo de proteinas, podem
ocorrer algumas mudancas nas estruturas de aminoacidos e essas alteracdes resultarem na
formagédo de carbonila, bem como na diminuicdo no teor de sulfidrila. As alteracbes na
estrutura das proteinas causam diminuicdo na solubilidade protéica. Além de mudancas na
capacidade de retencdo de agua e textura durante o armazenamento (RIBEIRO et al., 2019).

Nesse contexto, varios antioxidantes naturais extraidos de plantas foram aplicados
para diminuir a oxidacdo lipidica em produtos carneos, como de frutas (uvas, roméd, tamaras),
legumes (brdcolis, batata doce, ab6bora), ervas e especiarias (alecrim, curry, orégano, canela,
salvia, tomilho, horteld, gengibre, cravo) (SHAH; BOSCO; MIR, 2014).

Estes extratos vegetais sdo preparados dos materiais vegetais usando diferentes
solventes e métodos de extracdo, sdo ricos em fendlicos e fornecem uma boa alternativa a
antioxidantes sintéticos. A atividade antioxidante dos extratos pode variar de acordo com 0s
métodos de extracdo, pureza, tipos e quantidade de compostos ativos que sofrem interferéncia
do clima, composigéo do solo e parte da planta utilizada (SHAH; BOSCO; MIR, 2014).
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Os compostos fendlicos sdo um dos maiores grupos metabdlitos secundarios
constituidos divididos de acordo com o nimero de anéis fendlicos e os elementos estruturais
que os ligam: flavondides (antocianinas, flavonas, isoflavonas), &cidos fenolicos, taninos,
estilbenos e lignanas.

Os antioxidantes fendlicos atuam normalmente como sequestradores de radicais,
pela rapida doacdo de um &tomo de hidrogénio aos radicais lipidicos, podendo agir tanto na
fase de iniciacdo quanto na propagacdo do processo oxidativo em alimentos. Além da acéo
protetora contra os danos oxidativos nos alimentos alguns estudos relatam que o0s
antioxidantes sdo capazes de diminuir a formacdo de compostos nitrosos (RIBEIRO et al.,
2019; SHAH; BOSCO; MIR, 2014).

Abraham e Khandelwal (2013) observaram que a administracdo de &cido
ascorbico e de alguns compostos polifendlicos, acido ferulico (FA), acido galico (GA), acido
clorogénico (CA) e epigalocatequina galato (EGCG), é eficaz em inibir o dano cromossémico
mediado pela nitrosacdo endogéna através da incidéncia de microndcleos em ceélulas
sanguineas, importante biomarcador carcinogénico. Os autores observaram que a
administracdo conjunta de acido ascorbico com compostos polifendlicos exercem um efeito
sinérgico e podem ser Uteis na reducdo da carcinogenicidade induzida por compostos nitrosos.

Segundo La Pomélie, Santé-Lhoutellier e Gatellier (2017), o acido clorogénico
proporciona significante protecdo da nitrosagdo do triptofano, um aminoacido secundario,
independente das condi¢bes do meio reativo. J& o butil-hidroxitolueno apresentou atividade
ambivalente dependendo das condi¢bes do meio, que nas condi¢cBes de auséncia de ferro
favoreceu a nitrosacao.

O estudo de Shahat et al. (2016) cita que a substituicdo de nitrito de sodio
sintético por extratos vegetais da beterraba vermelha (Beta vulgaris), tomate (Lycopersicon
esculentum) e aipo (Apium graveolens) como fontes naturais de nitrato em formulagdes de
hambugueres de carne resultaram em menor formacgdo de nitrosaminas, nitrosodimetilamina
(NDMA) e N-nitrosodietilamina (NDEA), durante a cocgdo das amostras. O teor total de
nitrosaminas variou de 0,84 a 3,66 ug.kg™ nas formulagBes com extrato vegetal para 10,00
ng.kg® nas amostras com nitrito de sédio sintético. Os autores concluiram que 0s

componentes polifenolicos séo os responsaveis pela diminuicdo das substancias cancerigenas.
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2.5 Coentro (Coriandrum sativum L.)

O coentro (Coriandrum sativum L.) pertence a familia Apiaceae, a qual existe
mais de 3.000 espécies, dentre elas estdo incluidos o aipo (Apium graveolens), salsa
(Petroselium Crispum), endro (Anethum Graveolens), cominho (Foeniculum) e anis
(Pimpinella). O coentro é uma herbécea anual, ereta, de folhas lombadas verdes brilhantes,
altura aproximada de 20 a 70 cm com sementes esféricas de cor marrom amarelada
(PEREIRA; SANTOS, 2013).

Figura 1 — Coentro (Coriandrum sativum L.)

Fonte: Barros et al. (2012).
A — Folhas, B — Sementes.

Os extratos de folhas, sementes e raizes do coentro contém diferentes
antioxidantes que podem minimizar ou evitar a deterioracdo dos alimentos e fornecer protecao
contra danos oxidativos do DNA celular. Os principais constituintes relacionados com o0s
efeitos terapéuticos do uso do coentro sdo os acidos fendlicos e os flavondides (TANG et al.,
2013).

As folhas de coentro apresentam &cidos fenélicos (1.013,95 mg.kg™ de peso
seco), flavondides (5.259,52 mg.kg™ de peso seco) e compostos fenélicos totais (6.273,47
mg.kg™? de peso seco) em sua composicdo. Os derivados de &cidos hidroxinamicos e os
derivados de quercentina e do kaempferol sdo os principais representantes dos compostos
fendlicos totais. As sementes também apresentam derivados dos acidos hidroxinamicos,
correspondentes ao &cido clorogénico, &cido cafeico, acido feralico e acido cumarico
(BARROS et al., 2012).

Um ensaio in vitro demonstrou que o extrato das folhas de coentro foi capaz de
inibir em 38,8% a formacéo de produtos finais de glicacdo avancada, relacionados com as
complicacdes metabolicas, e apresenta significativa capacidade de eliminacdo de radicais
(RAMKISSOON et al., 2013). Tang et al. (2013) verificaram que o conteudo fenolico e a
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atividade de eliminacdo de radicais das folhas e raiz do coentro apresentam correlacédo
positiva, propondo que o extrato de diferentes partes do coentro pode exercer protecao
antioxidante em sistemas bioldgicos reais.

A concentracdo dos compostos bioativos é variavel entre as diferentes partes da
planta. No estagio inicial, as folhas do coentro apresentam carotenoides entre 157,62 + 4,17 a
169,15 + 4,73 mg.100g™ de peso seco, enquanto, em estagios posteriores do crescimento o
teor desses carotenoides eleva-se para 197,73 + 5,10 a 217,50 + 5,57 mg.100g™* de peso seco.
A andlise cromatografica revelou a presenca dos seguintes carotenoides: B-caroteno, luteina,
neoxantina, violaxantina e -criptoxantina (DIVYA; PUTHUSSERI; NEELWARNE, 2012).

O mesmo estudo também verificou que os carotendides presentes no extrato de
coentro conferem maior potencial de eliminacdo de radicais hidroxilicos quando comparado
ao 4acido galico padrdo, protegendo o DNA da degradacdo (DIVYA; PUTHUSSERI,
NEELWARNE, 2012). Assim, o coentro (Coriandrum sativum L.) que além dos compostos
fenolicos oferece elevado contetdo de nitrato (2370 ppm de peso seco) apresenta significativo

potencial de uso na formulacdo de produtos carneos.
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3 MATERIAL E METODOS

A descricao do material utilizado, as etapas do procedimento experimental e 0s

resultados da 1%tapa estdo descritos nas secdes 3.1 a 3.3.

3.1 Material

As matérias-primas usadas na elaboracdo das linguicas (lombo e toucinho suino)
foram adquiridas no mercado local de Fortaleza-CE e, transportadas em caixas isotérmicas
com gelo até o Laboratério de Carnes e Pescado (LABCAP), da Universidade Federal do
Ceara (UFC), em Fortaleza, onde foram armazenadas em freezer a temperatura de -18 °C, até
0 momento do processamento.

Os ingredientes (sal de cura, cloreto de sodio, antioxidante, tripolifosfato, agucar
refinado, pasta de alho, pasta de cebola, noz moscada, pimenta branca, glutamato
monossodico) bem como os envoltérios (tripa natural suina salgada de calibre 30/32 mm)
foram obtidos no comércio local de Fortaleza-CE e armazenados adequadamente.

A semente de coentro utilizado para o plantio do coentro também foi adquirida no
comércio local de Fortaleza-CE.

A cultura starter, Staphylococcus carnosus, Bactoferm® S-B-61- Valinhos,
produzida pela empresa Christian Hansen S/A, foi obtida através de doacdo pela empresa

Maxsoy®.

3.2 Metodologia

O procedimento experimental ocorreu em duas etapas. Na primeira etapa,
realizou-se o plantio, colheita, liofilizacdo das folhas de coentro e determinacdo do teor de
nitrato e nitrito do coentro em p6 e coloracdo de gram da cultura starter. Na segunda etapa,
foram realizadas obtencdo e caracterizacdo do extrato de coentro (pH, cor e atividade
antioxidante), avaliagéo da atividade antimicrobiana do extrato aquoso de coentro contra as
cepas E. coli e S. aureus, bem como o processamento das formulagBes de linguica suina

cozida que totalizaram quatro tratamentos.
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3.2.1 Plantio e obtencé&o do coentro liofilizado

O plantio do coentro (Coriandrum sativum L.), familia Apiaceae foi conduzido na
Horta Didatica pertencente ao Departamento de Fitotecnia da UFC, Campus do Pici,
localizada em Fortaleza-CE, cujas coordenadas geograficas sdo 03°44’ de Latitude Sul e
38°34’ de Longitude Oeste, a 21 m de altitude. O clima da regido €, segundo Koppen, do tipo
As, definido como clima tropical com verdo seco, com temperatura média anual superior a 26
°C e precipitacdo média anual de aproximadamente 1.450 mm (ALVARES et al., 2014).

O plantio ocorreu em canteiro de 10 m? (1,0 x 10,0 m), com 4 gramas de sementes
por metro linear, sendo utilizado o coentro ‘Verdao’ (Figura 2). As sementes de coentro foram
semeadas diretamente em sulcos preparados no solo. A irrigacdo das plantas foi feita por
microaspersdo, em dois turnos de rega ao dia. As capinas foram realizadas periodicamente.

N&o houve aplicacdo de defensivos agricolas durante o plantio.

Figura 2 — Plantio do Coentro (Coria

A colheita foi realizada aos 40 dias apds o plantio. O coentro fresco foi conduzido
ao LABCAP/UFC onde foi previamente limpo e lavado em agua corrente, para remog¢éo do
excesso de terra e, posteriormente sanitizado com uma solucdo de hipoclorito de sédio
conforme fabricante. Em seguida, realizou-se a separacao das folhas desprezando-se os caules
e raizes. As folhas foram acondicionadas em embalagens laminadas e encaminhadas para
serem congeladas no LABCAP para posterior liofilizacdo, em liofilizador (marca Liotop
modelo L101). O material liofilizado foi acondicionado em embalagem laminada com

protecdo a luz e conduzido para analise do teor de nitrato e nitrito presente na amostra no
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Departamento de Toxicologia da Faculdade de Farmacia Odontologia e Enfermagem (FFOE)
da UFC.

3.2.2 Determinacao de nitrato e nitrito no coentro liofilizado

Os teores de nitrato no coentro liofilizado foram obtidos a partir da metodologia
adaptada de Cataldo et al. (1975).

Inicialmente, foi obtido o extrato a partir da proporcdo de 1:125 agua destilada e
material vegetal (p/v) em banho-maria a 45 °C com agitacdo por 60 minutos. Apds a extracao,
a amostra foi filtrada e adicionada de 5 g de carvao ativado e encaminhada para centrifugacao
a 60 rpm por 10 minutos a fim de eliminar os interferentes do analito deixando o extrato
incolor.

Para determinar o teor de nitrato uma aliquota da amostra filtrada foi acrescentada
de 0,4 ml de acido 2-hidréxibenzoéico 5% em acido sulfdrico e, apds 20 minutos, adicionou-se
5,0 ml de hidroxido de sodio 3,8 M. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro
Thermo scientific® modelo Genesys 10S UV-Vis, no comprimento de onda de 410 nm. Os
calculos para determinacdo do contetdo de nitrato foram realizados com base na equacao
obtida através da curva de calibracdo, com a leitura de padrdes de nitrato (0,09; 0,18; 0,55;
1,09; 2,18; 3,27; 4,36 e 5,45 ng.mL™) na mesma faixa espectral. Os resultados finais foram
convertidos em miligramas de nitrato por massa de amostra.

Para determinacdo do nitrito, uma aliquota do extrato filtrado foi adicionada de 5
ml de reagente acido sulfanilico e 3 ml de reagente alfa-naftol, agitando apds cada adicao.
Ap6s 15 minutos, as leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro Thermo scientific®
modelo Genesys 10S UV-Vis, no comprimento de onda de 474 nm. Os calculos para
determinacdo do contetdo de nitrito foram realizados com base na equacéo obtida através da
curva de calibracdo, com a leitura de padrdes de nitrito (0,5; 1,0; 2,0; 4,0; e 8,0 pg.mL™) na
mesma faixa espectral. Os resultados finais foram convertidos em miligramas de nitrito por

massa de amostra.

3.2.3 Coloragdo de Gram da cultura starter e atividade antimicrobiana do extrato de

coentro contra o Staphylococcus carnosus

Inicialmente, foi realizada a coloracdo de Gram para verificar a pureza da cultura

comercial, Staphylococcus carnosus, Bactoferm® S-B-61- Valinhos.
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Posteriormente, foi verificada a possivel acdo inibitéria do extrato aquoso de
coentro contra a cepa Staphylococcus carnosus, Bactoferm® S-B-61- Valinhos, através de
antibiograma, utilizando a técnica de difusdo em pocos, de acordo com metodologia descrita
pelo Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2010).

Para isso, 50 pL do extrato aquoso de coentro na concentracdo de 118 mg.mL™
foram depositados em pocgos, em placas de Petri com meio a4gar Mueller-Hinton inoculado
com a concentracdo da cepa Staphylococcus carnosus, Bactoferm® S-B-61- Valinhos,
ajustada & turbidez 0,5 na escala de McFarland, que corresponde aproximadamente, 1 x 10°
UFC.mL™* (CLSI, 2010).

Como controle positivo, foi utilizado o antibiético Canamicina (30 pg.mL') e

como controle negativo foi utilizado agua destilada estéril. O teste foi realizado em duplicata.

3.2.4 Resultados da 12

Os resultados da 12 etapa do procedimento experimental da analise de nitrato e
nitrito do coentro liofilizado e da coloracdo de Gram e a atividade antimicrobiana do coentro
contra cultura starter, Staphylococcus carnosus, Bactoferm® S-B-61- Valinhos estdo

apresentados nas se¢des 3.2.4.1 a 3.2.4.2, respectivamente.

3.2.4.1 Anélise de nitrato e nitrito no coentro liofilizado

As condicdes de cultivo aplicadas no estudo favoreceram uma concentracdo de
1.164,90 ppm de nitrato e 5 ppm de nitrito nas folhas de coentro liofilizadas utilizadas neste
estudo. Conforme reportado por Bahadoran et al. (2016), concentragdes de nitratos e nitritos
em vegetais dependem de varios fatores ambientais e biolégicos como: composicédo do solo,
tipo da cultura vegetal, intensidade da luz, temperatura e umidade do ar, tempo de colheita e
uso de fertilizantes. Segundo o mesmo estudo a analise de 26 amostras de coentro
apresentaram concentragdes de 2.370 ppm e 4,20 ppm de nitrato e nitrito, respectivamente.

Os vegetais podem ser classificados em trés grupos conforme o teor de nitrato
encontrado. Concentra¢bes de <100 ppm, 100 - 1000 ppm, >1000 ppm classifica-os com
baixo, médio e alto teor de nitrato, respectivamente. Portanto, o coentro liofilizado utilizado
no presente estudo contém alto teor de nitrato (IARC, 2010).

As expectativas de sabor exigidas pelos consumidores podem influenciar a

aceitabilidade dos produtos com extratos vegetais. Portanto, a adi¢cdo dos extratos vegetais
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deve levar em consideragdo ndo apenas a quantidade de nitrato como também as implicacGes
sobre os aspectos sensoriais. Nesse contexto, no presente estudo a adi¢do de 0,29 e 0,58% de
coentro foram baseadas em estudo anterior em que concentracdes similares de extrato de salsa

apresentaram boa aceitabilidade pelos provadores (RIEL et al., 2017).

3.2.4.2 Coloragdo de Gram e atividade antimicrobiana do coentro contra cultura starter,

Staphylococcus carnosus, Bactoferm® S-B-61- Valinhos

O estudo utilizou a cultura starter, Staphylococcus carnosus, Bactoferm® S-B-61-
Valinhos para reduzir o nitrato presente no coentro liofilizado a nitrito e este por sua vez,
atuar como o agente de cura. Apds a coloragdo de Gram, verificou-se a pureza da cultura
comercial, a qual apresentou coloracdo violeta caracteristica das bactérias Gram positivas,
Figura 3.

Figura 3 — Lamina corada apds coloracdo de Gram da
cultura starter, Staphylococcus carnosus, Bactoferm® S-
B-61- Valinhos

Apdbs comprovada a pureza da cultura comercial, foi analisado se 0 extrato aquoso
de coentro nas concentracOes aplicadas nas linguicas apresentava atividade antimicrobiana
contra a cepa Staphylococcus carnosus, Bactoferm® S-B-61- Valinhos (Figura 4).

Diante do resultado, apresentado na Figura 4, pode-se verificar que ndo houve
inibicdo do crescimento de Staphylococcus carnosus SB61-Bactoferm pelo extrato aquoso de
coentro. Somente houve inibicdo de crescimento pela acdo do antibiético Canamicina (30
ng.mL™), utilizada como controle positivo. Portanto, o extrato aquoso de coentro poderia ser
aplicado com o microrganismo Staphylococcus carnosus, o qual é capaz de reduzir o nitrato a
nitrito presente no extrato aquoso de coentro.
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Figura 4 — Placa de agar inoculada com o Staphylococcus carnosus,
Bactoferm® S-B-61- Valinhos

Fonte: Proprio autor (2019).
c+: controle positivo (antibiético Canamicina 30 pg/mL); c-: controle negativo (agua destilada
estéril); EC: Extrato de coentro (118 mg.mL™).

Krause et al. (2011) aplicaram a cultura isolada de Staphylococcus carnosus (CS
299 Bactoferm, Chr. Hansen) em diferentes condi¢des de incubacdo na preparacdo de
salmouras para serem injetadas em presunto, que utilizaram o extrato de aipo como fonte de
nitrato. A condicgéo de incubacgéo a 38 °C favoreceu um pico de conversdo do nitrato a nitrito
em menor tempo. Ainda segundo Casaburi et al. (2005), a sintese da nitrato redutase pela S.

Carnosus ¢ diretamente proporcional a concentracdo de nitrato.

3.2.5 Obtencéo e caracterizagdo do extrato de coentro

Apo0s os resultados da primeira etapa, procedeu - se o estudo com a obtencdo do
extrato aquoso de coentro e sua caracterizacdo (pH, cor e atividade antioxidante), além da
avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato de coentro contra as cepas E. coli e S.
aureus, bem como o processamento das formulacdes de linguica suina cozida que totalizaram

quatro tratamentos.

3.2.5.1 Obtencéo do extrato aquoso de coentro

Para obtencdo dos extratos a serem adicionados nas formulacdes F3 e F4 o
coentro liofilizado foi adicionado da &gua destilada e realizada extragdo em banho-maria a 45
°C com frequente agitacdo por um periodo de uma hora. Em seguida, 0s extratos obtidos
foram filtrados e resfriados. As concentracdes dos extratos foram de 58 mg.mL™ e 118
mg.mL™ a serem adicionados nas formulacdes F3 e F4, respectivamente. A quantidade de
agua destilada adicionada para obtencdo dos extratos foi calculada em funcéo da quantidade

total de agua necessaria as formulages.
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3.2.5.2 Determinagéo do pH

O pH foi determinado conforme AOAC (2005) utilizando-se pHmetro
(TECNAL®- TEC-3P-MP), equipado com um eletrodo padréo (InLab 427®, Mettler-Toledo,
Urdorf, Suica) e um sensor de temperatura. Antes das medi¢Ges, o medidor de pH foi
calibrado a temperatura ambiente (25+ 1 °C) com duas solugdes padrdo (pH=4; pH=7)

3.2.5.3 Determinagao de cor

Utilizou-se um colorimetro ColoQuest XE HunterLab. As medicGes foram
realizadas com auxilio de uma cubeta (espessura: 20 mm) e expressas pelos parametros L*, a*
e b*. Os valores L* (luminosidade), variam entre zero (branco) a 100 (preto) enquanto os
valores das coordenadas de cromaticidade a* variam de -a* (verde) até +a* (vermelho), e b*

variam de —b* (azul) até +b* (amarelo).

3.2.5.4 Determinacédo da atividade antioxidante do extrato de coentro pelo método de captura

do céation radical livre ABTS" .

A atividade antioxidante do extrato aquoso do coentro, através da captura do
cétion radical ABTS™ , foi determinada conforme Rufino et al. (2007). Utilizou-se o trolox
como padrdo antioxidante e os resultados foram expressos em termos da capacidade
antioxidante do composto equivalente ao trolox, expresso em valor de TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity, capacidade antioxidante total do composto equivalente ao
trolox). A solucdo do cation radical foi preparada pela reacdo do ABTS 3,5 mM com
persulfato de potassio 140 mM. Para completa reacdo e estabilizacdo do radical, a solucdo
radical ABTS permaneceu ao abrigo de luz, a temperatura ambiente, por um periodo de 16
horas. Diluiu-se a solucdo de ABTS em etanol até obter uma absorbancia de 0,7 £ 0,05 a 734
nm. A curva de calibragdo do padréo trolox foi feita nas concentragdes de 100, 500, 1000,
1500 e 2000 uM. Em ambiente escuro foi transferida uma aliquota de 30 uL de cada solucao
padrdo, para tubos de ensaio e adicionados 3,0 mL da solucdo de radical ABTS. As
absorbéancias foram medidas a 734 nm ap6s 6 min de reacdo, utilizando-se o etanol como
branco. Realizou-se 0 mesmo procedimento para as solugdes de extrato aquoso de coentro. O

calculo para ABTS foi realizado a partir da equacdo da reta y = 2E -05x + 0,6843 (R2 = 0,997)
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para o extrato de concentracdo de 58 mg.mL™ e y = 2E -05x + 0,6722 (R? = 0,995) para 0
extrato de concentracdo de 118 mg.mL™ utilizando o antioxidante trolox (antioxidante

sintético, analogo a vitamina E), o resultado foi expresso em pM trolox.g™ de coentro.

3.2.5.5 Atividade antimicrobiana do extrato aquoso de coentro contra as cepas E. coli e S.

aureus

Foi verificada a possivel acdo inibitoria do extrato aquoso de coentro contra a
cepa E. coli e S. aureus, através de atividade antimicrobiana, utilizando a técnica de difuséo
em pocos, de acordo com metodologia descrita pelo Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI, 2010).

Para isso, 50 pL do extrato aquoso de coentro na concentragdo de 118 mg.mL™
foram depositados em pocos, em placas de Petri com meio agar Mueller-Hinton inoculado
com a concentracdo da cepa E. coli ou S. aureus, ajustada a turbidez 0,5 na escala de
McFarland, que corresponde aproximadamente, 1 x 108 UFC.mL™ (CLSI, 2010).

Como controle positivo foi utilizado o antibiético Canamicina (30 pg/mL) e como

controle negativo foi utilizado agua destilada estéril. O teste foi realizado em duplicata.
3.2.6 Preparo das formulag6es de linguica suina cozida

Foram produzidos quatro tratamentos de linguica suina cozida utilizando carne
suina (lombo), sal de cura, coentro liofilizado, cloreto de sodio, antioxidante (eritorbato de
sodio), tripolifosfato, aclcar refinado, pasta de alho, pasta de cebola, noz moscada, pimenta
branca, glutamato monossodico e a cultura starter, Staphylococcus carnosus, Bactoferm® S-
B-61- Valinhos. Na formulagdo F1 ou controle, ndo houve a adi¢do do sal de cura nem do
coentro liofilizado, na formulacdo F2 ou padrdo, houve a adicdo de sal de cura comercial, ja
as formulacdes F3 e F4 foram adicionadas de coentro liofilizado em concentracbes de 0,29 e
0,58%, fornecendo 3,37 e 6,84 ppm de nitrato, respectivamente. As formulacdes de linguica

suina cozida estéo dispostas na Tabela 2.
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Tabela 2 — Composicdo das formulag6es de linguica suina cozida

INGREDIENTES F1 F2 F3 F4
Carne Suina (%) 80 80 80 80
Toucinho (%) 20 20 20 20
Sal de Cura (%) - 0,15 - -
Coentro Liofilizado (%) - - 0,29 0,58
Cloreto de Sodio (%) 2,0 1,73 2,0 2,0
Antioxidante (%) 0,25 0,25 0,25 0,25
Tripolifosfato (%) 0,25 0,25 0,25 0,25
Acucar Refinado (%) 0,1 0,1 0,1 0,1
Pasta de Alho (%) 0,40 0,40 0,40 0,40
Pasta de Cebola (%) 0,40 0,40 0,40 0,40
Pimenta Branca (%) 0,1 0,1 0,1 0,1
Glutamato Monossadico (%) 0,15 0,15 0,15 0,15
Bactoferm S-B-61 - - 0,025 0,025
Agua (%) 5 5 5 5

Fonte: Proprio autor (2019).

F1 = Formulagdo controle,

F2 = Formulagdo padrédo adicionada de sal de cura (90% NaCl e 10% de NaNO,), com 150 ppm de NaNO,,
F3 = Formulagdo adicionada de coentro liofilizada com 3,37ppm de Nitrato + cultura starter,

F4 = Formulacéo adicionada de coentro liofilizada com 6,84ppm de Nitrato + cultura starter.

Para a elaboracdo das linguicas, o lombo suino foi cortado manualmente, com
auxilio de facas de aco inoxidavel, em forma de cubos de tamanhos irregulares. Os cubos de
carnes e o toucinho foram cominuidos em moinho, utilizando-se disco de 8 mm. Os

ingredientes foram pesados em balanca analitica conforme formulagGes (Tabela 2).
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Primeiramente, adicionou-se o agUcar, sal (NaCl), sal de cura na formulacdo F2, fosfato e
metade da quantidade de &gua da formulacdo a massa carnea procedendo a mistura manual
por dois minutos. Logo apoés, acrescentou a pasta de alho, pasta de cebola, noz moscada,
pimenta branca e glutamato monossodico e o restante da agua, homogeneizando a massa por
mais dois minutos. Por Gltimo, foi acrescentado o antioxidante, homogeneizando a massa pelo
periodo de dois minutos.

Nas formulacGes F3 e F4, a quantidade total de &gua adicionada foi descontada do
volume do extrato. Para facilitar a dissolucdo da cultura starter utilizada, a mesma foi diluida
nos respectivos extratos antes de ser acrescentada a massa carnea. Os demais ingredientes
foram adicionados conforme descrito anteriormente.

O embutimento da massa carnea realizou-se em tripa natural suina de calibre
30/32 em embutideira de pistdo, seguido de amarracdo dos gomos de aproximadamente 100 g
cada. Os envoltérios foram previamente lavados em &gua potavel para remocdo de sal e
hidratacdo, em seguida, imersos em solucdo clorada (100 ppm) por quinze minutos e
enxaguados. Ap6s o embutimento, as linguicas foram colocadas em sacos de polietileno e
levadas para cozimento em banho-maria por 90 minutos a temperatura de 40 °C e, em
seguida, elevou-se a temperatura até que esta atingisse 72 °C na parte interna da linguica. O
objetivo do escalonamento € permitir a reducdo do nitrato presente no extrato de coentro pela
cultura starter e para isso, a temperatura inicial tem que ser préxima a temperatura étima de
crescimento do microrganismo.

Apbs o cozimento, as linguicas foram resfriadas em banho de gelo e armazenadas
sob refrigeracdo a temperatura abaixo de 4 °C até o momento da andlise. Para cada
tratamento, foram produzidas dezesseis linguigas.

3.2.7 Caracterizacao fisico-quimica das formulacgdes de linguica suina cozida

Para cada tratamento foi realizada caracterizacao fisico-quimica das formulacGes

(composicdo centesimal) no tempo 0 de armazenamento.
3.2.7.1 Composicéo centesimal
As formulacbes foram submetidas as analises fisico-quimicas de composicao

centesimal (umidade, cinzas, lipidios e proteinas) de acordo com AOAC (2005) e carboidrato

por diferenca.
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- Umidade: o teor de umidade foi determinado com base na remoc¢&o da agua por
aquecimento em estufa a 105°C + 5°C. Capsulas de porcelanas foram tratadas em estufa a
105°C £ 5°C e receberam aliquotas de cada amostra que depois de devidamente pesadas em
balanca analitica foram transferidas a estufa (105 °C + 5°C) para secagem até peso constante.
O teor de umidade em porcentagem de cada amostra foi calculado pela diferenca de massas,
antes e depois da secagem e multiplicado por 100. Todas as determinacgdes foram realizadas
em triplicatas.

- Cinzas (Residuo mineral fixo): na determinacdo das cinzas foi empregada a
incineracdo em mufla, onde toda a matéria organica foi queimada. Cada amostra foi colocada
em um cadinho de porcelana, com massa previamente estabelecida e permaneceu na mufla
(550 °C £ 5°C) até total queima da matéria organica. A diferenca entre a massa da amostra
mais cadinho e a massa do cadinho forneceu a massa das cinzas da amostra. Todas as
determinagGes foram realizadas em triplicatas.

- Lipidios totais: realizou-se através do método que utiliza solvente organico para
extracdo da fracdo lipidica com auxilio de um extrator de Soxhlet. Aliquotas de cada amostra
foram pesadas em cartuchos de celulose e transferidas para o extrator de Soxhlet. A extracdo
da porcéo lipidica foi realizada com auxilio de hexano. A porcéo lipidica foi separada da
micela por destilagdo do solvente e determinada gravimetricamente com auxilio de uma
balanca analitica. Os resultados foram expressos em percentagem de lipideos de cada amostra.
Todas as determinac@es foram realizadas em triplicatas.

- Proteinas: o teor de proteina foi determinado pelo método de Kjeldahl que se
baseia na digestdo da amostra com acido sulfurico e mistura catalisadora contendo sulfato de
cobre e sulfato de potéssio para acelerar a reagdo. Assim, todo o carbono e hidrogénio serdo
oxidados a gas carbonico e agua. O nitrogénio da proteina é reduzido e transformado em
sulfato de aménio. Completada a digestdo, a amostra foi destilada em meio basico por adicédo
de hidroxido de s6dio 40%, para a liberacdo da aménia. A amonia foi recolhida em solugédo de
acido borico, formando borato de am6nio. O borato de aménio formado foi quantificado por
titulacdo com &cido cloridrico padronizado. O fator de conversdo de 6,25 foi utilizado para o
calculo do teor de proteina bruta ou total. Todas as determinacfes foram realizadas em
triplicatas.

- Carboidrato: obtido por diferenca. Calculou-se a média da porcentagem de
agua, proteinas, lipideos e cinzas e o restante foi considerado carboidrato, conforme se

verifica na equacao a seguir:
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% Carboidratos =100- (U+ L + P + C)
Onde: U = umidade (%), L = lipideos (%); P = proteina (%) e C = cinzas (%).
3.2.8 Avaliacao da estabilidade fisico-quimica das formulagdes

As formulagdes de linguica suina cozida foram avaliadas com relagédo ao pH, atividade
de 4gua (Aw), oxidacdo lipidica (N°s TBARS), nitrato, e cor aos 0, 15 e 30 dias de estocagem
sob refrigeracdo (4 °C). As determinacdes de nitrito foram realizadas aos 0 e 30 dias de
estocagem sob refrigeracéo (4 °C).

3.2.8.1 Determinacao do pH

O pH foi determinado conforme AOAC (2005) utilizando-se pHmetro
(TECNAL®- TEC-3P-MP), equipado com um eletrodo padréo (InLab 427®, Mettler-Toledo,
Urdorf, Suica) e um sensor de temperatura. Antes das medicGes, o medidor de pH foi

calibrado a temperatura ambiente (25+ 1 °C) com duas solugdes padréo (pH=4; pH=7)
3.2.8.2 Atividade de 4gua (Aw)

Medida em analisador de atividade de agua (marca Aqua-lab, modelo CX-2).

Foram realizadas trés medigdes por amostra.
3.2.8.3 Oxidacdao de lipideos

Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS): foram determinadas
segundo metodologia descrita por Raharjo, Sofos e Schmidt (1992) e modificada por Facco
(2002). Em um tubo de polietileno foram colocados 10,0 + 0,1 g de amostra previamente
triturada em multiprocessador, 1 mL da solugdo de BHT (0,15 %) e 40 mL de uma solucéo 5
% de acido tricloroacético (TCA). Em seguida, a mistura foi homogeneizada em triturador do
tipo Marconi (modelo: TE102) e colocada em centrifuga (modelo: Beckman J2-21) durante
10 minutos a 10.000 rpm a 4 °C. Apds sair da centrifuga, o sobrenadante foi filtrado,
transferido para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume completado com solugdo de TCA

5 %. Posteriormente foram retirados 2 mL (em triplicata) do baldo volumétrico de cada
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amostra e colocados cada um em um tubo de vidro transparente com tampa. Apds a adi¢ao de
2 mL da solucdo 0,08 M de éacido 2-tiobarbitarico (TBA) em cada um dos tubos de vidro,
estes foram vedados com a tampa, agitados e aquecidos em banho-maria a 100 °C por 50
minutos. Em seguida, com o auxilio de um espectrofotémetro calibrado para leitura em
comprimento de onda de 531 nm, foi realizada a leitura das absorbancias de cada uma das
amostras. Os valores encontrados foram aplicados em equacdo elaborada a partir de uma
curva padrdo de calibracdo anteriormente obtida e cujos resultados foram novamente
empregados na equacdo abaixo para que se pudesse finalmente determinar os niveis de
TBARS das amostras. Os resultados obtidos foram expressos em mg de malonaldeido
(MDA)/kg de linguica.

25xC
P

mg de MDA/Kg =

Onde:

C = concentracdo (ug MDA/2 mL) correspondente a absorbancia lida (curva padréo)
P = peso da amostra

25 = equivalente a diluicdo

3.2.8.4 Determinacdo de nitrato e nitrito na linguica suina cozida

Para determinacdo quantitativa de nitrato e nitrito na linguica suina cozida, 10 g
da amostra triturada foram transferidas para um béquer de 200 ml, adicionadas de 5 ml de
tetraborato de sodio (bdrax) 5% e 50 ml de &gua destilada aquecida (80 °C) e agitadas. A
mistura foi mantida em banho-maria por 15 minutos a 80 °C, com agitacdo frequente. Apds
este processo, resfriou-se a temperatura ambiente. A mistura foi transferida quantitativamente
para um baldo volumétrico de 100 ml e em seguida, adicionou-se 5 ml de ferrocianeto de
potéssio 0,25 M e 5 ml de acetato de zinco 1,0 M com agitacdo sequencial, completando o
volume do baldo com agua destilada. O contetdo do baldo ficou em repouso por 30 minutos a
temperatura ambiente. Apds o repouso o conteddo do baldo foi filtrado em papel filtro
qualitativo. Em seguida, as determinacOes de nitrato e nitrito foram realizadas da mesma
maneira como descrita para o coentro liofilizado.

Tanto para nitrato como para nitrito, o limite de quantificacdo do método foi de 5
mg.kg de linguica.
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3.2.8.5 Determinagéo de cor

Utilizou-se um colorimetro ColoQuest XE HunterLab. As medicGes foram
realizadas com auxilio de uma cubeta (espessura: 20mm) diretamente na superficie das
linguigas e expressas pelos pardmetros L*, a* e b*. Os valores L* (luminosidade), variam
entre zero (branco) a 100 (preto) enquanto os valores das coordenadas de cromaticidade a*
variam de -a* (verde) até +a* (vermelho), e b* variam de —b* (azul) até +b* (amarelo). Foram

realizadas trés leituras para cada formulacéo.

3.3 Analise estatistica

No presente estudo para as andlises das formulacgdes de linguicas foi utilizado um
delineamento inteiramente causalizado 4x3 (4 formulages e 3 repeti¢bes). Para a estabilidade
das linguicas foi utilizado um delineamento 4x3 (4 formulacbes e 3 tempos de
armazenamento). Os resultados foram compilados no programa Microsoft Office Excel 2007
e processados no programa estatistico XLSTAT (Addinsoft Paris, France), considerado o
nivel de 5% de probabilidade para significancia. Os dados de composicdo centesimal das
linguicas foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas
pelo teste de Tukey. Os dados de pH, a atividade de &gua, TBARS, nitrato e a cor das
linguicas foram inicialmente avaliados usando a ANOVA com um planejamento fatorial, que
incluiu os efeitos do tratamento, tempo de armazenamento e a interacao entre o tratamento e o
tempo de armazenamento. Quando a interacdo foi significativa, avaliou-se o impacto de cada

fator sobre os outros usando o teste de Tukey para a comparacgdo das médias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados da caracterizacdo do extrato aquoso estdo descritos na se¢do 4.1 e

da atividade antimicrobiana do extrato aquoso contra as cepas E. coli e S. aureus estéo
descritos na segéo 4.2.

4.1 Determinagéo de pH, cor e atividade antioxidante do extrato de coentro

Os resultados das analises de pH, cor e atividade antioxidante estdo compilados na
Tabela 3.

Tabela 3 — Valores do pH, coordenadas de cor L*, a* e b* e atividade antioxidante total do
extrato aquoso de coentro

Extrato Atividade
aquoso de pH L* a* b* Antioxidante
coentro uM trolox.g™
EC1 5,83+0,00a 5,58+0,06a 3,18+0,04a 4,47 +0,15b 56,82
EC2 5,79+0,00a 4,14+0,02b 2,69+0,07b 6,19 £ 0,03a 58,84

Fonte: Proprio autor (2019).

* médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p<
0,05)

Conforme os resultados do presente estudo, o valor de pH diminuiu com o
aumento da concentracdo do extrato de coentro. Quanto as coordenadas de cromaticidade, o
valor de L* e a* diminuiram e b* aumentou no extrato mais concentrado EC2 (118 mg.mL™).

A atividade antioxidante do extrato aquoso do coentro foi avaliada através da
captura do cation radical ABTS®. Conforme dados da Tabela 3, o extrato de maior
concentragdo apresentou a maior capacidade de reducdo de radicais livres. A atividade
antioxidante total foi de 56,82 e 58,84 pmol Trolox.g™ de coentro para 0s extratos com
concentracdes de 58 e 118 mg.mL™, respectivamente. Os resultados encontrados no presente
estudo foram superiores aos reportados por El-Zaeddi et al. (2017), os quais avaliaram a
atividade antioxidante das folhas de coentro também pelo método ABTS" e os resultados
variaram de 0,85 a 3,30 mmol Trolox. 100g de peso seco conforme os tratamentos aplicados

durante o cultivo com &cido malico (oxalico e acetilsalicilico).
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El-Zaeddi et al. (2017) também avaliaram a atividade antioxidante das folhas de
coentro pelos métodos ORAC e FRAP, e os resultados variaram de (2,85 a 9,34 mmol. 100g™
de peso seco) pelo método ORAC e de (4,60 a 10,59 mmol. 100g™ de peso seco) pelo FRAP.
A analise de espectrometria de massa de alta resolucdo (LC-ESI-QTOF-MS) identificou os
acidos fendlicos: &cido clorogénico, &cido ferdlico, &cido cafeico e &cido sinapico. A
concentracdo de compostos fendlicos variou de 3282 a 13290 mg.kg de peso seco conforme
os tratamentos aplicados com acidos organicos (malico, oxalico e acetilsalicilico).

A atividade antioxidante verificada no presente estudo possivelmente esta
relacionada com o contetido de compostos fendlicos totais presente na composicao das folhas
de coentro. Segundo Barros et al. (2012), as folhas de coentro apresentam &cidos fenolicos
(1013,95 mg.kg™ de peso seco), flavonédides (5259,52 mg.kg™ de peso seco) e compostos
fendlicos totais (6273,47 mg.kg™ de peso seco) em sua composicao.

Melo, Mancini Filho e Guerra (2005) relataram a presenca de 2734 mg.100™ g de
fendlicos totais no extrato aquoso das folhas de coentro, a analise de cromatografia gasosa
revelou a presenca dos &cidos fendlicos, 4cido caféico (4,34 pg.mL™), &cido protocatequinico
(6,43 ng.mL™) e glicitina (3,27 pg.mL™).

4.2 Atividade antimicrobiana do extrato aquoso de coentro sobre a cepa E. coli e S.

aureus

O efeito da substituicdo parcial ou total do nitrito de sddio por extratos vegetais
sobre parametros microbioldgicos foi bastante investigado nos estudos que aplicaram essa
metodologia alternativa. Em geral, os artigos investigaram a eficiéncia dos extratos vegetais
no controle dos principais microrganismos patogénicos transmitidos por produtos carneos. A
substituicdo do nitrito de sddio por extratos vegetais devera garantir a mesma protecao
antimicrobiana comprovada pelo nitrito contra patdgenos alimentares (HORSCH et al., 2014).

Foi verificada a possivel acdo inibitéria do extrato aquoso de coentro na
concentracdo de 118 mg.mL™ contra a cepa E. coli e S. aureus, Figuras 5 e 6,

respectivamente.
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Figura 5 — Placa de agar inoculada com o E. coli

Fonte: Proprio autor (2019).
c+: controle positivo (antibidtico Canamicina 30 pug/mL); ¢c-: controle negativo (dgua
destilada estéril); Ext: extrato de coentro (118 mg.mL™).

Diante do resultado, apresentado na Figura 5, pode-se verificar que ndo houve
inibicdo do crescimento de E.coli pelo extrato aquoso de coentro na concentracdo de 118

mg.mL™. Somente houve inibicdo de crescimento pela agdo do antibiético Canamicina (30

pg.mL™.

Figura 6 — Placa de agar inoculada com o S. aureus

Fonte: Proprio autor (2019).
c+: controle positivo (antibiético Canamicina 30 pug/mL); c-: controle negativo (4gua
destilada estéril); Ext: extrato de coentro (118 mg.mL™).

Diante do resultado, apresentado na Figura 6, pode-se verificar que ndo houve
inibicdo do crescimento de S. aureus pelo extrato aquoso de coentro na concentragdo de 118

mg.mL™. Somente houve inibicdo de crescimento pela acdo do antibiético Canamicina (30

pg.mL™).
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Apesar dos resultados encontrados no presente estudo, Wong e Kitts (2006)
verificaram que aplicacédo tanto do extrato aquoso como do extrato metandlico das folhas de
coentro e salsa causaram inibicdo do crescimento exponencial e danos celulares, como o
vazamento de materiais celulares (DNA, proteinas e enzimas), em células de E. coli e B.
subtilis. Os autores sugerem que 0S compostos bioativos podem inibir o crescimento
bacteriano reagindo com o DNA e interrompendo a replicacdo celular. Outra forma de
inibicdo é explicada pela capacidade dos compostos fenolicos para quelar metais e assim
reduzir a disponibilidade de metais, ferro e cobre, necessarios para o crescimento de bactérias.
A capacidade dos extratos de coentro e salsa em reduzir o potencial de oxirreducdo (Eh) do
meio de crescimento, também pode ter contribuido com os efeitos inibitérios do crescimento
observados contra B. Subtilis, j& que bactérias aerdbias requerem um meio de crescimento
com potencial de oxirreducéo (Eh) positivo.

Riel et al. (2017) avaliaram o efeito do extrato de salsa liofilizado (30, 60 e 120
ppm NaNOs3) em substituicdo ao sal de cura (150 ppm de NaNO,) sobre o crescimento da L.
monocytogenes, apés a inoculagdo de 0,1 mL deste microrganismo (4,6 x 10> UFC / g) em
fatias de mortadelas para verificar o comportamento durante o armazenamento. Os autores
observaram que aos 28 dias, tempo final de armazenamento, a formulagéo adicionada com sal
de cura ndo apresentou diferenca significativa do nimero de células de L. monocytogenes
comparada as formulagdes com concentragdes de 30 e 60 ppm de nitrato no extrato de salsa.
Ja a formulagdo adicionada com 120 ppm de NaNOs; apresentou 0 menor crescimento
bacteriano (p<0,05) quando comparada a formulacdo adicionada com sal de cura (150 ppm de
NaNO,) e as formulagdes com concentracdes de 30 e 60 ppm de nitrato no extrato de salsa.
Apesar dos menores valores residuais de nitrito na formulagdo com extrato de salsa, 0s
autores sugerem que os compostos fendlicos podem ter inibido o crescimento de L.
monocytogenes comparando a formulacdo com 120 ppm de nitrato e com 150 ppm de sal de
cura.

Os estudos de Djeri e Williams (2014) e Horsch et al. (2014) observaram que a
utilizacdo do aipo como fonte de nitrato também apresentou atividade antimicrobiana contra
L. monocytogenes similar ao uso do nitrito de sodio sintético.

Garrote et al. (2004) revisaram a atividade antimicrobiana de compostos fendlicos
naturais com atividade antioxidante, como acido cafeico, acido p-cumarico,
acido clorogénico e acido feralico. Os compostos fenolicos parecem afetar a permeabilidade

da membrana, diminuindo o transporte de elétrons e a absor¢do de nutrientes, e possivelmente
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interferindo na sintese metabdlica de macromoléculas e &cidos nucléicos em células
bacterianas, além de inibir o crescimento dos esporos.

Assim o0s extratos de coentro nas concentra¢fes usadas no estudo ndo exibiram
efeito inibitério sobre os microrganismos testados. Portanto, sugere-se que sejam testadas
concentragbes mais elevadas do extrato de coentro, como também avaliar a extracéo
utilizando outros solventes, uma vez que a presenca de diferentes compostos fenolicos

depende da afinidade com o solvente utilizado para obtencéo do extrato.

4.3 Composicao centesimal das formulacdes

A Tabela 4 apresenta os resultados (média + desvio padrdo) referentes a
composicdo centesimal das formulacbes de linguica suina cozida. Os valores de umidade
variaram entre 62,24 a 64,67%, proteinas entre 18,71 a 19,03%, lipidios entre 13,98 a 15,05%
e as cinzas entre 2,62 a 3,16%. De acordo com a analise estatistica, os valores de proteina,
lipidios e carboidratos ndo diferiram (p>0,05) entre as amostras. Este resultado era esperado,
uma vez que nos tratamentos ndo foi alterado nenhum macro componente que pudesse

influenciar a composicao centesimal das formulacdes elaboradas.

Tabela 4 — Composi¢do centesimal das diferentes formulagdes de linguica suina cozida (n=3)

F1 F2 F3 F4

Umidade (%) 63,2310,38b  64,67+0,06a  62,42+0,60 bc  62,24+0,51 c

Proteina (%) 18,96+0,24 a 18,71+0,18 a 18,82+0,12 a 19,03+0,13 a

Lipidios (%) 13,98+1,08 a 13,98+0,16 a 14,89+0,51 a 15,05+0,33 a
Carboidratos (%) 0,76+0,69 a 0,03+0,35a 0,74+0,64 a 0,53+0,40 a

Cinzas (%) 3,05+0,01 b 2,62+0,05 ¢ 3,13+0,03 ab 3,16+0,03 a

Fonte: Proprio autor (2019).

* médias com letras diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p< 0,05)

F1: Formulagdo controle

F2: Formulag8o padrdo adicionada de sal de cura, com 150 ppm de NaNO,

F3 = Formulacdo adicionada de coentro liofilizada com 3,37 ppm de Nitrato + cultura starter (Bactoferm S-B-
61),

F4 = Formulacdo adicionada de coentro liofilizada com 6,84 ppm de Nitrato + cultura starter (Bactoferm S-B-
61).

Quanto aos valores de umidade e cinzas, houve diferenca significativa (p<0,05)

entre as formulacdes (Tabela 4). A diferenca nos teores de umidade e cinzas da formulacao F2



45

é resultante da menor quantidade adicionada de cloreto de sddio nesta formulacdo. Houve um
ajuste na quantidade desse ingrediente para compensar a quantidade presente no sal de cura.

As formulagdes (F1, F2, F3 e Fj) apresentaram composicédo de lipidios e proteinas
de acordo com o Padrdo de Identidade e Qualidade para linguicas cozidas (BRASIL, 2000),
que estabelece o valor maximo de 35% para gordura e valor minimo de 14% para proteinas.

O mesmo Regulamento preconiza para linguica cozida, 0 maximo de 60% em
umidade. Entretanto, verificou-se teores superiores (62,24 a 64,67%) aos estabelecidos no
Regulamento, apesar da quantidade de agua adicionada as formulacdes atenderem ao maximo
de 10% permitido para embutidos submetidos ao cozimento, segundo o Art. 376 do Decreto
n°30.691 de marco de 1952.

4.4 Analises da estabilidade das linguicas

Os resultados da caracterizacao fisico-quimica das formulacdes (composicao
centesimal) e avaliagdo da estabilidade fisico-quimica das formulagées (pH, Aw, TBARs,
Nitrato, Nitrito e Cor) estdo apresentados nas secbes 4.4.1 a 4.4.4.

4.4.1 Andlise de pH e Aw

O potencial Hidrogeniénico (pH) € um pardmetro analitico utilizado como
ferramenta de avaliagdo da qualidade da matéria prima, uma vez que 0 processo de
deterioracdo altera a composicéo de ions de hidrogénio do produto. O pH também influencia
as propriedades funcionais, qualidade sensorial, assim como o crescimento e desenvolvimento
de microrganismos na carne (TERRA; FREITAS; CICHOSKI, 2007). Logo assim, a
determinacdo do pH foi realizada para avaliar o comportamento das formulacbes de linguica
suina armazenadas por 30 dias sob refrigeracdo a 4 °C, conforme resultados apresentados na
Tabela 5.



46

Tabela 5 — Valores (média £ desvio padrdo) de pH das diferentes formulacdes de linguica
suina cozida e estocada por 30 dias sob refrigeracdo (4 °C) (n=3)

Tempo (dias)

Tratamentos
0 15 30
F1 6,09+0,01 abB 6,10+0,01 aB 6,20+0,03 aA
F2 6,15+0,01 aA 6,11+0,01 aA 6,09+0,05 bA
F3 6,04+0,01 bcA 5,87+0,00 bB 5,98+0,02 cA
F4 6,02+0,01 cA 5,84+0,01 bB 5,83+0,04 dB

Fonte: Proprio autor (2019).

* médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p<
0,05)

** médias com letras maiUsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p<
0,05)

F1: Formulagdo controle

F2: Formulagdo padrao adicionada de sal de cura, com 150 ppm de NaNO,

F3: Formulagdo adicionada de coentro liofilizada com 3,37 ppm de Nitrato + cultura starter (Bactoferm S-B-61),
F4: Formulagdo adicionada de coentro liofilizada com 6,84 ppm de Nitrato + cultura starter (Bactoferm S-B-61).

O comportamento das amostras em relacdo aos valores de pH diferiu (p<0,05)
conforme os tratamentos aplicados e os tempos de armazenamento.

A utilizacdo do extrato de coentro nas formulacdes F3 e F4 diminuiu os valores de
pH quando comparados aos da formulacdo F2 em todos os tempos analisados. Além disso,
aos 15 e 30 dias de estocagem, F3 e F4 também apresentaram menor valor de pH que F1,
enquanto que no dia 0 apenas F4 foi menor. Os baixos valores de pH dos extratos podem ter
influenciado nos resultados encontrados das formulac6es F3 e F4.

Em relacdo ao tempo de estocagem, o pH da F1 apresentou comportamento
ascendente entre o dia 0 e 30 de estocagem, enquanto o pH da F4 reduziu ao se considerar o
mesmo periodo. Para as formulacBes F2 e F3, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) para
o valor de pH entre o inicio (0 dias) e o fim (30 dias) do armazenamento.

A utilizacdo de extratos etandlicos das folhas de curry e aquoso de horteld em
carne suina moida conservada sob refrigeracdo a 4 °C também resultou em menor elevacéo
dos valores de pH durante o armazenamento comparada a formulacdo controle. A carne suina
apresentou valores de pH (6,03 + 0,03; 6,05 + 0,03; 6,04 £ 0,02 ) no inicio do armazenamento
e (6,52 =+ 0,02; 6,29 + 0,04; 6,35 = 0,01) aos 12 dias nas formula¢des controle e adicionadas
de extrato etanolico das folhas de curry e aquoso das folhas de horteld, respectivamente.
Possivelmente, a presenca de ingredientes antimicrobianos em extratos naturais exerce efeito
inibitorio do crescimento e reprodugdo de microrganismos deteriorantes que metabolizam
compostos nitrogenados basicos (BISWAS; CHATLI; SAHOO, 2012).
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Riel et al. (2017) também verificaram resultados similares em mortadelas, nas
quais se substituiu o sal de cura por extrato de salsa liofilizado nas concentragdes de 30, 60 e
120 ppm de nitrato, o que resultou em menores valores de pH nas formula¢des com adi¢éo de
extrato de salsa (6,10; 6,08; 6,12) quando comparadas as formulacGes contendo sal de cura
(6,29). Os autores inferem que os menores valores de pH encontrados nos tratamentos com
adicdo de extrato de salsa podem ser resultantes de produtos metabdlicos sintetizados pela
cultura starter (S. Carnosus) utilizada, a qual também foi utilizada em nosso estudo nas
mesmas condic6es de incubacao (40 °C) por 90 minutos, temperatura 6tima de crescimento do
microrganismao.

Em outro estudo, a aplicacdo do extrato de espinafre pré-fermentado na salmoura
de lombo suino também resultou em diminuicdo do pH nas amostras tratadas com extratos
vegetais no processo de cura. Além disso, houve um decréscimo significativo do pH com o
aumento da concentragdo do extrato de espinafre na formulagdo do produto (KIM et al. 2017).
A adicdo de extratos naturais pré-fermentados (espinafre, alface, aipo, beterraba) também
promoveu diminui¢des significativas do pH em salsichas segundo Hwang et al. (2018).

Com base nos resultados obtidos foi possivel inferir que a substituicdo do sal de
cura por extratos vegetais e cultura starter em formulacGes de produtos carneos influenciaram
na diminuicdo do pH final do produto.

Analisando a Tabela 6, observou-se que o comportamento das amostras em
relacdo aos valores de Aw diferiu significativamente (p<0,05) conforme os tratamentos
aplicados. A formulacdo (F2) apresentou os maiores valores de Aw em todos os tempos de

analise.
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Tabela 6 — Valores (média £ desvio padrdo) de Aw das diferentes formulacdes de linguica
suina cozida e estocada por 30 dias sob refrigeracdo (4 °C) (n=3)

Tempo (dias)

Tratamentos
0 15 30
F1 0,9658+0,00 bB 0,9528+0,00 bC 0,9767+0,00 bA
F2 0,9717+0,00 aB 0,9534+0,00 aC 0,9835+0,00 aA
F3 0,9668+0,00 bB 0,9491+0,00 bC 0,9782+0,00 bA
F4 0,9653+0,00 bB 0,9517+0,00 bC 0,9794+0,00 bA

Fonte: Proprio autor (2019).

* médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p<
0,05)

** médias com letras mailsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p<
0,05)

F1: Formulagdo controle

F2: Formulagdo padrao adicionada de sal de cura, com 150 ppm de NaNO,

F3:Formulacdo adicionada de coentro liofilizada com 3,37ppm de Nitrato + cultura starter (Bactoferm S-B-61),
F4: Formulagdo adicionada de coentro liofilizada com 6,84ppm de Nitrato + cultura starter (Bactoferm S-B-61).

Em relacdo ao tempo, o valor de atividade de &gua das quatro formulacGes
aumentou com o tempo de armazenamento, desta forma o resultado da Aw observada aos 30
dias foi maior que as observadas no periodo inicial e aos 15 dias. A diminuicdo da Aw
durante os 15 dias de estocagem é resultado da evaporacdo da agua superficial das linguicas,
no entanto, aos 30 dias houve uma reabsorcdo da agua evaporada que ficou dentro da

embalagem, o que ajuda a explicar o resultado observado.

4.4.2 Analise de TBARS

Outro parametro importante no controle da estabilidade de produtos carneos é o
monitoramento da oxidacdo lipidica, uma vez que os compostos resultantes da oxidacéo,
como os radicais, alteram caracteristicas fisicas e sensoriais como a cor e sabor. Por isto, a
oxidacdo lipidica é apontada como fator relevante de deterioracdo do alimento. Desse modo,
tanto o controle das matérias primas utilizadas no processamento como as condicBes de
armazenamento do produto acabado séo essenciais para minimizar a deteriora¢do do produto
por compostos resultantes da oxidacdo lipidica prolongando a vida de prateleira.

O teste TBARS é um dos métodos mais amplamente utilizados para medir
produtos de oxidacdo secundaria conhecidos como causa de oxidacdo ranco. Assim, realizou-
se analises dos teores das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) das diferentes

formulacdes de linguica suina cozida durante a estocagem sob refrigeragédo (Tabela 7).
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Tabela 7 — Valores (média + desvio padrdo) de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(mg/Kg) das formulagdes de linguica suina cozida e estocada por 30 dias sob refrigeracédo (4

°C) (n=3)

Tempo (dias)

Tratamentos
0 15 30
F1 0,89+0,03 aB 2,87+0,02 aA 2,83+0,02 aA
F2 0,35+0,02 dB 0,51+0,0 dA 0,19+0,01 dC
F3 0,49+0,02 cC 0,7940,02 bB 1,06+0,01 bA
F4 0,57+0,05 bC 0,70+0,01 cB 0,92+0,0 cA

Fonte: Proprio autor (2019).

* médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p<
0,05)

** médias com letras maiusculas diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p<
0,05)

F1: Formulagdo controle

F2: Formulagéo padrdo adicionada de sal de cura, com 150 ppm de NaNO,

F3: Formulagdo adicionada de coentro liofilizada com 3,37 ppm de Nitrato + cultura starter (Bactoferm S-B-61),
F4: Formulagdo adicionada de coentro liofilizada com 6,84 ppm de Nitrato + cultura starter (Bactoferm S-B-61).

O comportamento das amostras em relacdo aos teores de TBARS diferiu
significativamente conforme os tratamentos aplicados e os tempos de armazenamento.

Em relacdo aos tratamentos, a formulagdo adicionada de sal de cura (F2) foi a que
apresentou os menores valores de TBARS em todos os tempos de analise. A eficiéncia do
nitrito de sodio em minimizar a formacdo de compostos responsaveis pela rancidez oxidativa
é bem reconhecida e apontada em varios estudos, tanto que maiores valores residuais de
nitrito, em formulacGes adicionadas de sal de cura ou de extrato vegetais, resultaram em
menor valor de TBARS do produto (KRAUSE et al., 2011). O possivel mecanismo de
explicacdo para a acdo antioxidante do nitrito de sodio é a facilidade da molécula de 6xido
nitrico (NO) em se oxidar a dioxido de nitrogénio (NO>) na presenca de oxigénio, e com isso,
minimizar a formacao de radicais livres (HONIKEL, 2008). Segundo Hwang et al. (2018) os
maiores valores residuais de nitrito presente nos extratos de espinafre FS (491,68 ppm) e
alface FL (220,09 ppm) influenciaram positivamente a estabilidade oxidativa das amostras de
salsichas suinas cozidas que apresentaram menores valores de TBARS, comportamento
similar ao da presente pesquisa, uma vez que a formulacdo F2 foi a Unica que apresentou
nitrito residual acima do limite detectavel aos 0 e 30 dias e consequentemente maior controle
da oxidacéo lipidica.

Apesar das formulacGes adicionadas de extrato de coentro (F3, F4) nao terem sido

as mais eficientes no controle da oxidacéo lipidica, 0 uso do extrato mostrou ter algum efeito
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ja que as formulagdes F3 e F4 apresentaram niveis mais baixos de TBARS quando
comparados a formulacdo controle (F1) nos trés tempos de armazenamento avaliados (Tabela
7). Outro ponto observado foi que quanto mais elevada a concentracao do extrato (F4) maior a
eficiéncia no controle da oxidacao aos 15 e 30 dias de armazenamento. Conforme Melo et al.
(2003), o extrato aquoso da folha de coentro apresenta atividade antioxidante devido ao
contetido fendlico presente no extrato. Os autores relataram a presenca de 2734 mg.100™" g de
fenolicos totais no extrato aquoso das folhas de coentro, a analise de cromatografia revelou a
presenca dos é4cidos fendlicos, 4cido caféico (4,34 pg.mL™), 4cido protocatequinico (6,43
pg.mL™) e glicitina (3,27 pg.mL™). Portanto, infere-se que a menor formacdo de TBARS
verificada nos tratamentos adicionados de extrato de coentro comparada a formulagéo
controle (F1) no presente estudo pode ser atribuida a atividade antioxidante de componentes
fenolicos presente no extrato, e por isso, 0s resultados obtidos reforcam o potencial de
utilizacdo do extrato de coentro como agente antioxidante na elaboracdo de produtos carneos.

Em relacdo aos tempos de armazenamento, observou-se que o controle da
oxidacdo foi mais efetivo na formulacdo F2. O valor de TBARS para essa formulacdo foi
significativamente menor aos 30 dias e manteve-se abaixo de 0,51 mg.kg™. Apesar do
aumento dos valores TBARS para as formulagdes adicionadas do extrato de coentro, esses
valores mantiveram-se abaixo da formulacdo controle (F1) a qual atingiu valores de 2,83
mg.kg™ no periodo final de armazenamento. Todas as formulages foram adicionadas de 20%
de toucinho, que apresenta em sua constituicdo lipidios mono e poli-insaturados que sédo
susceptiveis a oxidacao. Por isso, durante a estocagem era esperado o aumento dos valores de
TBARS. No entanto, a adi¢do de componentes com atividade antioxidante nas formulagoes
(F2, F3 e F4) que atuam no controle da oxidagdo favoreceram 0s menores valores nos
resultados da analise de TBARS durante todo o tempo de estocagem.

Os compostos fenolicos, presentes nos extratos vegetais, sdo metabdlitos vegetais
secundarios que apresentam acdo antioxidante e podem fornecer aos processadores de carne a
possibilidade para desenvolver novos produtos. Considerando a bioatividade e a sua presenga
em uma ampla variedade de vegetais, 0s extratos vegetais apresentam uma diversificada
aplicabilidade no processamento de produtos carneos (SHAH; BOSCO; MIR, 2014)

Jayawardana et al. (2011) verificaram que o efeito da aplicacdo de 0,2% do
extrato de feijdo azuki sobre a diminuigdo dos valores de TBARS em salsichas suinas cozidas
ndo curadas foi similar a adicdo do antioxidante sintético hidroxitolueno butilado (BHT)
durante a estocagem a 37 °C. Alem disso, a aplicagdo do extrato de feijdo azuki nas

formulagdes de salsichas suinas cozidas curadas, adicionadas de nitrito de sodio, resultou em
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maior controle da oxidacdo comparada a formulacdo adicionada apenas com o nitrito de
sodio.

Sebranek et al. (2005) avaliaram o efeito da aplicacdo de diferentes concentracdes
do extrato de alecrim comercial (FORTIUM™ R20, Kemin Americas, Inc., Des Moines, 1A)
sobre os valores de TBARS em linguicas suina frescal e cozidas armazenadas sob refrigeracdo
e/ou congelamento. Em condi¢Oes de armazenamento sob congelamento, a aplicagcdo do
extrato de alecrim nas concentracdes de 1500 e 2500 ppm resultou em valores de TBARS
significativamente menores (p < 0,001) aos valores encontrados nas linguicas frescais
adicionadas dos antioxidantes sintéticos hidroxitolueno butilado (BHT) e hidroxianisol
butilado (BHA) apds 42 e 28 dias de estocagem, respectivamente. O extrato de alecrim
manteve os valores de TBARS abaixo de 1,5 mg.kg™ durante os 112 dias de estocagem,
enquanto que nas linguicas adicionadas de antioxidantes sintéticos hidroxitolueno butilado
(BHT) e hidroxianisol butilado (BHA) os valores de TBARS excederam a 2 mg.kg™ aos 42
dias de estocagem. No entanto, a aplicagéo do extrato de alecrim nas concentragdes de 1500 e
2500 ppm em linguicas suinas cozidas resultou em valores de TBARS similares (p> 0,05) aos
valores encontrados nas linguicas cozidas adicionadas dos antioxidantes sintéticos
hidroxitolueno butilado (BHT) e hidroxianisol butilado (BHA), em condi¢bes de
congelamento. Em condicdes de refrigeracdo, as concentragbes de 2500 e 3000 ppm do
extrato de alecrim resultou em valores de TBARS similares (p > 0,05) nas linguicas cozidas
adicionadas dos antioxidantes sintéticos.

A adicdo de extratos etanolicos das folhas de curry e aquoso de horteld em carne
suina moida conservada sob refrigeracdo a 4 °C resultou em maior controle oxidativo durante
a estocagem comparando-se com a formulagdo controle. Além disso, 0 extrato etanélico das
folhas de curry apresentou menores valores de TBARS que a adi¢do do nitrito de sédio. A
carne suina apresentou valores de TBARS (0,548 + 0,03; 0,424 + 0,01; 0,449 + 0,01; 0,487 *
0,02 ) no inicio do armazenamento e (1,417 + 0,01; 1,167 + 0,01, 0,961 + 0,03; 1,32 + 0,02)
aos 12 dias nas formulagdes controle e adicionadas de nitrito de sodio, extrato etandlico das
folhas de curry e aquoso das folhas horteld, respectivamente (BISWAS; CHATLI; SAHOO,
2012).

Turgut, Soyer e Isik¢i (2016) reportaram o efeito do uso do extrato aquoso
liofilizado da casca de roma sobre a oxidacgéo lipidica em almodndegas refrigeradas, atraves
das analises de TBARS e dos valores de peroxido, e da oxidacdo de proteinas, através da
determinacdo dos valores de carbonilas e grupos sulfidrilas. Quanto a oxidacéo lipidica, 0s

autores verificaram que o aumento dos valores de TBARS nas almodndegas ao final do
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armazenamento foi significativamente menor nas amostras tratadas com extrato da casca de
romd em concentragcbes de 0,5 e 1% e nas amostras adicionada do antioxidante BHT
comparadas a formulacéo controle. Ao final do armazenamento, as alméndegas apresentaram
valores de TBARS de 1,19, 0,71, 0,60 e 0,56 mg.kg™ nas amostras controle, adicionadas de
0,5% do extrato da casca de romd, BHT e 1% do extrato da casca de roma. Para os valores de
peroxidos, a formulacdo controle apresentou o pico da formagdo de perdxidos aos dois de
estocagem enquanto as formulacdes adicionadas com BHT ou com extrato da casca de roméd o
pico da formacdo de perdxidos foi aos seis dias de estocagem sob refrigeracéo.

Somando-se ao que foi dito, a utilizacdo de cultura starter no processamento de
cura natural é apontada por contribuir com a protecdo antioxidante, uma vez o S. Carnosus
podera sintetizar a enzima catalase, a qual apresenta importante atividade antioxidante, e

assim minimizar a oxidacao nesses produtos (KRAUSE et al., 2011).

4.4.3 Analise de nitrato e nitrito

Para essa andlise, foram avaliadas as quatro formulacées (F1, F2, F3 e F4) durante
0 periodo de estocagem, onde os valores médios de nitrato foram expressos em ppm de
amostra. Os sais de nitrato e nitrito adicionados aos produtos carneos sdo responsaveis por
caracteristicas sensoriais e fisicas especificas de produtos curados tais como cor, sabor,
atividade antioxidante e antimicrobiana.

Os valores de nitrato residual das linguicas suinas cozidas e armazenadas sob

refrigeracdo estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Valores (média + desvio padrdo) de nitrato (ppm) das formulacdes de linguica
suina cozida e estocada por 30 dias refrigeracao (4 °C) (n= 3)

Tempo (dias)

Tratamentos
0 15 30
F1 105,67+7,64 aA 70,33+12,66 aB 43,00£9,85 bC
F2 156,67+37,07 aA 93,00+5,20 aB 43,00+5,20 bB
F3 104,00+8,66 aA 84,67+9,50 aAB 76,67+12,58 aB
F4 118,33+19,50aA 99,33+21,22 aA 41,00+0,00 bB

Fonte: Proprio autor (2019).

* médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p<
0,05)

** médias com letras mailsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p<
0,05)

F1: Formulagdo controle

F2: Formulagdo padrao adicionada de sal de cura, com 150 ppm de NaNO,

F3: Formulagdo adicionada de coentro liofilizada com 3,37 ppm de Nitrato + cultura starter (Bactoferm S-B-61),
F4: Formulagdo adicionada de coentro liofilizada com 6,84 ppm de Nitrato + cultura starter (Bactoferm S-B-61).

Analisando os dados da Tabela 8, observou-se que ndo houve diferenga
significativa (p>0,05) para os valores de nitrato residual entre os tratamentos aos 0 e 15 dias.
No entanto, aos 30 dias a formulacdo F3 apresentou valor residual significativamente
(p<0,05) maior que as formulacgdes F1, F2 e F4.

As quantidades de nitrato presentes nos extratos de coentro adicionadas as
formulacbes F3 e F4 eram de 3,37 e 6,84 ppm, respectivamente. Por serem concentracdes
muito baixas, ndo implicaram em diferencgas significativas (p>0,05) quando comparadas a
formulacdo controle, a qual ndo houve adi¢cdo do sal de cura nem do extrato de coentro.
Possivelmente, os valores de nitrato encontrados séo resultantes da adi¢do de agua ou dos
condimentos utilizados na formulacdo. Honikel (2008) relata que quantidades residuais de
nitrato em produtos carneos sem a adi¢do direta de nitrato ou nitrito podem ser derivadas da
adicdo de adgua ou especiarias na formulacao.

Em relacdo ao tempo de estocagem, foi possivel notar a diminuicdo dos teores de
nitrato nas formulagdes F1, F2, F3 e F4 aos 30 dias (Tabela 8). Honikel (2008) relata que a
concentracdo de nitrato e de nitrito residuais decrescem ao longo do periodo de
armazenamento sob refrigeracdo. A diminuicdo de ambos é afetada pelo pH do meio e a
temperatura de cocgdo e armazenamento a qual o produto é submetido.

Por fim, pode-se afirmar que as quatro formulacdes (F1, F2, F3 e F4) se
encontram conforme as recomendacfes da legislacdo quanto a anélise de nitrato residual em
todos os tempos (BRASIL, 2019).
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Quanto ao teor residual de nitrito de sodio das formulagGes, em relagdo aos
tratamentos, o nitrito residual foi detectado apenas na formulagdo F, apresentando
concentracdo de 55,49 ppm no tempo inicial (O dias) e 40,47 ppm aos 30 dias (dados nao
apresentados). Nos demais tratamentos, controle (F1) e formulagc6es adicionadas do extrato de
coentro (F3 e F4), os niveis de nitrito ficaram abaixo do limite detectdvel pelo método
utilizado (< 5mg.kg™) em todos os tempos de analise (dados ndo apresentados). Por isso, n&o
foi realizada andlise estatistica nesses dados. Esses resultados eram esperados ja que as
quantidades iniciais de nitrato e nitrito presentes no extrato de coentro eram baixas.

No caso do presente estudo, ha vérios fatores que devem ser considerados quanto
a baixa concentragdo do nitrito residual, como a eficiéncia de conversdao do nitrato pela
cultura starter e as caracteristicas fisico-quimicas do produto. Quanto a conversdo do nitrato,
0 processamento térmico foi realizado a 40 °C, temperatura 6tima de crescimento do S.
Carnosus, para favorecer a ativacdo e conversdo do nitrato, como também foram avaliadas
duas concentracdes do extrato de coentro sobre essa conversdo, que segundo Casaburi et al.
(2005), a enzima nitrato redutase é sintetizada de forma mais significativa na presenca de
teores mais elevados de nitrato, assim aumentando a taxa de reducéo de nitrato a nitrito. Desta
forma, infere-se que apesar das condigdes favoraveis de processamento a taxa de conversdo
de nitrato a nitrito foi baixa, resultando em concentra¢des abaixo do minimo detectavel, uma
vez que, as quantidades iniciais de nitrato e nitrito presentes no extrato de coentro eram
baixas.

Além disso, segundo Shahidi, Samaranayaka e Pegg (2014), o trioxido de dinitrogénio
(N2O3) € a principal espécie reativa em carnes curadas, com o pH entre (5,5-6,5), que na
presenca de agentes redutores forma o 6xido nitrico. Possivelmente, os valores de pH das
formulacGes F3 e F4 podem ter favorecido a formagdo do NO a partir da reducdo do nitrato
pela cultura starter, e isso também tenha contribuido para as concentragdes residuais ficarem
abaixo dos niveis detectaveis.

Riel et al. (2017) também ndo encontraram valores residuais de nitrito em
mortadelas quando utilizaram concentragdes iniciais de 30 ppm de nitrato contido no extrato
de salsa, entretanto, as formulagfes que foram acrescentadas de 60 e 120 ppm de nitrato na
forma de extrato de salsa apresentaram valores residuais de nitrito de 3,40 e 6,82 no tempo

inicial, respectivamente.
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4.4.4 Anélise de cor

O parametro cor é um atributo sensorial decisivo na aceitagdo do produto carneo
curado pelo consumidor. Por isso, é essencial o controle dos fatores interferentes na formacao
da cor e da sua estabilidade durante o armazenamento.

Nas Tabelas 9, 10 e 11 sdo mostrados os valores das coordenadas de cor L*, a* e
b*, respectivamente, das formulagdes de linguica suina cozida estocadas por 30 dias sob
refrigeracao.

Com relacdo ao parametro Luminosidade (L*) (Tabela 9), a formulacdo F4 foi a
que apresentou menor valor de L* entre as formulacdes no periodo inicial (0 dias), enquanto
aos 15 dias e ao final de armazenamento (30 dias) tanto F3 como F4 apresentaram 0s menores
valores de L*. Desse modo, inferiu-se que a presenca de pigmentos nos extratos interferiu no
resultado, visto que esta coordenada esta relacionada com o teor total de pigmentos. O maior
conteddo de pigmentos implica uma absorcdo mais forte e, consequentemente, menor
refletancia tornando o produto mais escuro (SALUENA et al., 2019). Em relacio ao tempo de
armazenamento, ndo houve variagéo significativa (p>0,05) dos valores de L* para nenhuma

das formulacGes avaliadas.

Tabela 9 — Valores (média + desvio padrdo) de L* das diferentes formulacGes de linguica
suina cozida e estocada por 30 dias sob refrigeracdo (4 °C) (n= 3)

Tempo (dias)

Tratamentos
0 15 30
F1 58,71+0,29 abA 61,05+1,84 aA 58,26+2,20 abA
F2 59,61+0,91 aA 59,38+1,12 abA 61,84+0,33 aA
F3 58,87+0,74 abA 56,65+0,15 bA 57,35+0,60 bA
F4 55,26+2,69 bA 55,98+1,69 bA 55,46+1,20 bA

Fonte: Proprio autor (2019).

* médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p<
0,05)

** médias com letras maiGsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p<
0,05)

F1: Formulagdo controle

F2: Formulagdo padrao adicionada de sal de cura, com 150 ppm de NaNO,

F3: Formulagdo adicionada de coentro liofilizada com 3,37 ppm de Nitrato + cultura starter (Bactoferm S-B-61),
F4: Formulagdo adicionada de coentro liofilizada com 6,84 ppm de Nitrato + cultura starter (Bactoferm S-B-61).

Similar aos resultados da presente pesquisa, a utilizacdo de extratos etanolicos das

folhas de curry e aquoso de horteld em carne suina moida mantida sob refrigeracdo a 4 °C
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resultou em diminuicdo dos valores de L*. A carne suina apresentou valores de L* (42,58 +
0,71; 38,28 + 0,64; 36,42 + 1,02) nas formulacBes adicionadas de nitrito de sodio, extrato
etanolico das folhas de curry e aquoso das folhas de horteld, respectivamente (BISWAS;
CHATLI; SAHOO, 2012).

Analisando os valores da Tabela 10, o parametro de cor a* (vermelho) diferiu
significativamente (p<0,05) entre os tratamentos nos trés tempos de armazenamento e que a
formulacdo F2 apresentou maiores valores de a* que as formulacdes F1, F3 e F4. A presenca
do nitrito de sédio na formulacéo F2 justifica os valores encontrados, uma vez que, a cor rosa-
avermelhada caracteristica dos produtos curados é resultante das reacGes entre a mioglobina,
pigmento instivel natural da carne e 0 NO derivado do nitrito de sddio. A reacéo entre 0 NO e
a mioglobina forma o pigmento nitrosomioglobina, que pela acdo do calor de cozimento,
transforma-se em nitrosohemocromo, de cor rdsea, mais estavel. Em contrapartida, o0s
menores valores de a* (vermelho) apresentados pelas formulagdes F3 e F4 indicam que houve
uma baixa disponibilidade do NO e, consequentemente, uma menor taxa da reacdo de
formacéo do pigmento nitrosohemocromo (HONIKEL, 2008; TERNS et al., 2011)

Tabela 10 — Valores (média + desvio padrao) de a* das formulacdes de linguica suina cozida
e estocada por 30 dias sob refrigeracdo (4 °C) (n=3)

Tempo (dias)

Tratamentos
0 15 30
F1 2,85+0,09 bA 1,98+0,56 bA 3,04+0,32 bA
F2 6,14+0,42 aA 5,88+0,66 aA 5,74+0,18 aA
F3 2,71+0,13 bA 2,92+0,09 bA 2,0040,29 bA
F4 3,36+1,05 bA 1,74+0,35 bB 3,42+0,80 bA

Fonte: Proprio autor (2019).

* médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p<
0,05)

** médias com letras mailsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p<
0,05)

F1: Formulagdo controle

F2: Formulag&o padrdo adicionada de sal de cura, com 150 ppm de NaNO,

F3: Formulagdo adicionada de coentro liofilizada com 3,37 ppm de Nitrato + cultura starter (Bactoferm S-B-61),
F4: Formulagdo adicionada de coentro liofilizada com 6,84 ppm de Nitrato + cultura starter (Bactoferm S-B-61).

Hwang et al. (2018) também encontraram menores valores de a* em salsichas
suinas adicionadas de extratos pré-fermentados de espinafre, alface, beterraba e salsa
comparadas a formulagdo adicionada com nitrito de sddio (150 ppm).

Similar aos resultados da presente pesquisa a utilizacéo de extratos etanolicos das

folhas de curry e aquoso de horteld em carne suina moida mantida sob refrigeracéo a 4 °C
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resultou em diminuicdo dos valores de a*. A carne suina apresentou valores de a* (9,42 +
0,31; 8,37 + 0,26; 7,89 £ 0,18) nas formulagdes adicionadas de nitrito de sddio, extrato
etanolico das folhas de curry e aquoso das folhas de horteld, respectivamente (BISWAS;
CHATLI; SAHOO, 2012).

Em relacdo ao tempo de estocagem, em geral, as formulacbes apresentaram-se
estaveis quanto ao pardmetro a*, visto que os valores ndo diferiram estatisticamente entre o
inicio (0 dias) e ao final (30 dias) do armazenamento (Tabela 10).

Quanto ao parametro de cor b* (Tabela 11), em relacdo aos tratamentos, aos O e
30 dias, a formulacdo F1 foi a que apresentou maior valor de b*, maior tendéncia ao amarelo,
comparada as formulagdes F2 e F4. J& aos 15 dias, além da formulacdo F1, a formulagdo F3
também apresentou maiores valores de b*. Em contrapartida, a formulacdo F2 apresentou o
menor valor de b*, menor tendéncia ao amarelo, aos 30 dias.

Em relagdo ao tempo de estocagem, os valores de b* da formulagdo F1 ndo
variaram com armazenamento (Tabela 11). Levando em consideracdo o inicio (0 dias) e 0
final (30 dias) do periodo de estocagem, houve uma reducéo nos valores de b* da formulagéo
F2 e um aumento no caso da formulacdo F3, enquanto que para F4 ndo foi observada

diferenga significativa.

Tabela 11 — Valores (média = desvio padrdo) de b* das diferentes formulacdes de linguica
suina cozida e estocada por 30 dias sob refrigeracdo (4 °C) (n=3)

Tempo (dias)

Tratamentos
0 15 30
F1 13,16+0,32 aA 12,49+0,54 aA 13,18+0,23 aA
F2 11,33+£0,33 bA 11,54+0,30 bA 9,71+0,33 cB
F3 12,0240,25 abB 13,82+0,87 aA 13,94+0,61 aA
F4 10,85+0,31 bB 12,77+0,65 abA 11,56+0,46 bAB

Fonte: Proprio autor (2019).

* médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p<
0,05)

** médias com letras mailsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p<
0,05)

F1: Formulagdo controle

F2: Formulag8o padrdo adicionada de sal de cura, com 150 ppm de NaNO,

F3: Formulagdo adicionada de coentro liofilizada com 3,37 ppm de Nitrato + cultura starter (Bactoferm S-B-61),
F4: Formulagdo adicionada de coentro liofilizada com 6,84 ppm de Nitrato + cultura starter (Bactoferm S-B-61).

A maior tendéncia ao amarelo pode estar relacionada também com a oxidagdo de

pigmentos presentes na carne e menor formagdo da cor de carne curada (RIBEIRO et al.,
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2019). Analisando os resultados do presente estudo percebeu-se que as formulagdes F1 e F3
apresentaram os maiores valores de cromaticidade b*, ou seja, maior tendéncia ao amarelo.
Destarte, podemos inferir que os valores obtidos podem ter sido influenciados pelo maior teor
de espécies oxidantes nessas formulacdes, uma vez que tanto a formulacdo F1 como a
formulacdo F3 apresentaram os maiores teores de TBARS durante o armazenamento sob
refrigeracdo (Tabela 7). Entretanto, as formulagdes F2 e F4 que apresentaram menores valores
de TBARS também apresentaram os menores valores de cromaticidade b*, ou seja, menor
tendéncia ao amarelo.

Além disso, outro fator que pode interferir nesse parametro sdo os pigmentos
contidos nos extratos vegetais, conforme relatado por Krause et al. (2011) e Hwang et al.
(2018). Krause et al. (2011) verificaram que a formulacdo de presunto tratada em salmoura
com extrato de aipo em pdé mais cultura starter redutora apresentou maior tendéncia ao
amarelo que a formulacdo adicionada de nitrito de s6dio nos tempos 0, 28 e 42 dias de
armazenamento. Hwang et al. (2018) também encontraram maiores valores de b* em
salsichas suinas adicionadas de extratos pré-fermentados de espinafre, alface, beterraba e salsa

qguando comparados a formulacdo adicionada com 150 ppm nitrito de sédio.
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5 CONCLUSAO

A inclusédo do extrato de coentro nas formulages ndo afetou os teores de lipidios,
proteinas e carboidratos das linguicas, no entanto houve um aumento significativo nos teores
de cinzas, e reducdo dos valores de pH. Além disso, exerceu efeito antioxidante minimizando
a oxidacdo lipidica. Entre as formulacdes adicionadas do extrato de coentro, a maior
concentragdo do extrato mostrou ter maior efeito na estabilidade oxidativa durante a
estocagem.

Os teores de nitrato residual apresentaram-se dentro dos padrdes normativos,
contudo, os niveis de nitrito residual apresentaram-se abaixo do limite minimo detectavel pelo
método utilizado (<5mg.kg™) nas formulages controle e adicionadas do extrato de coentro. A
aplicacdo do coentro também resultou em menor formacao da cor de carne curada.

Nas concentracdes avaliadas os extratos ndo foram efetivos em substituicdo ao
nitrito de sodio. Portanto, sugere-se que sejam feitos estudos utilizando maiores concentracfes
do extrato como também, verificar o efeito da combinacéo de uso do extrato de coentro com o
sal de cura na diminuicdo dos niveis de nitrito residual em produtos carneos que assegurem o
controle da oxidacdo, efeito antimicrobiano e de desenvolvimento da cor dos produtos

curados.
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