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Resumo

OLIVEIRA, Fernanda Moreira Oliveira. Extratos vegetais encapsulados no controle
da oxidacédo lipidica de hambudrguer ovino. 2022. 110f. Tese (Doutorado em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

A aplicacéo de antioxidantes naturais de extratos vegetais encapsulados em produtos
carneos, visando reduzir as rea¢des oxidativas, tem sido mais explorada ultimamente.
Baseado nesta tendéncia, este estudo teve como objetivo encapsular extratos de
folhas de oliveira e de araca vermelho, utilizando gelatina e/ou goma tragacanto, por
coacervacdo complexa ou liofilizacéo, e aplicar em hamburguer de carne ovina, com
o intuito de reduzir a degradacao oxidativa nestes produtos. O trabalho foi dividido em
dois estudos, sendo que no primeiro estudo o extrato fendlico obtido de folhas de
oliveira foi encapsulado por coacervacdo complexa ou liofilizacdo utilizando gelatina
e/ou goma tragacanto. Inicialmente, foi determinado o pH ideal para a ocorréncia da
coacervacao complexa, e apos a encapsulacao as particulas foram caracterizadas, e
posteriormente aplicadas em hamburgueres com carne ovina, que foram
armazenados por quatro meses sob congelamento. Estes produtos foram avaliados
quanto ao indice de peroxidos, substancias reativas ao acido tiobarbitdrico e a
liberacdo dos compostos fendlicos in vitro. Observou-se que no pH 4 ocorreu a
interacdo maxima entre os materiais de parede. As particulas produzidas com gelatina
e gelatina/tragacanto demonstraram valores superiores de eficiéncia de encapsulacao
e atividade antioxidante em relacdo as particulas com apenas tragacanto.
Independente do material de parede utilizado, as particulas produzidas apresentaram
formato irregular. As particulas com gelatina e gelatina/tragacanto apresentaram
maior potencial de protecdo nos hamburgueres de carne ovina frente a degradacéo
oxidativa em relacdo as particulas com apenas tragacanto. Essas particulas se
mostraram mais eficientes que a utilizacdo do eritorbato de sédio como antioxidante
em hamburguer, porém a vitamina C foi o tratamento que apresentou os melhores
resultados. Assim, as particulas produzidas com gelatina ou gelatina/tragacanto se
apresentam como ingredientes naturais que podem substituir antioxidantes artificiais
na elaboracdo de hamburguer ovino. O segundo estudo foi realizado utilizando a
encapsulacdo de extrato de araca vermelho em diferentes concentracdes de goma
tragacanto, por liofilizacdo. As particulas foram caracterizadas e posteriormente
adicionadas em hamburgueres de carne ovina, os quais foram armazenados por doze
dias sob refrigeracédo. Observou-se que quanto maior a concentracao de material de
parede utilizada, maior foi a eficiéncia de encapsulacdo e menores valores de
atividade antioxidante. Foi possivel encapsular o extrato rico em compostos fendlicos
de aracé vermelho com todas concentragfes de goma tragacanto testadas, com as
particulas apresentando formato irregular. Os antioxidantes artificiais e o extrato de
araca vermelho foram mais eficientes contra peroxidacao lipidica nos hamburgueres,
em relacdo aqueles que continham as particulas com extrato fendlico. Assim, a
encapsulacdo do extrato de aracd vermelho com goma tragacanto por liofilizacdo néo
foi muito eficiente para a protecdo do hamburguer de carne ovina da degradacéo
oxidativa. No entanto, estas particulas apresentaram maior atividade antioxidativa que
a amostra controle, sem aditivos, durante os primeiros 6 dias de estocagem. Tendo
em vista que a carne ovina possui alto conteudo de acidos graxos mono e poli-
insaturados, se faz necessaria maiores investigacdes da aplicacdo de antioxidantes
naturais.



Palavras-chave: Atividade antioxidante. Folha de oliveira. Araca vermelho. Gelatina.
Tragacanto.



Abstract

OLIVEIRA, Fernanda Moreira Oliveira. Encapsulated plant extracts in the control
of lipid oxidation of sheep burger. 2022. 110f. Thesis (Doctorate in Food Science
and Technology) - Graduate Program in Food Science and Technology. Federal
University of Pelotas, Pelotas, 2022.

The application of natural antioxidants from encapsulated plant extracts in meat
products, aiming to reduce oxidative reactions, has been more explored lately. Based
on this trend, this study aimed to encapsulate extracts of olive leaves and red araca
using gelatin and/or tragacanth gum, by complex coacervation or lyophilization, and
apply in sheep meat hamburger, in order to reduce oxidative degradation in these
products. The work was divided into two studies. In the first study, the phenolic extract
obtained from olive leaves was encapsulated by complex coacervation or lyophilization
using gelatin and/or tragacanth gum. Initially, the ideal pH was determined for the
occurrence of complex coacervation, and after encapsulation, the particles were
characterized, and later applied to hamburgers with sheep meat, which were stored for
four months under freezing. These products were evaluated for peroxide content,
thiobarbituric acid reactive substances and the release of phenolic compounds in vitro.
It was observed that at pH 4 the maximum interaction between the wall materials
occurred. The particles produced with gelatin and gelatin/tragacanth showed superior
values of encapsulation efficiency and antioxidant activity in relation to particles with
only tragacanth. Regardless of the wall material used, the particles produced had an
irregular shape. The particles with gelatin and gelatin/tragacanth showed greater
protection potential in sheep meat burgers against oxidative degradation in relation to
particles with only tragacanth. These particles were more efficient than the use of
sodium erythorbate as antioxidants in hamburgers, but vitamin C was the treatment
that showed the best results. Thus, the particles produced with gelatin or
gelatin/tragacanth are presented as natural ingredients that can replace artificial
antioxidants in the elaboration of sheep burger. The second study was carried out
using the encapsulation of red araca extract in different concentrations of tragacanth
gum, by lyophilization. The particles were characterized and later added to sheep meat
hamburgers, which were stored for twelve days under refrigeration. It was observed
that the higher the concentration of wall material used, the higher the encapsulation
efficiency and lower values of antioxidant activity. It was possible to encapsulate the
extract rich in phenolic compounds of red araca with all concentrations of gum
tragacanth tested, with the particles having an irregular shape. Artificial antioxidants
and red araca extract were more efficient against lipid peroxidation in hamburgers,
compared to those containing particles with phenolic extract. Thus, the encapsulation
of red araca extract with tragacanth gum by lyophilization was not very efficient for the
protection of sheep meat hamburger from oxidative degradation. However, these
particles showed higher antioxidant activity than the control sample, without additives
during the first 6 days of storage. Considering that sheep meat has a high content of
mono- and poly-unsaturated fatty acids, further investigation of the application of
natural antioxidants is necessary.

Keywords: Antioxidant activity. Olive leaf. Red araca. Gelatin. Tragacanth.
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1 Introducéo

O Brasil € o maior produtor de ovinos da América do Sul, sendo o estado do
Rio Grande do Sul o segundo maior produtor nacional (15,51%), ficando atras apenas
da Bahia, responsavel por 22,80% da criacao do pais (IBGE, 2019). Mesmo assim, o
mercado consumidor brasileiro de carne ovina é ainda relativamente pequeno em
comparacao ao consumo de carne bovina, suina e de aves. Além disso, a carne ovina
€ destinada principalmente ao consumo direto, com pouca producédo de derivados
carneos (BRASIL, 2015).

Para a comercializacdo nos mercados locais, assim como para a exportacao
das carcacas e cortes carneos ovinos resfriados ou congelados, é necessario grande
demanda de tecnologia, para que a carne conserve suas caracteristicas sensoriais
até as gobndolas varejistas. Casos de descoloracdo, exsudacdo excessiva e,
principalmente, a oxidacao lipidica acabam limitando o comércio entre os grandes
centros produtores e os consumidores (KARABAGIAS; BADEKA; KONTOMINAS,
2011; KIM; BODKER; ROSENVOLD, 2012).

A oxidacao de lipideos ocasiona a formacao de gostos e odores caracteristicos
do ranco, responsaveis por off-flavors e off-odors, 0os quais sdo importantes causas
da rejeicdo pelo consumidor. Isso ocorre em funcdo da composicdo da carne de
ovelha, que contém aproximadamente 45% de acidos graxos monoinsaturados e 10%
de poli-insaturados do total de acidos graxos presentes (CUNHA et al., 2018).

A aplicacdo de antioxidantes naturais nos produtos carneos, visando prolongar
a vida util, vem recebendo bastante atencdo, em detrimento a substancias sintéticas
como BHA (2-terc-butil-4-hidroxianisol e 3-terc-butil-4-hidroxianisol), BHT (2,6-di-terc-
butil-4-metilfenol), TBHQ (terc-butil-hidroquinona), os quais tem limites estritos de
adicdo nos produtos alimenticios (MUNEKATA et al., 2017; SAHIN et al., 2017,
LORENZO et al., 2018). Algumas pesquisas com extratos vegetais tém demonstrado
grande potencial na reducdo da oxidacdo lipidica de produtos carneos ovinos
(ALIAKBARLU; SADAGHIANI, 2015; BELLES et al., 2017; DUA; BHAT; KUMAR,
2015; FERNANDES et al., 2016a). O extrato da folha de oliveira apresenta em sua
composicdo uma variedade de compostos fendlicos (rutina, hidroxitirosol,
verbacosideo e oleuropeina, dentre outros), que estao relacionados a capacidade de
retardar a oxidacao lipidica em rissoles de carne suina (BOTSOGLOU et al., 2014) e
em sistemas modelos de musculo bovino e suino (HAYES et al., 2009). O extrato de
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aracad vermelho apresenta o acido gélico e a epicatequina como 0S compostos
majoritarios em sua fracdo fendlica (HAAS, 2011), os quais tém sido utilizados na
inibicdo de reacdes oxidativas, como oxidacéo de lipidios e da mioglobina em lombo
suino (FANG et al., 2018) e na oxidacdo de proteinas em carne suina (LI; JI, 2019).

No entanto, a maioria dos compostos bioativos presentes nos extratos vegetais,
0S quais sdo responsaveis pela acdo antioxidante, apresentam instabilidade a luz,
oxigénio e calor, além de interferir no sabor e aroma pelo perfil acentuado, o que
restringe a aplicacao direta em alimentos. Uma alternativa de contornar adversidades
como essas € a utilizacdo da encapsulacdo de compostos instaveis, em que finas
coberturas poliméricas sdo aplicadas em compostos solidos ou liquidos para propiciar
a formacdo de particulas (GIBBS et al., 1999; GOMEZ-ESTACA; GAVARA;
HERNANDEZ-MUNOZ, 2015). Além da maior estabilidade, a encapsulacdo pode
promover o aumento da biodisponibilidade, a liberacdo controlada do composto ativo,
bem como mascarar sabores e odores indesejados (RUTZ et al., 2016; TRIFKOVI'C
et al., 2014).

Diferentes métodos sédo utilizados para promover a encapsulacdo da
substancia ativa no agente encapsulante. Dentre esses, uma tecnologia promissora é
coacervacao complexa, a qual envolve a interacdo eletrostatica entre polimeros de
cargas opostas. Além disto, as interacGes entre proteinas e polissacarideos, em
substituicdo a utilizacdo isolada dos polimeros, pode melhorar a funcionalidade do
material de parede das particulas (DONG; HUA, 2018).

Outra técnica que também é muito utilizada para encapsular, tanto compostos
hidrossoluveis quanto lipossoliveis, é a liofilizacdo (BALLESTEROS et al., 2017;
RUTZ et al., 2017). Na liofilizacdo, uma solucdo de material de parede contendo a
substancia ativa é congelada, e ap0s a agua é removida por sublimacéo decorrente
da utilizacdo de um sistema com baixa presséo. A utilizacdo de baixa temperatura e
guantidades restritas de oxigénio, promove uma protecdo adicional contra a
degradacéo do material encapsulado (KAUSHIK et al., 2015).

Dentre os materiais de parede utilizados na encapsulacéo de compostos tem-
se a gelatina (ROY et al., 2018; YANG et al., 2015). Esse polimero € obtido a partir do
colageno proveniente de animais (como vaca, porco, peixe, etc.), apos hidrolise acida
(tipo A) ou hidrolise alcalina (tipo B). A diferenca entre os dois tipos de gelatina esta

no ponto isoelétrico (PI). A gelatina do tipo A tem Pl em pH 7,0-9,0, enquanto que a
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gelatina do tipo B tem em pH 4,5-5,0. Comumente as proteinas tém cargas superficiais
positivas abaixo do seu Pl e negativas acima do seu PI (BIGI et al., 2000).

Outro material que pode ser utilizado para encapsulacdo de extratos vegetais
€ a goma de tragacanto (JAIN et al., 2016; SHEORAIN et al., 2019). Essa goma € o
exsudado extraido dos caules e ramos de uma espécie asiatica de Astragalus, e se
caracteriza como um polissacarideo aniénico (WEIPING, 2000).

Ambos os materiais de parede citados séo utilizados na industria de alimentos
como agentes de textura, sendo biodegradaveis e nao téxicos (CODEX
ALIMENTARIUS, 1995; DEVI et al., 2017; GHAYEMPOUR; MONTAZER; RAD, 2015).
No entanto, até 0 momento ndo se encontrou na literatura trabalhos envolvendo a
producdo de particulas por coacervacdo complexa utilizando como materiais de
parede a associacdo de gelatina e tragacanto.

Com base no que foi exposto, considera-se importante encapsular extratos
vegetais, como os de folha de oliveira e de araga vermelho, por coacervagdo complexa
ou liofilizac&o, utilizando gelatina e/ou goma tragacanto como materiais de parede,

com o intuito de reduzir a oxidacao lipidica em hamburguer de carne ovina.

1.1 HipoGteses

A encapsulacao de extratos de folhas de oliveira e de araca vermelho, utilizando
como material de parede gelatina e/ou goma tragacanto, pelas técnicas de
coacervacdo complexa ou liofilizacdo, propicia a formacdo de particulas com alta
atividade antioxidante, capazes de reduzir a velocidade de degradacao oxidativa em

hamburguer de carne ovina.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Encapsular extratos alcoolicos de folha de oliveira e de aragd vermelho
utilizando como material de parede gelatina e/ou goma tragacanto, pela técnica de
coacervacao complexa ou liofilizacdo, e aplicar em hamburguer de carne ovina, com

0 intuito de reduzir a degradacgéo oxidativa deste produto.
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1.2.2 Objetivos especificos

Caracterizar os extratos de folha de oliveira e de araca vermelho quanto ao
conteudo de compostos fendlicos.

Determinar o pH em que ocorre a interacdo entre a gelatina e a goma
tragacanto.

Encapsular o extrato da folha de oliveira utilizando como material de parede
gelatina e goma tragacanto, pela técnica de coacervacdo complexa seguida de
secagem por liofilizag&o.

Encapsular o extrato de araca vermelho utilizando como material de parede a
goma tragacanto em diferentes concentracdes, pela técnica de liofilizacao.

Caracterizar as particulas encapsuladas quanto a eficiéncia de encapsulacéo,
atividade antioxidante, morfologia, comportamento térmico, tamanho de particula e
grupos funcionais.

Aplicar as particulas encapsuladas em hambuarguer de carne ovina e avaliar a
liberacdo controlada dos compostos fendlicos e os indices de oxidacédo da gordura da

carne.
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2 Revisao de literatura
2.1 Carne ovina

2.1.1 Producéo e mercado brasileiro

O Brasil é o maior produtor de ovinos da América do Sul, cuja producéo no ano
de 2019 foi de 19,71 milhdes em cabecas. No pais, 0s estados que mais produziram
ovinos foram a Bahia e o Rio Grande do Sul, responséveis respectivamente por
22,80% e 15,51% da criagcéo de ovinos. Santana do Livramento (RS), Casa Nova (BA)
e Juazeiro (BA), foram os municipios com os maiores efetivos (IBGE, 2019).

A ovinocultura no Brasil € destinada, principalmente, para a producéo de carne,
contudo o mercado consumidor brasileiro € relativamente pequeno em comparagao
ao consumo de carne bovina, suina e de aves. Estima-se que o consumo de carne
ovina seja de 0,7 kg/habitante/ano (BRASIL, 2015). Esse baixo consumo no pais pode
ser justificado pela falta de habito do consumidor, irregularidades das ofertas,
qgualidade inadequada do produto colocado a venda e apresentacdo inadequada do
produto oferecido no mercado interno (SEBRAE, 2005). Ainda, ha possibilidade de
erros estatisticos referentes ao consumo de carne ovina, pois muitos abates
acontecem de forma clandestina, sem qualquer tipo de inspecdo (SORIO; RASI,
2010).

E importante destacar que a comercializag&o local e a exportacéo de carcagas
e cortes carneos ovinos resfriados ou congelados, demanda tecnologia apropriada
para a conservacao dos atributos sensoriais até a chegada as géndolas varejistas.
ISso ocorre porque a carne ovina é susceptivel a alteragdes como descoloracédo dos
cortes, exsudacdo excessiva e, principalmente, a oxidacdo lipidica (KARABAGIAS,;
BADEKA; KONTOMINAS, 2011; KIM; BODKER; ROSENVOLD, 2012). Portanto, o
desenvolvimento de estratégias, tanto para o aumento do consumo quanto para

melhoria da comercializacédo da carne ovina se faz necessario.
2.1.2 Composicao e alteracdes

A carne ovina contém cerca de 74% de umidade (PINHEIRO et al., 2008), 21%
de proteinas (MATURANO, 2003) e, aproximadamente, 9,5% de gorduras (FRANCO,

1992). Também estdo presentes as vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K), as
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hidrossoluveis do complexo B (tiamina, riboflavina, nicotinamida, piridoxina, acido
pantoténico, &cido félico, niacina, cobalamina e biotina), vitamina C (BERCHIELLI;
PIRES; OLIVEIRA, 2011), além de ferro, fésforo, potassio, soédio, magnésio e zinco
(LUCHIARI, 2000).

A composigéo quimica da carne ovina pode variar dependendo da categoria do
animal, da localizac&o na carcaca, da raca e o do sistema de alimentacao (GOIS et
al., 2016).

A proteina presente na carne ovina tem elevado valor bioldgico, pela
disponibilidade e digestibilidade de aminoacidos essenciais (BERCHIELLI; PIRES;
OLIVEIRA, 2011).

Quanto ao perfil de acidos graxos (AG) da carne ovina, 0s principais acidos
graxos saturados presentes sdo o miristico (C14:0), o palmitico (C16:0) e o esteérico
(C 18:0), enquanto que os &cidos graxos monoinsaturados sao o palmitoleico (C16:1)
e o oleico (C18:1), e os poli-insaturados séo o linoleico (C18:2 w6), o linolénico (C18:3
w3) e o araquiddnico (C20:4) (MONTEIRO, 1998).

Do total de AG presentes na carne ovina, cerca de 45% sao monoinsaturados
e 10% poli-insaturados, sendo esta carne bastante susceptivel a oxidacao lipidica,
tendo como fatores enddgenos as lipases, os ions metalicos, os grupos heme
presentes, entre outros (LIMA et al., 2013).

O mecanismo de oxidacao lipidica por via de auto-oxidacéo envolve a formacéao
de um radical livre, a partir da cadeia do acido graxo insaturado, que reage com 0
oxigénio originando radicais peroxil, que propagam a reacdo abstraindo hidrogénios
de outros AG, levando a formacéao de hidroperéxidos. A cadeia de hidrocarboneto, da
qual o hidrogénio foi extraido, agira como um novo radical livre, propagando a reacéo
(CUNHA, 2018).

Os peroxidos, produtos primarios de oxidagdo, sdo compostos intermediarios
instaveis, sobretudo a temperaturas elevadas ou em presenca de metais de transicao.
No decurso da sua decomposicdo sdo produzidos compostos de natureza muito
diversa (aldeidos, cetonas, hidroxiacidos, hidrocarbonetos, polimeros), os quais sao
genericamente designados de produtos secundarios da oxidagao lipidica. Muitos
desses compostos de degradacao possuem um odor desagradavel, enquanto que os
peréxidos sao incolores e inodoros (CUNHA et al., 2018; FAUSTMAN et al., 2010;
SILVA et al.,, 1999). Consequentemente, a peroxidagdo lipidica afeta os atributos

sensoriais de cor e flavor da carne, com a consequente formagéo de gostos e odores
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caracteristicos do ranco, responsaveis por off-flavors e off-odors, os quais influenciam
na rejeicado dos produtos pelos consumidores (CUNHA et al., 2018).

Um outro mecanismo de oxidacéo lipidica é a fotoxidacao, a qual € promovida
pela radiacao ultravioleta em presenca de sensibilizadores, como a mioglobina. A
fotoxidac&o envolve reacdes radicalares com formacgéo de hidroperéxidos diferentes
daqueles resultantes em condi¢cfes de auséncia de luz e sensibilizadores (LIMA et al.,
2013).

A cor da carne destaca-se como um dos principais fatores de decisdo no
momento da compra, sendo diretamente influenciada pela quantidade e estado
quimico da mioglobina. A oxidacdo do atomo de ferro central do grupo heme da
mioglobina leva a formacdo da metamioglobina de cor acastanhada (FAUSTMAN et
al., 2010). Processos oxidativos, tais como a oxidacdo lipidica e a oxidacdo da
mioglobina ou oximioglobina na carne, sdo problemas desafiadores para a industria
da carne. Para minimizar esses efeitos, compostos de acao antioxidante podem ser

utilizados na protecao dos lipidios e estabilizacdo da mioglobina (HAYES et al., 2009).

2.1.3 Produtos carneos ovinos

Os produtos céarneos sdo elaborados com carnes frescas, gorduras e
subprodutos comestiveis, podendo serem adicionados de aditivos e ingredientes, e
submetidos a um ou mais processos tecnoldgicos (BENEVIDES; NASSU, 2005;
ORDONEZ et al., 2005). Com o processamento ocorre ampliacdo do tempo de
validade dos produtos e 0 maximo aproveitamento das estruturas das carcacas, o que
implica no aumento das alternativas industriais, e garante a disponibilizacdo de uma
variedade de alimentos ao consumidor final (BENEVIDES; NASSU, 2005). A
tendéncia do mercado é oferecer maior praticidade dos produtos alimentares, e
por¢cdes mais fracionadas que possam ser utilizadas na refeicdo de uma familia
pequena, representando mais um motivo para o desenvolvimento de produtos ovinos,
melhorando, assim, a rentabilidade do sistema agroindustrial da ovinocultura
(ANDRADE, 2017).

Os principais produtos de carne ovina disponiveis no mercado brasileiro sédo a
linguica e o hamburguer (CHIBITO, 2020; DOMPETER, 2020; VPJALIMENTOS,
2020).
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O hamburguer é um produto elaborado a partir de carne moida dos animais de
acougue, adicionado ou nédo de tecido adiposo e ingredientes, moldado e submetido
a processo tecnolégico adequado. Pode ser dos tipos: cru, semi-frito, cozido, frito,
congelado ou resfriado. Esse produto deve apresentar a nomenclatura hamburguer,
sucedido da espécie animal, incluindo de ovinos (BRASIL, 2000). O hamburguer é um
produto muito consumido pelos brasileiros, fazendo parte da rotina alimentar, em
razdo das suas caracteristicas sensoriais, facilidade de preparo e elevado teor de

lipidios, proteinas, vitaminas e sais minerais (QUEIROZ et al., 2005).

2.2 Extratos vegetais e propriedades antioxidantes

Alternativas para preservagdo de alimentos vém sendo desenvolvidas no
decorrer dos anos para suprir a demanda por conservantes naturais nao-toxicos, em
funcdo da preocupacdo da sociedade com a seguranca dos alimentos (SHIM et al.,
2011; TAIJAKARIMI et al.,, 2010). O consumidor compreende que pode ingerir
diariamente quantidades ndo despreziveis de conservantes de diferentes fontes
alimentares, o que com o tempo pode ter um impacto sobre sua saude (DAVIDSON;
JUNEJA, 1990). Assim, extratos vegetais com propriedades antioxidantes e pequena
ou nenhuma toxicidade, podem ser empregados como uma alternativa para prevenir

a oxidacao de alimentos.

2.2.1 Oliveira

A oliveira (Olea europaea L.) (Figura 1) pertence a familia Oleaceae, a qual é
considerada uma das frutiferas mais antigas cultivadas pelo homem. Na sua familia é
a Unica espécie que produz frutos comestiveis, 0s quais sdo matéria-prima para a
producédo de produtos muito apreciados pelos consumidores brasileiros, o azeite e a
azeitona em conserva (COUTINHO, 2007).


https://www-sciencedirect.ez66.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643817308617#bib16
https://www-sciencedirect.ez66.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643817308617#bib16
https://www-sciencedirect.ez66.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1466856408000593#bib9
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Figura 1 — Oliveira.
Fonte: COUTINHO, 2007.

A cultura da oliveira foi introduzida em varios estados no Brasil, sendo
encontrada em maior propor¢do no Sul e Sudeste. No Rio Grande do Sul ingressou
em 1948, a partir da criagdo do Servico Oleicola, um 6érgdo especializado da
Secretaria da Agricultura. A cidade de Uruguaiana foi a pioneira na olivicultura e,
desde entdo, o plantio foi intensificado por todo o estado gaucho, com as areas de
plantios comerciais situadas nas cidades de Bagé, Cachoeira do Sul, Cacapava do
Sul, Dom Pedrito, Encruzilhada do Sul, Santana do Livramento e Vacaria, dentre
outras (COUTINHO, 2007).

Além da utilizag&o do fruto, para a producéo de azeite e conservas, as folhas
da oliveira também podem ser utilizadas para a elaboracdo de cha, por possuirem em
sua constituicdo compostos bioativos que trazem possiveis beneficios para a saude
humana. Ha relatos que no inicio de 1900, na ocorréncia de surtos de malaria, o cha
das folhas de oliveira era utilizado no tratamento da doenca, com resultados melhores
gue a quinina (substancia reconhecida neste tipo de tratamento) (THERIOS, 2009).
Anteriormente, durante o império egipcio, os extratos das folhas de oliveira eram muito
conhecidos e utilizados devido as suas propriedades medicinais e na preservacao de
alimentos (RAHMANIAN; JAFARI; WANI, 2015).
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2.2.1.1 Compostos fendlicos da folha de oliveira

Os compostos fendlicos sao produtos oriundos do metabolismo secundario das
plantas, encontrando-se amplamente distribuidos, e se formam em condi¢cdes de
estresse da planta, como infec¢cbes, ferimentos, radiagcdes UV, etc. (NACZK;
SHAHIDI, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2004). O teor desses compostos nos vegetais pode
variar conforme a regido de plantio, tipo de solo, exposi¢éo solar, indice pluviométrico,
estadio de maturacdo, espécie e cultivar (MARTINS et al.,, 2011; VENDRAMINI;
TRUGO, 2004).

Os compostos fendlicos sdo responsaveis pela cor, amargor, adstringéncia e
aroma nos alimentos, além de conferir maior estabilidade oxidativa aos produtos de
origem vegetal (NACZK; SHAHIDI, 2004; PELEG; BODINE; NOBLE, 1998).

Por apresentarem uma estrutura quimica caracterizada pela presenca de pelo
menos um anel aromético com no minimo um hidrogénio substituido por grupamento
hidroxila, os compostos fendlicos atuam como antioxidantes. Esta capacidade esta
relacionada a diferentes mecanismos, como sequestro de radicais livres, doacao de
hidrogénio, extingdo do oxigénio singlete, quelacédo de ions metalicos ou acdo como
substrato para radicais como superéxido e hidroxila (SIMOES et al., 2004). Segundo
Benavente-Garcia et al. (2000), os cinco polifen6is mais abundantes identificados na
folna de oliveira sdo: oleuropeina (24,5%), verbacosideo (11,1%), luteolina-7-
glicosideo (1,4%), apigenina-7-glicosideo (1,4%) e hidroxitirosol (1,5%). Tirosol
(0,7%), luteina, sesamol e &cido elagico (1,4%) também ja foram isolados da folha de
oliveira (RAHMANIAN; JAFARI; WANI, 2015). Na Tabela 1 sdo apresentadas as
estruturas quimicas e classes dos compostos fendlicos mais abundantes na folha de

oliveira.
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Tabela 1 — Estruturas quimicas e classes dos compostos fenélicos mais abundantes
na folha de oliveira.

Composto fendlico Formula quimica Classe
Oleuropeina 0 OH Secoiridoides
o [}
I HzCOCHZCHZ CH
HaCOC CHCH3

o OGlucose

Hidroxitirosol OH Feniletanoides

HUCHzﬂHsz

Verbacosideo Flavonoides
Luteolina-7-glicosideo Flavonoides
Apigenina-7-glicosideo Flavonoides

Fonte: Adaptado de BENAVENTE-GARCIA et al., 2000.

Aléem dos compostos fenolicos da folha de oliveira desempenharem
importantes beneficios a saude humana, diversos estudos visam a utilizagdo de
extratos das folhas para fins tecnologicos, em fungéo de sua atividade antioxidante,
destacando a aplicagdo em produtos carneos. Botsoglou et al. (2014) descrevem
efeitos protetores de extratos alcoolicos de folhas de oliveira frente a oxidacgéao lipidica
e proteica de rissoles de carne suina enriquecidos com &cidos graxos ®-3, em

armazenamento congelado. Comportamento semelhante foi observado com a
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aplicacdo de extrato alcéolico de folhas de oliveira na reducéo da oxidacao lipidica e
na oxidagdo da oximioglobina em sistemas modelo de musculo bovino e suino
(HAYES et al., 2009). Al-Rimawi, Tarawa e Elama (2017), ao aplicarem extrato
alcoolico de folhas de oliveira e de oleuropeina em hamburguer fresco armazenado a
4 °C, observaram reducdo da oxidacdo lipidica em comparagdo com as amostras

controle (sem antioxidantes).
2.2.2 Araca vermelho

No Rio Grande do Sul ocorre uma grande diversidade de frutiferas nativas, com
potencial de uso baseado em suas propriedades antioxidantes. Neste estado, foram
identificadas 109 espécies nativas que possuem frutos ou sementes alimenticias,
dentre arvores, arbustos e palmeiras (ARAUJO et al., 2017; BRACK et al., 2007).
Dentre as especies frutiferas nativas do Rio Grande do Sul, o araga (Psidium
Cattleianum Sabine, Myrtaceae) vem se destacando, por suas eminentes
propriedades bioldgicas, como atividade antiproliferativa, antidiabética, antimicrobiana
e antioxidante, que séo relacionadas ao alto teor de vitamina C e aos compostos
fendlicos do fruto (FRANZON et al., 2009; MEDINA et al., 2011). O fruto é uma baga
que, dependendo do gendtipo, apresenta coloracdo amarelada ou avermelhada, e
cuja safra ocorre nos meses de fevereiro a abril (MANICA, 2000). A polpa é branca,
amarelada ou avermelhada, mucigelatinosa, aromética, e contém muitas sementes
(HASS, 2011).

O aracé vermelho (Figura 2) possui alto contetdo de antocianinas, as quais sdo
responsaveis pela sua coloracao, assim como outros compostos fendlicos (VERMA et
al., 2013). Os aracas sao frutos suculentos com excelente sabor, a polpa é doce a
subacida com um toque picante (BIEGELMEYER et al.,, 2011). Entretanto, esses
frutos ainda sdo pouco cultivados comercialmente, sendo consumidos quando
maduros na forma in natura, ou explorados pelas pequenas agroindustrias e unidades
de base familiar na produgdo de sucos, néctares, sorvetes, geleias e licores
(FRANZON, 2009). Além dos frutos e da madeira, as raizes, cascas e folhas séo
utilizadas para preparar infusdes, amplamente difundidas na medicina popular (HASS,
2011).
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Figura 2— Fruto araca vermelho.
Fonte: PEREIRA et al., 2017.

2.2.2.1 Compostos fendélicos do araca vermelho

Haas (2011), ao estudar a atividade funcional de frutos de araca, observou
maiores teores de epicatequina e &cido galico (Tabela 2), representando 69,2% e
29,5%, respectivamente, do total dos compostos fendlicos identificados. Em menores
qguantidades foram identificados o acido cumarico, acido feralico, miricetina e
quercetina (HAAS, 2011; MEDINA et al., 2011).

Tabela 2 — Estruturas quimicas e classes dos compostos fenélicos majoritarios no
araca vermelho.

Composto fendlico Férmula quimica Classe
Epicatequina H Flavonoides
O
MO -
oH

Acido gélico '®) Acidos fendlicos

HO OH

HO

OH

Fonte: Adaptado de MELO, 2019.

Ainda séo escassos o0s estudos com aplicacdo do extrato fendlico do araca
vermelho em produtos carneos, porém é possivel predizer o seu potencial, em fungéo

dos seus compostos majoritarios, alguns dos quais tém sido utilizados individualmente
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em pesquisas atuais com este tipo de produto. Fang et al. (2018) ao desenvolverem
um revestimento comestivel de acido galico/quitosana, visando a preservagcdo da
qualidade de lombo de porco fresco em embalagem de atmosfera modificada,
armazenado a 4 °C, observaram menor oxidacdo de lipidios e da mioglobina. Os
autores também observaram que a atividade antimicrobiana do revestimento de
quitosana foi aumentada com a incorporacdo de &cido gélico. Li e Ji (2019), ao
investigarem os efeitos protetores do polifenol epicatequina frente a oxidacdo de
proteinas, obtiveram resultados que demonstram beneficios potenciais para produtos
carneos, como a reducao da producdo de aminas secundarias indesejadas, por meio

da inibicdo da oxidacao de proteinas de carne suina.
2.3 Encapsulacao

A encapsulacdo € uma técnica utilizada para protecdo da substancia ativa
frente a condicdes ambientais desfavoraveis como presenca de luz, oxigénio,
aguecimento, alteracao de pH e umidade, que sé&o encontradas no processamento de
alimentos. Nessa técnica, bactérias probidticas, enzimas, vitaminas, 6leos, extratos
vegetais, etc, sdo envolvidos ou incorporados por uma matriz polimérica, denominada
material de parede, constituida por um ou mais polimeros (GOMEZ-ESTACA;
GAVARA; HERNANDEZ-MUNOZ, 2015; KLEIN et al., 2015; WANG et al., 2018).

Essa técnica, além de proteger e prolongar a vida Gtil da substancia ativa,
facilita a aplicacdo e o armazenamento, aumenta a solubilidade, reduz perdas de
volateis e a interagdo prematura com outros ingredientes, podendo ainda mascarar
sabores e odores indesejaveis e melhorar a aparéncia dos produtos (GOMEZ-
ESTACA; GAVARA; HERNANDEZ-MUNOZ, 2015; GOUIN, 2004). Outra vantagem
proporcionada pela encapsulagédo consiste na promocéao da liberacdo controlada dos
compostos encapsulados no lugar e na forma mais adequada, o que permite ampliar
a gama de aplicacbes de ingredientes em alimentos (RUTZ et al., 2016).

Existem diferentes técnicas para elaboracdo de particulas, e para escolher a
mais compativel para uma aplicacdo especifica devem ser observados fatores como:
tamanho de particulas requerido, propriedades fisicas e quimicas do nucleo e da
parede, aplicacdo do produto final, mecanismos desejados de liberacéo, escala de

producéo e custo da substancia ativa (RE, 1998).



30

O tipo de envolvimento ou aprisionamento da substancia ativa pelo material de
parede € a principal diferenca dentre os métodos existentes, pois a interacdo entre o
material e 0 agente ativo pode ser de natureza fisica, quimica ou fisico-quimica
(SUAVE, 2006).

As técnicas utilizadas para a encapsulacdo podem ser: coacervacao,
emulsificacdo, revestimento em leito fluidizado, liofilizacdo, complexo de incluséao,

lipossomas e secagem por pulverizacdo (KAUSHIK et al., 2015).

2.3.1 Encapsulacao por coacervacao complexa

A coacervacdo complexa € uma tecnologia de encapsulacdo Unica e
promissora, que ja foi utilizada para encapsular vitaminas (JUNYAPRASERT et al.,
2001), conservantes, enzimas (DUBIN; MUHOBERAC; XIA, 1998), extratos vegetais
e Oleos (DIMA et al, 2014; DONG, 2011; NORI et al., 2011; YANG et al., 2015).

A encapsulacédo por coacervagdo complexa envolve o uso de dois biopolimeros
de cargas opostas, principalmente, proteinas e polissacarideos, que podem formar
um involucro complexo (polimero coacervado) sobre a substancia ativa (AGNIHOTRI
et al.,, 2012, TIMILSENA et al., 2019). As interacdes eletrostaticas sdo apontadas
como responsaveis pela interacdo entre os biopolimeros de cargas opostas, porém
interacfes hidrofobicas e ligacbes de hidrogénio também podem contribuir
significativamente para a formacao do complexo (ACH et al., 2015).

A interacdo entre os polimeros é dependente de fatores como as cargas
transportadas pelos biopolimeros, pH da mistura de coacervacao, forca iénica, razdo
entre os biopolimeros e acessibilidade dos pontos de interacdo. Dentre esses, o pH
da solucdo desempenha um papel importante na coacervacao complexa, visto que
influencia na formacdo de complexos proteina-carboidrato, afetando o grau de
ionizacdo do grupo funcional da proteina (grupo amino) e do carboidrato (grupo
carboxila) (GOUIN, 2004). Em uma mistura contendo um polissacarideo aniénico e
uma proteina, o ajuste do pH abaixo do PI resulta na atragédo eletrostatica maxima,
pois nesta faixa os dois biopolimeros estdo carregados com cargas opostas (SIOW,
ONG, 2013).

Como sistemas de polimeros que ja foram relatados para a encapsulagéo via
coacervacdo complexa podem ser citados: gelatina tipo A ou tipo B e goma acacia
(SIOW; ONG, 2013), proteina de soro de leite e goma acacia (ASCH et al., 2015),
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proteina de soja e goma acacia (JUN-XIA; HAI-YAN; JIAN, 2011); caseina e goma
tragacanto (JAIN et al., 2016), quitosana e gelatina tipo B (ROY et al., 2018), xantana
ou pectina e quitosana (RUTZ et al., 2017) e quitosana e k-carragena (DIMA et al.,
2014). Até o momento trabalhos de encapsulacéo através de coacervacado complexa

entre a gelatina do tipo B e a goma tragacanto n&o foram encontrados na literatura.
2.3.2 Liofilizagcao

No processo de encapsulacéo por liofilizagdo, a solucdo do material de parede
contendo o composto bioativo é congelada e apds a agua é removida por sublimacéao,
decorrente da utilizagdo de um sistema com baixa pressdo. Esse processo é favoravel
a estabilidade das microparticulas porque utiliza baixa temperatura e quantidades
restritas de oxigénio, fornecendo uma protecdo adicional contra a degradacao
(KAUSHIK et al., 2015). Em contrapartida, demanda altos custos operacionais e longo
tempo de processo (MARQUES; SILVEIRA; FREIRE, 2006). Através da liofilizacao
podem ser encapsulados tanto compostos hidrossoliveis quanto lipossollveis
(BALLESTEROS et al., 2017; RUTZ et al., 2017). As particulas formadas comumente
apresentam uma morfologia atipica que se assemelham com serragem, e néo
esféricas (MAHDAVEE KHAZAEI et al., 2014; SILVA et al., 2012). Entretanto, estudos
tém demonstrado que formas atipicas também promovem a liberacdo controlada do
composto encapsulado em condi¢cdes gastrointestinais simuladas apds a adicdo em
alimentos (JANSEN-ALVES et al., 2018; RUTZ et al., 2016).

Diversos materiais de parede ja foram utilizados para encapsulacdo por
liofilizacdo, como: maltodextrina (SANCHEZ et al., 2013), xantana e/ou tara (RUTZ,
2013), maltodextrina e Tween-80 (INDRAWATI et al., 2015), xantana e quitosana ou
pectina (RUTZ et al., 2017), e zeina (QUISPE-CONDORI; SALDANA; TEMELLI,
2011).

2.3.3 Materiais de parede
2.3.3.1 Gelatina

A gelatina € um ingrediente alimenticio que possui excelentes propriedades

estruturais e funcionais, e por isso é a fonte de proteina mais empregada na
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coacervagao complexa (TIMILSENA et al., 2019). A producédo da gelatina comercial
ocorre pela hidrélise parcial do colageno oriundo da pele, dos tecidos conectivos
brancos e dos ossos de animais, como de bovinos, suinos e peixes. Uma hidrolise
acida origina a gelatina tipo A e a hidrolise alcalina origina a gelatina do tipo B. Os dois
tipos de gelatina diferem no ponto isoelétrico (PI). A gelatina do tipo A tem Pl em pH
7,0-9,0, enquanto a gelatina do tipo B em pH 4,5-5,0. Geralmente, as proteinas
possuem cargas superficiais positivas abaixo do seu Pl e negativas acima do seu PI
(BIGI et al., 2000).

A gelatina € uma proteina alimenticia de facil utilizagdo, em temperaturas
superiores a 40 °C forma uma disperséo limpida, entretanto em temperatura inferior a
do ambiente pode formar uma estrutura semelhante a gel (TIMILSENA et al., 2019).

Além de ser de facil, a gelatina possui hove dos dez aminoacidos essenciais
necessarios ao organismo humano, que devem ser ingeridos através da alimentacao
(KIM; MENDIS, 2006). Apresenta composicdo de aminoacidos semelhantes ao
colageno, como glicina (~33%), prolina (~12%), alanina (~11%) e hidroxiprolina
(10%); e em teores mais baixos estdo presentes a histidina, lisina, arginina, acido
aspartico, acido glutamico, tirosina, metionina, fenilalanina, valina, leucina e isoleucina
(KARAYANNAKIDIS; ZOTOS, 2016; NHARI et al., 2011). A glicina é predominante no
residuo terminal N da gelatina tipo A, e a alanina é predominante na gelatina tipo B
(DJAGNY; WANG; XU, 2001). A estrutura geral da gelatina pode ser observada na
Figura 3.
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Glicina Prolina Y Glicina X Hidroxiprolina

Figura 3 — Estrutura quimica da gelatina.
Fonte: BUREY et al., 2008.
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Pela biocompatibilidade e biodegradabilidade, a gelatina constantemente é
utilizada em combinacdo com outros polimeros para fins de encapsulacdo de
compostos bioativos (DEVI et al., 2017; YANG et al., 2015).

2.3.3.2 Goma tragacanto

A tragacanto (Figura 4) € uma goma natural oriunda da seiva seca de varias
espécies de leguminosas do género Astragalus. E um carboidrato ramificado e
anibnico, de estrutura bastante heterogénea, sendo composto por uma mistura
complexa de polissacarideos (GHAYEMPOUR; MONTAZER; RAD, 2015; SINGH,;
SHARMA, 2014) que podem ser divididos em duas fragdes: a tragacantina e a
bassorina. A tragacantina é soluvel em agua e altamente ramificada, e contém
acucares como L-arabinose, L-fucose, D-manose, D-glicose, D-galactose e D-xilose,
representando 30 a 40% da composi¢cdo da goma. A bassorina ou acido tragacantico
é a fracdo presente em maior proporc¢éo, 60 a 70%, contendo L-fucose, D-xilose, acido
D-galacturdnico, D-galactose e L-ramnose, sendo insoluvel em agua, mas intumesce
com sua presenca (GHAYEMPOUR; MONTAZER; RAD, 2015; MAYES, 2011,
WEIPING, 2000).
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Figura 4 — Estrutura quimica da goma tragacanto: (a) Tragacantina e (b) Bassorina.
Fonte: Tischer, lacomini e Gorin (2002)

A tragacanto é um aditivo alimentar classificado como estabilizante,
emulsificante e espessante (CODEX ALIMENTARIUS, 1995). A utilizacao dessa goma
em alimentos nao traz riscos a saude, pois sua ingestdo ndo tem efeitos toxicoldgicos,
alergénicos, teratogénicos ou carcinogénicos (GHAYEMPOUR; MONTAZER; RAD,
2015). Essa goma é classificada como excipiente geralmente reconhecido como
seguro (GRAS) nos Estados Unidos da América (EUA), desde 1961. Segundo o
cédigo da Food and Drug Administration (FDA) de Regulamentos Federais, a goma
tragacanto pode ser aplicada como aditivo alimentar em concentragcédo entre 0,2 a
1,3% em peso (GHAYEMPOUR; MONTAZER; RAD, 2015; VODJANI, 2015; ZARE;
MAKVANDI; TAY, 2019). Além das propriedades ja apresentadas, a goma tragacanto
apresenta boa estabilidade térmica, excelente solubilidade, longa durabilidade, e
vemsendo utilizada com éxito para encapsulagdo de extratos vegetais e compostos

bioativos, inclusive por coacervacdo complexa (DEHCHESHMEH; FATHI, 2019;
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GHAYEMPOUR; MONTAZER; RAD, 2015; GHAYEMPOUR; MONTAZER; RAD,
2016, JAIN et al., 2016; SINGH; SHARMA, 2014).

2.4 Aplicacéo de extratos vegetais encapsulados parareduzir a oxidagéo lipidica

Nos ultimos anos, tém-se pesquisado alternativas para produzir produtos
carneos com caracteristicas distintas, como de baixo teor de gordura e sodio,
enriqguecimento com fibras alimentares e/ou acidos graxos »-3, para aumentar o prazo
de validade, dentre outros (LORENZO et al., 2015; Dos SANTOS et al., 2016; Dos
SANTOS et al., 2017). O desenvolvimento desses produtos € possivel através da
reducdo das substéncias indesejaveis e/ou aumento dos niveis de componentes
desejados (HYGREEVA; PANDEY; RADHAKRISHNA, 2014; TOLDRA; REIG, 2011).

A utilizacdo de extratos vegetais encapsulados tem sido avaliada em produtos
carneos, principalmente, com propdésito de reduzir a oxidacao lipidica, em substituicao
a utilizacdo de antioxidantes sintéticos (BHA, BHT ou TBHQ), por estes serem
questionados por seu potencial efeito colateral téxico e indesejavel (MUNEKATA et
al., 2017; SAHIN et al., 2017, LORENZO et al., 2018). A utilizagdo de compostos
encapsulados em substituicdo a utilizacdo direta dos extratos, ocorre pela
instabilidade dos compostos presentes nos extratos e ainda para mascarar possivel
alteracdo do sabor e odor oriundos dos extratos.

O teste de acido 2-tiobarbiturico (TBA) ou de substancias reativas ao acido 2-
tiobarbitlrico (TBARS) € o mais utilizado para verificacdo dos efeitos da oxidac&o
lipidica em carnes e derivados. Esse teste quantifica o malonaldeido (MDA), um dos
principais produtos da decomposi¢cdo dos hidroperdxidos dos acidos graxos poli-
insaturados (LIMA et al., 2013).

Reis et al. (2017) ao microencapsularem o extrato etandlico obtido a partir de
coproduto de propolis em Capsul® obtiveram eficiéncia de encapsulagéo de 76,86%.
Apos 14 dias de armazenamento a -15 °C, a oxidacéo lipidica do hamburguer de carne
bovina foi inibida pela adicdo de 0,3 g.kg* de microparticulas, proporcionando maior
estabilidade lipidica que o eritorbato de sédio. Quando avaliada sensorialmente a
carne de hamburguer com microparticulas apresentou graus mais baixos no odor e

sabor do que a escala ideal, e prOximo aos graus ideais para cor, aparéncia e textura.
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Cabe ressaltar, que sob congelamento a rancidez oxidativa ocorre a uma taxa
reduzida (BRANNAN 2008; GRAU et al., 2000).

Baldin et al. (2016) adicionaram em salsicha fresca a base de carne suina um
extrato aquoso de residuo de jabuticaba (cascas e sementes) microencapsulado em
maltodextrina. Apos 15 dias de armazenamento refrigerado, os valores de TBARS
foram menores nas salsichas com 2 e 4% de microparticulas (abaixo de 0,1 mg de
malonaldeido.kg? de amostra) que nos tratamentos controle e com carmim de
cochonilha (0,3 a 0,6 mg de malonaldeido.kg' de amostra). A adi¢do de 2% de
microparticulas nas salsichas resultou em aceitacao sensorial similar aos tratamentos
controle e com o carmim na maioria dos atributos avaliados, com excegao da cor.

Em outro estudo, em que foi utilizado o0 mesmo extrato aquoso de jabuticaba,
mas com aplicacdo em mortadela, ndo foi observada reducdo da oxidacéo lipidica
com a aplicacdo de 2% de microparticulas (BALDIN et al., 2018).

Spinelli, Conte e Del Nobile (2016) realizaram um estudo em que foram
desenvolvidas microparticulas de extrato aquoso de grao cervejeiro em Capsul®. Os
resultados confirmaram o potencial uso do gréo cervejeiro como ingrediente alimentar,
pois 0s hamburgueres de peixe apresentaram maiores teores de polifendis (30%) e
flavonoides (50%), com melhor atividade antioxidante do que a amostra controle.



37

3 Capitulo 1 — Encapsulacao de extrato de folha de oliveira (Olea europaea L.)
em gelatina/goma tragacanto por coacervagdo complexa para aplicacdo em

hambudrguer de carne ovina

Os resultados deste estudo foram publicados no periédico Food Control.

doi.org/10.1016/j.foodcont.2021.108426

3.1 Introducéao

Os produtos carneos sdo uma forma de agregar valor a cortes de carnes que
nado sao comercializados na forma in natura, em funcdo do desenvolvimento de
produtos diferenciados, como o hamburguer, que apresenta praticidade no preparo.
Esse produto é elaborado a partir da carne moida dos animais de acougue, adicionado
ou nao de tecido adiposo e ingredientes, moldado e submetido a processo tecnoldgico
adequado. Pode ser dos tipos cru, semi-frito, cozido, frito, congelado ou resfriado
(BRASIL, 2000).

Mesmo o Brasil sendo o maior produtor da América Latina, o consumo interno
brasileiro da carne ovina é baixo, quando comparado com o consumo de carnes
bovina, suina e de aves. A ovinocultura no pais tem como principal destino a produc¢éo
de carne, sendo ainda pouco destinada para a producdo de derivados carneos
(BRASIL, 2015).

Um grande desafio na producédo de produtos a base de carne ovina é a alta
susceptibilidade a oxidacao lipidica, isto ocorre, porque do total de acidos graxos
presentes nesta carne, cerca de 45% sao monoinsaturados e 10% poli-insaturados
(CUNHA et al., 2018). Na oxidacéo lipidica, a fracdo de acidos graxos insaturados é
oxidada formando hidroperoxidos, que sdo mais suscetiveis a oxidacdo, sendo
formados posteriormente produtos da oxidacdo secundaria como aldeidos de cadeia
curta, cetonas e outros compostos que acabam afetando os atributos de qualidade da
carne, como cor e flavour. Consequentemente, ha a formagédo de gostos e odores
caracteristicos do ranco, responsaveis pelo off-flavors e off-odors, que séo
responsaveis pela rejeicdo pelos consumidores (AL-RIMAWI; TARAWA; ELAMA,
2017; CUNHA et al., 2018).

Uma maneira de contornar a oxidacao lipidica é através da utilizacdo de

compostos com acéo antioxidante, como de antioxidantes artificiais e de alguns
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extratos vegetais (LORENZO et al., 2018a; LORENZO et al., 2018b; PAIVA et al.,
2021; SOJIC et al., 2020).

Um extrato vegetal que vem demonstrando potencial para atuar como
antioxidante natural em produtos carneos, prevenindo a peroxidacdo lipidica, € o
obtido da folha de oliveira (AL-RIMAWI; TARAWA; ELAMA, 2017; BOTSOGLOU et
al., 2014; HAYES et al., 2009). Os polifendis mais abundantes nesse extrato foram
descritos como oleuropeina (24,5%), verbacosideo (11,1%), luteolina-7-glicosideo
(1,4%), apigenina-7-glicosideo (1,4%) e hidroxitirosol (1,5%) (RAHMANIAN; JAFARI,
WANI, 2015).

A eficiéncia de extracao de compostos fendlicos depende de varios parametros,
como o tipo de amostra, a substancia a ser extraida, o tipo de solvente e a temperatura
de extracdo. Uma técnica muito utilizada é a maceracdo com solvente, que consiste
em um processo simples, em solucdo, para conseguir a dissolugéo das substancias
presentes na amostra sélida no solvente extrator. Botsoglou et al. (2014) utilizando
esta técnica na extracdo de compostos fendlicos da folha de oliveira, com etanol-agua
(60/40, viv), sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente por 6 h, obtiveram 45,2
mg EAG.g! de folhas secas de oliveira. Por outro lado, Lorini et al. (2021) ao usar
metanol, e mantendo as amostras sob agitacao por 24 h a 25 °C no escuro, atingiram
8,25 a 10,05 mg EAG.g* de folhas secas de oliveira. Etanol, metanol, acetato de etila,
agua, hexano, éter dietilico e acetona tém sido utilizados como solventes, mas 0 uso
de extratores toxicos deve ser evitado para aplicacdo em produtos de uso humano
(OTERO et al., 2020; RAHMANIANM; JAFARI; WANI, 2015).

A capacidade antioxidante dos compostos fendélicos pode ocorrer por diferentes
mecanismos; no entanto, os compostos fendlicos sédo instaveis a luz, oxigénio e
temperatura (GOMEZ-ESTACA; GAVARA; HERNANDEZ-MUNOZ, 2015).  Assim,
uma maneira de contornar a perda da atividade antioxidante desses compostos é
atraves da encapsulacao do extrato vegetal.

Uma das tecnologias mais utilizadas para a encapsulacdo de compostos
naturais consiste na coacervacdo complexa, que envolve a interacdo eletrostatica
entre polimeros de cargas opostas. Foi observado que as interacdes entre proteinas
e polissacarideos, em substituicdo a utilizacdo isolada dos polimeros pode melhorar
a funcionalidade do material de parede das particulas encapsuladas (DONG; HUA,
2018). A interacdo entre os polimeros é dependente de fatores como as cargas

transportadas pelos biopolimeros, pH da mistura de coacervacéo, forca idnica, razao
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entre os biopolimeros e acessibilidade dos pontos de interagdo. Dentre estes, o pH da
solugdo desempenha um papel importante na coacervagao complexa, pois influencia
na formacao de proteina-carboidrato, afetando o grau de ionizacéo do grupo funcional
de proteina (grupo amino) e carboidrato (grupo carboxila). Em uma mistura contendo
um polissacarideo aniénico e uma proteina, o ajuste do pH abaixo do IP resulta em
maxima atracdo eletrostatica, pois os dois biopolimeros sdo carregados com cargas
opostas (SIOW; ONG, 2013).

Um outro método utilizado para encapsulacdo de extratos vegetais, é a
liofilizacdo. A qual favorece a estabilidade das particulas, pois nela uma solucao de
material de parede contendo a substancia ativa € congelada, sendo a agua da solucéo
removida por sublimacao decorrente da utilizagcdo de um sistema com baixa pressao
(KAUSHIK et al., 2015).

Dentre o0s materiais mais utilizados para encapsular compostos por
coacervacdo complexa tém-se a gelatina, a qual € obtida a partir do colageno
proveniente de animais, apés hidrolise acida ou alcalina (BIGI et al., 2000; YANG et
al., 2015). A diferenca na hidrélise resulta em gelatinas com diferentes pontos
isoelétricos (PI) (BIGI et al., 2000).

Um outro material que pode ser utilizado na encapsulagéo de extratos vegetais
€ a goma tragacanto, a qual € obtida do exsudado dos caules e ramos de uma espécie
de Astragalo, sendo quimicamente um polissacarideo aniénico heterogéneo de alto
peso molecular (GHAYEMPOUR; MONTAZER; RAD, 2016; JAIN et al., 2016).

Assim como a gelatina, a goma tragacanto € utilizada na industria de alimentos,
sendo biodegradavel e ndo toxica. Até o momento néo foi identificado algum trabalho
em que foi utilizado a encapsulacdo por coacervacdo complexa utilizando a
combinacéo de gelatina e tragacanto.

Assim, o objetivo deste trabalho foi encapsular o extrato fendlico de folha de
oliveira utilizando como material de parede gelatina e goma tragacanto, utilizando as
técnicas de coacervagdo complexa e liofilizagéo, e aplicar em hamburgueres de carne

ovina, com o intuito de reduzir a degradacao oxidativa deste produto.

3.2 Material e métodos
3.2.1 Material

Para obtencdo do extrato foram utilizadas folhas de oliveira da cultivar
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Manzanilha, que foram colhidas manualmente de dez plantas na Estancia Guarda
Velha — Pinheiro Machado/RS, e armazenadas intactas a -75 °C em embalagens
pretas de polietileno de baixa densidade.

Como agentes encapsulantes foram utilizados: gelatina bovina tipo B (200
bloom) (Gelnex, It4, SC, BRA) e goma tragacanto (Rainbow Dust, Preston, UK). A
carne ovina foi proveniente da Embrapa Pecuaria Sul - Bagé, RS, BRA, em torno de
6 kg de contrafilé (lombo), congelados e acondicionados em embalagens
transparentes de polietileno de baixa densidade.

A determinacédo da atividade antioxidante foi realizada com radical 2,2-difenil-
1- picril-hidrazil (DPPH) (Sigma Aldrich, S&o Paulo, BRA).

Foram utilizados os antioxidantes vitamina C (Neon Comercial, Suzano, SP,
Brasil) e eritorbato de sédio (Adicel, Belo Horizonte, Brasil).

O restante dos reagentes utilizados foram de grau P.A.

3.2.2 Obtencéao do extrato da folha de oliveira

Para obtencéo do extrato da folha de oliveira, primeiramente foi realizada uma
extracdo segundo Coppa et al. (2017), com algumas modificacbes. As folhas de
oliveira foram descongeladas, lavadas, secas em estufa de circulacdo de ar (Ethik
Technology, EST. 402, Brasil) a 50 °C por 3 h e trituradas em liquidificador (Britania,
Eletronic Pro 2 em 1, Brasil). Ap6s, 50 mL de solvente hidroalcodlico etanol/agua
(70:30, com acréscimo de cerca de 1% de acido acético na mistura) foi adicionado em
dez gramas de folhas de oliveira moidas, e a mistura foi submetida a agitacdo
magnética por 2 h. As amostras foram filtradas em papel filtro e o material retido no
filtro foi lavado com 25 mL de etanol. O filtrado foi concentrado em rotaevaporador
(Heidolph, Laborata 4000, Alemanha) a 40 °C. ApGs a evaporacao do etanol, os
extratos a 13,3% (p/v) foram congelados, liofilizados (Terroni, Enterprise Il, Brasil),
com 0s seguintes parametros de uso: temperatura do condensador de -50 °C, presséo
abaixo de 500 pHg, permanecendo por um periodo de 48 h, obtendo-se assim o

extrato liofilizado de folha de oliveira, que foi armazenado em ultrafreezer (-75 °C).
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3.2.3 Determinac¢éo de compostos fendlicos

A determinacdo de compostos fendlicos foi adaptada da metodologia de
Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999). Para isso, 0,5 g de amostra (extrato
liofilizado, particulas ou hamburguer) foi homogeneizada em 20 mL de etanol, sendo
0,5 mL desta mistura adicionada em 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau (0,2 mol.L
D). A mistura foi agitada e mantida em repouso por 5 min para reagdo. Decorrido este
tempo, foram adicionados 2 mL de carbonato de sédio (7,5%), agitado e mantido por
2 h no escuro para posterior leitura de absorbancia em espectrofotometro (JENWAY
6705 UV/Vis, Espanha), a 725 nm. A quantificacdo foi realizada utilizando a curva de
calibragdo realizada com o acido galico nas concentragdes de 30 a 500 ug mL*
(y=0,014x + 0,0169, R2=0,999). A andlise foi realizada em triplicata e os resultados
foram calculados em mg equivalentes de acido galico por g de amostra (mg EAG.g™),

amostra seca para extrato e particulas e amostra Umida para hamburgueres.

3.2.4 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método adaptado de Brand-Williams,
Cuvelier e Berset (1995). Primeiramente, 0,5 g de amostra (extrato liofilizado ou
particulas rompidas em Ultra-Turrax a 12000 rpm por 1 min) foram homogeneizadas
em 20 mL de etanol, por 24h em homogeneizador de solucdes (Phoenix, AP 22,
Brasil). Posteriormente, 0,1 mL desta mistura adicionada a 3,9 mL do radical DPPH
(solucdo de DPPH 0,06 mM). Apds homogeneizacdo, a mistura permaneceu em
repouso 100 min. ApOs esse tempo foi realizada a leitura em espectrofotbmetro
(JENWAY, 6705 UV/Vis, Espanha), a 515 nm. A andlise foi realizada em triplicata e

os resultados foram expressos em porcentagem de inibicao.

3.2.5 Estudo do efeito do pH (Turbidimetria)

Previamente a producdo das particulas, a turbidimetria da mistura das
dispersdes de gelatina e tragacanto foi avaliada a fim de determinar o pH de interacao
entre os polimeros. As dispersdes de gelatina e tragacanto (1:1, v:v) foram misturadas,
obtendo-se concentracéo total de polimeros em agua destilada de 0,5% p/v (JAIN et
al., 2016). A partir da dispersédo contendo gelatina e tragacanto (pH 5,61), o pH foi

reduzido até pH 1 com soluces de &cido cloridrico (0,1 mol.L* e 0,5 mol.L?) e
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aumentado até pH 9 com NaOH (1 molL?). A absorbancia da mistura
gelatina/tragancanto nos diferentes pHs foi medida em espectrofotometro (JENWAY,
6705 UV/Vis, Espanha), a 225 nm. O aumento da absorbancia indicou a formacao do
coacervado. A analise foi realizada em triplicata.

O desenho experimental utilizado na turbidimetria foi inteiramente aleatério, em
esquema fatorial 1 x 16, com 1 tratamento (dispersao de gelatina e tragacanto) e 16

valores de pH.

3.2.6 Preparo das particulas

Foram preparados trés tipos de particulas utilizando como material de parede
gelatina, tragacanto e gelatina:tragacanto, de acordo com Siow e Ong (2013), com
adaptacdes. Para isso, dispersbées aquosas de 1% (p/v) de gelatina e 1% (p/v) de
goma tragacanto foram preparadas a 40 °C sob agitacdo (SHINDE; NAGARSENKER,
2009; SIOW; ONG, 2013). A dispersao de tragacanto ficou overnight a 5 °C para total
solubilizac&o (JAIN et al., 2016).

Para o preparo das particulas de gelatina e de tragacanto, 0,5 g de extrato da
folha de oliveira foi adicionado a 100 mL de disperséo da proteina ou do polissacarideo
e homogeneizado em Ultra-Turrax (IKA, T18 basica, Alemanha), a 14000 rpm por 3
min (ALVIM; GROSSO, 2010; SIOW; ONG, 2013). Apés, a dispersao foi armazenada
a -75 °C e posteriormente liofilizada (Terroni, Enterprise I, Brasil).

Para a producdo da particula de gelatina/tragacanto, apds o preparo das
dispersbes de gelatina e de tragacanto, foi adicionado 1 g de extrato da folha de
oliveira a 100 mL da dispersao de gelatina e homogeneizados em Ultra-Turrax (IKA,
T18 béasica, Alemanha), a 14000 rpm por 3 min (SIOW; ONG, 2013). Apés, 100 mL da
dispersdo de goma tragacanto foi adicionada a dispersdo de gelatina contendo o
extrato, sendo homogeneizados em Ultra-Turrax (IKA T18 béasica, Alemanha) a 14000
rpm por 3 min. Obtendo-se uma proporcao final de material parede:extrato de 2:1 (p/p)
(SIOW; ONG, 2013). O pH da dispersao foi ajustado para 4 (determinado previamente
por turbidimetria, item 3.2.5), por adigdo gota a gota de acido cloridrico (2% e 5% v/v)
para induzir a coacervacao complexa. Posteriormente, para a separacao de fases foi
realizada centrifugacao (Eppendorf 5430 R, Alemanha), a 7000 g por 10 min (RUTZ
et al., 2016). A fracdo com os coacervados foi congelada e submetida a liofilizag&o.

As particulas foram armazenadas em frascos de polietileno e cobertas com folha de
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aluminio para evitar exposicdo a luz e congeladas a -75 °C até o momento das
andlises (RUTZ et al., 2016).

O desenho experimental usado na eficiéncia de encapsulacdo, atividade
antioxidante, espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier e
calorimetria de varredura diferencial foi inteiramente aleatéria, em um esquema fatorial
7 x 1, com 7 tratamentos (1: extrato de folha de oliveira, 2: particula de gelatina, 3:
particula de tragacanto, 4: particula de gelatina/tragacanto , 5: particula de controle
de gelatina, 6: particula de controle de tragacanto, 7: particula de controle de
gelatina/tragacanto) e 1 periodo de avaliacao.

Na analise morfolégica, o delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 3 x 1, com 3 tratamentos (1: particula de gelatina,
2. particula de tragacanto, 3: particula de gelatina/tragacanto) e 1 periodo de

avaliacao.

3.2.7 Eficiéncia de encapsulagéo

A eficiéncia de encapsulacéao foi determinada em relacdo ao teor de compostos
fendlicos (sec¢éo 3. 2. 3), conforme o método de Alishahi et al. (2011), com algumas
modificacdes. Para tanto, foi determinado o teor de compostos fendlicos na superficie
das particulas, assim como nas particulas apés a ruptura.

Para a quantificacdo do teor de compostos fendlicos presentes na superficie
das particulas, 20 mg de particulas foram dissolvidas em 10 mL de etanol, sendo
realizada homogeneizagao em vortex por 1 min, seguido por centrifugacéo (Eppendorf
5430 R, Alemanha) a 4200 g por 15 min. Apés, 1 mL do sobrenadante foi coletado
para proceder a analise de compostos fendlicos, os 9 mL restantes foram utilizados
para a abertura das particulas, sendo submetidos a sonicacéo (Unique, 1400A, Brasil)
por 10 min e homogeneizacéo (IKA, T18 basica, Alemanha) a 12000 rpm por 1 min.
Posteriormente, foram mantidos sob agitacdo por 24 h em homogeneizador de
solugbes (Phoenix, AP 22, Brasil) para que houvesse a ruptura e liberacdo dos
compostos de interesse das particulas.

A eficiéncia de encapsulacéao (ET%) foi realizada em triplicata e os resultados
calculados usando a Equacéo 1, em que Ct representa o total de compostos fenélicos
presente nas particulas e Cs representa o teor de compostos fendlicos na superficie

das particulas.
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ET% — CTotal — CSuperficie 100
°T CTotal * (Eq. 1)

3.2.8 Microscopia eletronica de varredura

A morfologia das particulas foi determinada através de Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV) (JEOL JSM-6060 LV, Japéao). No microscépio, as amostras foram
fixadas em um suporte metalico com auxilio de uma fita dupla-face de carbono e
recobertas com uma fina camada de ouro. A visualizacéo foi realizada em aumentos
de 100 e 5000 vezes, com uma voltagem de excitacao de 15 kV, conforme Rutz et al.
(2016). A andlise foi realizada em duplicata.

3.2.9 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

As andlises de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) foram realizadas utilizando espectrometro de infravermelho (IRAffinity-1,
Shimadzu, Japan), acoplado com acessério de refletancia total atenuada horizontal
(ATR), empregando um cristal de seleneto de zinco. Todos os espectros foram obtidos
na faixa de 400-4000 cm, com resolucdo de 4 cm™* e 60 varreduras. Antes das
medi¢cOes das amostras, o espectro infravermelho denominado “branco” foi medido
usando o cristal sem amostra. Os espectros das amostras foram obtidos da seguinte
forma: primeiro a amostra foi espalhada na superficie do cristal ATR, depois o0 espectro
foi obtido e, finalmente, para obter novos espectros, a célula foi limpa com hexano
P.A. e acetona P.A. Para andlise de grupo, foi utilizado o programa IRsolution1.60
(Shimadzu) (JANSEN-ALVES et al., 2019).

3.2.10 Calorimetria diferencial de varredura

O comportamento térmico foi avaliado por Calorimetria Diferencial de Varredura
(DSC)(Q20, Instrumento T.A, EUA). Dez miligramas do extrato, particulas e particulas
controle (sem extrato) foram aquecidas em cadinho de aluminio a uma taxa de 10
°C.mint entre 30 e 300 °C, com um fluxo de nitrogénio de 25 mL. min-! (ELBAZ et al.,

2016). A analise foi realizada em duplicata.
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3.2.11 Avaliacao das particulas em matriz alimenticia

3.2.11.1 Preparo dos hamburgueres

A carne ovina desossada e sem gordura foi moida em moedor de carne (MB
Braesi, BMC 05, Brasil), com disco de 8 mm, por 2 vezes. O hamburguer de carne

ovina foi preparado segundo a formulacdo contida na Tabela 3.

Tabela 3 — Formulagdo do hamburguer ovino.

Ingredientes % (p/p)
Matéria prima
Carne ovina magra moida 90
Toucinho 10
Condimentos”
Sal 2
Alho em po6 0,1
Pimenta do reino em p6 0,15
Cebola em po 0,2
AcuUcar 0,2
Agua’ 5

& Os percentuais de condimentos e agua adicionados foram calculados sobre o total
de matéria-prima, sendo essa quantidade acrescida em 100% de matéria-prima.

Os ingredientes foram homogeneizados manualmente por 3 min. A seguir foi
realizada a adicdo dos extratos e das particulas seguindo procedimento descrito por
Reis et al. (2017), com modificagdes. A mistura de ingredientes foi dividida em sete
lotes, diferenciados pela aplicacdo dos antioxidantes: 1- com extrato da folha de
oliveira (0,57 g.56 g1); 2- com particulas de gelatina/extrato da folha de oliveira (0,77
g.56 g1); 3- com particulas de tragacanto/extrato da folha de oliveira (0,76 g.56 g2);
4- com particulas gelatina/tragacanto/extrato da folha de oliveira (1,12 g.56 g*); 5-
com vitamina C (0,17 g.56 g1); 6- com antioxidante comercial eritorbato de sédio
(0,028 g.56 g1); 7 - e o controle (sem antioxidante). A quantidade de extrato de folha
de oliveira e das particulas (encapsulados) foram calculadas em relacéo ao teor de
compostos fenolicos, de acordo com Fernandes et al. (2016b) e a quantidade de

eritorbato de sédio foi adicionada de acordo com Fernandes et al. (2018).
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Apdés a mistura com os antioxidantes e posterior moldagem manual dos
hamburgueres (x 56 g) em placa de Petri, as amostras foram embaladas em filme de
policloreto de vinila (PVC). Por fim, as amostras foram armazenadas sob
congelamento a -15 °C durante 4 meses. As determinacdes de TBARS, indice de
peroxidos e liberacé@o controlada, foram realizadas nas amostras imediatamente apés
0 processamento e apos 1, 2, 3 e 4 meses de armazenamento.

Para a andlise do indice de peroxidos e das substancias reativas ao acido
tiobarbitlrico o delineamento experimental utilizado foi inteiramente aleatério, em
esquema fatorial 7 x 5, com 7 tratamentos (1: hamburguer adicionado de extrato de
folha de oliveira; 2: hamburguer adicionado de particulas de gelatina/extrato de folha
de oliveira; 3 : hamburguer adicionado de particulas de tragacanto/extrato de folha de
oliveira; 4: hamburguer adicionado de particulas de gelatina/tragacanto/extrato de
folha de oliveira; 5: hamburguer adicionado de vitamina C; 6: hamburguer adicionado
de eritorbato de sédio; e 7: tratamento controle (sem adicdo de antioxidante) e 5
periodos de avaliacdo. No perfil de liberacdo de compostos fendlicos em hamburguer
o delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3 x 5, com 3 tratamentos (1: hamburguer adicionado de particulas de
gelatina/extrato de folha de oliveira; 2: hamburguer adicionado de particulas de
tragacanto/extrato de folha de oliveira; 3: hamburguer adicionados com particulas de

gelatina/tragacanto/extrato de folha de oliveira) e 5 periodos de avaliacao.
3.2.11.2 indice de peroxidos

Esse indice foi determinado de acordo com o Brasil (1999), baseado em
metodologia oficial AOAC (2000). Previamente a analise, a gordura da carne foi
extraida com 25 mL de cloroférmio e 1,5 g de sulfato de sédio anidro, a partir 2,5 g de
hamburguer. Na determinagéo iodométrica do indice de peroxido, em 25 mL do extrato
cloroférmico foram adicionados 37 mL de &cido acético e 1 mL de solugcédo saturada
de iodeto de potassio. A mistura foi deixada no escuro por 1 min, e apés 30 mL de
agua foram acrescentados. Por fim, a mistura foi titulada com solugéo de tiossulfato
de sédio 0,01 mol. L%, usando solucdo de amido a 1% como indicador.

Para a determinacdo da massa de gordura no extrato, 25 mL do extrato
cloroférmico foram transferidos para capsula previamente desengordurada e tarada.

Sob exaustao, o solvente foi evaporado em banho-maria a 60 °C e apdés o residuo foi



47

seco em estufa a 105 °C por 30 min. A massa de gordura obtida foi utilizada para os
para expressar os resultados em mEq. kg! de lipideos. A andlise foi realizada em

triplicata.

3.2.11.3 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

Para a determinacdo de compostos secundarios da oxidacao, foi utilizado o
meétodo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) de Vyncke (1970),
com modificagcfes. Para isso, 2,5 g de amostra (hamburgueres ovinos adicionados de
distintos antioxidantes conforme secéo 3. 2. 11. 1) foram homogeneizados com 12,5
mL de solucéo de acido tricloroacético (TCA) 7,5% (p/v), por 1 min em vortex e apos,
filtrado em algoddo. Em seguida, em 2 mL do filtrado foi adicionado de 0,5 mL da
solucéo de TCA 7,5% e 2,5 mL da solugéo de acido tiobarbitarico (TBA) 0,02 mol.L2.
A amostra foi colocada em banho-maria (Fisatom, 550, Brasil) a 100 °C por 40 min.
ApoOs as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e levadas a banho
ultrassénico (Quimis, Q335D, Brasil) por 5 min, para eliminacdo dos gases. A
absorbancia das amostras foi medida a 538 nm em espectrofotdmetro (JENWAY,
6705 UV/Vis, Espanha). A analise foi realizada em triplicata e os resultados foram
expressos em mg de malonaldeido.kg? de amostra, usando uma curva padrdo

estabelecida com 1,1,3,3-tetrametoxypropano (TMP).

3.2.11.4 Liberacdo dos compostos fendlicos nos hamburgueres

O perfil de liberacdo de compostos fendlicos encapsulados durante o
armazenamento foi avaliado de acordo com metodologia descrita por Rutz (2016),
imediatamente ap0s o0 processamento e nos meses 1, 2, 3 e 4 de armazenamento.

Para isso, 5 g de hamburguer foram adicionados de 10 mL de etanol, e a
mistura foi centrifugada (Eppendorf 5430 R, Alemanha) a 4200 g por 15 min.
Posteriormente, foi realizada a diluicdo e a quantificagdo dos compostos fenodlicos
liberados, conforme descrito anteriormente (Secédo 3. 2. 3. 2). A analise foi realizada
em triplicata e os resultados foram expressos como porcentagem de compostos
fendlicos liberados, sendo descontados os valores de compostos fendlicos das

amostras controle (de cada més).
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3.2.12 Anélise estatistica

Os resultados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA), e o
comparacao de médias entre os tratamentos foi realizada usando teste de Tukey com
nivel de significAncia de 5%, no programa Statistix 10. Para avaliagdo dos
hamburgueres em relagdo ao tempo de armazenamento, foi calculado o intervalo de

confianca de 95%.

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Turbidimetria

Uma maneira de monitorar a progressao da coacervacao complexa é através
da medicao da turbidez, em que as varia¢des significativas da absorbancia revelam a
formacao dos coacervados, o que consequentemente altera as propriedades 6pticas
do sistema biopolimérico (BIGI et al., 2000).

Através da Figura 5 pode ser observado que no pH 5,44 (pHc) houve as
primeiras interacdes, correspondentes a formacdo de complexos solGveis entre 0s
polimeros. No pH 5,0 (pHe1), substancias insoliveis comegam a ser formadas e a
dispersao passa a ficar turva. Em uma mistura contendo um polissacarideo aniénico
e uma proteina, o ajuste de pH abaixo do ponto isoelétrico (PIl) resulta em atracdo
eletrostatica maxima, pois os dois biopolimeros carregam cargas opostas (SIOW,
ONG, 2013). A gelatina do tipo B tem Pl em pH 4,5-5,0 o que condiz com o pH 6timo
para coacervacao obtido (pH 4,0 (pHopt)), em que ocorreu a maxima interacao
eletrostatica entre a gelatina tipo B e a goma tragacanto, confirmado pelo aumento da
turbidez. Neste pH ocorreu a neutralizagéo das cargas no sistema (BIGI et al., 2000).
No pH 3,0 (pH¢2), 0s complexos comegam a se dissociar, pois 0s grupos carboxilas
presentes na estrutura do polissacarideo comecam a protonar, reduzindo a atracao
eletrostatica entre os polimeros (DONG; HUA, 2018).
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Absorbancia

oH

Figura 5 — Curva de turbidimetria da disperséo de gelatina e tragacanto (1:1) em funcdo do pH. Os
dados representam as médias + no desvio padrdo. As barras verticais indicam o intervalo de confianca
de 95%. n = 3.

Shinde e Nagarsenker (2009) investigaram o efeito do pH em um sistema de
coacervacdo complexa de gelatina tipo B e alginato de sédio, e seus resultados
demonstraram que a coacervacao 6tima ocorreu em pH 3,50, possivelmente devido a

distincdo de polissacarideo e a proporcéo utilizada entre gelatina e alginato (4:1).

3.3.2 Eficiéncia de encapsulacéo e atividade antioxidante

A Tabela 4 mostra a eficiéncia de encapsulacao (%) e atividade antioxidante
(%) de extrato de folha de oliveira e particulas com este extrato.

De acordo com os resultados da Tabela 4, ndo houve diferenca significativa de
eficiéncia de encapsulacdo entre as particulas com gelatina e gelatina/tragacanto
(p=0,05). Entretanto, essas particulas apresentaram valores significativamente
(p<0,05) superiores de retencdo de compostos fendlicos, em relacdo as particulas
apenas com tragacanto. A interacao entre os compostos fenolicos do extrato da folha
de oliveira e a gelatina possivelmente ocorre por ligagdes de hidrogénio, entre os

grupos hidroxila do extrato com os grupos carbonila polares da gelatina, assim como



50

por interacdes hidrofobicas entre os anéis aromaticos e a cadeia lateral hidrofobica da
gelatina (OZDAL; CAPANOGU; ALTAY, 2013). Sdo possiveis também de ocorrer
ligacbes covalentes, provavelmente entre a porcdo eletrofilica (forma oxidada do
composto) e o grupo amino nucleofilico da gelatina (AZEREDO et al., 2016).
Entretanto, apesar de teoricamente os compostos fendlicos poderem interagir
através de suas hidroxilas com as hidroxilas da goma tragacanto, parece que houve
algum impedimento estérico que inferiu na reducao da eficiéncia de encapsulacédo. A
baixa reatividade da goma tragacanto em determinadas condi¢cdes tem sido
relacionada ao impedimento estérico de sua cadeia. Este impedimento pode ser
proveniente da posigcdo dos substituintes nos anéis dos monossacarideos,
principalmente se assumirem a forma de barco ou bote (KOSHANI; AMINIARI, 2017).
O método de encapsulacdo nédo teve influéncia nos resultados de eficiéncia de

encapsulacdo ou atividade antioxidante.

Tabela 4 — Eficiéncia de encapsulacdo (%) e atividade antioxidante (%) de extrato de

folha de oliveira e das particulas com este extrato.
Amostra Eficiéncia de DPPH
encapsulacéo (%) (% de inibic&o)

Extrato de folha de oliveira - 91,26 + 0,242

Particula de gelatina/extrato de folha de oliveira 61,23 + 2,55%" 90,07 + 0,032
Particulas de tragacanto/extrato de folha de oliveira 52,04 + 2,29b 47,64 + 3,400
Particula de gelatina/tragacanto/extrato de folha de oliveira 60,74 + 0,882 90,41 £ 0,092

*Média de trés repeticbes + desvio padrdo. Médias acompanhadas por mesma letra na coluna néo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p=0,05). n=3.

A eficiéncia de encapsulacdo é dependente do método de encapsulacao
utilizado, das caracteristicas quimicas do material de parede e do composto ativo,
assim como de suas concentracdes. Ghayempour et al. (2016) avaliaram a eficiéncia
de encapsulacdo de particulas de extrato de Aloe Vera revestidas com goma
tragacanto por microemulsdo com base sonoquimica, e obtiveram valor superior de
eficiéncia de encapsulacéo (91%), em relacdo ao obtido no presente estudo. Assim
como Siow e Ong (2013), que obtiveram uma eficiéncia de encapsulacédo de 96,2%
ao utilizar gelatina tipo B e goma acécia para encapsular 6leo de alho por coacervacao
complexa. Por outro lado, Jain et al. (2016) obtiveram resultado similar ao presente
estudo, de 64,31% de eficiéncia de encapsulacdo, ao microencapsularem [3-caroteno
por coacervacao complexa utilizando caseina e goma tragacanto.

Em relacdo a capacidade antioxidante (Tabela 4), constatou-se que as

particulas com gelatina e gelatina/tragacanto apresentaram significativamente
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(p<0,05) os maiores percentuais de inibicdo dentre as particulas avaliadas, assim
como de eficiéncia de encapsulacédo. Os valores de atividade antioxidante dessas
particulas demonstraram-se semelhantes ao extrato de folha de oliveira. O extrato de
folha de oliveira é reconhecido por proteger produtos carneos da peroxidacéo lipidica
devido a sua atividade antioxidante (AL-RIMAWI; TARAWA; ELAMA, 2017;
BOTSOGLOU et al., 2014). Em vista disso se faz importante a preservacdo dessa
caracteristica com a encapsulacao.

Por outro lado, as particulas de tragacanto apresentaram capacidade
antioxidante de 47,7% inferior das demais particulas, e somente 13,9% de reducdo na
eficiéncia de encapsulacédo, o que demostra que possa ter ocorrido forte interacao
entre os compostos fendlicos do extrato de folha de oliveira e a goma tragacanto,
reduzindo sua interacdo com o DPPH. Comportamento semelhante foi relatado por
Radinz et al. (2021).

3.3.3 Morfologia

A Figura 6 mostra as micrografias obtidas por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) das patrticulas.

As micrografias demonstram que independente do material de parede, as
particulas apresentaram forma irregular (Figura 6). Estudos demonstraram que tanto
particulas obtidas por liofilizagdo quanto por coacervacdo complexa, seguido de
liofilizacdo, podem apresentar morfologia atipica (RUTZ et al., 2017), assim como o
obtido no presente estudo.

Mesmo particulas liofilizadas com formato atipico podem promover a liberacao
controlada de compostos ativos em condicfes gastrointestinais simuladas apdés a
adicdo em alimentos, como demonstrado no estudo de Rutz et al. (2016), ao aplicar
particulas de B-caroteno e carotenoides do 6leo de palma, coacervadas com

guitosana e carboximetilcelulose, em iogurte e pao.
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Figura 6 — Micrografias obtidas por Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) das particulas com
gelatina (A- 100x e B- 5000x), particula com tragacanto (C- 100x e D- 5000x) e particula com
gelatina/tragacanto (E-100x e F- 5000x).

3.3.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

As bandas no espectro de infravermelho indicam vibragbes moleculares,

também denominadas de deformacao angular (6), que podem ser simétricas (3s) ou
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assimétricas (6a); ou o alongamento de funcbes, também denominadas de
deformacfes axiais (v) simétricas (vs) ou assimétricas (va).

Os espectros FTIR do extrato de folha de oliveira, da gelatina, da tragacanto,
do complexo gelatina/tragacanto e de suas respectivas particulas com o extrato sédo
demonstrados na Figura 7.



54

1028

Extrato

Gelatina

3296
3080 5903

Absorbancia (u.a)

Particula
Gelatina/Extrato
3302

3089
42929

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

n° de onda (cm™)

1028
Extrato
<
=
© Tragacanto
2
«@
2
2 2936 2873
Qo
< il
1026 .
Particula
Tragacanto/Extrato
T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
n° de onda (cm™)
1028
C 1271 Extrato
1371
3305 t
2927 1707, 1606
2866 [N
Gelatina
— 3296
© 2923
3 3080
@ 1020
% 1735 1231 Tragacanto
2 1367
G 3320 2936 5573 #1615
2 4
< 647 4375
1026 Gelatina/Tragacanto
3298 1751 ~ r g
1026 Particula
3296 1647’)\H/\_/GelatinaITragacantolExtrato
T T T T T T T T T T T T T T Y
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

n’ de onda (cm’')
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Tragacanto e C- Gelatina/tragacanto.
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No espectro do extrato de folha de oliveira (Figura 7A, B e C) foram observadas
bandas em 3305 cm? (vO-H), que estdo presentes em diferentes cadeias
(oleuropeina, celulose, acidos organicos, etc.); 2927 — 2866 cm™ (vsC-H; vaC-H),
presente em qualquer cadeia carbbnica; 1707 cm? (vC=0), presente em A&cidos
carboxilicos; 1606 cm (vC=C), caracteristico de anel aromatico; 1423 cm* (6sCH>),
grupamento alifatico, adjacente a carbonila; 1371 cm™ (8a0-H; vsC-0), caracteristicos
de &cido carboxilico e fendis; 1271 cm™ (vs=C-O), presentes em ésteres saturados; e
por fim, foi observada banda em 1028 cm™ (vC-O), caracteristica da cadeia
endociclico e exociclico dos carboidratos. Descricdo semelhante foi relatada por
Aouidi et al. (2012b) ao avaliarem os grupamentos presentes em folhas de oliveira
provenientes da Tunisia.

No espectro de gelatina (Figura 7A e C) foram observadas bandas em 3296
cm? (vO-H sobreposta a vsN-H; vaN-H), caracteristico da amida A e B,
respectivamente; 3080 — 2923 cm™ (vsC-H; vaC-H), de cadeia carbonica; 1632 cm™
(vC=0), grupamento da amida I; 1544 cm (8N-H), respectivo aos grupos peptideos
da amida Il; ~1448 cm™ (8sCH2), grupo alifatico e; em 1235 cm (vC-N sobreposto a
8NH2), caracteristico da amida Ill. Por fim, foi observada uma banda em 1080 cm*
(vC-0), grupo da cadeia. Resultado semelhante também foi obtido por VORON'KO et
al. (2016).

Jansen-Alves et al. (2018), ao encapsular extrato de propolis com proteina de
ervilha, ndo observou a banda caracteristica deste composto no espectro da sua
respectiva microparticula e, atribuiu o observado a ocorréncia da encapsulacao. Outra
evidéncia da interacdo entre os materiais de parede e o extrato de folha de oliveira,
conforme Steiner (2015), € o deslocamento das bandas do material de parede em
comparacdo as particulas formadas com o extrato. Portanto, a confirmagdo da
encapsulacdo é dada pelo desaparecimento e/ ou deslocamento das bandas do
material de parede ou do extrato, em relacdo as particulas carreadas.

No espectro da particula com gelatina/extrato de folha de oliveira (Figura 7A)
foram observadas bandas caracteristicas da gelatina em 3302 cm™ (vO-H sobreposta
a vsN-H; vaN-H) da amida A e B, respectivamente, e em 3089 — 2929 cm* (vsC-H;
vaC-H). Foi observado um deslocamento de Av = 9 cm™ na banda da amida I, Av =9

cm na banda da amida Il e Av = 9 cm™ na banda amida Ill e, a auséncia das bandas
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caracteristicas do extrato, 0 que sugere que o processo de formacdo da particula
ocorreu de forma satisfatoria, confirmando a encapsulacao do extrato pela gelatina.

No espectro de tragacanto (Figura 7B e C) foram observadas bandas em 3320
cm? (vO-H), 2936 — 2873 cm™ (vsC-H; vaC-H), 1735 cm™t e 1615 cm 1 (vC=0),
correspondentes a carboxila e carbonila, respectivamente; em 1367 cm™ (820-H; vsC-
O) correspondente ao éter ciclico; em 1231 cm (vsC-O) relativo ao éter alifatico; e por
fim, a banda em 1020 cm (vC-O) da cadeia (GHAYEMPOUR; MONTAZER; RAD,
2016).

No espectro da particula com tragacanto/extrato de folha de oliveira (Figura 7B)
foi observado um deslocamento de Av = 8 cm™ na banda da carboxila, Av = 8 cm™ na
banda da carboxila e de Av = 16 cm™ na banda do éter alifatico. O desaparecimento
de outras bandas, tanto do extrato como do material de parede, também foi observado.
Sugere-se entdo que a goma tragacanto foi eficaz na encapsulacéo do extrato de folha
de oliveira.

No espectro de gelatina/tragacanto (Figura 7C) o deslocamento de algumas
bandas da tragacanto, como em Av = 16 cm* (vC=0) da carbonila do grupamento
carboxilico, Av =32 cm (vC=0) da carbonila e, Av = 8 cm™ 1 (5a0-H; vsC-O) do éter
ciclico, em conjunto com o desaparecimento da banda em 1544 cm (6N-H) referente
amida Il da gelatina, sugere uma forte interagéo de hidrogénio entre, o hidrogénio da
amida Il da gelatina com a carbonila presente no tragacanto.

No espectro de gelatina/tragacanto/extrato de folha de oliveira (Figura 7C), o
desaparecimento de bandas caracteristicas, tanto dos materiais de parede quanto do

extrato de folha de oliveira, confirma o encapsulamento com gelatina/tragacanto.

3.3.5 Calorimetria Diferencial de Varredura

Na Figura 8 sdo demonstrados os termogramas de DSC do extrato da folha de
oliveira, dos materiais de parede gelatina, tragacanto e gelatina/tragacanto, e de suas

respectivas particulas contendo o extrato.
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O termograma do extrato de folha de oliveira demonstrou um evento
endotérmico a 80,7 °C, referente a fusdo dos compostos (BAHLOU, 2017; BALDINO,
2018); e um evento exotérmico a 200,32 °C, relacionado a oxidacao ou hidrolise da
oleuropeina (MOURTZINOS et al., 2007).

A gelatina apresentou dois eventos endotérmicos, em 72,42 °C e 230,62 °C.
Eventos relativos a desidratacdo da gelatina em 85 °C, e a fusdo da fracao cristalina
em temperaturas superiores a 200 °C, foram observados por Yang et al. (2015).

Na goma tragacanto, 0 evento endotérmico ocorreu em 78,49 °C,
correspondente a desidratacédo do polimero, sendo observado este evento em 89 °C
por Zarekhalili et al. (2017).

Para o material de parede gelatina/tragacanto observou-se um evento
endotérmico a 62,15 °C, possivelmente referente a desidratacdo dos dois polimeros.

Em relagdo as particulas contendo o extrato de folha de oliveira, a particula
com gelatina apresentou dois eventos endotérmicos, em temperaturas de 49,40 °C e
112,82 °C; na particula com goma tragacanto o evento endotérmico ocorreu em 73,40
°C; e na particula coacervada com gelatina:tragacanto, um evento endotérmico foi
observado em 58,64 °C. Como pode ser observado, todas as particulas apresentaram
deslocamento dos picos caracteristicos dos seus materiais de parede, além da
auséncia dos picos endotérmico e exotérmico do extrato de folha de oliveira. O
deslocamento dos perfis térmicos relativos aos materiais de parede e o
desaparecimento dos picos tipicos do extrato, também sugerem a ocorréncia da
encapsulacao. Interpretacdes semelhantes dos resultados foram descritos por Rutz et
al. (2017).

3.3.6 indice de peréxidos

Independente do tratamento, apesar de ter ocorrido oscilagdes dos valores,
observou-se aumento significativo (p<0,05) no indice de peréxidos dos hamburgueres
armazenados a -15 °C durante o periodo de 4 meses (Figura 9).

Entretanto, observaram-se distintos comportamentos em relagdo aos
tratamentos (Apéndice A). No primeiro més de avaliacdo, os hamburgueres
adicionados de extrato de folha de oliveira (T1) apresentaram significativamente os
menores valores no indice de peroxidos (p<0,05), ou seja, o extrato foi mais eficiente

em relacdo aos antioxidantes vitamina C (T5) e eritorbato de sddio (T6), assim como
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para as particulas que continham o extrato (T2, T3 e T4), que possivelmente, neste
periodo, ainda ndo liberaram quantidade apropriada de extrato para impedir a
peroxidacdo. Porém, ao longo do armazenamento, o extrato de folha de oliveira ndo
manteve suas propriedades antioxidantes, possivelmente por ser degradado pela luz,
oxigénio e umidade. Uma das aplicagbes da tecnologia de encapsulagéo € justamente
a protecdo do composto ativo da degradacdo pelas condicbes ambientais (GOMEZ-
ESTACA; GAVARA; HERNANDEZ-MUNOZ, 2015).
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Figura 9 — Evolucao do indice de peroxidos (mEg-g O kg de lipideos) nos hamburgueres durante
quatro meses de armazenamento a -15 + 1,0 °C. T1: Hamburguer adicionado de extrato de folha de
oliveira, T2: Hamburguer adicionado de particulas de gelatina/extrato de folha de oliveira, T3:
Hamburguer adicionado de particulas de tragacanto/extrato de folha de oliveira, T4: Hambarguer
adicionado de particulas de gelatina/tragacanto/extrato de folha de oliveira, T5: Hamburguer adicionado
de vitamina C, T6: Hamburguer adicionado de eritorbato de sodio e T7: Tratamento controle (sem
adicdo de antioxidante). As barras verticais indicam o intervalo de confianca de 95%. n=3.

Nos meses intermediarios, distintos comportamentos foram observados,
entretanto, ao término do armazenamento, os hamburgueres adicionados de
particulas com gelatina (T2) e com gelatina/tragacanto (T4) apresentaram
significativamente (p<0,05) os menores valores de indice de perdxido, em relagéo aos
hamburgueres controle (T7), dos adicionados de extrato de folha de oliveira (T1), dos
adicionados de particulas com tragacanto (T3) e dos adicionados de eritorbato de
sédio (T6); porém, sem distincao estatistica em relacdo ao hamburguer adicionado de
vitamina C (T5) (p=0,05).
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Botsoglou et al. (2014) também observaram aumento no indice de perdxidos
ao avaliar a conservagdo de rissoles de carne suina cozidos, suplementados com
extrato de folha de oliveira por 9 dias a 4 °C.

A legislacdo vigente no Brasil, ndo estipula o indice de perdxidos para o
hamburguer (BRASIL, 2000). Segundo Ozogul e Ucar (2013), o valor maximo de
peréxidos recomendado para consumo humano é de 20 mEq. -g Oz kg de lipideos.
Sendo assim, nos hamburgueres controle (T7), e naqueles adicionados de eritorbato
de sddio (T6) e de extrato de folha de oliveira (T1), valores superiores de peroxidos

foram observados, o que os tornaria impréprios para consumo.

3.3.7 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

Pode-se observar na Figura 10, que os valores de TBARS dos hamburgueres
oscilaram durante o armazenamento, entretanto houve aumento significativo (p<0,05)
ao se comparar o primeiro e Ultimo dia de armazenamento.

No primeiro més de avaliagdo, um comportamento semelhante ao indice de
peréxidos foi observado, visto que os hamburgueres adicionados de extrato de folha
de oliveira (T1) apresentaram significativamente os menores valores de TBARS
(p<0,05) (Apéndice B), ou seja, o extrato foi mais eficiente em relacdo aos
antioxidantes vitamina C (T5) e eritorbato de sédio (T6), assim como em relacdo as
particulas que continham o extrato (T2, T3 e T4).

Ao final do armazenamento o hamburguer controle (T7) apresentou
significativamente (p<0,05) o maior valor de TBARS, por outro lado o hamburguer
adicionado de vitamina C (T5), apresentou significativamente os menores valores. Os
demais tratamentos apresentaram valores intermediarios, sendo que nao houve
diferencas significativas (p=0,05) nos valores dos hamburgueres adicionados de
extrato (T1), de particulas com gelatina (T2) e com gelatina/tragacanto (T4), sendo
estes inferiores aos valores de TBARS dos hamburgueres adicionados de particulas

com tragacanto (T3).
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Figura 10 — Evolugdo de TBARS (mg de malonaldeido. kg' de amostra) nos hamburgueres durante os
quatro meses de armazenamento a -15 + 1,0 °C. T1: Hamburguer adicionado de extrato de folha de
oliveira, T2: Hambdrguer adicionado de particulas de gelatina/extrato de folha de oliveira, T3:
Hamburguer adicionado de particulas de tragacanto/extrato de folha de oliveira, T4: Hambuarguer
adicionado de particulas de gelatina/tragacanto/extrato de folha de oliveira, T5: Hamburguer adicionado
de vitamina C, T6: Hamburguer adicionado de eritorbato de sddio e T7: Tratamento controle (sem
adicdo de antioxidante). As barras verticais indicam o intervalo de confianca de 95%. n=3.

Ao avaliar os dados de ambos os parametros, indice de peroxido e TBARS, fica
demonstrado o potencial que as particulas com gelatina (T2) e com
gelatina/tragacanto (T4) apresentam em reduzir as reacdes oxidativas em
hamburgueres de carne ovina durante o periodo de armazenamento por quatro meses
sob refrigeracao.

A menor eficiéncia dos compostos fendlicos como antioxidantes quando em
comparacao com a vitamina C pode ser devido aos compostos fendlicos permitirem a
inativagao ou remocao de radicais livres formados durante a iniciagdo ou etapas de
propagacdo da reacdo, doando atomos de hidrogénio para esses moléculas e
consequentemente prevenindo a reacdo em cadeia que ocorre a oxidacao lipidica dos
alimentos (AKOH; MIN, 2008). Por outro lado, a aplicacdo da vitamina C em alimentos
como antioxidante atua de diferentes maneiras, como a eliminagdo de oxigénio,
alterando o potencial redox de sistemas alimentares, atuando sinergicamente com

quelantes e regeneradores de antioxidantes primarios, embora este antioxidante
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também é facilmente degradado em condi¢c6es ambientais (MADHAVI; SALUNKHE,
1995).

Diferentes autores também relataram a eficiéncia de extratos de oliveira ou
oleuropeina, na reducao dos valores de TBARS em carne bovina, suina e hamburguer
de peixe, em relagéo aos tratamentos controle (AL-RIMAWI; TARAWA,; ELAMA, 2017;
BOTSOGLOU et al., 2014).

Em relacéo a adicdo de particulas, Reis et al. (2017) observaram resultados
semelhantes ao presente estudo, ao avaliarem a estabilidade oxidativa de
hamburgueres de carne bovina adicionados de microparticulas de extrato etandlico
de prépolis em Capsul®, armazenado a -15 °C por 28 dias, com variacdo entre 0,44 a

0,95 mg de malonaldeido.kg* de amostra.

3.3.8 Liberacdo de compostos fendlicos durante o armazenamento dos

hamburgueres

Na Figura 11 se observa que todas as particulas liberaram compostos fenoélicos
imediatamente apds o preparo dos hamburgueres, sendo que os valores oscilaram
durante o armazenamento.

As particulas utilizando a gelatina liberaram aproximadamente 4,99% de
compostos fendlicos ap6s o processamento dos hamburgueres, ndo havendo
diferenca significativa (p=0,05) até o terceiro més em que se obteve 13,91% de
liberacdo. A partir do quarto més de armazenamento ocorreu um aumento significativo

(p=<0,05) para 39,87% de compostos fendlicos liberados.
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Figura 11 — Perfil de libera¢@o de fendis do extrato de folha de oliveira encapsulado e aplicado em
hamburgueres durante quatro meses de armazenamento a -15 £+ 1,0 °C. As barras verticais indicam o
intervalo de confianca de 95%. n=3.

Nos hambuargueres adicionados de particulas com tragacanto, inicialmente
cerca de 1,57% de compostos fendlicos foram liberados, mantendo um perfil de
liberacdo constante até o primeiro més. No segundo més observou-se aumento
significativo (p<0,05) para 30,66%, chegando a maxima liberacdo, e manteve-se
constante no restante do periodo de armazenamento.

As particulas com gelatina/tragacanto adicionados aos hamburgueres
liberaram 7,81% de compostos fendlicos no inicio do armazenamento. A liberacdo
permaneceu controlada até o terceiro més, em que se obteve 20,54% de liberacao.
No quarto més observou-se aumento significativo (p<0,05), sendo obtido 0 maximo de
47,73% de liberacédo dos compostos fendlicos.

Ao se comparar a liberagdo dos compostos fendlicos pelas particulas
adicionadas aos hamburgueres (Apéndice C) em cada tempo de armazenamento,
pode-se observar que até o segundo més de armazenamento, as particulas com
gelatina e gelatina/tragacanto apresentaram significativamente (p<0,05) os maiores
valores de liberacdo em relagdo as particulas com tragacanto. Isso possivelmente
tenha influenciado na reducéo da oxidacao lipidica, como demonstrado nas analises
de indice de peroxidos e TBARS.

Sao escassas as pesquisas que realizam a aplicacdo de microparticulas em
sistemas alimenticios visando avaliar a liberagdo de compostos bioativos, sendo

necessarios mais estudos para a compreensao dos fenémenos observados.
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De maneira geral, ao longo de todo o armazenamento, a adicado de particulas
de gelatina e gelatina/tragacanto com extrato de folha de oliveira nos hamburgueres
exerceu uma acao antioxidativa, e nao foram mais eficientes contra a oxidacao apenas
do que a vitamina C. Assim, os extratos encapsulados poderiam substituir o eritorbato
de sodio, um antioxidante artificial usualmente utilizado para prevenir reacdes

oxidativas neste tipo de produto.

3.4 Concluséo

A coacervacgdao entre a gelatina do tipo B e a goma tragacanto ocorreu em pH
4, na proporcao de 1:1 (p/p), sendo a interacao confirmada pela FTIR.

Ocorreu a encapsulacédo dos compostos fendlicos presentes no extrato da folha
de oliveira nas matrizes com gelatina, com tragacanto e com gelatina/tragacanto.
Entretanto, as matrizes com gelatina e com gelatina/tragacanto propiciaram a
obtencado dos maiores valores de eficiéncia de encapsulacado dos compostos fenélicos
presentes no extrato da folha de oliveira e de atividade antioxidante. Nao havendo
influéncia do método de encapsulacéo nos resultados. A encapsulacao foi confirmada
através das analises de DSC e FTIR, sendo que todas as particulas obtidas
apresentaram formato irregular.

Na aplicacéo das particulas em hamburguer de carne ovina ficou demonstrado
gue as particulas com gelatina e com gelatina/tragacanto apresentaram maior
capacidade de reduzir as reacfOes oxidativas, em relacdo as particulas com
tragacanto, por propiciar os maiores percentuais de liberacao dos compostos fenélicos
nos dois primeiros meses de armazenamento. Além disto, em fungéo da atividade
antioxidativa observada no final do periodo de armazenamento, estas particulas
poderiam substituir o aditivo artificial eritorbato de sédio.

Assim, os resultados deste estudo demonstram que as particulas com gelatina
e com gelatina/tragacanto, ambas com extrato de folha de oliveira, tém potencial para
aplicacdo em produtos carneos ovinos visando a reducdo da oxidacéo lipidica, além
disso sdo ingredientes que possibilitam a utilizagcdo de antioxidantes naturais em

substituicdo aos artificiais na elaboracao destes produtos.
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4 Capitulo 2 — Aplicacdo de particulas de tragacanto com extrato de araca
vermelho no controle da oxidacé&o lipidica de hamburguer de carne ovina

4.1 Introducao

A goma tragacanto é um polissacarideo anidénico obtido dos caules e ramos de
uma espécie asiatica de Astragalus, que crescem em terras altas e desertos da
Turquia, Ird, Iraque, Siria, Libano, Afeganistdo, Paquistdo e Russia (RODRIGUES et
al., 2017; WEIPING, 2000). E utilizada na industria de alimentos como estabilizante,
emulsificante e espessante (CODEX ALIMENTARIUS, 2018), estando fixada como
excipiente geralmente reconhecido como seguro (GRAS) nos Estados Unidos, desde
1961. Sua ingestdo nao traz efeitos toxicologicos, alergénicos, teratogénicos ou
carcinogénicos (GHAYEMPOUR; MONTAZER; RAD, 2015).

Ainda, a goma tragacanto apresenta boa estabilidade térmica, excelente
solubilidade, comportamento pseudoplastico, longa durabilidade, sendo promissora
em pesquisas de encapsulacdo de extratos vegetais e compostos bioativos
(DEHCHESHMEH; FATHI, 2019; GHAYEMPOUR; MONTAZER; RAD, 2015;
GHAYEMPOUR; MONTAZER; RAD, 2016, JAIN et al., 2016; SINGH; SHARMA, 2014;
VERMA; TARAFDAR; BADGUJAR, 2021). Dependendo do método de encapsulacdo
e de fatores como concentracdo de material de parede e interacdo com o composto
ativo, as particulas podem apresentar diferencas na eficiéncia de encapsulacao,
caracteristicas morfoldgicas e de liberacao in vitro, propriedades antioxidantes, dentre
outras (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015; RE, 1998; SAHIN-NADEEM et al., 2013;
SUAVE et al., 2006).

Um método utilizado para a encapsulacdo de extratos vegetais, favoravel a
estabilidade do composto ativo, consiste na liofilizacdo. Essa técnica utiliza baixas
temperaturas e quantidades restritas de oxigénio, fornecendo uma protecéo adicional
aos extratos sensiveis ao calor e a oxidacdo (BORCHANI et al., 2011; DESAI, PARK,
2005; POLAK, PITOMBO, 2011).

N&o ha na literatura trabalhos que investiguem a producdo de particulas de
tragacanto utilizando somente a liofilizac&o, geralmente este material € combinado a
outro ou séo utilizadas distintas técnicas de encapsulagdo (DEHCHESHMEH, FATHI,
2019; GORJI; GORJI; MOHAMMADIFAR, 2014; GUAYEMPOUR, MONTAZER; RAD,
2015, 2016; JAIN et al., 2016; SHEORAIN et al., 2019). Também s&o necessarios
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estudos da aplicacdo das particulas em alimentos, para o conhecimento do
comportamento destas durante o processamento na matriz alimentar, uma vez que,
com a encapsulacao de extratos vegetais ativos, espera-se a liberagdo controlada dos
compostos encapsulados (GOUIN, 2004).

Um extrato vegetal que pode ser encapsulado e aplicado em alimentos é o
extrato de araca vermelho (Psidium Cattleianum Sabine, Myrtaceae), pois este fruto
tem alto conteudo de compostos fendlicos, os quais sdo reconhecidos pela acéo
antioxidante, sendo os mais abundantes a epicatequina (69,2%) e o acido galico
(29,5%), e em menores propor¢cdes o acido cumarico, o acido ferdlico, a miricetina e
a quercetina (HAAS, 2011; MEDINA et al., 2011). Entretanto, sdo escassos os estudos
da aplicacédo de extrato de araca em produtos carneos, sendo encontrado apenas a
aplicacao dos compostos majoritarios, individualmente, neste tipo de produto. Fang et
al. (2018) ao utilizarem um revestimento comestivel de &cido galico/quitosana,
observaram menor oxidacéo de lipidios e de mioglobina no lombo de porco fresco
armazenado a 4 °C, em embalado sob atmosfera modificada. Li e Ji (2019)
observaram efeitos protetores do polifenol epicatequina frente a oxidagao de proteinas
da carne suina, o que promoveu a reducdo da producdo de aminas secundarias
indesejadas.

A carne ovina é susceptivel as reacfes oxidativas, pois é composta de
aproximadamente 45% de &cidos graxos monoinsaturados e 10% de acidos graxos
poli-insaturados do total de &cidos graxos presentes (CUNHA, 2018). A peroxidagao
lipidica é responsavel por off-flavors e off-odors em carne e produtos carneos, e sao
os causadores da rejeicdo pelos consumidores (BERTOLINI et al., 2010; WEEB;
O’NIELL, 2008).

Portanto, o objetivo deste estudo foi encapsular extrato de araca vermelho em
diferentes concentracdes de goma tragacanto, por liofilizacéo, e avaliar a eficiéncia de
encapsulacéo, a atividade antioxidante, a morfologia, 0 comportamento térmico e o

efeito das particulas na reducéo da oxidacao lipidica de hamburguer de carne ovina.

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Materiais

Neste trabalho foi utilizado aracd vermelho oriundo da Embrapa Clima
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Temperado — Pelotas, RS, Brasil. Os frutos foram colhidos manualmente e
posteriormente foram lavados e acondicionados em embalagens pretas de polietileno
de baixa densidade e congeladas em freezer com temperatura entre -25 a -18 °C.

A encapsulacéo foi realizada com goma tragacanto (Squires Kitchen, Liss, UK).

A carne ovina foi proveniente de comércio local de Pelotas (RS/BRA), em torno
de 6 kg de contrafilé (lombo), congelados e acondicionados em embalagens
transparentes de polietileno de baixa densidade.

A determinacédo da atividade antioxidante foi realizada com radical 2,2-difenil-
1- picril-hidrazil (DPPH) (Sigma Aldrich, S&o Paulo, BRA). Foram utilizados os
antioxidantes vitamina C (Neon Comercial, Suzano, SP, Brasil) e eritorbato de sédio

(Adicel, Belo Horizonte, Brasil). O restante dos reagentes utilizados foram de grau P.A.

4.2.2 Obtencao do extrato de araca

Para a obtencdo do extrato de araca as amostras foram maceradas em Gral
com pistilo. Para cada 250 g de amostra foi adicionado o total de 1 L de alcool de
cereais. A extracdo foi de forma sequencial, em que primeiramente foram adicionados
250 mL de solvente extrator, com posterior agitacdo por 1 h (Solab, SL - 180/A, Brasil).
Ap6és foi realizada uma filtracdo em papel filtro, sendo o sobrenadante reservado em
um frasco ambar, enquanto que ao pellet foi adicionado mais 250 mL do solvente,
sendo novamente submetido a agitacdo por 1 h e filtrado. O sobrenadante foi
misturado ao anterior. Repetiu-se a operacdo até completar o volume de 1 L de
solvente extrator. Apés a combinacéo de todas as extracdes, o extrato foi concentrado
em rotaevaporador (Heidolph, Laborata 4000, Alemanha), liofilizado (Terroni,

Enterprise Il, Brasil) e armazenado em ultrafreezer (-75 °C).

4.2.3 Determinacédo de compostos fendlicos

A determinacdo de compostos fendlicos foi adaptada da metodologia de
Singleton et al. (1959). Para isso, 0,5 g de amostra (extrato liofilizado, particulas ou
hamburguer) foi homogeneizada em 20 mL de etanol, sendo 0,5 mL desta mistura
adicionada em 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau (0,2 mol.L1). A mistura foi agitada
e mantida em repouso por 5 min para reagdo. Decorrido esse tempo, foram

adicionados 2 mL de carbonato de sédio (7,5%), agitado e mantido por 2 h no escuro
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para posterior leitura de absorbéancia em espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/Vis,
Espanha), a 725 nm. A quantificagao foi realizada utilizando a curva de calibragéo
realizada com o acido galico nas concentragbes de 30 a 500 yg mL* (y=0,014x +
0,0169, R2=0,999). Os resultados foram expressos em mg equivalente de acido galico

por g de amostra (mg EAG.g™?).

4.2.4 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método adaptado de Brand-Williams,
Cuvelier e Berset (1995). Primeiramente, 0,5 g de amostra (extrato liofilizado ou
particulas rompidas em Ultra-Turrax a 12000 rpm por 1 min) foram homogeneizadas
em 20 mL de etanol, por 24 h em homogeneizador de solugbes (Phoenix, AP 22,
Brasil). Posteriormente, 0,1 mL dessa mistura foi adicionada de 3,9 mL do radical
DPPH (solucdo de DPPH 0,06 mmol.LY). Apdés homogeneizagdo, a mistura
permaneceu em repouso por 100 min. Apés esse tempo foi realizada a leitura em
espectrofotometro (JENWAY, 6705 UV/Vis, Espanha), a 515 nm. Os resultados foram

expressos em porcentagem de inibicao.

4.2.5 Preparacao das particulas

As particulas foram preparadas conforme Rodrigues et al. (2017), com algumas
alteracbes. Para isso, foram avaliadas diferentes propor¢gbes de goma
tragacanto:extrato de araca (p/p), as quais foram: 1:1, 3:1, 5:1 (RODRIGUES et al.,
2017; SAIKIA; MAHNOT; MAHANTA, 2015). As dispersfes aquosas de 100 mL, 300
mL e 500 mL de goma tragacanto (1%) foram preparadas a 40 °C sob agitacéo,
ficando as mesmas em overnight a 5 °C para total solubilizacéo (JAIN et al., 2016).

Em cada dispersdo foi adicionado 1 g de extrato e as misturas foram
homogeneizadas em Ultra-Turrax (IKA, T18 basica, Alemanha) (14000 rpm durante 3
min) (ALVIM; GROSSO, 2010; SIOW; ONG, 2013). Por fim, as amostras foram
congeladas a -75 °C e liofilizadas (Terroni, Enterprise I, Brazil).

O desenho experimental usado na eficiéncia de encapsulacdo, atividade
antioxidante, espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier e
calorimetria diferencial de varredura foi inteiramente aleatorio, em um esquema fatorial

5 x 1, com 5 tratamentos (1. extrato de araca vermelho; 2: particula de
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tragacanto:extrato 1:1 (p/p); 3: particula de tragacanto:extrato 3:1 (p/p); 4: particula de
tragacanto:extrato 5:1 (p/p); 5: particula controle de tragacanto), e 1 periodo de
avaliacao.

Na analise morfologica, o delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 3 x 1, com 3 tratamentos (1: particula de
tragacanto:extrato 1:1 (p/p); 2: particula de tragacanto:extrato 3:1 (p/p); 3: particula de

tragacanto:extrato 5:1 (p/p)), e 1 periodo de avaliacao.

4.2.6 Eficiéncia de encapsulacéao

A eficiéncia de encapsulacéo foi determinada em relacao ao teor de compostos
fendlicos (secéo 4. 2. 3), conforme o método de Alishahi et al. (2011), com algumas
modificacdes. Para tanto, foi determinado o teor de compostos fendlicos na superficie
das particulas, assim como nas particulas apés a ruptura.

Para a quantificacdo do teor de compostos fendlicos presentes na superficie
das particulas, 20 mg de particulas foram dispersas em 10 mL de etanol, sendo
realizada a homogeneizacdo em vértex por 1 min, seguido por centrifugacao
(Eppendorf 5430 R, Alemanha) a 4200 g por 15 min. Apos, 1 mL do sobrenadante foi
coletado para proceder a analise de compostos fendlicos, e os 9 mL restantes foram
utilizados para a abertura das particulas, sendo submetidos a sonicacdo (Unigue,
1400A, Brasil) por 10 min e homogeneizacédo (IKA, T18 basica, Alemanha) a 12000
rom por 1 min. Posteriormente, foram mantidos sob agitacdo por 24 h em
homogeneizador de solucdes (Phoenix, AP 22, Brasil) para que houvesse a ruptura e
liberacdo dos compostos de interesse das particulas.

A eficiéncia de encapsulacédo (ET%) foi realizada em triplicata e os resultados
calculados usando a Equacéo 2, em que Ct representa o total de compostos fendlicos
presente nas particulas e Cs representa o teor de compostos fendlicos na superficie

das particulas.

ET% — CTotal — CSuperficie 100
°T CTotal * (Eq.2)
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4.2.7 Microscopia eletronica de varredura

A morfologia das particulas foi determinada através de Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV) (JEOL JSM-6060 LV, Japao). No microscépio, as amostras foram
fixadas em um suporte metalico com auxilio de uma fita dupla-face de carbono e
recobertas com uma fina camada de ouro. A visualizac&o foi realizada em aumentos
de 100 e 5000 vezes, com uma voltagem de excitacdo de 15 kV, conforme Rutz et al.

(2016). As analises foram realizadas em duplicata.

4.2.8 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

As analises de infravermelho foram realizadas utilizando espectrébmetro de
infravermelho (IRAffinity-1, Shimadzu, Japan), acoplado com acessorio de refletancia
total atenuada horizontal (ATR), empregando um cristal de seleneto de zinco. Todos
os espectros foram obtidos na faixa de 400-4000 cm™, com resolucédo de 4 cm™ e 60
varreduras. Antes das medi¢Oes das amostras, o espectro infravermelho denominado
“branco” foi medido usando o cristal sem amostra. Os espectros das amostras foram
obtidos da seguinte forma: primeiro a amostra foi espalhada na superficie do cristal
ATR, depois o espectro foi obtido e, finalmente, para obter novos espectros, a célula
foi limpa com hexano P.A. e acetona P.A. Para analise de grupo, foi utilizado o
programa IRsolution1.60 (Shimadzu) (JANSEN-ALVES et al., 2019). As analises

foram realizadas em duplicata.

4.2.9 Calorimetria Diferencial de Varredura

Para a analise foram utilizadas 5 mg das amostras acondicionadas em células
herméticas de aluminio (Shimadzu), as quais foram seladas para posterior andlise. A
analise das amostras foram realizadas em equipamento DSC-60 (Shimadzu) sob
atmosfera de nitrogénio com vazao de 50 mL.min1, temperatura inicial de 30 °C, taxa
de aquecimento de 10 °C.min! até alcancar temperatura final de 300 °C (ELBAZ et

al., 2016). As andlises foram realizadas em duplicata.
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4.2.10 Aplicacéo e avaliagdo das particulas em matriz alimenticia

4.2.10.1 Preparagao dos hamburgueres

A carne ovina desossada e sem gordura foi moida em moedor de carne (MB
Braesi, BMC 05, Brasil), com disco de 8 mm, por 2 vezes. Uma massa base de
hamburguer foi preparada conforme a Tabela 5, e os ingredientes foram

homogeneizados manualmente por 3 min.

Tabela 5 — Formulac@o da massa base de hamburguer ovino.

Ingredientes % (p/p)
Matéria prima
Carne ovina magra 90
Toucinho 10
Condimentos*
Sal 2
Alho em pé 0,1
Pimenta do reino em poé 0,15
Cebola em po6 0,2
Sacarose 0,2
Agua* 5

* Os percentuais de condimentos e agua adicionados foram calculados sobre o total de matéria-prima,
sendo essa quantidade acrescida em 100% de matéria-prima.

AplOs a preparacdo da massa base, foram adicionados os antioxidantes
conforme Reis et al. (2017), com algumas modificacdes. A mistura de ingredientes foi
dividida em sete lotes (de acordo com a aplicacao de antioxidante): 1- extrato de araca
(0,91 g.56 g1); 2- particulas de tragacanto:extrato de araca 1:1, p/p (1,89 g. 56 g1); 3-
particulas de tragacanto:extrato de araca 3:1, p/p (2,50 9.56 g*?); 4- particulas de
tragacanto:extrato de aragéa 5:1, p/p (2,87 9.56 g*); 5- vitamina C (0,17 g.56 g1); 6-
antioxidante comercial eritorbato de sédio (0,028 ¢g.56 g?); e 7- controle (sem
antioxidante).

A quantidade de extrato de aracd e das particulas (encapsulados) foram

calculadas em relacdo ao teor de compostos fendlicos, de acordo com Fernandes et
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al. (2016b) e a quantidade de eritorbato de sodio foi adicionada de acordo com
Fernandes et al. (2018).

Apés a mistura com o0s antioxidantes e posterior moldagem manual dos
hamburgueres (£ 56 g) em placa de Petri, as amostras foram embaladas em filme de
policloreto de vinila (PVC), e armazenadas a 4 °C durante 12 dias. Foram realizadas
as determinacOes de TBARS, indice de peréxidos e liberagcédo controlada in vitro, nos
dias 0, 3,6,9 e 12.

Para a andlise do indice de peroxidos e das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico, o delineamento experimental utilizado foi inteiramente aleatério, em
esquema fatorial 7 x 5, com 7 tratamentos (1: hamburguer adicionado de extrato de
araca vermelho; 2: hamburguer adicionado de particulas de tragacanto:extrato de
araca vermelho 1:1, p/p; 3: hambuarguer adicionado de particulas de tragacanto:extrato
de aracd vermelho 3:1, p/p; 4: hambdrguer adicionado de particulas de
tragacanto:extrato de aracé vermelho 5:1, p/p; 5: hamburguer adicionado de vitamina
C; 6: hamburguer adicionado de eritorbato de sodio; e 7: tratamento controle (sem
adicdo de antioxidante), e 5 periodos de avaliacdo. No perfil de liberacdo de
compostos fendlicos em hamburguer, o delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 5, com 3 tratamentos (1:
hamburguer adicionado de particulas de tragacanto:extrato de araca vermelho 1:1,
p/p; 2: hamburguer adicionado de particulas de tragacanto:extrato de araca vermelho
3:1, p/p; 3: hamburguer adicionados com particulas de tragacanto: extrato de araca

vermelho 5:1, p/p), e 5 periodos de avaliagéo.
4.2.10.2 indice de peroxido

Esse indice foi determinado de acordo com o MAPA (1999), baseado em
metodologia oficial AOAC (2000). Previamente a analise, a gordura da carne foi
extraida com 25 mL de cloroférmio e 1,5 g de sulfato de sodio anidro, a partir 2,5 g de
hamburguer. Na determinacéo iodométrica do indice de perdxido, em 25 mL do extrato
cloroférmico foram adicionados 37 mL de &cido acético e 1 mL de solugéo saturada
de iodeto de potassio. A mistura foi deixada no escuro por 1 min, e apods 30 mL de
agua foram acrescentados. Por fim, a mistura foi titulada com solucéo de tiossulfato

de s6dio 0,01 mol. L, usando solucdo de amido a 1% como indicador.
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Para a determinacdo da massa de gordura no extrato, 25 mL do extrato
cloroférmico foram transferidos para capsula previamente desengordurada e tarada.
Sob exaustéo, o solvente foi evaporado em banho-maria a 60 °C e ap6és o residuo foi
seco em estufa a 105 °C por 30 min. A massa de gordura obtida foi utilizada para
expressar os resultados em mEq. kg* de lipideos. As andlises foram realizadas em
triplicata.

4.2.10.3 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

Para a determinacdo de compostos secundarios da oxidacao, foi utilizado o
método de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) descrito por Vyncke
(1970), com modificacdes. Para isso, 2,5 g de amostra de hamburgueres foram
homogeneizados com 12,5 mL de solucéo de &cido tricloroacético (TCA) 7,5% (p/v),
por 1 min em vortex e apas, filtrado em algoddo. Em seguida, em 2 mL do filtrado foi
adicionado de 0,5 mL da solucdo de TCA 7,5% e 2,5 mL da solugcdo de &cido
tiobarbitirico (TBA) 0,02 mol.L2. A amostra foi colocada em banho-maria (Fisatom,
550, Brasil) a 100 °C por 40 min. Apds as amostras foram resfriadas a temperatura
ambiente e levadas a banho ultrassénico (Quimis, Q335D, Brasil) por 5 min, para
eliminagdo dos gases. A absorbancia das amostras foi medida a 538 nm em
espectrofotometro (JENWAY, 6705 UV/Vis, Espanha). As andlises foram realizadas
em triplicata e os resultados foram expressos em mg de malonaldeido.kg de amostra,

usando uma curva padrdo estabelecida com 1,1,3,3-tetrametoxypropano (TMP).

4.2.10.4 Liberacao dos compostos fendlicos no hamburguer

O perfil de liberagcdo de compostos fendlicos encapsulados durante o
armazenamento foi avaliado de acordo com a metodologia descrita por Rutz (2016),
imediatamente apds o processamento e nos dias 3, 6, 9 e 12 de armazenamento.
Para isso, 5 g de hamburguer foram adicionados de 10 mL de etanol, e a mistura foi
centrifugada (Eppendorf 5430 R, Alemanha) a 4200 g por 15 min. Posteriormente, foi
realizada a diluicdo e a quantificacdo dos compostos fendlicos liberados, conforme

descrito anteriormente (Secédo 4. 2. 3). Os resultados foram expressos como



74

porcentagem de compostos fendlicos liberados, sendo descontados os valores de
compostos fendlicos das amostras controle. As analises foram realizadas em triplicata.

4.2.11 Analise estatistica

hY

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e a
comparacao de médias entre os tratamentos foi realizada usando teste de Tukey com
nivel de significancia de 5%, no programa Statistix 10. Para avaliacdo dos
hamburgueres em relacédo ao tempo de armazenamento, foi calculado o intervalo de

confianca de 95%.

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Eficiéncia de encapsulacéao e atividade antioxidante

Pode-se observar uma influéncia significativa da concentragéo de tragacanto
na eficiéncia de encapsulacao dos compostos fendlicos do extrato de aracd vermelho
(Tabela 6). As particulas produzidas com a maior concentracdo de tragacanto (5:1,
p/p) apresentaram os maiores valores de eficiéncia de encapsulacéo (p<0,05).

A maior eficiéncia pode ter ocorrido porque a goma tragacanto pode interagir
com compostos fendlicos do extrato de araca formando ligacbes de hidrogénio e
interacOes hidrofdbicas. As ligacbes de hidrogénio sdo formadas entre as hidroxilas
dos polifendis e os atomos de oxigénio das ligacdes glicosidicas do polissacarideo
(JAKOBEK, 2015).

Assim sugere-se que 0 aumento da concentracdo de tragacanto tenha
propiciado a formacdo de novas ligacbes com o extrato de araca vermelho,
aumentando com isto, a eficiéncia de encapsulacdo. Comportamento semelhante foi
observado por Belscak-Cvitanovi¢ et al. (2015) ao produzir particulas carregadas com
extrato fendlico de Camellia sinensis L., utilizando diferentes concentragdes de goma
de acéacia, goma guar, goma locusta e xantana. Os autores observaram que em
concentracbes mais baixas do material de parede houve menor eficiéncia de
encapsulacdo dos polifenois, enquanto que em concentracbes mais altas ocorreu
aumento da eficiéncia. Por outro lado, $Sahin-Nadeem et al. (2013) demonstraram que
uma maior concentracdo de maltodextrina e de goma arabica, reduziram a eficiéncia

de encapsulacdo dos compostos fendlicos do extrato de salvia.
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O caréter polimérico, a interatividade dos polissacarideos, a afinidade, o
tamanho molecular, a mobilidade conformacional e a forma dos polifendis, podem
governar as interacfes entre 0s compostos fendlicos e o material de parede
(AKHAVAN MAHDAVI et al., 2016, NAVARRO-FLORES et al., 2020).

Tabela 6 — Eficiéncia de encapsulacao (%) e atividade antioxidante (%) de extrato de
araca vermelho e das particulas com extrato de araca vermelho.

Amostra Eficiéncia de DPPH

encapsulacéo (%) (% de inibicao)

Extrato de araga vermelho - 92,38 + 0,092
Particula de tragacanto:extrato de aracé vermelho 1:1, p/p 25,69 + 0,18¢ 91,11+ 0,032
Particula de tragacanto:extrato de aracéd vermelho 3:1, p/p 54,15 + 3,25b 42,54 + 2,620
Particula de tragacanto:extrato de aracé vermelho 5:1, p/p 67,10 £ 0,912 34,10+ 0,11¢

Média de trés repeticbes *+ desvio padrdo. Médias acompanhadas por mesma letra na coluna néo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p=0,05). n=3.

Castro-Lopez et al. (2021) encapsularam extrato fendlico de folha de moringa
em goma tragacanto utilizando a técnica de spray-dryer, e obtiveram uma eficiéncia
de encapsulagéo de 31,79%. Ghayempour et al. (2016), ao avaliarem a eficiéncia de
encapsulacdo de particulas de extrato de Aloe Vera revestidas com goma tragacanto
por microemulsdo com base sonoquimica, obtiveram eficiéncia de encapsulacao de
91%, superior aos valores obtidos no presente estudo, para todas as concentracdo
avaliadas.

O aumento na concentragcdo de tragacanto reduziu significativamente os
valores de atividade antioxidante do extrato (p<0,05). Na Tabela 6, pode-se observar
gue ndo houve diferenca significativa nos valores de atividade antioxidante entre o
extrato de araca vermelho e a particula com a menor concentragéo de tragacanto (1:1,
p/p) (p=0,05), sendo que estas amostras apresentaram significativamente os maiores
percentuais de inibicdo dentre as amostras avaliadas.

A reducdo da atividade antioxidante com o aumento da eficiéncia de
encapsulagdo sugere uma interagao forte entre os compostos fenolicos do extrato de
araca vermelho e a goma tragacanto, afetando negativamente a interacdo destes
compostos com o DPPH (RADUNZ et al., 2021). Segundo Ravichandran et al. (2014),
a menor atividade de eliminacédo do radical DPPH pode ser afetada pela exposi¢cao
limitada de grupos ativos que estdo ligados aos biopolimeros, dificultando sua
capacidade de doacao de ions hidrogénios para extinguir o radical. Nguyen et al.
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(2021), ao encapsularem extrato de arbusto marrom (Scaevola spinescens R. Br.)
enriquecido com compostos bioativos, também observaram que pelo aumento da

concentracdo de material de parede ocorreu uma reducédo da atividade antioxidante.

4.3.2 Morfologia

Todas as particulas apresentaram morfologia semelhante, com formato

irregular (Figura 12), independente da concentracdo de material de parede utilizada.

Um formato irregular também foi observado por outros autores, ao produzirem
particulas pelo método de liofiizacdo (CHANDRASEKAR; COUPLAND;
ANANTHESWARAN, 2017; RUTZ et al., 2016; SAEZ-ORVIZ et al., 2019).
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Figura 12 — Micrografias obtidas por Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) das particulas nas
concentracdes de tragacanto com extrato de araca vermelho 1:1, p/p (A- 100x e B- 5000x), de 3:1, p/p
(C- 100x e D- 5000) e de 5:1, p/p (E-100x e F- 5000x).

4.3.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

A espectroscopia FTIR foi utilizada na investigacdo das interacbes entre o
extrato de araca vermelho e a goma tragacanto, em diferentes concentracdes (Figura
13).
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Figura 13 — Espectros de FTIR do extrato de araca vermelho, da tragacanto e das particulas com o
extrato de araca vermelho. A- 1:1, B- 3:1 e C- 5:1 (tragacanto:extrato, p/p).



79

O espectro do extrato de aracd vermelho (Figura 13 A, B e C) demonstrou
bandas em 3296 cm (vO-H), que estédo presentes em diferentes cadeias (celulose,
acidos organicos, etc.); em 2930 cm (vsC-H; vaC-H), presente em qualquer cadeia
carbdnica; em 1719 cm* (vC=0), presente em &cidos carboxilicos; em 1607 cm™
(vC=C), caracteristico de anel aromatico; em 1350 cm™ (§a0-H; vsC-O), caracteristicos
de acido carboxilico e compostos fendlicos; em 1217 cm* (vs=C-0), presentes em
ésteres saturados; e por fim, foi observada banda em 1020 cm* (vC-0), caracteristica
da cadeia endociclica e exociclica dos carboidratos. Ndo foram encontrados estudos
gue analisaram extratos de aracad por espectroscopia de infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), para possivel comparacdo com os dados do
presente estudo.

No espectro de tragacanto (Figura 13 A, B e C) foram observadas bandas em
3292 cm* (vO-H), correspondente aos grupos hidroxila; em 2931 — 2889 cm (vsC-H;
vaC-H), caracteristica das ligagées —CH; em 1738 cm™* e 1624 cm 1 (vC=0),
correspondentes a carboxila e carbonila, respectivamente; em 1367 cm™ (8a0-H; vsC-
0), correspondente ao éter ciclico; em 1246 cm (vsC-O) relativo ao éter alifatico; e
por fim, a banda em 1022 cm™ (vC-O), correspondente da cadeia (GHAYEMPOUR,;
MONTAZER; RAD, 2016; MORAIS; SIMOES; CURTO, 2020).

Nos espectros das particulas com tragacanto/extrato de araca (Figura 13 A, B
e C) foram observadas algumas mudancas que sugerem o0 arranjo molecular entre o
extrato de aracé vermelho e o material de parede, como os deslocamentos nas bandas
da carboxila, e nabanda do éter alifatico, além do desaparecimento de outras bandas
do extrato de aracé vermelho e do material de parede. Essas alteracdes no espectro
FTIR sdo apontados por diversos autores para confirmacdo da ocorréncia de
encapsulacdo (CASTRO-LOPEZ et al., 2021; EVANGELHO et al., 2019; JANSEN-
ALVES et al., 2018; STEINER, 2015).

Portanto, a utilizacdo da goma tragacanto demonstrou-se eficiente na
encapsulacdo do extrato de aracad vermelho por liofilizacdo, independente da

concentracéao utilizada neste estudo.

4.3.4 Calorimetria Diferencial de Varredura

Os resultados de calorimetria exploratdria diferencial das amostras sao

demonstrados na Figura 14. O extrato de araca vermelho apresentou quatro eventos
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endotérmicos, nas temperaturas de 110 °C, 155°C, 162°C e de 168°C, referentes a
decomposicdo da amostra. A formacdo de varios picos endotérmicos pode estar
associada a uma ampla variedade de metabdlitos secundarios, principalmente de
compostos fenolicos presentes no extrato de araca vermelho (FELIPE et al., 2013).

As particulas com 1:1 (p/p); 3:1 (p/p) e 5:1 (p/p) de tragacanto:extrato,
apresentaram dois eventos térmicos, o primeiro endotérmico e o segundo exotérmico.
A endoterma de fusdo das amostras apresentaram temperaturas muito proximas, de
107 °C; 112 °C e de 117 °C para as particulas com 1:1; 3:1 e 5:1 (tragacanto:extrato,
p/p), respectivamente. Zarekhalili et al. (2017) observaram, na goma tragacanto, um
evento endotérmico em 89 °C, correspondente a desidratagédo do polimero, e Ranjbar-
Mohammadi e Bahrami (2015) observaram o mesmo evento em 120 °C.

Os eventos exotérmicos nas particulas também foram em temperaturas
proximas, 251°C; 253 °C e 252 °C, para as particulas com 1:1; 3:1 e 5:1
(tragacanto:extrato, p/p), respectivamente. Nur e Vasiljevic (2018) observaram um
evento exotérmico na goma tragacanto em 256 °C, o qual esta associado a

temperatura de decomposicdo da amostra.
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Figura 13 — Termograma da analise DSC; 1:1, 3:1 e 5:1 correspondem as particulas de tragacanto com
0 extrato de araca vermelho (tragacanto:extrato, p/p).

Como pode ser observado (Figura 13), todas as particulas apresentaram

auséncia de picos do extrato de aracad vermelho, o que sugere a ocorréncia da
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encapsulacéo, pois indica que houve intera¢ao da matriz com o material encapsulado
(NOGUEIRA; PRESTES; BURKERT, 2017; RUTZ et al., 2017).

4.3.5 indice de peroxidos

Ao longo dos doze dias de armazenamento refrigerado a 4 °C, observou-se o
aumento significativo (p<0,05) no indice de perdxidos (Figura 14), com excecdo do
tratamento controle (T7), no qual ocorreu oscilacdes neste valor. Essas oscilacdes nos
valores de peréxidos durante o armazenamento ocorrem devido a sua decomposicéo
em compostos secundarios (aldeidos, cetonas, hidroxiacidos, hidrocarbonetos,
polimeros, dentre outros), sendo alguns destes responsaveis pelo gosto e odor
caracteristicos do ranco, o que é uma percepcao indesejavel aos consumidores
(CUNHA et al., 2018).
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Figura 14 — Evolucao dos valores do indice de peréxidos (mEg-g Oz kg de lipideos) nos hamburgueres
durante o armazenamento a 4 + 1,0 °C. T1: Hamburguer adicionado de extrato de araga vermelho; T2:
Hamburguer adicionado de particulas de particulas de tragacanto:extrato de araga vermelho 1:1 (p/p);
T3: Hamburguer adicionado de particulas de tragacanto:extrato de araga vermelho 3:1 (p/p); T4:
Hamburguer adicionado de particulas de tragacanto:extrato de araca vermelho 5:1 (p/p); T5:
Hamburguer adicionado de vitamina C; T6: Hamburguer adicionado de eritorbato de sédio e; T7:
Tratamento controle (sem adi¢do de antioxidante). As barras verticais indicam o intervalo de confianca
de 95%. n=3.
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Quando comparados os valores de perdxidos em relacdo aos tratamentos
(Apéndice D), observou-se que no terceiro dia de armazenamento refrigerado, que o
hamburguer adicionado de extrato de araca vermelho (T1l) apresentou
significativamente o menor valor no indice de perédxidos (p<0,05), sendo mais eficiente
gue o restante dos antioxidantes. No sexto e nono dia de armazenamento, o extrato
de araca vermelho (T1) e os antioxidantes comerciais, vitamina C e eritorbato de sodio
(T5 e T6), foram mais eficientes na reducao da oxidacao lipidica dos hamburgueres,
em relacdo as particulas de tragacanto que continham o extrato nas propor¢cdes de
tragacanto:extrato de aracéa vermelho (p/p) de 1:1, 3:1 e 5:1 (T2, T3 e T4). No entanto,
0s hamburgueres que continham particulas de tragacanto:extrato de araca vermelho
nas proporcdes (p/p) de 1:1, 3:1 e 5:1 (T2, T3 e T4), foram mais eficientes na
retardacdo oxidativa do que no hamburguer controle (T7). Ainda, neste periodo o
hamburguer com particulas de tragacanto:extrato de aracd vermelho 1:1 (p/p)
apresentou-se apropriado para 0 consumo, pois nao ultrapassou o valor de 20 mEq. -
g Oz kg de lipideos, considerado o limite maximo de peréxidos recomendado para
consumo humano (OZOGUL; UCAR, 2013). O que nao ocorreu nos hamburgueres
controle (T7), e naqueles adicionados de particulas com maior concentracdo de
material de parede (tragacanto:extrato, p/p, de 3:1 e 5:1; T3 e T4), sendo assim
improprios para consumo a partir deste periodo.

Visualmente foi observado uma degradacao dos hamburgueres apds o periodo
de 9 dias de estocagem.

De maneira geral, ao longo do armazenamento o extrato de araca vermelho e
0s antioxidantes comerciais eritorbato de sodio e vitamina C foram os que
demonstraram maior eficacia na reducéo da oxidacdao lipidica até o final do periodo

de armazenamento.

4.3.6 Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico

Em todos os tratamentos foi observado (Figura 15) um aumento significativo
nos valores de TBARS (p<0,05) durante o periodo de armazenamento; portando,
nenhum dos antioxidantes aplicados nos hamburgueres impediu a decomposicéo de
hidroperoxidos oriundos da oxidacéao lipidica durante o tempo de armazenamento. O
mesmo foi relatado por Mancini et al. (2015), ao adicionarem o acido ascoérbico ou a

curcuma em hamburgueres de carne de coelho. Segundo os autores, mesmo 0s
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antioxidantes comerciais ndo sao capazes de impedir a peroxidacgao lipidica, apenas
de reduzir a velocidade em que ocorrem estas reacgoes.

Imediatamente apds a producdo dos hambuirgueres, as amostras com
eritorbato de sodio (T6) e com vitamina C (T7), foram as que apresentaram
significativamente (p<0,05) os menores valores de TBARS (Apéndice E). O contrario
ocorreu nos hamburgueres adicionados de particulas com tragacanto:extrato de araca
vermelho 3:1, p/p (T3) e com os hamburgueres sem a adicdo de antioxidante (T7), os
quais apresentaram os maiores valores.

Do terceiro dia ao fim do armazenamento, os hamburgueres com antioxidantes
comerciais (vitamina C e eritorbato, T5 e T6) foram o0s que apresentaram
significativamente (p<0,05) os menores valores de TBARS. De maneira geral, além
destes antioxidantes, o extrato de araca vermelho (T1) foi o que apresentou melhores
resultados no decorrer do armazenamento, sendo inferiores na maioria dos dias aos
valores encontrados nos hambulrgueres adicionados de particulas de
tragacanto/extrato de araca vermelho 1:1 (p/p), 3:1 (p/p) e 5:1 (p/p) (T2, T3 e T4) e do
hamburguer sem a adicdo de antioxidante (T7). Ainda, até o sexto dia de
armazenamento, todos os hamburgueres adicionados de particulas de
tragacanto:extrato de araca vermelho (T2, T3 e T4) apresentaram menores valores
para TBARS, em relacdo aos hamburgueres sem antioxidante (T7), apresentando
neste periodo um efeito na reducédo de conversao de hidroperoxidos, e consequente

formacdo de produtos secundarios da oxidacao lipidica.
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Figura 15 — Evolugdo de TBARS (mg de malonaldeido. kg! de amostra) nos hamburgueres durante o
armazenamento a 4 = 1,0 °C. T1l: Hambdrguer adicionado de extrato de ara¢ad vermelho; T2:
Hamburguer adicionado de particulas de particulas de tragacanto:extrato de araga (1:1, p/p); T3:
Hamburguer adicionado de particulas de tragacanto:extrato de araca (3:1, p/p); T4: Hamburguer
adicionado de particulas de tragacanto:extrato de araca (5:1, p/p); T5: Hamburguer adicionado de
vitamina C; T6: Hamburguer adicionado de eritorbato de sédio e; T7: Tratamento controle (sem adi¢ao
de antioxidante). As barras verticais indicam o intervalo de confianga de 95%. n=3.

Os resultados encontrados estdo em acordo com os apontados por outros
autores (FERNANDES et al., 2016; FOURATI et al. 2020), que aplicaram extratos
vegetais em hambuarguer ovino e em carne bovina sob armazenamento refrigerado;
porém estes autores obtiveram resultados positivos para valores de TBARS, em
relacdo a antioxidantes comerciais, o que nao foi observado no presente estudo.

O valor de TBARS ¢ indicativo da formacdo de compostos secundarios na
oxidacao lipidica, que juntamente com o valor de peroxidos fornece uma analise mais
abrangente sobre os processos oxidativos que ocorrem na carne (BARRIUSO;
ASTIASARAN; ANSORENA, 2013).

Relacionando os resultados obtidos pelas analises do indice de peroxidos e de
TBARS, observa-se que a adicdo do extrato de araca vermelho e de particulas
produzidas com tragacanto:extrato de araga vermelho nas propor¢des de peso de 1:1,

3:1 e 5:1, ndo foram téo eficazes contra a oxidacado lipidica como os antioxidantes
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comerciais testados neste estudo; entretanto, seus resultados foram mais eficazes
aos dos hamburgueres sem a adicdo de antioxidantes (T7- amostra controle) até o

sexto dia de estocagem, proporcionando uma leve reducdo da oxidacao lipidica.

4.3.7 Liberacdo de compostos fendlicos durante o armazenamento dos

hamburgueres

A Figura 16 demonstra o perfil de liberacdo de compostos fendlicos dos
extratos de araca vermelho ao longo do armazenamento a 4 °C por 12 dias. Pode-se
observar que todas as particulas liberaram compostos fendlicos logo apds o preparo
dos hamburgueres.
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Figura 16 — Perfil de liberacdo de compostos fendlicos do extrato de aracd vermelho encapsulado e
aplicado em hamburgueres durante 12 dias de armazenamento a4 + 1,0 °C. As barras verticais indicam
o intervalo de confian¢a de 95%. As proporgdes 1:1, 3:1, 5:1 s&o p/p. n=3.

Independente da concentracdo de tragacanto nas particulas, pode-se observar
aumento significativo (p<0,05) na liberacdo dos compostos fendlicos das particulas
até o terceiro dia de armazenamento. Apés esse periodo a liberacao foi mais lenta até
o fim do armazenamento, chegando a 98,99% para as particulas com a proporcgéo de
tragacanto:extrato de 1:1, p/p, a 97,11% para as particulas na propor¢gdo de
tragacanto:extrato de 3:1, p/p, e de 96,36% para as particulas de tragacanto:extrato
na proporcao 5:1, p/p.
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Ao comparar a liberagdo dos compostos fendlicos das particulas adicionadas
aos hambuargueres (Apéndice F) em cada tempo de armazenamento, pode-se
observar que a concentracdo de goma tragacanto teve influéncia sobre a liberacao de
compostos fendlicos. Do terceiro até o nono dia de armazenamento, as particulas com
menor concentracado de tragacanto em relagdo ao extrato (1:1, p/p) apresentaram
significativamente (p<0,05) os maiores valores de liberacdo em relacdo as demais
particulas. Porém, todas as particulas liberaram altos percentuais de compostos
fendlicos ja no terceiro dia de armazenamento, demonstrando uma baixa estabilidade
na matriz alimenticia. Ao realizar a encapsulacéo espera-se que ocorra uma liberacéo
controlada do extrato no alimento, o que provavelmente seria benéfico em termos de
reduzir a velocidade das reacdes oxidativas nos hamburgueres. Além de que o
material de parede deve ser capaz de preservar o encapsulado contra o oxigénio,
aumentando sua estabilidade e consequentemente podendo prolongar sua acdo
antioxidante (GHARSALLAOUI, ROUDAUT; CHAMBIN; VOILLEY; SAUREL,
2007; LIM et al., 2012). No entanto, isto ndo foi observado de uma maneira expressiva
neste estudo, tendo em vista os resultados do indice de peréxido e TBARS durante o
periodo de armazenamento, nos quais as particulas com extrato foram mais eficientes
na reducdo de reacdes de oxidacdo lipidica apenas do que ocorreu na amostra
controle (T7).

Por fim, em produtos carneos ovinos € relevante o controle da oxidacdo
considerando o alto contetdo de acidos graxos mono e poli-insaturados, e a presenca
de agentes pré-oxidantes, como a mioglobina (CUNHA et al., 2018), e alternativas de
antioxidantes naturais, seja na forma de encapsulados ou ndo, devem ser mais

exploradas.

4.4 Conclusao

A goma tragacanto foi capaz de encapsular o extrato de aracad vermelho,
produzindo particulas com formato irregular.

A eficiéncia de encapsulacdo e a atividade antioxidante foram influenciadas
pela concentracdo de material de parede. O aumento da concentracao de tragacanto
nas particulas, aumentou a eficiéncia de encapsulacdo dos compostos fenélicos do

extrato, entretanto, reduziu os valores de atividade antioxidante.
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Dentre os antioxidantes utilizados no estudo, os que demonstraram maior
efetividade frente a oxidacao lipidica foram o extrato de araca vermelho, o eritorbato
de sodio e a vitamina C, evidenciando que a encapsulacdo do extrato de araca
vermelho com goma tragacanto por liofilizagcdo ndo trouxe grandes beneficios para
aplicacdo em hamburguer de carne ovina.

Os extratos encapsulados apresentaram maior efetividade no incremento do
indice de peréxidos e TBARS apenas quando comparados com a amostra de
hamburguer sem antioxidantes.

Com isto se observa perspectivas de utilizacdo do extrato de araca vermelho
na carne ovina, explorando diferentes concentragbes de extratos ou de extratos

encapsulados com diferentes materiais de parede.
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5 Consideragdes Finais

No presente estudo foram elaboradas particulas carregadas com extratos de
folha de oliveira e araga vermelho, utilizando gelatina e/ou tragacanto, por diferentes
técnicas de encapsulacdo. Os resultados obtidos foram influenciados pelo tipo de
extrato e pelos métodos de encapsulacao.

No primeiro estudo, relativo ao capitulo I, as particulas carregadas com extrato
de folha de oliveira nas matrizes de gelatina e gelatina/tragacanto produzidas por
liofilizac&o e coarcervacado complexa, respectivamente, demonstraram maior potencial
para reduzir reacfes oxidativas em relacdo ao extrato ndo encapsulado, e particulas
produzidas apenas com tragacanto e o antioxidante eritorbato de sédio. Apenas com
a vitamina C os resultados obtidos foram superiores.

No segundo estudo, referente ao capitulo I, foram utilizadas diferentes
concentracbes de tragacanto para producdo de particulas com extrato de araca
vermelho, por liofilizacdo. Neste estudo, os hamburgueres adicionados de extrato de
araca vermelho, vitamina C e eritorbato de sédio apresentaram menor peroxidacao
lipidica, em relacao aqueles hamburgueres que continham as particulas de tragacanto
com o extrato de araca vermelho. No entanto, as particulas de tragacanto com o
extrato de araca vermelho, nas proporcées em peso de 1:1, 3:1 e 5:1, foram mais
eficientes nos primeiros 6 dias de armazenamento no retardamento das reacdes
oxidativas, quando comparadas ao controle. Entretanto, a acdo dos antioxidantes é
dependente de sua composicdo, das concentracdes e da composicdo da matriz
alimenticia, sendo importante o avanco nas pesquisas realizadas com extratos
vegetais encapsulados, na busca de alternativas na elaboracédo de produtos carneos

ovinos, para substituicdo de antioxidantes sintéticos.
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Apéndice A — Tabela de indices de peroxidos dos hamburgueres durante

armazenamento congelado.

Tabela 7 — Indices de peroxidos (mEg-g Oz kg de lipideos) dos hamburgueres
durante o armazenamento a -15 + 1,0 °C.

Tratamentos 0 dias 1 més 2 meses 3 meses 4 meses
T1 0,00+0,00*  4,31+0,01° 8,64+0,05°  17,10+0,13*  25,86+0,48°
T2 0,000,002  8,58+0,042° 4,20+0,08¢ 16,74+0,69>  12,78+0,10°
T3 0,000,008  8,49+0,04° 8,24+0,17° 17,21+0,09*  16,63+1,08¢
T4 0,00+0,002 8,67+0,00? 4,32+0,01¢ 16,73+0,06°  12,84+0,28°
T5 0,00+0,00®  8,57+0,022° 8,58+0,03 16,72+0,80°  13,03+0,02°¢
T6 0,00+0,00*  8,60+0,00%° 8,60+0,10° 17,01+0,23>  21,51+0,37¢
T7 0,00+0,00*  8,63+0,09%° 12,78+0,05*  21,17+0,10* 34,760,062

T1: Hambdrguer adicionado de extrato de folha de oliveira, T2: Hamburguer adicionado de particulas
com gelatina/extrato de folha de oliveira, T3: Hamblrguer adicionado de particulas com
tragacanto/extrato de folha de oliveira, T4: Hamblrguer adicionado de particulas com
gelatina/tragacanto/extrato de folha de oliveira, T5: Hamburguer adicionado de vitamina C, T6:
Hamburguer adicionado de eritorbato de sddio e T7: Tratamento controle (sem adi¢do de antioxidante).
Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Letras minUsculas diferentes na mesma
coluna indicam diferenca significativa (p <0,05) pelo teste de Tukey.
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Apéndice B — Tabela de valores de TBARS dos hamburgueres durante

armazenamento congelado.

Tabela 8 — Valores médios de TBARS (mg de malonaldeido. kg de amostra) nos
hamburgueres durante o armazenamento a -15 + 1,0 °C.

Tratamentos 0 dias 1 més 2 meses 3 meses 4 meses
Tl 0,39+0,01°¢  0,44+0,00° 0,78+0,00° 1,02+0,03? 0,94+0,00¢
T2 0,69+0,03*  1,02+0,00° 0,91+0,00°  1,01+0,00% 0,91+0,00¢
T3 0,61+0,00¢ 0,58+0,00¢ 0,65+0,02¢  0,93+0,02" 1,06+0,01°
T4 0,81+0,022  0,92+0,00° 0,99+0,01®  0,98%0,01% 0,97+0,03°
T5 0,29+0,00f 0,55+0,00° 0,67+0,00° 0,63+0,00¢ 0,79£0,00°
T6 0,46+0,00¢ 0,49+0,00f 0,58+0,00f 0,67+0,00¢ 0,90+0,01¢
T7 0,81+0,00? 1,16+0,012  0,83x0,00° 0,90+0,02°¢ 1,32+0,032

T1: Hambdrguer adicionado de extrato de folha de oliveira, T2: Hamburguer adicionado de particulas
com gelatina/extrato de folha de oliveira, T3: Hamblrguer adicionado de particulas com
tragacanto/extrato de folha de oliveira, T4: Hamblrguer adicionado de particulas com
gelatina/tragacanto/extrato de folha de oliveira, T5: Hamburguer adicionado de vitamina C, T6:
Hamburguer adicionado de eritorbato de sddio e T7: Tratamento controle (sem adi¢do de antioxidante).
Os valores sédo apresentados como média + desvio padrdo. Letras minUsculas diferentes na mesma
coluna indicam diferenca significativa (p <0,05) pelo teste de Tukey.
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Apéndice C — Tabela de liberagdo de compostos fendlicos nos hambuargueres

durante armazenamento congelado.

Tabela 9 — Valores médios de compostos fendlicos liberados (%) nos hamburgueres
durante o armazenamento a -15 + 1,0 °C.

Tratamentos 0 dias 1 més 2 meses 3 meses 4 meses
Gelatina 4,99+0,11° 11,77+0,23b 10,56+0,00¢ 13,91+0,64>  39,87+0,00°
Tragacanto 1,57+0,26¢ 3,63+0,13¢ 30,66+0,062  20,28+1,802  23,43+1,40¢

Gelatina/tragacanto  7,82+0,002 12,62+0,052  22,03+0,05°  20,54+0,112  47,73+1,182

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Letras minUsculas diferentes na mesma
coluna indicam diferenca significativa (p <0,05) pelo teste de Tukey.
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Apéndice D — Tabela de indices de perdxidos dos hamburgueres durante

armazenamento refrigerado.

Tabela 10 — Indices de peroxidos (mEg-g Oz kg de lipideos) dos hamburgueres
durante o armazenamento a4 + 1,0 °C.

Tratamentos 0 dia 3° dia 6°dia 9° dia 12° dia
T1 0,00+0,00°  4,29+0,03¢ 8,65+0,05¢ 17,100,139  21,55+0,40°
T2 0,00+0,00°  8,59+0,13° 12,72+0,25¢  20,71+0,20°  21,71+0,29°
T3 4,33+0,022  8,50+0,12° 21,48+0,03*®  20,82+0,7¢  21,68+0,11°
T4 4,20%0,202 8,47+0,15° 20,84+0,30>  25,68+0,39° 34,330,572
T5 4,30%0,042 8,57+0,02° 8,58+0,03¢ 16,72+0,08¢  12,79+0,00¢
T6 4,25%0,012 8,57+0,03° 8,67+0,03¢ 17,12+0,38¢  12,63+0,05¢
T7 4,33+0,00* 12,89+0,02* 21,61+0,18% 34,08+0,12% 17,44%0,11°

T1: Hamburguer adicionado de extrato de araca vermelho, T2: Hamburguer adicionado de particulas
de tragacanto:extrato de aracad vermelho 1:1 (p/p), T3: Hamburguer adicionado de particulas de
tragacanto:extrato de araca vermelho 3:1 (p/p), T4: Hambdrguer adicionado de particulas de
tragacanto:extrato de aracd vermelho 5:1 (p/p), T5: Hambdrguer adicionado de vitamina C, T6:
Hamburguer adicionado de eritorbato de sodio e T7: Tratamento controle (sem adi¢éo de antioxidante).
Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes na mesma
coluna indicam diferenca significativa (p <0,05) pelo teste de Tukey.
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Apéndice E — Tabela de valores de TBARS dos hamburgueres durante

armazenamento refrigerado.

Tabela 11 — Valores médios de TBARS (mg de malonaldeido. kg* de amostra) nos
hamburgueres durante o armazenamento a 4 + 1,0 °C.

Tratamentos 0 dia 3° dia 6° dia 9° dia 12° dia
T1 0,84+0,13%°  1,78+0,00% 1,81+0,00¢  4,66+0,13% 4,80+0,122
T2 0,86+0,00%®»  1,21+0,13° 2,37+0,20°  4,95+0,022 5,12+0,082
T3 0,92+0,022 1,96+0,042 3,80+0,06°>  3,91+0,27°* 5,10+0,032
T4 0,87+0,11%»  1,30+0,09° 2,24+0,06° 4,31+0,37* 5,07+0,062
T5 0,60+0,09" 0,73+0,02¢ 0,79+0,12¢ 1,12+0,01¢ 1,92+0,07°
T6 0,54+0,01° 0,80+0,04°¢ 0,89+0,01¢ 1,65+0,01¢ 2,17+0,23°
T7 1,10+0,062 1,35+0,02° 4,78+0,13*  4,68+0,02* 5,12+0,102

T1: Hamburguer adicionado de extrato de ara¢d, T2: Hamburguer adicionado de particulas de particulas
de tragacanto/extrato de aracad vermelho 1:1 (p/p), T3: Hamburguer adicionado de particulas de
tragacanto/extrato de araca vermelho 3:1 (p/p), T4: Hambulrguer adicionado de particulas de
tragacanto/extrato de ara¢d vermelho 5:1 (p/p), T5: Hambdrguer adicionado de vitamina C, T6:
Hamburguer adicionado de eritorbato de sodio e T7: Tratamento controle (sem adi¢cdo de antioxidante).
Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Letras minUsculas na mesma coluna
indicam diferenca significativa (p <0,05) pelo teste de Tukey.
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Apéndice F — Tabela de liberacdo de compostos fendlicos nos hambuargueres

durante armazenamento refrigerado.

Tabela 12 — Valores médios de compostos fendlicos liberados (%) nos hamburgueres
durante o armazenamento a4 + 1,0 °C.
Tratamentos com

as particulas 0 dia 3° dia 6° dia 9° dia 12° dia
tragacanto:extrato
1:1, p/p 2,7840,462 90,42+0,032  83,29+1,472 90,321,882  98,99+1,042
3:1, p/lp 1,64+0,042 72,09+1,09° 73,37+1,96° 78,26+0,87° 97,11+0,262
5:1, p/p 1,64+0,012 55,81+0,84¢  55,88+2,48° 84,65+4,14%>  96,36+1,28?2

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Letras mindsculas na mesma coluna
indicam diferenca significativa (p <0,05) pelo teste de Tukey.



