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RESUMO

Na procura por alimentos saudaveis, nutritivos, com tempo de prateleira aceitével,
ganham destaque os aditivos alimentares de origem vegetal que possam atuar na agédo
conservante dos alimentos. Nesse contexto, o Hibiscus sabdariffa L. (hibisco),
provavelmente de origem africana, também cultivado na india e partes da Asia e América
pode servir & esses propositos. Os extratos obtidos dos célices desta planta sdo conhecidos
por conter constituintes fitoquimicos que contribuem com atividade antioxidante, assim
como para o enriquecimento de sua composicao centesimal. O objetivo deste trabalho foi
a caracterizacdo fitoquimica, fisico-quimica e mineral de extratos do hibisco, a
verificacdo da atividade antimicrobiana, simular sua aplicacdo tecnoldgica em
alimento/modelo céarneo buscando-se demonstrar, outrossim, a possibilidade de
alternativa para agregar valor e seguranga sanitaria a produtos carneos na éptica da
agricultura/agroindustria familiar. Para as analises fitoquimicas, utilizaram-se como
amostras os calices frescos, secos e seus respectivos extratos etanolicos e hidroetanolicos.
Foram realizadas as seguintes analises: polifendis totais realizado através do método
Folin-Ciocalteu, antocianinas determinadas pelo método de pH diferencial, atividade
antioxidante avaliada pelo método do DPPH (2,2-difenil-1-picrihidrazil) e a
caracterizacdo do contetdo de minerais, determinados pelo método espectroscopico de
emissdo plasma indutivamente acoplado (ICP), expressos em P, K, Ca, Mg, S, Cu, Zn,
Fe, Mn e B. Na caracterizacdo fisico-quimica, foram determinados pardmetros como:
lipidios, cinzas, umidade e umidade residual, proteinas, fibra bruta total e carboidratos
totais. Assim como caracterizados, os extratos, quanto ao pH e acidez total titulavel. Para
avaliacdo antimicrobiana de carne moida bovina acrescida dos extratos nas concentragdes
de 100% e 50% na composi¢do dos tratamentos simulando o estudo de vida Util através
da observacdo de pH e contagem de microrganismos mesoéfilos aerdbios. Na
determinacéo da atividade antibacteriana, realizou-se a avaliacdo in vitro, tendo o Teste
de Diluicdo desenvolvido a partir da técnica do sistema de tubos multiplos, frente aos
patdgenos bacterianos padrdes Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Esses
delineamentos de investigagdo foram elaborados com diferentes concentragdes dos
extratos vegetais e posteriormente contaminados com os inéculos preparados nas
densidades populacionais de 10* a 108 UFC.mL™. A atividade antioxidante apresentou 0s
valores maximos de inibi¢do para ambos extratos no tempo total de observacéao (60 min).
Os teores de compostos minerais que se destacaram foram K, Ca e Mn. Em relacéo a
composicao fisico-quimica dos calices secos destacaram-se principalmente os valores de
proteina, fibra bruta total, carboidratos totais e baixos valores de lipidios. Dados obtidos
in vitro, apontaram o efeito antibacteriano marcadamente homogéneo com relacdo a
concentragdes e os tempos de contato, assim como, a reducdo das densidades
populacionais bacterianas em ambos confrontos. Foi observado o declinio de pH e
estabilidade na multiplicacdo dos microrganismos mesofilos aerdbios. Como
consideracOes, este estudo sugere que o hibisco tem o potencial para ser utilizado em
alimentos como fonte de compostos fitoquimicos, minerais e acdo antioxidante. Nos
extratos etandlico e hidroetandlico os baixos valores de pH e as quantidades de acido
citrico sugerem a utilizagdo em sistemas alimentares com vistas a conservagéo. Salienta-
se a utilizacdo dos extratos de hibisco como aditivo em produto carneo, por seu efeito
antibacteriano.



Palavras-chave: Hibiscus sabdariffa L., caracteristicas fisico-quimicas, Compostos

fitoquimicos e minerais, atividade antioxidante, Atividade antibacteriana, aditivo carneo.



ABSTRACT

In the search for healthy, nutritious foods, with time acceptable shelf, are highlighted food
additives of plant origin that can act in the preservative action of food. In this context, the
Hibiscus sabdariffa L. (hibiscus), probably of African origin, also cultivated in India and
parts of Asia and America can serve you these purposes. The extracts obtained from the
chalices of this plant are known to contain phytochemical constituents that contribute to
antioxidant activity, as well as to enrich their chemical composition. The objective of this
study was to characterize phytochemical, physico-chemical and mineral hibiscus extracts,
verifying the antimicrobial activity, simulate its technological application in food / meat
model seeking to demonstrate, instead, the ability to maximize the value and safety health
to meat products from the perspective of agriculture / agribusiness family. For
phytochemical analysis, were used as samples cups fresh, dried and their ethanolic and
hydroethanolic extract. The following analysis were performed: total polyphenols
performed by the Folin-Ciocalteu method, pH anthocyanins determined by the
differential method, the antioxidant activity was evaluated by the method of DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrihidrazil) and characterizing the mineral content, determined by the
spectroscopic method of inductively coupled plasma emission (ICP), expressed as P, K,
Ca, Mg, S, Cu, Zn, Fe, Mn and B. The physico-chemical characterization, were
determined parameters such as lipids, ash, moisture and residual moisture, protein, fiber
and total gross total carbohydrates. As characterized, the extracts for pH and titratable
acidity. For antimicrobial evaluation of bovine ground meat plus the extracts in
concentrations of 100 % and 50 % in the composition of treatments simulating the lifetime
of study by observing pH and counting of mesophilic aerobic microorganisms. In
determining the antibacterial activity was held to evaluate in vitro, with the Dilution Test
developed from the multiple tube system technique, compared with standard bacterial
pathogens Staphylococcus aureus and Escherichia coli. These research designs were
prepared with different concentrations of plant extracts and subsequently infected with
the inoculum prepared at densities 10%-108 UFC.mL™. The antioxidant activity showed
the maximum values of inhibition for both extracts in total observation time (60 min).
The mineral compounds that stood out were K, Ca and Mn. Regarding the physical and
chemical composition of dry chalices mainly stressed up the protein values, gross fiber,
total carbohydrates and low lipid values. Data obtained in vitro, the antibacterial effect
showed markedly homogeneous with respect to concentrations and contact times, as well
as the reduction of bacterial population densities both clashes. The decline of pH and
stability in the multiplication of mesophilic aerobic microorganisms was observed. As
considerations, this study suggests that hibiscus has the potential to be used in foods as a
source of phytochemicals compounds, minerals and antioxidant. In hydroethanolic and
ethanolic extracts the low pH values and the amounts of citric acid suggested for use in
food systems with a view to maintenance. It should be noted the use of hibiscus extract
as an additive in a meat product, for their antibacterial effects.

Key words: Hibiscus sabdariffa L., physical and chemical characteristics,
phytochemicals and minerals compounds, antioxidant activity, antibacterial activity, flesh

additive.
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INTRODUCAO

Aditivo alimentar é definido como qualquer ingrediente adicionado
intencionalmente aos alimentos, sem o propdsito de nutrir, com o objetivo de modificar
suas caracteristicas fisicas, quimicas, biol6gicas ou sensoriais, durante a fabricacao,
processamento, tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte ou
manipulacdo do alimento. Ao agregar-se, podera resultar na conversdo do proprio aditivo
ou de seus derivados em componente (s) do alimento (BRASIL, 2009).

Tendo em vista satisfazer os consumidores com interesse em alimentos frescos,
nutritivos, com alta qualidade organoléptica e tempo de prateleira aceitvel, ganham
destaque os aditivos alimentares de origem vegetal, como extratos, que possam atuar na
acao conservante de alimentos (DEVLIEGHERE et al., 2004). A legislacdo brasileira
define como conservador a substancia que impede ou retarda a alteracdo dos alimentos
provocada por microrganismos ou enzimas (BRASIL, 1997).

Fatores de protecdo antibacterianos entre 0s recursos naturais renovaveis com
plantas que tenham indicativo condimentar ou aromatico e medicinal, sdo atrativos
relevantes de pesquisa epidemioldgica e na profilaxia de doencas transmitidas por
alimentos, sendo prioridade segundo orientagdo da Organizacdo Mundial da
Saude/Conferéncias Mundiais de Saude (Akerele, 1993; Organizacdo Pan-americana de
La Salud, 1985; 1990), com énfase nos aspectos culturais e tradicionais.

Existem diferentes aditivos naturais cultivados e utilizados em todo o mundo.
Estudos conclusivos sobre esses aditivos tém demonstrado que eles apresentam
propriedades antimicrobianas, antioxidantes e medicinais, e existem evidéncias de que o
aumento seu consumo, podendo levar a uma mudanca na microbiota intestinal, reduzindo
a incidéncia de cancer, por exemplo. Sabe-se do efeito inibidor de determinados aditivos
alimentares no crescimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos veiculados
por alimentos (GERMANO; GERMANO, 2011).

O Hibiscus sabdariffa L. pertence a familia Malvaceae, e esta contem mais de 200
géneros com cerca de 2.300 espécies de plantas. Provavelmente de origem africana,
também cultivado em muitas areas da India e partes da Asia, América e Australia
possivelmente introduzido no Brasil pelos escravos. Conhecida no Brasil como Hibisco,

e em alguns estados brasileiros também como quiabo-de-angola, azedinha, carurd,
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caruru-da-guiné (MG), reselha (BA) e vinagreira (PA, CE, ES). O Hibiscus sabdariffa L.
€ uma importante planta medicinal, cujos estudos tém demonstrado efeitos terapéuticos,
como antioxidante, antibacteriano, anti-hipertensivo, dentre outros (SIE et al., 2011;
ESTEVES et al., 2014).

Os extratos obtidos dos calices de hibisco contribuem ativamente para esses
efeitos pois, sdo conhecidos por conter muitos constituintes fitoquimicos, que contribuem
para sua atividade antioxidante, assim como para sua composicao centesimal e nutricional
(PETER et al., 2014; YANG et al., 2014; DOMINGUEZ-PERLES et al., 2014;
NESPOLO et al., 2015).

O objetivo deste trabalho foi a caracterizacdo fitoquimica, fisico-quimica e
mineral de extratos do Hibiscus sabdariffa L. e sua aplicacdo tecnolégica em alimentos
carneos, estes contaminados por bactérias causadoras de infeccbes e toxinfeccOes
alimentares e por bactérias deteriorantes, buscando-se demonstrar, outrossim, a
possibilidade de ser alternativa para agregar valor e seguranca sanitaria a produtos que
contenham matéria prima carnea de origem bovina na Optica da agricultura/agroinddstria

familiar, de pequeno porte.
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2 TEMA DE PESQUISA

Caracterizacdo fitoquimica, fisico-quimica e mineral do Hibiscus sabdariffa L. e
atividade antioxidante de seus extratos, assim como, sua aplicacdo tecnoldgica visando
efeito antibacteriano em modelo carneo bovino que possa servir como fonte de infecgdes

e toxinfecgOes alimentares por bactérias patogénicas e/ou deteriorantes.

2.1 Problemas de pesquisa

a) Analisando a composicéo fitoquimica, especificamente, quais os teores presentes
de compostos fenodlicos (polifendis) totais e de flavonoides (antocianinas) totais, nos

extratos etanolico e hidroetandlico de Hibiscus sabdariffa L.?

b) Quais 0s compostos minerais presentes nas sépalas de Hibiscus sabdariffa L.?

c) Se os extratos etanolico e hidroetandlico de Hibiscus sabdariffa L. possuem

atividade antioxidante in vitro?

d) Quais os parametros e caracteristicas fisico-quimicos de Hibiscus sabdariffa L. e

de seus respectivos extratos etanélico e hidroetanolicos?

e) Qual a evolugéo da contaminagcdo microbiana natural e do pH em carne bovina
moida durante o armazenamento a 7 °C em diferentes periodos (dias), contendo como

aditivo extratos etandlico e hidroetanélico de Hibiscus Sabdariffa L.?

f) Qual a capacidade do extrato etanolico e hidroetandlico de Hibiscus sabdariffa L.
em inativar in vitro cepas padréo de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, ambos de

importancia em alimentos?

9) Se ao aplicar os extratos etandlico e hidroetandlico selecionado a partir dos
resultados obtidos nos ensaios in vitro, em modelo carneo bovino moido contaminado

experimentalmente, com diferentes doses infectantes de cepas padréo de Staphylococcus
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aureus e Escherichia coli, é possivel observar a existéncia de atividade antibacteriana in

loco?

h) E possivel observar uma correlacio positiva entre as medidas de pH e a contagem
de microrganismo mesofilos com o periodo de armazenagem em dias nos modelos

carneos contendo extratos etanolicos e hidroetanolicos de Hibiscus sabdariffa L.?

2.2 Hipoteses de pesquisa

a) Os extratos etandlicos e hidroetandlicos de Hibiscus sabdariffa L. apresentardo

diferentes teores de antocianinas e polifendis totais de acordo com os extratos analisados;

b) As sépalas de Hibiscus sabdariffa L. apresentardo teores variados de compostos

minerais identificados;

c) Sera possivel identificar a atividade antioxidante dos extratos etanolicos e
hidroetandlicos de Hibiscus sabdariffa L. a diferentes concentragdes em variados tempos
de observacao;

d) Ha distincdo entre parametros e caracteristicas fisico-quimicas quando

comparados o0s extratos etanolico e hidroetanolico de Hibiscus sabdariffa L.;

e) Quando utilizados os extratos etandlico e hidroetandlico de Hibiscus sabdariffa
L. como aditivos carneos, nos modelos experimentais, a temperatura controlada, serdo

observados diferentes comportamentos quanto a vida Util de prateleira;

f) O extrato etandlico e o extrato obtido por maceracdo hidroetandlica de Hibiscus
sabdariffa L. terdo atividades antibacterianas in vitro marcadamente distintas de acordo

a cepa padrdao em confronto;

9) Ao confrontar os extratos etanolico e hidroetanolico de Hibiscus sabdariffa L. na

carne moida bovina, com menores densidades populacionais iniciais dos indculos padréo
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Staphylococcus aureus ou Escherichia coli, maior sera a capacidade de reducdo das

unidades formadoras de colonia viaveis dessas bactérias;

h) Existira uma correlacdo positiva entre a contagem de bactérias mesofilas, pH e a

proporcéo de extrato como aditivo carneo no periodo de vida util do produto.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plantas Medicinais, condimentares e aromaticas

O poder curativo das plantas é tdo antigo quanto o aparecimento da espécie
humana na terra. Nas antigas civilizagfes, através da observacdo do comportamento
animal e de sua propria intuicdo, o0 homem passou a utilizar plantas como um agente
curativo no combate as doencas (FREIRE, 2004; BADKE et al., 2011).

Na China foram encontradas evidéncias do uso de plantas medicinais ha mais de
4 mil anos e na india a medicina tradicional mais conhecida “Auyrveda” ¢ praticada ha
mais de 5 mil anos. O Papiro de Ebers do ano de 1550 AC, traz inumeras descricdes do
uso de plantas e de seus extratos. Galeno (131-201 DC), médico do Imperador Marco
Aurélio, colecionou e descreveu medicamentos e formulas (NOLLA et al., 2005;
MARQUES et al.,2014).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define planta medicinal como sendo
“todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser
utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos”
(VEIGA Jr. et al.,1997). Salientando a importancia das plantas medicinais, a OMS tem
estimulado e valorizado sua utilizagdo. Em 1978, a declaracdo de Alma-Ata enfatizou que
65-80% da populacdo mundial emprega as plantas ou preparacdes delas derivadas na
atencdo a salde, definida como “o bem-estar fisico, mental e social”, para a prevencdo de
enfermidades (SILVA, 2003; JUNIOR et al., 2005; BRASIL, 2006). Alguns autores
descrevem como sendo o Unico recurso terapéutico de comunidades e grupos étnicos em
determinadas regides (AKERELE; HERBAL,1993; MACIEL et al., 2002).

O uso de plantas medicinais no Brasil emerge como uma alternativa terapéutica,
consideravelmente influenciada pela cultura indigena, pelas tradi¢bes africanas e pela
cultura europeia trazida pelos colonizadores (BRITO et al., 2009; LACERDA, et al.,
2013). O pais possui enorme biodiversidade de plantas com a¢do medicinal, onde calcula-
se existir cerca de 55.000, ou seja, 20% do total de espécies no mundo (DE
VASCONCELOS et al., 2014; IBGE, 2015).

Estes recursos naturais utilizados no cuidado humano, que antes estavam situado
as margens das institui¢ces de saude, hoje tenta legitimar-se nesse meio dominado pelas
praticas alopaticas (ENGELKE, 2003; ALVIM et al., 2004).
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Conforme Silva (2002) a comprovacéo cientifica dos efeitos benéficos das plantas
brasileiras, tidas popularmente como medicinais, tem despertado grande interesse junto
aos pesquisadores de todo o mundo. O uso destes vegetais ndo pode ser considerado
apenas como tradicdo cultural, mas como ciéncia que vem sendo investigada,
aperfeicoada e utilizada por parte da populacao, a qual pode trazer inimeros beneficios
aos usuarios (TOMAZZONI et al., 2006).

Tendo em vista, as vérias praticas foram difundidas pela cultura popular, aplicadas
ao longo das geracdes por meio de observacao e experimentacdo. (PASA; AVILA, 2010;
IOANNIDES-DEMOS et al., 2011; MARINHO et al., 2011).

Mesmo com o incentivo da industria farmacéutica para a utilizacdo de
medicamentos sintéticos, grande parte da populacdo ainda se utiliza de préticas
complementares para cuidar da saude, como o uso das plantas medicinais, empregada
para aliviar ou mesmo curar algumas enfermidades (BADKE et al., 2011; DOS SANTOS
etal., 2014)

Ainda hoje nas regides mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades
brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares
e encontradas em quintais residenciais MACIEL et al., 2002.

Contudo, como consequéncia da grande difusdo e utilizacdo das plantas
medicinais, as inddstrias vém produzindo produtos a base de espécies vegetais, de
diversas formas farmacéuticas, que tém sido comercializados em farmécias,
supermercados e casas de produtos naturais (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Atualmente, muitos fatores tém contribuido para o aumento da utilizacdo das
plantas como recurso medicinal, entre eles, o alto custo dos medicamentos
industrializados, o dificil acesso da populacdo a assisténcia médica, bem como a
tendéncia ao uso de produtos de origem natural (FRIAS et al., 2011; MARINHO et al.,
2011).

Tendo em vista satisfazer os consumidores com interesse em alimentos frescos,
nutritivos, com alta qualidade organoléptica e tempo de prateleira aceitavel, ganham
destaque a adicdo de produtos de origem vegetal que possam conter antimicrobianos
naturais (DEVLIEGHERE et al., 2004).

Além da propriedade aromatizante, realgar o sabor ou aspecto dos alimentos, 0s
condimentos vegetais podem apresentar propriedades de conservacdo por atividade
antibacteriana, que é de dificil verificacdo prética, pois as quantidades empregadas de

condimento em relagdo ao produto sdo muito pequenas (JAY, 2005; RIEDEL, 2005;
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EVANGELISTA, 2008), segundo Shelef (1984) variando de 0,5 a 1%, ndo apresentando
acdo antibacteriana que necessita de concentragdes maiores a 1%.

Utilizag&o de extratos de planta tem tido muitas agdes, incluindo a conservagéo
de alimentos crus e processados na medicina alternativa e terapias naturais (HAMMER
etal., 1999).

Na alimentacéo, os extratos podem ser incluidos segundo a Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), na Resolucdo Diretoria Colegiada (RDC) n° 23, de 15

de marco de 2000 como Aditivo alimentar, definindo como

Qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos, sem prop6sito
de nutrir, com objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas,
bioldgicas ou sensoriais, durante a fabricacdo, processamento, preparacao,
tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte ou
manipulagdo de um alimento. Ao agregar-se podera resultar em que o préprio
aditivo ou seus derivados se convertam em um componente de tal alimento
(BRASIL, 2000).

Desta forma, os produtos botanicos como os extratos de plantas medicinas,
condimentares e aromaticas apresentam-se com uma variedade de compostos capazes de

atuarem na acdo conservante de alimentos.

3.2 Hibiscus Sabdariffa L.

O Hibiscus sabdariffa L., pertence a familia Malvaceae, que contem mais de 200
géneros com cerca de 2.300 espécies de plantas. Trata-se de uma espécie de facil
reconhecimento pelo célice e epicalice carnosos de coloracdo vermelha até vinacea. Os
ramos, nessa espécie, sao vermelhos, raramente apresentam aculleos cOnicos esparsos
entre si e as folhas, também vermelhos, possuem as laminas foliares tri a penta partidas
tendo um nectério sobre nervura média na face adaxial. E um arbusto herbéaceo anual,
medindo em torno de 1,52 a 5m de altura. Seu habito é variavel e quanto aos caracteres
florais destacam-se as sépalas vermelhas e suas flores sdo brancas com pigmentacéao
vermelha escura no centro, com o tubo estaminal inserto na corola conforme mostra a
Figura 1. (/LUZ; SA SOBRINHO, 1997; ROSS, 2003).

Provavelmente de origem africana, também cultivado em muitas areas da india e
partes da Asia, América e Australia possivelmente introduzido no Brasil pelos escravos.

Conhecida no Brasil como Hibisco, e em alguns estados brasileiros também como quiabo-
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de-angola, azedinha, carurd, caruru-da-guiné (MG), reselha (BA) e vinagreira (PA, CE,
ES). Comumente conhecido como Roselle ou Red Sorrel em inglés e em &rabe como
Karkadeh. Amplamente cultivada em varias partes do mundo com fim alimenticio SIE et
al., 2011; ESTEVES et al., 2014).

Figura 1 - Flor, folhas e calices de Hibiscus Sabdariffa L.
Fonte: a) http://myseedgarden.blogspot.com.br

Estudos etnobotanicos tém demonstrado que espécies de Malvaceae
frequentemente sdo usadas na medicina tradicional para tratar enfermidades tais como
maldria, variola, que apresentam febre e dor, e também por possuir muitas propriedades
bioativas, tais como propriedades hepatoprotetora, antitumoral, antihiperlipidémico, anti-
inflamatorias, antivirais e propriedades antioxidante e antibacterianas (RICE et al., 1990;
EL-NAGGAR; POLLEN, 2004; KIESSOUN et al., 2010; LIN et al., 2012; MEHDI et
al., 2013).

Os extratos obtidos dos célices de hibisco contribuem ativamente para esses
efeitos pois, sdo conhecidos por conter muitos constituintes quimicos incluindo
alcaloides, acido L-ascorbico, &cido citrico, quercetina, antocianina e flavonoides, assim
como sdo ricos em minerais como calcio, magnésio, ferro, potassio e sodio
(HERNANDEZ et al., 2009; ANOMOHANRAN, 2014; PETER et al., 2014).

Levando em consideracdo os atributos apontados pelos estudos acima, a parte
importante da planta sdo as sépalas que cercam o fruto e formam os calices mas, as folhas,
caules, raizes, sementes também sdo usados para diferentes fins em alimentos,
farmacéutico, aplicagdes industriais. Calices vermelhos séo utilizados para producao de
geleias, bebidas, molhos, corantes e conservas alimentares (ABO-BAKER e MOSTADA,
2011; ANOMOHANRAN, 2014).
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3.3 Compostos Fitoquimicos

A importancia dos compostos naturais tem vindo a crescer nas Ultimas décadas.
Os compostos fitoquimicos originados do metabolismo secundario das plantas, sédo
essenciais no ambiente para 0 seu crescimento e reproducdo, sdo resultantes da
necessidade de protecdo da planta frente a condi¢Ges de estresse como insetos, injdrias,
radiacéo solar, infeccOes, ferimentos, dentre outros (NACZK; SHAHIDI, 2004).

O termo “fitoquimico” refere-se a um grupo amplo de compostos produzidos e

acumulados nas plantas. A classificacdo dos fitoquimicos esta demonstrada na Figura 2.

Fitoquimicos

1
| | [

i A3 . Compostos contendo Compostos
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Acidos . . ) .
. Flavonoides Estilbenos Cumarinas Taninos
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Figura 2 - Classificacdo dos compostos fitoquimicos
Fonte: Adaptado de Liu (2004).

Analisando quimicamente, os fendlicos sdo definidos como substancias que
possuem anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos
funcionais. Possuem estrutura variavel e com isso, sdo multifuncionais (SHAHIDI;
NACZK, 1995)

A quantificacdo espectrométrica de compostos fenolicos é realizada por meio de
uma variedade de técnicas, todavia, a que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu ocorre
entre as mais extensivamente utilizadas (POURMORAD et al., 2006; EVERETTE, et al.,
2010; WOOTTON-BEARD et al., 2011; YANG et al., 2014).
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Por sua vez, o teor destes fitoquimicos € amplamente influenciado por fatores
genéticos, condi¢des climéticas, solo e variedade (cultivares) analisada (HAIDA et al.,
2011).

3.3.1 Polifendis totais

No grupo de fitoquimicos observa-se uma grande diversidade estrutural destes
compostos, ocorrendo na natureza uma variedade de combinagdes que levam a formacéo
de diversas estruturas quimicas que sdo chamadas de compostos fendlicos ou Polifendis.
Dentre eles estdo incluidos os flavonoides (antocianinas, flavonas, isoflavonas), acidos
fenolicos, fendis simples, cumarinas, flavonoides, taninos entre outros (HARBORNE et
al., 1999; LEE et al., 2005).

Os flavonoides encontram-se distribuidos no reino vegetal, presentes em
sementes, frutas, folhas, e em outras partes das plantas na forma de glicosideos (ligacéo
com agucares) ou agliconas (sem ligacdo com aguUcares). Possuem baixo peso molecular,
consistindo atomos de 15 carbonos, tendo a estrutura comum de C6-C3-C6 (PIETTA,
2000).

A estrutura quimica dos flavonoides consiste em dois anéis aromaticos,
denominados aneis A e B, ligados por trés carbonos que formam um anel heterociclico,
denominado de anel C (Figura 3). O anel aromatico A é proveniente do ciclo
acetato/malonato, enquanto o anel B ¢ derivado da fenilalanina (MERKEN; BEECHER,
2000).

O

C
=

Figura 3 - Estrutura quimica dos flavonoides
Fonte: Angelo; Jorge (2007).

Variagdes no anel C padréo resultam em importantes classes de flavonoides, como

flavonois, flavonas, flavanonas, proantocianidinas, antocianidinas, catequinas e
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isoflavonas. Substituicdo dos anéis A e B originam diferencas dentro de cada classe de
flavonoides (PIETTA, 2000).

Esses compostos apresentam-se como um grupo muito diversificado de
fitoquimicos responsaveis pela cor, adstringéncia e aroma em varios alimentos como em
frutas vermelhas e roxas, frutas citricas, hortalicas, leguminosas, chas e no vinho tinto.
Com propriedades antioxidantes, redutoras e quelantes, atuando como agentes redutores,
dadores de hidrogénio e captadores de singletos de oxigenio, combatem os radicais livres,
previnem doencas cardiacas, doencas neurodegenerativas, problemas do aparelho
circulatério, cancro, inflamacao e inibem a oxidacdo lipidica. Além disso, apresentam
atividade antibacteriana, antivirica, antifungica, anti-inflamatéria, antioxidante entre
outras atividades farmacolégicas (PROESTOS et al., 2005; HAMAGUCHI, 2009;
HUSSAIN, 2011; WATSON et al., 2014).

3.3.2 Antocianinas totais

As antocianinas sao compostos fenolicos, pertencentes ao grupo dos flavonoides.
O termo antocianina, derivado do grego de flor e azul (anthos = flores; kianos = azul), foi
inventado por Marquart em 1853 para se referir aos pigmentos azuis das flores. Percebeu-
se mais tarde que ndo apenas a cor azul, mas também varias outras cores observadas em
flores, frutos, folhas, caules e raizes sdo atribuidas a pigmentos quimicamente similares
aos que deram origem a “flor azul” (BROUILLARD, 1982; LIMA et al., 2003).

Esses pigmentos estdo amplamente difundidos no reino vegetal, apresentando
diferentes tonalidades de cor que oscilam entre vermelho, laranja e roxo. Ocorrem
geralmente na forma de antocianinas, derivadas das antocianidinas. A Figura 4 € um
exemplo de estrutura de antocianina presente na maioria dos vegetais, a cianidina 3-
glucosideo (BROUILLARD,1982; FRANCIS et al., 1989; TEIXEIRA et al., 2008).
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Figura 4 - Estrutura da antocianina cianidina 3-glucosideo
Fonte: Adaptado de Terci (2004).

O acucar presente nas moléculas de antocianinas confere maior solubilidade e
estabilidade a estes pigmentos, quando comparados com as antocianidinas. O
conhecimento da estrutura dos pigmentos, a influéncia de fatores como alteragdes de pH
do meio, a presenca de acidos, acUcares, ions metalicos e temperatura, tém importancia
fundamental no estudo da estabilidade de antocianinas, visando seu possivel uso em
alimentos. Tendo como destaque para aplicacdes na fabricacdo de vinhos e como corantes
naturais (DA COSTA, et al., 2000; TERCI, 2004).

A utilizacdo de corantes na industria de alimentos é uma pratica rotineira, ja que
a cor e a aparéncia sdo atributos de qualidade em um alimento, exercendo uma enorme
influéncia em seu valor estético, possuindo papel importante na aceitacdo dos produtos
pelos consumidores. Entretanto, a utilizagdo de antocianinas apresenta restricdes em
funcdo de limitacGes, como a disponibilidade de matéria-prima produtora de pigmentos
na quantidade e qualidade requerida, as dificuldades envolvendo processos de obtencao
(extracdo, purificacdo e isolamento) e a baixa estabilidade apresentada pelas antocianinas
(STRINGHETA, 1991).

As antocianinas comp8em o maior grupo de pigmentos solUveis em agua do reino
vegetal encontrados no fluido da célula vegetal, que geralmente apresenta pH levemente
acido. De modo geral, em meio extremamente acido (pH entre 1-2), as antocianinas
apresentam coloracdo intensamente avermelhada devido ao predominio da forma cation
flavilico (AH™). S&o responsaveis pela coloracdo vermelha intensa da extragdo obtida a
partir de célices de Hibiscus sabdariffa L. mas, sdo instveis durante condi¢es de
processamento e armazenamento (MARCO; SCARMINIO, 2008; AISHAH et al., 2013).

Desta forma, as antocianinas além de atribuir coloracao caracteristica aos vegetais,
apresentam propriedades que unem sua ingestdo a habitos saudaveis de alimentacéo.

Falcdo et al. (2003) fazem referéncia a trabalhos que demonstram atividades
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anticarcinogénicas (HAGIWARA et al., 2001) e antioxidantes (WANG et al., 2000)
assim como, Maciel et al. (2012) descrevem propriedades antibacterianas a estes
pigmentos, promovendo associacdo destas propriedades aos alimentos que os contém.
As antocianinas representam uma importante alternativa para a substituicdo
gradativa dos corantes sintéticos pois sdo abundantes na natureza, apresentam um amplo
espectro de cores e, também devido aos efeitos benéficos a salde humana. Avaliar a
potencialidade dos processos de extracdo, purificacdo e utilizacdo em alimentos

permanece ainda um campo aberto a investigacgéo cientifica (LOPES et al., 2012).

3.3.3 Acéo dos antioxidantes

A oxidacdo é um processo essencial aos organismos aerébios e ao nosso
metabolismo, sendo os radicais livres produzidos naturalmente, como consequéncia desse
processo, ou por alguma disfuncédo bioldgica. Nestes radicais, o elétron desemparelhado
encontra-se no atomo de oxigénio ou nitrogénio, sendo assim, estes radicais classificados
como espécies reativas do oxigénio (ERO) ou espécies reativas do nitrogénio (ERN)
(AMES et al., 1993; BARREIROS et al., 2006).

Os EROs atacam as cadeias de acidos graxos poli-insaturados dos fosfolipidios e
do colesterol, abstraindo um hidrogénio do grupo metileno bis-alilico, iniciando assim o
processo de peroxidacgdo lipidica nas membranas celulares. O resultado deste processo é
a oxidacdo de varias moléculas de acidos graxos (HASLAM, 1996; OMONI; ALUKO,
2005).

Os radicais livres sdo moléculas instaveis e muito reativas no organismo, o
excesso desses radicais pode ser responsavel por uma série de efeitos deletérios como o
envelhecimento e pelas doencas degenerativas associadas ao envelhecimento, bem como
cancer, doencas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e disfuncdes
cerebrais (AMES et al., 1993; BARREIROS et al., 2006; ALVES et al., 2010).

O organismo humano esté sujeito ao estresse oxidativo causado por radicais livres
provenientes do meio ambiente ou geradas pelo proprio organismo. Cabe as
micromoléculas, tais como tocoferais, carotenoides e flavonoides entre outros, o papel de
impedir o ataque de radicais livres ou regenerar os danos causados em sistemas bioldgicos
essenciais (BARREIROS et al., 2006).
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Tem sido crescente o interesse no estudo sobre o uso de antioxidantes na industria
de alimentos e seus mecanismos funcionais. O retardamento das rea¢des oxidativas por
certos compostos foi primeiramente registrado por Berthollet, no ano de 1797, e depois
esclarecido por Davy, em de 1817. O processo da rancificacdo de lipideos ndo era
conhecido até Duclaux demonstrar que o oxigénio atmosférico era 0 mais importante
agente causador de oxidagdo do &cido graxo livre. Somente anos depois, Tsujimoto
descobriu que a oxidacdo de triglicerideos altamente insaturados poderia ser o causador
do odor de rango em 0leo de peixe (BAILEY et al., 1996; MUKAI et al.,1993).

De forma geral, as substancias presentes em concentragdes baixas, comparadas ao
substrato oxidavel, que possuem a finalidade de inibir ou retardar a oxidac&o lipidica de
6leos, gorduras e alimentos gordurosos sdo 0s compostos quimicos conhecidos como
antioxidantes (ATOUI et al., 2005).

A principal causa de deterioracdo dos corpos graxos (lipidios e matérias graxas) é
a peroxidacao lipidica. Afastados da sua contextualizacdo de protecdo natural, 0s corpos
graxos sofrem, ao decorrer de processos de transformacédo e armazenamento, alteragdes
do tipo oxidativo, as quais tem como consequéncia a modifica¢do do flavor original e 0
aparecimento de odores e gostos caracteristicos do ranco, o qual representa para o
consumidor, ou para a inddstria, uma importante causa de depreciacdo ou rejeicao
CASTERA-ROSSIGNOL; BOSQUE, 1994).

A acdo dos radicais livres pode ser comprometida por substancias antioxidantes,
as quais podem ser sintéticas e naturais. Na industria alimenticia dentre as sintéticas, estdo
incluidos o BHA (butil-hidroxi-anisol), BHT (butilhidroxi-tolueno) e terc-hidroxi-
quinona (TBHQ), comumente utilizados em alimentos contendo lipidios, porém
apresentam problemas de seguranca e toxicidade. Perante as substancias naturais,
provenientes da dieta alimentar, destacam-se tocoferois (vitamina E), &cido ascorbico
(vitamina C), selénio e carotenoides. Sendo assim, as pesquisas tém-se voltado no sentido
de encontrar produtos naturais com potencial acdo antioxidante que possam substituir os
sintéticos ou fazer associacdo entre eles (HASLAM, 1996; BURDA; OLESZEK, 2001;
SOARES, 2002; OMONI; ALUKO, 2005).

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia natural
destacam-se os polifenois, principalmente os flavonoides presentes nos alimentos que
contribuem para a defesa contra o stress oxidativo, sendo antioxidantes mais efetivos que
as vitaminas C e E. Os antioxidantes naturais podem proteger o corpo humano de radicais

livres e retardar o ranco oxidativo provocado por lipidios em alimentos através da acdo
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da luz, temperatura e umidade (FAURE et al.,1990; HASLAM, 1996; SOARES, 2002;
BAEZA et al., 2014; DOMINGUEZ-PERLES et al., 2014).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica. Por apresentarem oscilacdes apds atuarem no
combate aos radicais livres, os compostos fenolicos possuem uma determinada
estabilidade (SOARES, 2002; BARREIROS et al., 2006).

Estas caracteristicas desempenham um papel importante na neutralizacdo ou
sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transi¢éo, agindo tanto na etapa de
iniciacdo como na propagacao do processo oxidativo. (HASLAM, 1996; SOARES, 2002;
CHUN et al., 2005)

O mecanismo complexo de atividade anti e pré-oxidante destas substancias € alvo
de estudos cientificos, tendo em vista que o sucesso destas investigacdes esta relacionado
com a melhoria da qualidade de vida do ser humano. Considerando que substancias
naturais podem ser responsaveis pelo efeito de protecdo contra os riscos de muitos
processos patologicos, 0s resultados descritos em varios trabalhos estimulam a
continuidade dos estudos para avaliar a acdo antioxidante de substancias isoladas de
espécies de plantas medicinais, condimentares ou aromaticas (ALVES et al., 2010;
WOOTTOM-BEARD et al., 2011; MACIEL et al., 2012; YANG et al., 2014).
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3.4 Caracteristicas fisico-quimicas dos alimentos

3.5 Composicao centesimal

As necessidades nutricionais requeridas pelo organismo humano nos estados de
salde e doenca tem sido objeto de intensa investigacdo nos Ultimos anos, bem como a
preocupacdo quanto a caracterizacdo quimica dos alimentos com potencial econémico e
nutricional, em especial os de baixo valor calorico, uma vez que, a obesidade e as doengas
cronico-degenerativas (doencas cardiovasculares, diabetes mellitus e cancer) passam a
ser destaque em saude publica jA que danos a saude podem ocorrer devido uma
alimentacéo incorreta (TEIXEIRA NETO, 1993; OLIVEIRA; MARCHINE, 1998).

Os alimentos desempenham importante papel na manutencdo da vida do ser
humano, fornecendo o0s elementos nutricionais e cal6ricos necessarios para 0
funcionamento do organismo (tais como carboidratos, lipidios, proteinas, fibra alimentar
e minerais entre outros). Assim, observa-se crescente interesse pelos alimentos funcionais
que ajustam e modulam o sistema fisioldgico do corpo humano de modo a promover
salde e prevenir doencas (TULEY, 1995; ARAI, 1996).

Os trés substratos energéticos basicos sdo os carboidratos, proteinas e lipideos
provenientes dos alimentos e oxidados pela célula para a producdo de energia. Como
fonte de energia, as proteinas sdo equivalentes aos carboidratos, fornecendo 4 Kcal/g. Os
lipideos sdo energeticamente importantes porque produzem 9 Kcal/g quando oxidados no
organismo. A recomendacao para ingestdo calorica por dia varia conforme idade, sexo,
peso, altura e grau de atividade fisica (DUTRA DE OLIVEIRA; MARCHINI, 1998).

Dietas ricas em carboidratos complexos sdo consideradas Uteis na prevencao da
obesidade, de varios tipos de cancer e no controle da hiperlipidemia e do diabetes mellitus
(WHO, 1990).

Os carboidratos (CHO) sdo considerados as biomoléculas mais abundantes da
natureza, seja na forma de carboidrato complexo (amido e/ou celulose) ou na forma de
acucar (dissacarideos) como a sacarose, além da glicose e da frutose, que sédo 0s
monossacarideos comuns da dieta. S&o macronutrientes formados por uma ou mais
moléculas de glicose, que caracterizam a qualidade do nutriente, sendo que a partir do seu
catabolismo ocorre a liberacdo do fornecimento de energia para a realizagéo das fungdes

biolégicas do organismo, especialmente ao sistema nervoso central, armazenado sob
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forma de glicogénio (DUTRA DE OLIVEIRA; MARCHINI, 1998; LOTTENBERG,
2008).

Os lipidios sdo moléculas altamente energéticas e geralmente, aparecem em
quantidades baixas em frutos e hortalicas. Os maiores teores sdo encontrados em
sementes, principalmente nas oleaginosas. Encontrados em tecidos vegetais e animais,
sdo insolGveis em &gua e solGveis em solventes orgénicos. Compdem as membranas
bioldgicas e servem como reserva energética. Sugere-se que as dietas contenham baixo
teor de colesterol, acidos graxos trans. e gorduras saturadas, tendo em vista a correlacéo
positiva da ingestdo desses lipidios e o aumento de doencas cardiovasculares.
(McDONALD et al, 1999; BUCHANAN et al, 2000).

Os lipideos de origem vegetal sdo ricos em &cidos graxos insaturados, sendo que
muitos deles contém acidos graxos dmega que apresentam efeitos benéficos para a satde
do consumidor, em relacdo a prevencdo de doencas cardiovasculares (AHMED;
BARMORE, 1990; RIBEIRO et al, 1995).

Dados obtidos a partir de pesquisas em humanos confirmam a adequacdo das
proteinas vegetais no suprimento das necessidades de adultos e de criancas. Embora um
determinado alimento vegetal possa ser deficiente em um aminoéacido especifico, ndo é
correto dizer que seja incompleto. Um Unico alimento vegetal, se usado como a Unica
fonte de proteina, pode provar-se inadequado; entretanto, misturas apropriadas de
alimentos vegetais sdo equivalentes a proteina animal em qualidade. As proteinas vegetais
in natura sdo, em geral, menos digeriveis que proteinas animais. Métodos de
processamento podem ter efeitos benéficos ou prejudiciais na qualidade nutritiva das
proteinas vegetais. Consumir uma ampla variedade dos alimentos assegura um consumo
adequado de aminoacidos. Além disso, comparado com a proteina animal, fontes vegetais
contribuem para menor gordura total, gordura saturada e colesterol, para mais carboidrato
e fibras (SOLOMONS, 1994).

A ingestdo de alimentos ricos em fibras, pobres em gorduras e a alimentagéo
predominantemente rica em frutas e verduras, tém sido recomendadas por apresentar
diminuicdo do risco de doengas cronicas como artrite, osteoporose, hipertensdo, diabetes
e cardiopatias (PARK et al., 1997).

Fibras alimentares despertam interesse de pesquisadores de diversas areas como
as da alimentacéo e saude. As propriedades fisico-quimicas das fibras alimentares podem
produzir diferentes efeitos fisiolégicos no organismo. As fibras alimentares sdo

responsaveis, por exemplo, pelo aumento da viscosidade do conteudo intestinal e redugéo
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do colesterol plasmatico. As fibras alimentares ajustam o funcionamento intestinal, o que
as tornam relevantes para o bem-estar das pessoas saudaveis e para o tratamento dietético
de vérias patologias (DE MATTOSA; MARTINS, 2000).

Os minerais desempenham uma importante funcdo no desenvolvimento e saude
do corpo humano, sendo as frutas e hortalicas consideradas as principais fontes de
vitaminas, minerais e fibras necessarios para a dieta humana. Promovem a regulacéo da
atividade enzimética, manutencdo do equilibrio acido-base e da pressdo osmotica, sao
constituintes estruturais de tecidos corporais (0ssos, dentes), estdo envolvidos
diretamente no crescimento e desenvolvimento do organismo e interferem no transporte
de nutrientes. Os minerais séo, portanto, tdo essenciais quanto as vitaminas para manter
0 organismo em um estado de saude apropriado (HARDISSON et al, 2001; CARMO,
2011).

Os minerais podem ser divididos em dois grupos: macrominerais (minerais
necessarios para os seres humanos em quantidades maiores ou iguais a 100mg/dia, como
calcio, fésforo, magnésio, enxofre e potassio) e microminerais (minerais necessarios para
0s seres humanos em quantidades menores que 100 mg/dia, como cobre, ferro, manganés,
boro e zinco) (NESPOLO et al., 2015).

A Ingestdo Diéaria Recomendada (IDR) de minerais é a quantidade que deve ser
consumida diariamente para atender as necessidades nutricionais da maior parte dos
individuos e grupos de pessoas sadias (GERMANO; GERMANO, 2011).

Os minerais sdo necessarios ao bom funcionamento do organismo e devem ser

ingeridos de acordo com as doses diarias recomendadas (Tabela 1).

Tabela 1 - Dose diaria recomendada de minerais
Dose diaria recomendada

Mineral Individuo Adulto (mg)
Fosforo (P) 700
Potéassio (K) 2000
Célcio (Ca) 800
Magnésio (Mg) 375
Cobre (Cu) 1
Zinco (Zn) 10
Ferro (Fe) 14
Manganés (Mn) 2

Fonte: Adaptado do Decreto-Lei n.° 217/2008 de 11 de Novembro e Regulamento (CE)
n. 1169/2011 de 25 de Outubro.
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Para a populagé@o consumir equilibradamente os nutrientes de acordo com a IDR,
sd80 necessarios dados sobre composi¢fes de alimentos. Essas composi¢cdes sao
importantes para inumeras atividades, como para avaliar o suprimento e o consumo
alimentar de um pais, verificar a adequacdo nutricional da dieta de individuos e de
populacgdes, avaliar o estado nutricional, desenvolver pesquisas sobre as relacdes entre
dieta e doenca, em planejamento agropecudrio, na industria de alimentos, além de outras
(BRASIL, 1998; TORRES et al., 2000; NESPOLO et al., 2015).

3.6 Potencial hidrogenionico (pH) e Acidez

O pH é a medida de acidez ou a alcalinidade de uma substancia (alimento). O
comportamento do meio tem grande influéncia na estabilidade de macromoléculas, como
enzimas, o que influi tanto no crescimento como no metabolismo dos microrganismos
(GERMANO; GERMANO, 2011; SILVA jr, 2013). Para melhor exemplificar, na Tabela

2 sdo apresentados os graus de acidez de diversos tipos de alimentos.

Tabela 2 - Graus de acidez de diversos tipos de alimentos
Grau de Acidez pH Tipos de Alimentos

Leite, carnes, pescados,
alguns vegetais

Acidos 40a45 Frutas e hortalicas

Pouco acidos >4 5

Sucos de frutas e

Muito Acidos <4,0 refrigerantes

Fonte: Adaptado de Silva jr. (2013)

A maioria dos microrganismos desenvolvem-se melhor em valores de pH
préximos a 7 (6,6 — 7,5). Em geral as bactérias se multiplicam com maior rapidez na
escala de pH compreendida entre 6 e 8, com algumas exce¢des, como bactérias laticas e
acéticas. Cada microrganismo possui um valor ideal de pH, no qual sua multiplicacao é
méaxima (Tabela 3). Saindo da faixa de pH 6timo o microrganismo tera sua multiplicagcdo
diminuida (FORSYTHE, 2013).
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Tabela 3 - Limites de multiplicagdo microbiana referentes ao pH

Faixa de pH
Microrganismo Minimo MmO
Salmonella spp 3,7 9,5
Staphylococcus aureus 4,0 10
Escherichia coli 4,0 9,0
Clostridium perfringens 5,0 9,0
Listeria monocytogenes 4,4 9,4

Fonte: Adaptado de Forsythe, 2013.

O emprego da acidificacdo na conservagdo dos alimentos é um método bastante
efetivo, uma vez que os principais patdgenos de origem alimentar se multiplicam melhor
em pH neutro. Esses organismos, no entanto, sdo capazes de tolerar e adaptar-se a
estresses causados por &cidos fracos, o que os habilita a sobreviver a passagem pelo
estomago humano. O estresse acido é um efeito combinado entre baixos pHs e &cidos
fracos, acidos organicos, estes sao utilizados como conservantes mais comuns. Exemplos
sdo: acidos acéticos, latico, benzoico e sérbico. Esses acidos inibem a multiplicacdo das
células bacterianas e fungicas, essa solucdo conservante do tipo acido fraco existe em
equilibrio dependente do pH (FORSYTHE, 2013).

O pH adverso afeta dois aspectos da célula microbiana: o funcionamento de suas
enzimas e o transporte de nutrientes no interior da célula (GERMANO; GERMANO,
2011; NESPOLO et al., 2015).

Os métodos de conservacao se baseiam nado so na reducdo parcial ou total da acdo
dos elementos deterioradores, mas também na modifica¢&o ou eliminagdo de uma ou mais
das condicBes necessarias a vida microbiana, tornando o substrato um meio inadequado
aos microrganismos. Conservantes sd0 necessarios para garantir que os produtos
manufaturados permanegam seguros isentos de microrganismos nocivos e de suas toxinas
e com qualidade durante suas vidas de prateleira, que deverdo manter suas caracteristicas
durante o maior tempo possivel (SILVA jr. 2013; NESPOLO et al., 2015).
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3.7 Carne: um alimento passivel de contaminacéo bacteriana

Do ponto de vista econdémico, a indUstria de carnes é uma das principais do setor
de alimentos, sendo o maior em termos de geracdo de empregos e volume de recursos e
capital. Dados da FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations)
indicam que a producdo de carnes alcangou 292 milhdes de toneladas equivalentes a
carcaca em 2010. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) no 3°
trimestre de 2014, foram abatidas 8.457 milhdes de cabecas de bovinos sob algum tipo
de servico de inspecéo sanitaria (GOMIDE, 2013; IBGE, 2014)

Como uma definicdo mais abrangente, pode-se considerar carne como todo e
qualquer tecido animal propicio ao consumo humano. Assim, embora o tecido muscular
esquelético seja o principal constituinte da carne, essa definicdo também inclui os outros
tecidos, como adiposo e 6sseo, além de glandulas, visceras e 6rgaos, desde que sadios e
obtidos sob condigdes higiénico-sanitarias satisfatorias (GOMIDE et al, 2013).

Entretanto, segundo o artigo 17 do Regulamento Industrial da Inspecdo Sanitaria
de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) “por carne de agougue entende-Se as massas
musculares maturadas e demais tecidos que as acompanham, incluindo ou ndo a base
Ossea correspondente, procedentes de animais abatidos sob inspe¢do veterinaria”
(BRASIL, 1952).

Em nosso pais, a carne bovina é um produto altamente versatil, podendo ser
encontrada em diferentes cortes e apresentacdes, incluindo o seu emprego em inimeros
derivados carneos. Na forma de carne moida, torna-se popular, sendo acessivel a faixa da
populagdo com menor poder aquisitivo (MOTTA et al., 2000).

Carne moida ¢é o “produto carneo obtido a partir da moagem de massas musculares
de carcagas de bovinos, seguido de imediato resfriamento ou congelamento” (BRASIL,
2003).

Em virtude do seu alto valor biolégico a carne esta propensa a deterioracédo, que é
resultado da atividade metabdlica de microrganismos presentes que podem causar
alteracOes fisicas, quimicas ou sensoriais, isto &, alteracbes na cor, odor, textura, sabor ou
aspecto desses alimentos. O tempo de vida de prateleira € um atributo importante de todos
os alimentos. Pode ser definido como o tempo transcorrido desde a producéo e a
embalagem do produto até o ponto em que se torna inaceitavel para o consumo. E
relacionado entdo com a qualidade total do alimento (FORSYTHE, 2013).
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Alguns limites microbioldgicos sugeridos para vida de prateleira (indicadores de

qualidade) sdo representados na Tabela 4.

Tabela 4 - Limites microbiologicos sugeridos para vida de prateleira

Produto Contagem microbiana Comentarios

Carne crua 1x10° UFC/g Deterioragao visivel e/ou limo a
Contagem aerobia em placas | 1x10’UFC/g

Fim da vida de prateleira,

i 1x107UFC/ .
Carne moida g descoloracéo e formag&o de limo
Alimentos pré-prontos 1x10° UFC/g Representa o ponto em que uma
embalados a vacuo Contagem aerobia em placas | alteracéo do pH >0,25 ocorre
1x10° UFC/g
Contagem aer6bia em placas

Alimentos cozidos
1x103

Enterobacterias

Fonte: Adaptado de Forsythe, 2013.

Na carne moida ou na carne de hamburguer bovina sdo evidenciadas,
predominantemente, as bactérias deteriorantes aerobias Gram-negativas como
Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter, Moraxella e Aeromonas, que crescem na
superficie desses alimentos e, ocasionalmente, as anaerobias Gram-positivas como
Lactobacillus, que se desenvolvem no interior (JAY, 2005; FORSYTHE, 2013).

O elevado numero desses microrganismos esta diretamente relacionado a
condicdes higiénico- sanitarias desfavoraveis. A contagem de bactérias aerdbias
mesofilas € utilizada como indicador geral de populacdes bacterianas em alimentos e
superficies, avaliando a qualidade do produto, praticas de manipulacdo, das matérias-
primas, condi¢des de processamento e vida de prateleira (CAPITA etal.1999; DA SILVA
et al, 2007).

A carne bovina em cortes e moida in natura tem sido reconhecida como fonte
primaria de infeccdo quando manipulada incorretamente, ocasionando graves
consequéncias a saude dos seres humanos, tanto para os proprios manipuladores como os
consumidores (LOGUERCIO et al., 2002; PARDI et al.,2006,).

Estudos desenvolvidos em diferentes cidades e regifes do pais revelam os indices
de contaminacdo microbiologica em carne bovina moida (SOUSA et al., 2012; DO
NASCIMENTO et al., 2014) e em cortes carneos bovinos (GELLI et al. 2005; MATOS
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et al., 2012). Todos os autores concluem sobre as precarias condi¢des deste produto que

esta sendo oferecido ao consumidor.

3.8 Bacteérias patogénicas

3.8.1 Staphylococcus aureus

No contexto das doencas transmissiveis em saude coletiva, a importancia do
género Staphylococcus permanece em evidéncia, considerando que o portador humano
constitui a sua principal fonte de infeccdo, estimando-se que 30 a 35 % das pessoas sadias
albergam esta bactéria na nasofaringe ou na pele. Por sua vez, até 100% de suinos e aves
podem albergar este agente zoonotico em sua pele ou trato respiratorio superior. Sob o
olhar epidemioldgico, seu envolvimento na mastite bovina subclinica constitui outra
preocupacdo constante, podendo os animais produtores de carne e de leite contribuir,
significativamente, na contaminagdo das diferentes cadeias alimentares (ACHA;
SZYFRES, 2003).

O Staphylococcus é uma bactéria esférica (coco) Gram-positiva, que ocorre em
pequenas cadeias ou em cachos similares aos de uva. Existem no ar, na poeira, no esgoto,
na agua, no leite e nos alimentos ou nos equipamentos de processamento de alimentos,
nas superficies expostas aos ambientes, nos seres humanos e nos animais, sendo estes
dois Gltimos os principais reservatorios do agente (FORSYTHE, 2013).

Segundo dados do Centro Estadual de Vigilancia em Salde do Estado do Rio
Grande do Sul (RS), no periodo de 1987 a 2002, Staphylococcus aureus foi um dos
principais agentes etioldgicos entre os identificados no RS. Frequentemente isolados de
carne, ovos, alimentos frescos e outros produtos de origem animal (RIO GRANDE DO
SUL, 2006; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2010).

A bactéria pode ocorrer em diversos alimentos que ndo sofreram tratamento
térmico suficiente para a sua destruicdo, deste modo a incidéncia de intoxicacdo
estafilococica também se d& pela manipulacdo e pela refrigeracdo inadequados dos
produtos. Os alimentos carneos sdo um meio adequado para o desenvolvimento de
estafilococos, “as bactérias pertencentes a este género sao tolerantes a concentracao de
10% de NaCl e também a nitritos, sendo assim também podem permanecer vivas em
alimentos curados” (CORBIA et al, 2000; JAY, 2005).
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Segundo a Resolucdo RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001, a enumeracéo de
Staphylococcus coagulase positiva tem por objetivo substituir a determinacdo de
Staphylococcus aureus (BRASIL, 2001).

De acordo com Franco e Landgraf (2005) é necessario entre 10° e 10° UFCs de
Staphylococcus aureus e/ou de 1 pg de toxina por grama de alimento para se iniciarem
os sintomas clinicos, incluindo nausea, voémito, espasmo abdominal e, ocasionalmente,
diarreia.

No Brasil, entre 1999 e 2008, foram notificados 6.062 surtos de DTAsS,
envolvendo 117.330 pessoas doentes e 64 Obitos. Dentre os agentes etioldgicos
identificados, Staphylococcus sp destacou-se com a segunda maior prevaléncia,
alcancando 20,2% dos isolamentos (BRASIL, 2008). O autor ainda relata que dentre os
alimentos envolvidos em surtos destacam-se as carnes vermelhas envolvidas em 466 dos
casos confirmados, totalizando 11,7% dos alimentos mais frequentes.

No Rio grande do Sul, no periodo de 2006 a 2007, foram investigados 186 surtos
alimentares, dos quais 104 (56%) apresentaram amostras contaminadas, destacando-se
estafilococos coagulase positiva em 28% dos surtos investigados, sendo que 0s principais
alimentos envolvidos foram os produtos carneos em 36% dos casos (WELKER et al.,
2010).

Na anélise da série histdrica de surtos do estado do Rio Grande do Sul, o nimero
de surtos atribuidos a Staphylococcus aureus mantém-se estavel (RIO GRANDE DO
SUL, 2006).

3.8.2 Escherichia coli

A Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa, que faz parte do grupo
Enterobacteriaceae, ndo formadora de endosporos, anaerdbica facultativa. E um mesofilo
tipico capaz de se desenvolver entre 7 e 46 °C, sendo 37 °C a temperatura 6tima. O pH
proximo do neutro propicia condi¢cdes Otimas para o desenvolvimento. As cepas
patogénicas de Escherichia coli sdo divididas de acordo como os sintomas clinicos e com
0s mecanismos de patogenicidade, em varios grupos que podem variar em seus periodos
de incubacdo e duracdo da enfermidade. Também ha uma variacdo consideravel na
viruléncia. Por exemplo, nas infec¢bes enterohemorragicas e enteroinvasivas doses

pequenas (10 células ou menos) podem causar enfermidades graves, enquanto a E. coli
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enterotoxigénica requer um ndmero de células estimado em 108 a 10'° para causar
enfermidade (FORSYTHE, 2013).

A E. coli é encontrada, normalmente, nos intestinos dos animais e do homem.
Representa 80% da flora intestinal aerdbia, sendo eliminada nas fezes, o que propicia a
contaminacdo dos solos e das aguas. As diarreias causadas pela E. coli apresentam
distribuicdo mundial, contudo a real extensdo da incidéncia ndo estd dimensionada,
principalmente devido a elevada subnotificagdo de casos (GERMANO; GERMANO,
2011).

S&o conhecidas quatro classes enterovirulentas do patégeno, responsaveis por
quatro gastroenterites no homem: Enteropatogénica (EPEC) - acomete recém nascidos e
lactantes; Enterotoxigénica (ETEC) — provoca a diarreia infantil e dos viajantes;
Enteroinvasivas (EIEC) — Acomete jovens e adultos; e Enterohemorragica (EHEC) —
Acomete com bastante gravidade, preferencialmente, criancas e idosos (GERMANO;
GERMANO, 2011; FORSYTHE, 2013).

A carne bovina moida é a maior responsavel pela ocorréncia de surtos de E. coli,
sobretudo quando consumida crua ou insuficientemente cozida. Ela constitui, também a
causa mais comum de infeccdes enterohemorragicas e enteroinvasivas. Em 66 amostras
de carne moida comercializada na regido sul do Brasil, uma analise mostrou que 72,7%
encontrava-se contaminado com E. coli, a maioria confirmada como EPEC, e apenas duas
isoladas com 0157 (GERMANO; GERMANO, 2011).
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a presenga dos componentes fitoquimicos e a atividade
antioxidante de extratos etanolico e hidroetan6lico a diferentes concentracdes de Hibiscus
sabdariffa L., bem como, caracterizar o hibisco quanto a sua importancia nutricional
através da determinacdo dos elementos minerais essenciais nas sépalas de Hibiscus
sabdariffa L. Para as andlises fitoquimicas, foram utilizados como amostras os calices in
natura, secos e seus respectivos extratos etandlicos e hidroetandlicos. Foram realizadas
as seguintes analises: Polifendis totais, Antocianinas, e Atividade antioxidante e a
caracterizacdo do contetdo de minerais expressos em dez elementos, P, K, Ca, Mg, S,
Cu, Zn, Fe, Mn e B determinados em sépalas de hibisco. Resultados mostraram que 0s
valores obtidos para polifendis e antocianinas nas duas formas de extratos apresentaram
valores crescentes similares, quando comparadas as porcentagens, mostrando que ambos
sdo fonte desses fitoconstituintes. Quanto a atividade antioxidante, os valores maximos
de inibicdo para ambos extratos ocorreram no tempo total de observacdo (60 min),
principalmente, pelo extrato hidroetandlico. Quanto aos teores de minerais, as amostras
in natura apresentaram niveis de K (1966,67 mg/100 g), Ca (930,00 mg/100 g) e Mn
(13,13 mg/100 g) acima de 90 % da ingestéo diaria recomendada pela legislacéo vigente.
Este estudo sugere que os extratos de Hibiscus sabdariffa L. tem o potencial para ser
utilizado como fonte de compostos fitoquimicos, minerais e pela acdo antioxidante em
alimentos.
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Palavras-chave: Hibiscus sabdariffa L. (hibisco); Parametros fitoquimicos; Minerais.

ABSTRATC

The specific aim of this study was to determine the phytochemical properties in extracts
and the composition of minerals in sepals of glasses of Hibiscus sabdariffa L.. For
phytochemical analysis, were used as samples the cups fresh, dried and their ethanol
extracts and hydroethanolic. The following tests were performed: total polyphenols,
anthocyanins, and antioxidant activity, and characterizing the mineral content expressed
in ten elements, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Zn, Fe, Mn and B determined in sepals hibiscus .
Results showed that the values obtained for polyphenols and anthocyanins in both extracts
showed similar forms of increasing values, when the percentage compared, showing that
both are sources of these phytochemicals. As for the antioxidant activity, inhibition
maxima for both extracts were total observation time (60 min), mainly by hydroethanolic
extract. As the mineral composition, the fresh samples showed levels of K (1966.67 mg /
100g), Ca (930.00 mg/ 100 g) and Mn (13.13 mg / 100g) over 90% of the recommended
daily intake by law. This study suggests that Hibiscus sabdariffa L. has the potential to
be used as a source of phytochemicals compounds, minerals and the antioxidant in foods.

Key words: Hibiscus sabdariffa L. (hibiscus); Phytochemical parameters; Minerals.
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INTRODUCAO

O Hibiscus sabdariffa L. (Hibisco), também conhecido como rosele, rosela e
azedinha, dentre outros, pertence a familia Malvaceae de origem africana, possivelmente
introduzido no Brasil pelos escravos. E uma planta tropical de consideravel potencial
econbmico que pode ser encontrada em quase todos 0s paises tropicais do Sudeste
Asiatico como Malésia, Indonésia, Tailandia e Filipinas (LUZ, 1997; CHEWONARIN et
al., 1999).

Na medicina popular a planta é utilizada como diurética, calmante e
antiescorbdtica. O hibisco tem, ainda, um enorme potencial como fonte de corante para a
industria alimenticia (ABO-BAKER e MOSTADA, 2011). Os calices sdo amplamente
utilizados para preparar bebidas frias e quentes e para fazer doces e geleias (TSAI et al.,
2002).

Na alimentacdo, os extratos podem ser incluidos segundo a Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), na Resolucdo Diretoria Colegiada (RDC) n° 23, de 15
de marco de 2000 como Aditivo alimentar, definindo como qualquer ingrediente
adicionado intencionalmente aos alimentos, com objetivo de modificar as caracteristicas
fisicas, quimicas, bioloégicas ou sensoriais, durante a fabricacdo, embalagem,
acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulacdo de um alimento. Ao
agregar-se podera resultar em que o proprio aditivo ou seus derivados se convertam em
um componente de tal alimento (BRASIL, 2000).

Os calices de hibisco sdo relatados como ricos em antioxidantes tais como
flavonoides e também minerais (FASOYIRO et al., 2005). Antioxidantes sdo substancias
que retardam a velocidade da oxidacéo, através de um ou mais mecanismos, tais como

inibicdo de radicais livres e complexo de metais (PIETTA, 2000).
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A Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) de minerais é a quantidade que deve ser
consumida diariamente para atender as necessidades nutricionais da maior parte dos
individuos e grupos de pessoas sadias (GERMANO e GERMANO, 2011). Para a
populagdo consumir equilibradamente os nutrientes de acordo com a IDR, s&o necessarios
dados sobre composicdes de alimentos (BRASIL, 1998; TORRES et al., 2000;
NESPOLO et al., 2015), possibilitando o0 uso complementar dos mesmos.

Neste contexto, se faz necesséria a caracterizacdo da matéria-prima para elencar
subsidios a induastria de alimentos, o presente estudo objetivou avaliar a presenca de
componentes fitoquimicos e a atividade antioxidante de extratos etanodlico e
hidroetandlico a diferentes concentra¢des de Hibiscus sabdariffa, bem como, caracterizar
0 hibisco quanto a sua importancia nutricional através da determinacdo dos elementos

minerais essenciais nas sépalas de Hibiscus sabdariffa.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no laboratério de higiene de alimentos do
Instituto de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul (UFRGS), em Porto Alegre, RS.

Amostra vegetal

O material de estudo constituiu-se de amostras de calices de Hibiscus sabdariffa
L. (hibisco) fresco, safra 2013/2014, adquiridos de um unico produtor (coordenadas
geograficas 29° 21' 57" S e 50° 48' 57" O) na Feira de Agricultores Ecologistas (FAE) do
municipio de Porto Alegre, RS, Brasil, cultivados sob sistema organico, no contexto da

agricultura familiar, no bairro Lami do mesmo municipio. A amostra foi identificada
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botanicamente por Marodin S. M. CRBIio n° 17268-03D e encaminhada como exsicata
para registro no Herbario do Departamento de Botanica, do Instituto de Biologia da

UFRGS, recebendo o registro ICN 165039 (acesso Porto Alegre, RS), vide apéndice A.

Obtencéo dos extratos

Para as andlises fitoquimicas foram utilizadas as sépalas dos célices, desprezando
os frutos com as sementes. As extracGes foram feitas com as sepalas frescas e com as
sépalas secas em estufa com circulagdo de ar a 40 °C por 48 horas.

Foram realizadas duas extracdes: alcoolatura e tintura. Foi utilizado alcool etilico
de cereais (FARMAQUIMICA S.A®) a 96 °GL, na alcoolatura a proporcao de 400 g de
sépalas frescas para 1000 mL e na tintura (hidroalcoolatura) 100 g de sépalas secas para
1000 mL de alcool a 70 °GL. Ap6s um periodo minimo de quinze dias de maceracgdo a
temperatura ambiente, protegidas da luz, foram filtradas e submetidas a destilacdo
fracionada sob pressdo reduzida a 60 °C em sistema de rotaevaporagdo (FISATON
802D®), desprezando-se a porgdo alcodlica, obtendo-se os extratos etandlicos e os
extratos hidroetandlicos, respectivamente, de acordo com o preconizado pela
Farmacopéia Brasileira (1987).

Os extratos foram fragmentados em diferentes concentragdes (6,25 %, 12,5 %, 25
% e 50 %), e caracterizados quanto aos teores de Polifendis totais, antocianinas e

atividade antioxidante.

Analises Fitoquimicas

Polifendis Totais

A analise de polifendis totais foi realizada segundo a metodologia de Vinson et

al. (2001) onde 100 uL de amostra de cada extrato, em diferentes concentragdes, foram
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colocados em tubos tipo eppendorf, sendo acrescidos 500 uL de solugdo de extragéo
contendo metanol (GRUPO QUIMICO®, BR) a 50 % e 4cido cloridrico (NUCLEAR®,
BR) a 1,2 M. Os tubos foram colocados em banho-maria a 90 °C por trés horas, sendo
depois retirados e resfriados a temperatura ambiente e o volume completado a 1 mL com
metanol puro (GRUPO QUIMICO®, BR). As amostras foram entdo centrifugadas
(Centrifuge 5415R- Eppendorf®, Alemanha) a 5.000 rpm durante 5 minutos. Os
sobrenadantes se constituiram em extratos de polifendis totais.

A determinacdo dos teores de polifendis totais foi realizada através do método
Folin-Ciocalteu (MOYER, 2002) sendo que a solucdo Folin foi preparada utilizando o
reagente Folin-Ciocalteu (Merck®) e agua deionizada 1:1 (v/v). Em tubo do tipo
eppendorf foram adicionados 60 uL dos extratos de polifendis, acrescidos de 150 uL da
solucéo de Folin deixando reagir por 5 minutos, apos os quais foram adicionados 150 uL
de carbonato de sodio (20 %) e o volume foi completado com 840 uL de dgua deionizada.
Esta solucdo foi posta a reagir por 30 minutos e a absorbancia lida a 750 nm em
espectrofotdmetro (UV Mini 1240, Shimadzu®, Japao) os teores dos polifendis foram
obtidos por interpolacdo com uma curva padrdo construida com solucGes de acido galico
(0, 25, 50, 75, 100, 125 e 150 pg/mL). Os resultados foram expressos em miligramas
(mg) de equivalentes de &cido galico (EAG) por 100 g de amostra. Os experimentos foram

realizados em trés repeticdes.

Antocianinas totais

As antocianinas totais foram determinadas pelo método de pH diferencial,
conforme descrito por Giusti & Wrolstad (2001), em que 200 ug de cada extrato em
diferentes concentrac¢Ges foram adicionados de 1800 pL de dois sistemas-tampéao: cloreto

de potéassio pH 1,0 (0,025 M) e acetato de sodio pH 4,5 (0,4 M) e deixados em repouso
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por 15 minutos a temperatura ambiente (25 +2 °C) apoés este periodo foi feita leitura da
absorbancia a 540nm e 700nm em espectrofotdmetro (UV Mini 1240, Shimadzu®, Jap3o).

O teor de pigmentos foi calculado de acordo com a equacao:

AxPMx FDx100
exm

Antocianinas monoméricas =

Onde: A = absorbancia = (Amax.vis— A700nm) pH1,0 — (Amax.vis — A700nm) pH4,5
PM = peso molecular = 449,2 g/mol; FD = fator de dilui¢do, &€ = absortividade
molar = 26900 L/(cm x mol), que correspondem a cianidina 3-glicosideo e m = massa da

amostra (g).

Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método do DPPH (2,2-difenil-1-
picrihidrazil) segundo Brand-Williams et al. (1995) e adaptacdo de Rufino (2007),
consistindo na capacidade de captura do radical livre DPPH pelo antioxidante presente
na amostra. Assim, em triplicata, temperatura ambiente e no escuro, em 10 uL do extrato
foram adicionados 3,9 ml de solugdo DPPH a 60 uM e 90 uL de metanol sendo a
absorbancia lida a 515nm ao final de 15, 30, 45 e 60 minutos. Uma solucédo controle foi
preparada com 100 uL de metanol P.A. adicionando 3,9 ml de solugdo DPPH. Os
experimentos foram realizados em trés repeticdes independentes e os percentuais de
inibicdo antioxidante foram calculados por diferenca das absorbancias da amostra e do
branco segundo MELO et al. (2008). O alcool metilico puro foi usado para calibrar o

espectrofotbmetro.
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Andlises de minerais

A avaliagdo mineral foi realizada com as sépalas frescas e secas. Micro e
macrominerais foram determinados pelo método espectroscopico de emissdo plasma
indutivamente acoplado (ICP) que consiste no tratamento da amostra incinerada com
HNOs3 e posterior dissolugdo em HCI (AOAC, 2012).

Para saber se existe diferenca significativa entre as variaveis, os dados das
avaliacdes fitoquimicas foram submetidos & analise de varidncia (ANOVA) e as médias
comparadas entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia utilizando o
programa estatistico “SAS (Statistical Analysis System) for Windows 9.0”, das trés
repeti¢des. Para avaliagdo mineral os resultados foram descritos como média + desvio-

padrdo das trés repeticoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os contetdos de compostos fendlicos foram determinados como indice de
polifendis totais representados na Tabela 1, juntamente com os teores de antocianinas.

Observa-se que a medida que a concentracdo do extrato aumenta, tanto o teor de
polifendis totais quanto o de antocianinas acompanham este crescimento. Isto deve-se
provavelmente pela influéncia do solvente utilizado na concentracdo destes compostos

bioativos.

TABELA 1 - Determinacéo dos indices de polifendis totais e antocianinas presentes nos
extratos etandlicos e hidroetanélicos de Hibiscus Sabdariffa L.

Polifendis totais (mg EAG/100g) Antocianinas (mg/100g)
Concentracédo (%)

Extrato Extrato etanodlico Extrato
Hidroetanélico Hidroetandlico

6,25 59,4+1,8% 128,746,128 38,549,434 84,1+7,6%
12,5 158,2+10,0°A 365,5+7,6" 75,5+6,6"" 287,2+22,8%

Extrato etanodlico
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25 343,4+45,2°A 623,9+8,4B 75,946,204 417,6+19 58

50 551,3+3,8%A 710,7+5,3% 76,416,3°A 450,9+16,38
Meédias (+ Desvio padrdo, n = 3) com letras minUsculas diferentes sobescritas na mesma coluna indicam
diferencas significativas entre os extratos para concentragao pela analise de variancia (ANOVA) e teste de
Tukey (p<0,05); com letras mailsculas diferentes sobescritas na mesma linha indicam diferenca
significativa entre os extratos nas diferentes concentragdes analisados pela Analise de Variancia (ANOVA)
e teste de Tukey (p<0,05).

A analise fitoquimica detectou que o extrato hidroetandlico de Hibiscus sabdariffa
L. contém elevados teores de polifendis totais e antocianinas diferindo-se
significativamente (p<0,05) quando comparado com o extrato etanolico nas diferentes
concentragoes.

Analisando célices de Hibiscus sabdariffa Vizzoto et al. (2009) encontraram
teores de 478,7 £ 17,4 mg EAG/100 g para polifendis totais. J& Nunes et al. (2014)
relataram em seu estudo teores de 672,97 £2,82 mg EAG/100 g, considerando que estes
autores testaram a infusdo dos calices da mesma planta. Estes resultados se assemelham
aos deste estudo e demonstram que as formas de extragdo podem influenciar na
quantidade de polifendis totais.

Quanto ao teor de antocianinas, Ibrahim e Busra (2014) analisando extrato aquoso
de cinco diferentes variedades de Hibiscus sabdariffa, identificaram teores de
antocianinas que variaram de 58,45 +1,64 a 458,25 +33,33 mg/100 g. Corroborando com
Maciel et al. (2012) que ao testarem extratos alcodlicos dos célices obtiveram valores de
85,9 mg/100 g. Os valores obtidos para polifendis e antocianinas nas duas formas de
extratos apresentaram valores crescentes similares, quando comparadas as porcentagens,
mostrando que ambos séo fonte desses fitoconstituintes.

Em estudo realizado por Juliani et al. (2009) foi observado que a quantidade de
antocianinas em extrato de célices de Hibiscus sabdariffa pode ter significante
variabilidade. Esses valores foram representados neste trabalho ao analisar diferentes
formas de extracdo a diferentes concentracdes. Sendo que estas variacdes de valores

podem provavelmente ocorrer devido ao método aplicado na extracdo, as diferencgas
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edafoclimaticas, diversidade genética, das fases de maturacdo e variedades da planta
(CARMO et al., 2011).

As antocianinas, compBe subgrupo de flavondides, sendo o0s principais
constituintes bioativos de Hibiscus sabdariffa L. (TSAI, 2002; MACIEL et al, 2012;
IBRAHIM & BUSRA, 2014). Essas substancias sdo encontradas principalmente nos
calices, além de estarem presentes nas folhas, assim como outros compostos fendlicos
bioativos, sugerindo serem precursores na atividade antioxidante.

Na Tabela 2, estdo representados os percentuais de Atividade Antioxidante dos
extratos etandlicos e hidroetandlicos de Hibiscus sabdariffa a diferentes tempos e

concentragoes.

TABELA 2 - Percentual da atividade antioxidante dos extratos de Hibiscus Sabdariffa L.
a diferentes porcentagens dos extratos em diferentes tempos de avaliagéo.

Extrato Etandlico Extrato Hidroetanélico
Concentragdo | "T0" | T15' T30' T45' | T60' TO' T15' T30' T45' | T60'
6,2 5,228 | 88% | 868 | 10,4* | 10,92 | 8,5 | 14,428 | 17 48 | 18,6* | 18,7*
12,5 7,458 | 14,1bA | 159PA | 14,3°A | 16,70~ | 10,238 | 18,9%A | 20,9% | 22,63 | 22,9¢A
25 11,28 | 20,0~ | 22,2°A | 22,7°A | 23,6~ | 19,5%C | 35,2°B | 39,6048 | 43,20A | 44, 7PA
50 17,89C| 31,398 | 35,0948 | 36,397 | 37,797 | 35,98 | 66,1~ | 74,5A | 81,1°A | 84,2~

*Diferentes tempos analisados; Médias (n = 3) com letras mindsculas diferentes sobescritas na mesma
coluna indicam diferengas significativas entre os extratos para o tempo confrontado. Letras mailsculas
diferentes sobescritas na mesma linha indicam diferenca significativa em cada extrato nos diferentes tempos
analisados pela Anélise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05).

Com relacdo a atividade antioxidante, os resultados obtidos demonstraram que 0s
valores maximos de inibicao de radicais livres para ambos extratos ocorreram ao longo
do tempo total de observacdo (60 min). O percentual de inibicdo obtido pelo extrato
etanolico diferiu significativamente (p<0,05) em todas as concentragdoes avaliadas
observando-se 0 mesmo tempo.

Ressaltando os valores percentuais da atividade antioxidante promovida pelos
extratos, destaca-se a agdo de sequestro de radicais livres promovida, principalmente, pelo

extrato hidroetanolico quando comparado ao etandlico. Isso pode ser explicado pelo fato
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do processo de secagem empregado na planta, ter ocasionado a alteragéo nos teores da
concentracdo de compostos bioativos neste extrato (BORGO et al, 2010).

Em pesquisa feita por Ramos et al (2011), utilizando extrato etanolico a 100% de
Hibiscus sabdariffa, os percentuais de inibicdo variaram de 64,04 a 67,71 % ao fim de 30
min de reacdo, portanto, proximos dos encontrados no presente estudo.

Ao analisar a a¢do ainda no extrato hidroetandlico, quanto as concentracdes, a
partir do extrato a 25 %, nota-se que existem diferengas significativa (p<0,05) positiva,
levando em consideracdo a maioria dos tempos de reacdo. A composi¢do quimica e a
estrutura do componente ativo no extrato sdo fatores importantes que influenciam na
eficacia do antioxidante natural (RAMOS et al, 2011). Estes valores percentuais indicam
uma capacidade forte de sequestro desses radicais livres por parte do extrato
hidroetandlico a concentracdo de 50 %, sendo que no restante das concentragcbes dos
extratos essa capacidade foi de moderada a fraca. Tendo como classificagéo a capacidade
de sequestro como forte, moderada ou fraca quando o poder de inibicéo estiver acima de
70 %, entre 50 % a 70 % e abaixo de 50 %, respectivamente (MELO et al, 2008). Nota-
se ainda que a partir do tempo 15 min ndo houve diferenca significativa (p>0,05), para a
concentracdo de 50 %, quando comparado aos demais tempos, observando uma
capacidade de sequestro de radicais livres constante. Mohd-Esa et al (2010) encontraram
em seu estudo, usando a mesma espécie, valores superiores para atividade antioxidante
aos encontrados na presente pesquisa (87,9+ 0,76 %) utilizando os célices da planta,
corroborando com os dados obtidos neste estudo.

Nota-se que a habilidade marcadamente de reducéo do radical livre, possa ocorrer
devido alguns autores (RAMOS et al, 2011; ROCHA et al, 2013; IBRAHIM & BUSRA,
2014) utilizarem diferentes concentrag0es de amostras, concentragdes de DPPH, tempos

de andlise, tipos de solventes e métodos para a realizagdo de analises.
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Os resultados obtidos quanto aos teores de minerais estao representados na Tabela

3 pelos macroelementos e microelementos presentes nas sépalas frescas em mg/100 g.

TABELA 3 - Determinacdo da composicdo mineral total de sépalas frescas de Hibiscus

Sahdariffa L.

Elementos

Sépalas frescas Sépalas secas

Macroelementos mg/100g

P 366,67 +65,06! 3824,16 +243,68
K 1966,67 £115,67 20521,28 +123,09
Ca 930,00 £65,57 9699,38 £398,79
Mg 243,33 £20,82 2537,79+193,42
S 116,67 £23,09 1216,80 £103,18
Microelementos mg/100g
Cu 0,40 +0,00 4,17+2,14
Zn 2,50 +0,40 26,07 £9,12
Fe 3,93+1,80 40,98 +13,08
Mn 13,13 +4,66 136,93 +24,49
B 5,40 £0,92 56,31 +11,61

10s resultados sdo expressos como média + desvio-padrdo das trés repeti¢des.

Os minerais estdo envolvidos em processos como catalise enzimatica de hidrélise

ou reacOes de oxidacdo e/ou redugdo. Sdo igualmente importantes no transporte e

armazenamento de moléculas menores, tais como oxigénio. Estes elementos de transicéo

e 0 zinco ligam-se firmemente a macromoléculas, particularmente proteinas (BRAZ-

FILHO, 1994).
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Avaliando a Tabela 3 pode-se destacar os niveis de K e Ca encontrados em
quantidades elevadas, comparando com Sahito et al. (2013) que ao estudar as folhas de
Hibiscus rosa- sinensis encontraram valores de 3,568 e 678 mg/100g, respectivamente.

Comparando-se os resultados encontrados no presente trabalho com os valores
diérios recomendados pela RDA (1989) e WHO (1996) para K de 2000, Ca 400 a 500 e
Mn de 2 a 3 mg/100g, tanto K, Ca quanto o Mn suprem essas necessidades diarias. Os
elementos minerais P, k, Ca, Mg e S possuem fungdes essenciais na matéria viva. S&o
requeridos como elementos construtores no meio intracelular e, por isso, sua
concentragdo costuma ser elevada, sendo conhecidos como macroelementos (AMARAL
SOBRINHO et al., 1992).

Vale ressaltar também que segundo a Portaria n°27, de janeiro de 1998 da
ANVISA (BRASIL,1998) podemos classificar o Hibiscus sabdariffa L. como rico em K,

Ca e Mn por suprirem mais de 90 % das necessidades diarias recomendadas.

CONCLUSOES

Este estudo demonstra que os extratos etanolico e hidroetandlico de Hibiscus
sabdariffa L., a diferentes concentracGes dos compostos bioativos, pode ser usado como
fonte de polifendis, antocianinas e antioxidantes naturais.

Comparando-se os resultados obtidos com as necessidades diérias de ingestéo
desses minerais, recomenda-se a utilizagdo de Hibiscus sabdariffa L. como fonte
principalmente de K, Ca e Mn como suprimento auxiliar dos referidos nutrientes em

alimentos.
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RESUMO

Com o objetivo geral de confirmar o uso de Hibiscus sabdariffa, por suas
caracteristicas bioativas e nutricionais, como aditivo na composicdo de produtos
alimentares, principalmente em produtos de origem animal, o objetivo especifico deste
estudo foi determinar as propriedades fisico-quimicas e atuacao sobre a conservacao de
carne bovina moida de segunda qualidade. O material de estudo constituiu-se de amostra
de célice Hibiscus sabdariffa (hibisco), obtida na regido metropolitana de Porto Alegre,
RS. Foram feitas duas extracdes, alcoolatura e tintura, das sépalas frescas e secas,
submetidas a analises fisico-quimicas, e também caracterizadas quanto ao pH e acidez
total titulavel. Para avaliacdo microbiologica o modelo carne moida foi acrescido dos

extratos para a composicao de tratamentos simulando o estudo de vida util através da
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observacgdo de pH e contagem de microrganismos mesofilos, observados por nove dias,
sob temperatura de 7°C £1°C. Dos resultados em relagcdo a composicao fisico-quimica e
nutricional destacam-se principalmente os valores das sépalas secas com proteina (7,19
0/100 g), Fibra bruta total (15,59 g/100 g), carboidratos totais (76,26 g/100 g) e baixo
valores de lipidios (0,47 g/100 g). Quanto aos valores para 0 modelo cérneo, os de pH
foram significativamente diferentes do dia zero ao nono dia entre o controle (5,02 e 7,10)
e os adicionados com os extratos (3,96+0,45 e 4,11+0,48). Com base nas observacgoes
pode-se afirmar que as propor¢cdes de Hibiscus sabdariffa como aditivos cérneos,
apresentaram atividade antibacteriana. Dentre os extratos etandlico e hidroetandlico os
baixos valores de pH e as quantidades de &cido citrico sugerem a utilizacdo em sistemas
alimentares com vistas a conservagéo e condimentacéo.

Palavras-chave: Hibiscus sabdariffa (hibisco), Parametros fisico-quimicos, Aditivo
carneo.

ABSTRACT

With the overall objective to confirm the use of Hibiscus sabdariffa, by its
bioactive and nutritional characteristics, as an additive in the composition of food, mainly
in animal products, the specific aim of this study was to determine the physical and
chemical properties and performance on the conservation of ground beef second grade.
The study material consisted of glass samples Hibiscus sabdariffa (hibiscus), obtained in
the metropolitan region of Porto Alegre, RS. Two extractions, The alcohol and dye were
made of fresh and dried sepals, subjected to physical and chemical analysis, and also
characterized for pH and titratable acidity. For microbiological evaluation model was the
ground beef plus extracts for the composition treatments simulating the life of study

through the pH observation and counting of mesophilic, observed for nine days, at a
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temperature of 7 ° C £ 1 °C. The results in relation to physical-chemical and nutritional
composition stand out especially the values of dried sepals with protein (7.19 g / 100 g),
total Crude fiber (15.59 g / 100 g), total carbohydrates (76.26 g / 100g) and low lipid
values (0.47 g /100 g). As for the values for the meat model, the pH significantly different
from zero day to the ninth day of the control (5.02 and 7.10) and added to the extract (0.45
and 3.96 + 4.11 £ 0.48). Based on the observations it can be said that the Hibiscus
sabdariffa L. proportions as meat additives, showed antibacterial activity. Among the
ethanolic extracts and hydroethanolic low pH values and the amounts of citric acid

suggested for use in food systems with a view to preserving and flavoring.

Key words: Hibiscus sabdariffa L. (hibisco), Physical and chemical parameters, Flesh
additive.

INTRODUCAO

A espécie Hibiscus sabdariffa L., pertencente a familia Malvaceae, é reconhecida
principalmente pelos céalices de coloracdo vermelha. Provavelmente de origem africana,
também cultivado na india e partes da Asia, América, Australia e possivelmente
introduzido no Brasil pelos escravos. Conhecida como hibisco, e em alguns estados
brasileiros também como quiabo, azedinha, carurd (MG), reselha (BA) e vinagreira (PA,
CE, ES) (ESTEVES et al., 2014).

De coloracdo vermelha e sabor azedo, comumente utilizada na medicina
tradicional por possuir propriedades bioativas, tais como propriedades antitumoral, anti-
inflamatdrias, antibacterianas, atuando como diurético, em distirbios gastrointestinais,
doencas do figado, hipercolesterolemia e hipertensdo (MEHDI et al., 2013; MONROY-

ORTIZ; CASTILLO-ESPANA, 2007).
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Devido a tendéncia mundial voltada ao consumo de produtos naturais, o interesse
nestes produtos tem aumentado significativamente (HUCK e WILKES, 1996), extraidos
de fontes renovaveis, tais como plantas, insetos, algas, etc. Essa tendéncia ao longo dos
anos tem despertado a atencdo das industrias de alimentos e farmacéuticas, as quais
comecam a vislumbrar a possibilidade de explorag&o racional de hibisco como matéria-
prima para elaboracdo de alimentos e como fonte natural de corantes (ASOLKAR et al.,
1992; DUANGMAL et al., 2004), demonstrando assim um grande potencial econémico.

Na culinaria calices e folhas sdo utilizados no preparo de picles, sucos e geleias
(PASTORE JR., 2011), assim como saladas de alto valor antioxidante, vinho, vinagre, no
preparo de doces, xaropes, gelatinas, molhos ou ser consumidos in natura (BRUMMITT,
1992; VIZZOTO et al., 2009). Ainda, os extratos vegetais contribuem para a cadeia
produtiva de plantas medicinais, os quais quando inseridos na industria alimenticia
servem como aditivos alimentares, insumos na industria de bebidas e ingredientes
industriais para o desenvolvimento de alimentos funcionais (SANTOS et al., 2013).

Admite-se a perspectiva do uso de substancias naturais presentes nos aditivos
naturais utilizados no processamento dos alimentos com a finalidade de conservagao
(FREIRE et al., 2011), antioxidantes naturais utilizados em hambdrgueres, alméndegas,
embutidos, desidratados e cortes marinados tem sido objeto de estudo em diversas
pesquisas que empregam matrizes carneas (MARIUTTI et al.,, 2008). Além de
proporcionar beneficios a salde, a utilizacdo de plantas aromaticas e condimentares
atuam realcando o aroma e sabor dos alimentos, tornando-os mais atrativos aos
consumidores (SIMOES et al., 2007).

O estudo da composicéo fisico-quimica nas plantas medicinais tem se mostrado
bastante relevante, uma vez que as plantas podem ser uma fonte alternativa de compostos

energeticos necessarios para manter a saude do corpo (KONIECZYNSKI;
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WESOLOWSKI, 2007). Os extratos obtidos a partir dos calices de hibisco contém
polissacarideos em boas quantidades, além de ser rico em célcio, magnésio, ferro, acidos
como o tartarico, malico, citrico, além de quantidade significativa de fibras alimentares
(VISSOTO et al., 2009).

A Ingestdo ou Dose Diaria Aceitavel (IDA) significa a quantidade maxima de
substancia ou aditivo, que, ingerida diariamente durante a existéncia do individuo, ndo
ofereca risco aparente ou apreciavel a salde, sendo expressa em mg de peso corporal ao
dia (PINTO, 2014). Por sua vez, sdo necessarios dados sobre composicbes de alimentos
para que a populacdo possa consumir equilibradamente os nutrientes de acordo com a
Ingestdo Diaria Recomendada (IDR). Essas composi¢fes sdo importantes para inimeras
atividades, como para avaliar o suprimento e o consumo alimentar de um pais, verificar
a adequacdo nutricional da dieta de individuos e de populagdes, avaliar o estado
nutricional, desenvolver pesquisas sobre as relacfes entre dieta e doenca, em
planejamento agropecuario, na industria de alimentos, além de outras (JUNIOR et al,
2005; LACERDA et al, 2013). Neste proposito estudos desenvolvidos por instituicdes
internacionais como “Food and Drug Administration (FDA)” e o “Codex Alimentarius
(FAO/OMS)”, definem e recomendam o uso de substancias como os Aditivos alimentares
a serem utilizados na formulagdo de alimentos (PINTO, 2014).

Com o objetivo geral de confirmar o uso de Hibiscus sabdariffa, por suas
caracteristicas bioativas e nutricionais, como aditivo na composi¢cdo de produtos
alimentares, principalmente em produtos de origem animal, o objetivo especifico deste
estudo foi determinar as propriedades fisico-quimicas e sua atuacao sobre a estabilidade
de carne bovina moida de segunda qualidade, para amostras obtidas na regido

metropolitana de Porto Alegre, RS.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido nos laboratorios de higiene de alimentos e
bromatologia do Instituto de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), em Porto Alegre, RS.

O material de estudo constituiu-se de amostras de calices Hibiscus sabdariffa L.
(hibisco) fresco, safra 2013/2014, adquiridos de um unico produtor (coordenadas
geograficas 29° 21' 57" S e 50° 48' 57" O) na Feira de Agricultores Ecologistas (FAE) do
municipio de Porto Alegre, RS, Brasil, cultivados sob sistema organico, no contexto da
agricultura familiar, no bairro Lami do mesmo municipio. A amostra foi identificada
botanicamente e encaminhadas como exsicatas para registro no Herbario do
Departamento de Botéanica, do Instituto de Biologia da UFRGS, recebendo os registros
ICN 165039 (acesso Porto Alegre, RS).

Para as andlises fisico-quimicas, foram utilizadas as sépalas dos calices,
desprezando os frutos com as sementes. As extracdes foram feitas com as sépalas frescas
e com as sépalas secas em estufa com circulacdo de ar a 40 °C por 48 horas.

Foram feitas duas extracdes: alcoolatura e tintura. Foi utilizado alcool etilico de
cereais (Farmaquimica®, Porto Alegre) a 96 °GL, na alcoolatura a proporcao de 400 g de
sépalas frescas para 1.000 mL e na tintura (hidroalcoolatura) 100 g de sépalas secas para
1000 mL de alcool a 70 °GL. Apds quinze dias de maceracdo, foram filtradas e
submetidas a destilacdo sob pressdo reduzida em sistema de rotaevaporacao,
desprezando-se a porcdo alcoolica, obtendo-se 0s extratos etandlicos e 0s extratos
hidroetandlicos, respectivamente, de acordo com Farmacopéia (1987).

As sépalas frescas e secas, e 0s extratos etandlico e hidroetanélico foram
submetidos a analises fisico-quimicas para os seguintes parametros: lipidios por extracao

com éter etilico, em aparelho de Soxhlet; cinzas obtidas por incineracdo de uma
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quantidade conhecida da amostra, em forno mufla a 550 °C, até obtencdo de peso
constante; umidade e umidade residual, determinada pela secagem em estufa a 105 °C e
proteinas pelo método Micro-Kjeldahl (utilizando-se o fator 5,75, recomendado para
proteinas de vegetais). A fibra bruta total foi determinadas pelo método de residuo
organico insoluvel aplicavel as partes da planta e extratos, ap6s uma digestao acida e outra
alcalina (AOAC, 2012). Os carboidratos (CHO) totais foram analisados por diferenca
(BRASIL, 2003), calculados de acordo com a seguinte formula: % CHO totais = 100% -
(% umidade + % proteinas + % lipidios + % cinzas totais + % fibras alimentares). A
energia em quilocalorias (kcal) foi calculada pela multiplicacéo dos teores de CHO totais,
proteinas e lipidios pelos fatores 4,4 e 9 (kcal/g), respectivamente. A energia em
quilojoules (kJ) foi determinada pela multiplicacdo da energia em kcal pelo fator 4,2
(CARVALHO et al., 2002).

Os extratos foram fragmentados em diferentes concentragdes (6,25 %, 12,5 %,
25 % e 50 %), e caracterizados quanto ao pH e a acidez total titulavel (ATT). A ATT com
solucdo padrdo de NaOH 0,1N e o resultado expresso em gramas de &cido citrico/100g e
ml gastos NaOH 0,IN %; o pH foi determinado por leitura direta pelo método
potenciométrico, com peagametro (AB15 pH meter Accumet®), previamente calibrado
com solucGes tampéo pH 4,0 e 7,0 (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

A amostra de carne bovina moida de segunda qualidade utilizada foi adquirida, na
condigdo de consumidor, em um estabelecimento varejista do municipio de Porto Alegre,
RS.

A amostra carnea, foi acrescida dos extratos na concentragdo de 50 % constituindo
0S seguintes tratamentos: Tratamento Controle - sem adicdo de extrato; T1 — 20 % de
extrato etanolico; T2 — 30 % de extrato etandlico; T3 — 20 % do extrato hidroetandlico e

T4 — 30 % do extrato hidroetandlico de Hibiscus sabdariffa. Nestes Tratamentos a carne
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foi acondicionada em frascos de vidro e homogeneizados manualmente por um tempo
total de 2 minutos, totalizando 3 frascos de 200 g por tratamento.

Simulando o estudo da vida util esses tratamentos foram observados nos tempos
0,1, 2,3,6¢e9dias, atemperatura de 7 °C £1 °C, através dos indicadores pH e contagem
de microrganismos mesofilos aerébios.

O pH foi determinado segundo metodologia descrita por AOAC (2012), na qual
10 gramas da amostra, foram homogeneizadas com 100 mL de &gua destilada. A medida
do pH foi determinada em triplicata, em potenciémetro (pH meter pH-208®), utilizando
eletrodo de vidro, inserido no centro da amostra carnea, sendo previamente calibrado com
pH 4,0 e pH 7,0.

Na contagem total de bactérias mesofilas aerobias segundo Brasil (2003) foram
semeadas a partir das diluicdes 107 até 10, em duplicata, 1 mL em placas de Petri
estéreis utilizando-se a técnica de semeadura em profundidade Pour plate, empregando-
se 0 meio PCA (OXOID®) previamente fundido e mantido em banho Maria (DELEO®) a
46°C. As placas foram homogeneizadas no sentido horério e anti-horério para a
distribuicdo uniforme do crescimento das colbnias e, apds solidificacdo, incubadas em
posicdo invertida a 36 + 1 °C por 48 horas para contagem de mesofilos. Apds o devido
periodo foram contadas todas as coldnias, em placas que continham entre 20 e 200
coldnias. O resultado foi o numero de col6nias contadas multiplicado pela diluicdo,
expresso em UFC/g™.

Para saber se houve diferenca significativa entre as varidveis, os dados da
avaliagéo fisico-quimica foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as medias
comparadas entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia utilizando o

programa estatistico “SAS (Statistical Analysis System) para Windows 9.0”.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios dos parametros fisico-quimicos e valores energéticos,
realizados nas sépalas frescas e secas, e nos extratos etanolico e hidroetandlico de hibisco,
obtidos a partir da média dos valores estdo apresentados na Tabela 1.

Na caracterizacao das sepalas frescas e secas, a méedia de proteina (g/100 g) foi de
0,76 e 7,19, respectivamente, diferindo significativamente entre si (p<0,05). Esta
diferenca pode ser explicada pela concentracdo de proteina no produto seco. Ndo foram
detectados valores nos extratos quanto a este parametro. JUNG & KIM (2013) que
analisaram o po6 de hibisco e encontraram teores de proteinas de 7,17 g/100 g, valores
semelhantes ao encontrado no presente estudo para a sépala seca do hibisco. A proteina
bruta deste estudo foi em média 6% superior aos valores relatados por SHRAWAN et al.
(2011).

A quantidade de lipidios estimada nos extratos diferiram significativamente entre
si (p<0,05) em relacdo as sépalas frescas e secas. Sendo que o extrato etandlico apresentou
a menor quantidade de lipidios, estando inferior aos valores encontrados pela pesquisa de
JUNG & KIM (2013), onde o valor constatado foi de 0,77 g/100 g. Os baixos teores de
lipidios constatados nas sépalas e seus respectivos extratos, sugere seu emprego pela
industria alimenticia para alimentos saudaveis e de baixo contetdo caldrico concordando
com OLIVEIRA et al. (2013) que estudaram alternativas para formulacGes de produtos
carneos mais saudaveis.

O teor de umidade encontrado nas sépalas secas 8,15 g/100 g foi préximo ao
encontrado por ELHASSAN et al. (2014) em estudo realizado para padronizar a matéria
prima vegetal quanto a caracteristicas de pureza, descrevendo o contetdo de umidade nao
superior a 8,5%. Os valores encontrados na presente pesquisa foram inferiores aos

encontrado por ABOU-ARAB et al. (2011) e CID-ORTEGA & GUERREIRO-
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BELTRAN (2014) que foram de 12,81 % e 9,18 a 9,25 g/100 g, respectivamente, para
umidade do p6 dos célices. O teor de umidade das plantas medicinais e/ou condimentares
afeta a qualidade e seguranga dos alimentos, uma vez que o maior teor de umidade
presente pode resultar na deterioracdo e diminuicdo do tempo de prateleira (ELHASSAN
etal., 2014).

Ap0s a incineracdo das sépalas frescas e secas, e 0s extratos, as sépalas secas
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) maior quanto ao valor obtido de cinzas
totais de 6,44 g/100 g. Estes valores apresentam-se inferiores aos dados de ABOU-ARAB
et al. (2011) e ASHAYE (2013) em 11,24% e 8,97 %, respectivamente. Tais diferencas,
entre umidade e cinzas totais, podem ser atribuidas as condic¢Ges (tempo e temperatura)
de secagem empregados nas sépalas, ou ainda devido a fonte da amostra (AMEH et al.,
2009).

Quanto aos teores de fibra bruta e carboidratos totais obtidos por diferenga, houve
diferenca significativa (p<0,05) na planta analisada. Esses teores foram elevados para as
sépalas secas 15,59 e 76,26 g/100 g, respectivamente. Essas quantidades foram superiores
quando comparadas as descritas por ABOU-ARAB et al. (2011) que encontraram 11,17
% de fibra bruta e 69,62 % de carboidratos totais por diferenca em célices secos de
hibisco. A composicdo dos calices secos referenciados, apresentou algumas diferencas
que podem ser devido aos fatores abi6ticos naturais como variedade genética e tipo de
solo (CATHERINE & PACKER, 2003). Tendo em vista a consideravel concentracao de
fibra nos calices secos, RODRIGUEZ et al. (2006) relataram a eficiéncia das fibras
alimentares para 0 gerenciamento da funcdo do intestino, a partir de sua integridade e
funcdo absortiva, manutencdo da barreira intestinal e a normalizacdo da microflora

intestinal. De acordo com ARAUJO et al. (2009), as propriedades funcionais das fibras
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sdo determinadas pela inter-relagdo entre estruturas e caracteristicas fisico-quimicas do

vegetal.

TABELA 1 - Valores médios (g/100g) dos parametros fisico-quimicos das sepalas e de
extratos de sepalas de Hibiscus sabdariffa L..

Parametros Sépalas Extratos
Fisico-quimicos Fresca Seca Etandlico Hidroetandlico
Proteina +DP 0,76 +0,108! 7,19 +0,35% nd? nd
Lipidios +DP 0,42 +0,038 4,7 +0,058 0,10 +0,02¢ 0,67 0,037
Umidade +DP 85,00 0,668 8,15 +0,91¢ 94,50 +0,66" 89,86 +0,7748
Cinzas +DP 0,70 +0,068 6,44 0,424 0,38 +0,128 0,64 +0,068
FT3 1,49 +0,008 15,59 +0,048 - -
CHO* 3,39 £2,014 76,26 +0,758 - -
VET® (keal/100g) 20,35 +7,35A 338,00 +3,508 - -
VET® k1100) 85,48 30,874 1419,60 +14,69° - -

Valores na linha, seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si (P>0,05) pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade; ?Valores ndo detectados; Os resultados sdo expressos como média + desvio-padrao
(DP) das triplicatas; *FT= fibra total; “CHO= carboidratos totais por diferenca; >VET= valor energético
total médio em kcal/100g; 8VET= valor energético total médio em kJ/100g. — N&o aplicavel.

Ao avaliar-se os extratos obtidos, em diferentes concentracdes (6,25%, 12,5%,
25% e 50%), quanto ao pH e acidez total titulavel (ATT) e obtiveram-se os resultados
descritos na Tabela 2.

Na caracterizacdo dos extratos etandlico e hidroetandlico, os valores de pH
apresentaram-se semelhantes para ambos extratos, nas concentragcdes aplicadas, néo
diferindo significativamente entre si (p>0,05). O valor médio de pH obtido foi 2,41 e 2,49
para o extrato etanolico e hidroetandlico, respectivamente. Estes valores estdo de acordo
com JUNG et al. (2013) que constatou o indice de 2,49. Porém pouco maior que os valores
2,16 a 2,17 obtidos por CID-ORTEGA & GUERREIRO-BELTRAN (2014).

Os valores de ATT indicaram diferenca significativa (p<0,05), entre os extratos e
as concentracdes. Observa-se que a medida que a concentracdo dos extratos aumenta a

quantidade de acido citrico acompanha esta tendéncia.
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TABELA 2 - Caracteristicas fisico-quimicas dos extratos etandlico e hidroetandlico
Hibiscus sabdariffa L. em diferentes concentracdes.

Extratos (%0) Caracteristicas Fisico-quimicas
ATT ATT
pH (g de &cido citrico/100g) (mlI NaOH
0,1N%)
6,25 2,571 +0,15 0,192 +0,03 2,652 +0,40
b b
Extrato 12,5 2,372+0,02 0,35° £0,05 4,98°+0,73
Etandlico 25 2,312+0,07 0,66¢ +0,07 9,5¢+0,94
50 2,408+0,02 1,264 +0,05 17,349+1,45
6,25 2,562+0,02 0,54¢ +0,02 7,66¢+0,04
Extrato 12,5 2,472+0,09 0,81f+0,03 11,57+0,11
Hidroetandlico
25 2,492+0,09 1,549 +0,02 24,69+0,39
50 2,452+0,17 3,05" +0,05 44 4h+1 31

Valores na coluna, seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si (P>0,05) pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade; Os resultados séo expressos como média + desvio-padréo (DP) das triplicatas.

O comportamento do pH nas unidades experimentais carneas contendo extratos
etanolico e hidroetandlico de Hibiscus sabdariffa L. na concentracdo de 50%, pode ser
visualizado na Tabela 3.

Quando analisado comportamento do Tratamento Controle, observa-se, quanto ao
periodo de armazenamento (dia 9), o aumento de pH, o que se assemelha aos estudos de
CONCEICAO & GONCALVES (2009) e ARREGUY BAPTISTA et al. (2013) que
avaliando carnes moidas, encontraram pHs superiores a 6,5, ou seja, impréprias para o
consumo.

Até a 32 verificacdo houve diferenca estatistica significativa (p<0,05), entre todos
os tratamentos levando-se em consideracdo as proporcoes de extratos utilizadas. Sendo
que é possivel notar que ao 9° dia ambos tratamentos destoaram do tratamento controle,
permaneceram com o pH ao redor de 4,0. Esses parametros podem ser associados a

caracteristica de conservacao, visto que o pH influencia na velocidade das reacdes
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enzimaéticas e no desenvolvimento de microrganismo segundo apontam NESPOLO et al.
(2015). Concordando com TERRA & BRUM (1998), pHs acima de 6,4 apontam o inicio
do processo de decomposicdo da carne.

Conforme os resultados obtidos, apds o emprego dos extratos como aditivo
carneo, notam-se que o Tratamento T4 destaca-se significativamente (p<0,05), ao longo
das verificagGes. Sendo que as medidas de pH ficaram compreendidas entre 3,51 a 3,63,
relativamente menores aos valores 5,31 a 6,08 obtidos por STEFANELLO et al. (2015)
que utilizaram o extrato hidroetandlico de cogumelo do sol (Agaricus blazei Murril) em
tratamentos com carne suina. Observaram ser efetivo quanto a diminuicdo do pH para
todos os tratamentos, quando adicionado na concentragdo de 2,0 %, contribuindo com a
conservacao do alimento estendendo sua vida Util.

Ainda ao se observar a Tabela 3, analisou-se a evolugdo dos microrganismos
mesofilos aerébios durante o periodo de armazenamento das unidades experimentais
carneas.

Verifica-se que no inicio da anélise, dia zero, todos os Tratamentos com exce¢do
do T4 apresentaram uma contagem inicial de bactérias mesoéfilas aerdbias semelhante,
> 1x108 UFC/gt. Quanto ao periodo de armazenagem, somente na 42 verificagdo foram
observadas diferencgas significativas (p<0,05) quanto ao crescimento de microrganismos
mesofilos aerdbios entre os extratos em relacdo ao controle. Embora a legislacdo
brasileira (BRASIL, 2001) ndo estabeleca limites de tolerancia para o grupo de
microrganismos mesofilos aerdbios, populacdes elevadas desse grupo representa
qualidade higiénico-sanitaria deficiente, muitas vezes por ma qualidade da matéria-prima
aliada a tempo e temperatura de estocagem inadequados. Quando populagdes de bactérias
mesofilas ultrapassam 10° UFC/g, a vida de prateleira deste produto torna-se

comprometida (FORSYTHE, 2013). Assim, corroborando com KOBLITZ (2011)
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analisando as contagens de bactérias mesofilas, € interessante notar que ambos extratos
foram eficazes até o 6° dia de armazenamento a temperatura de refrigeracéo a 7 °C +1 °C,
significativamente diferentes do controle que a partir do 3° dia de verificagcdo se torna
impréprio para consumo.

Levando-se em consideragdo os diferentes extratos, etandlico e hidroetandlico, é
possivel observar que ndo existe diferenca significativa entre esses aditivos quanto aos
seus efeitos antibacterianos, notando-se diferengas entre as propor¢des empregadas
desses extratos. Analisando estes resultados, pode-se afirmar que o processo de secagem
contribui com a armazenagem da planta visando sua posterior utilizacdo (BADKE et al.,
2011) devendo-se, durante este processo, evitar alteracGes considerdveis, como
temperatura, nos principios ativos do vegetal.

Destaca-se menores contagens, em valores absolutos, para o tratamento T2 que
foi mais eficiente na inibicdo dos mesodfilos aerdbios. Este maior efeito antibacteriano
pode ser observado nas amostras carneas aditivadas com propor¢fes mais elevadas de
extrato. Sugerindo, ser o fator limitante, para a conservacdo da carne moida de segunda
qualidade. Estudando o efeito antibacteriano de extratos vegetais de espécies de hortela,
ROCHA et al. (2014) observaram que houve diferencas significativas em relacdo as
maiores proporgdes de extrato, que reduziram significativamente a taxa de crescimento
promovendo a inibicdo relativa do desenvolvimento bacteriano. Esta inibicdo foi
diretamente proporcional as concentrac¢des utilizadas, concordando com NASCIMENTO
et al. (2013).

Embora possam ser encontrados na literatura alguns relatos descrevendo a
eficiéncia antibacteriana dos recursos naturais (plantas) frente a agentes patogénicos e/ou

deteriorantes em alimentos, a nosso conhecimento, a acdo dos extratos etanolicos e
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hidroetandlicos de Hibiscus sabdariffa em produtos carneos ndo foi anteriormente
documentada.

TABELA 3 - Valores de pH e contagem dos mesofilos aerdbios de tratamentos contendo
carne bovina moida com extratos de Hibiscus sabdariffa L. a 50 %.

Periodo em dias

Testes Tratamentos 0 1 2 3 6 9
Controle | 5,008 | 5.22%® | 506" | 504~ | 6,08C | 7,100
T1 445A | 4635 | 424°C | 43200 | 4350 | 436%
pH T2 403~ | 435% | 413 | 414 | 420C | 4,310
T3 3869% | 300% | 300 | 413® | 400® | 414
T4 351°%A | 359°AC | 357%AC | 379% | 3,72%8C | 3,63
Controle | 5,.4x10%~ | 6,3x10° | 7,3x10°°C | L,OX10™® | 2,0x107€ | 7,3x107*
T1 3,3x10%A | 1,7x105%® | 1,6x105%® | 161058 | 1,6x10%08 | 2,1x100%
MSSF(’ijéos T2 2,7x10%A | 1,1x10%® | 1,0x105% | 4,9x105°C | 5,5x10%C | 1,0x10°%%
T3 1,5x10%A | 1,8x10%A | 1,1x10%A | 3,9x100%8 | 3,2x10%08 | 2,9x107%C
T4 9,0x105A | 6,8x105 | 2,2x105%C | 2,2x105%C | 2,9x10%C | 2,0x10°%C

T1 (80:20% Extrato etandlico); T2 (70:30% Extrato etanolico); T3 (80:20% Extrato Hidroetanélico) e T4
(70:30% Extrato Hidroetandlico). Valores correspondentes a média de trés repetigdes. Letras mindsculas
diferentes sobescritas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre o tratamento em relacdo aos
diferentes. Letras mailsculas diferentes sobescritas na mesma linha indicam diferenca significativa entre
os tratamentos em relacdo a cada dia para a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (<0,05).

CONCLUSOES

Ao que se refere a composicdo fisico-quimica, as amostras de Hibiscus sabdariffa
L. apresentaram valores relevantes do ponto de vista nutricional, destacando-se a sepalas
secas guanto aos altos teores de proteina, fibras e carboidratos totais e 0s baixos teores de
lipidios.

Dentre os extratos etandlico e hidroetandlico os baixos valores de pH e as
quantidades de &cido citrico sugerem a utilizacdo em sistemas alimentares com vistas a
conservacao e condimentacdo.

Assim, os resultados obtidos indicam a viabilidade técnica do uso de extratos de

Hibiscus sabdariffa para prolongar a vida de prateleira do modelo carneo proposto.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito antibacteriano dos extratos etanolico e
hidroetandlico de Hibiscus sabdariffa L. a diferentes concentragdes e sua aplicagdo como
aditivo alimentar sobre a estabilidade de carne moida bovina. Nas analises
microbioldgicas, foram utilizadas as sépalas dos calices, secas e frescas, para as extracoes.
Foram desafiados Staphylococcus aureus e Escherichia coli padrfes. Para a determinacao
da atividade antibacteriana, in vitro, foi utilizado o teste de diluicdo com base na técnica
do sistema de tubos multiplos. A amostra de carne, foi elaborada com diferentes
concentragfes dos extratos vegetais e posteriormente inoculadas com as bactérias,
preparadas nas densidades populacionais de 10* a 108 UFC.mL observando-se o efeito
antibacteriano. A amostra foi observada também quanto aos parametros de pH e contagem
de microrganismos mesofilos. Os testes in vitro, considerando-se os indculos padroes,
acarretaram efeito antibacteriano homogéneo com relagdo a concentragcdes e 0s tempos
de contato, assim como a reducdo das densidades populacionais bacterianas. Ha o declinio
de pH e estabilidade na multiplicacdo dos microrganismos mesofilos. A utilizacdo dos
extratos de hibisco, em diferentes proporcées, assegura a qualidade microbiolégica por
seu efeito benéfico como aditivo céarneo.

Palavras-chave: Hibiscus sabdariffa L., microrganismos deteriorantes e patogénicos,
vida de prateleira.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the antibacterial effect of ethanol extracts of
Hibiscus sabdariffa L. and hydroethanolic at different concentrations and its use as a food
additive on bovine ground meat stability. Microbiological analysis, the sepals of the
chalices were used, dry and fresh for the extractions. They were challenged
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Staphylococcus aureus and Escherichia coli standards. For the determination of the
antibacterial activity in vitro, we used the dilution test based on the technique of multiple
tube system. The meat sample was made with different concentrations of plant extracts
and subsequently inoculated with the bacteria prepared at densities 10* at 108 UFC.mL
observing the antibacterial effect. The sample was also observed as the pH parameters
and mesophilic count. In vitro tests, considering the standard inoculum, resulted
homogeneous antibacterial effect with respect to concentrations and contact times, as well
as the reduction of bacterial population densities. There is the decline of pH and stability
in the multiplication of mesophilic. The use of hibiscus extract, in different proportions,
ensures the microbiological quality for its beneficial effect as meat additive.

Keywords: Hibiscus sabdariffa L., spoilage and pathogenic microrganisms, shelf life.

INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais no Brasil emerge como uma alternativa terapéutica,
consideravelmente influenciada pelos povos indigenas, pelas tradi¢Ges africanas e pela
cultura europeia trazida pelos colonizadores (Lacerda et al., 2013). O pais possui enorme
biodiversidade de plantas com agdo medicinal, onde calcula-se existir cerca de 55.000,
ou seja, 20 % do total de espécies no mundo (IBGE, 2015).

O Hibiscus sabdariffa L. (hibisco), pertencente a familia malvaceae, contendo
mais de 200 géneros com cerca de 2.300 espécies de plantas. E um arbusto herbaceo
anual, medindo em torno de 1,52 a 5m de altura. Trata-se de uma espécie de facil
reconhecimento pelo calice e epicélice carnosos de coloracdo vermelha até vinacea.
Provavelmente de origem africana, também cultivado em &reas da india, Asia, América
e Australia possivelmente introduzido no Brasil pelos escravos. Conhecida como hibisco,
quiabo-de-angola, azedinha, carurd, roselle e vinagreira. Cultivada em varias partes do
mundo com fim alimenticio (Esteves et al., 2014).

Estudos sugerem que a parte da planta considerada mais importante sdo os calices
formados pelas sépalas que cercam o fruto. Os diferentes extratos obtidos a partir dos
calices de hibisco sdo conhecidos por conter constituintes quimicos, incluindo, alcaloides,
acido L-ascorbico, &cido citrico, antocianinas e flavonoides, podendo ser aplicados como
conservantes alimentares (Peter et al., 2014).

Staphylococcus spp. é uma bactéria esférica (coco) Gram-positiva, existente no
ar, na poeira, na agua, na carne ou nos equipamentos de processamento de alimentos, nos
seres humanos e nos animais, sendo estes dois Ultimos os principais reservatorios do

agente (Germano e Germano, 2011). Staphylococcus aureus pode ocorrer em diversos
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alimentos, sendo necessario entre 10° e 108 unidades formadoras de coldnia e/ou de 1 ug
de toxina por grama de alimento para se iniciarem os sintomas clinicos, incluindo ndusea,
vOmito, espasmo abdominal e, ocasionalmente, diarreia (Jay, 2005).

A Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa, anaerdbica facultativa, faz parte
do grupo Enterobacteriaceae. E encontrada, normalmente, nos intestinos dos animais e
do homem. Representa 80% da flora intestinal aerdbia, sendo eliminada nas fezes, o que
propicia a contaminagdo dos solos e das aguas (Germano e Germano, 2011). As cepas
patogénicas, por exemplo, nas infecgdes enterohemorragicas e enteroinvasivas, doses de
10 células ou menos, podem causar enfermidades graves, enquanto a E. coli
enterotoxigénica requer um ndmero de células estimado em 10® a 10% para causar
enfermidade (Forsythe, 2013).

A industria de carnes € uma das principais do setor de alimentos, dados da Food
and Agriculture Organization (FAQO) indicam que a producdo bovina de carnes alcancou
292 milhdes de toneladas em 2010 (IBGE, 2014).

Os métodos de conservacgdo se baseiam ndo s6 na diminuicdo da intensidade de
acao dos elementos deteriorantes, mas também na modificacdo das condi¢fes necessarias
a vida microbiana, tornando o substrato um meio inadequado aos microrganismos (Silva
Jr., 2013). O emprego da acidificagdo na conservacao dos alimentos é um método efetivo,
uma vez que os principais patégenos de origem alimentar se multiplicam melhor em pH
neutro. O estresse acido pode ser utilizado como meio conservante, interferindo na
reducdo da multiplicacdo das células bacterianas (Forsythe, 2013).

A contagem de bactérias mesdfilas aerdbias € utilizada como indicador geral de
populacbes bacterianas em alimentos e superficies, avaliando a qualidade do produto,
condicdes de processamento e a vida de prateleira, definida como o tempo transcorrido
desde a producdo e a embalagem do alimento até o ponto que se torna inaceitavel para o
consumo (Forsythe, 2013).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito antibacteriano dos extratos etanolico e
hidroetandlico de Hibiscus sabdariffa L. a diferentes concentracdes e sua aplicagdo como
aditivo alimentar sobre a estabilidade de carne moida bovina, durante armazenagem sob

refrigeracao.

MATERIAL E METODOS
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Os experimentos foram desenvolvidos nos laboratorios do Centro de Ensino,
Pesquisa e Tecnologia de Carnes (CEPETEC) da Faculdade de Veterinaria e no Instituto
de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos (ICTA) ambos da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), em Porto Alegre, RS.

O material de estudo constituiu-se de amostras de calices Hibiscus sabdariffa L.
(hibisco) fresco, safra 2013/2014, adquiridos de um U(nico produtor (coordenadas
geogréficas 29° 21' 57" S e 50° 48' 57" O) na Feira de Agricultores Ecologistas (FAE) do
municipio de Porto Alegre, RS, Brasil, cultivados sob sistema organico, no contexto da
agricultura familiar, no bairro Lami do mesmo municipio. A amostra foi identificada
botanicamente e encaminhada como exsicatas para registro no Herbario do Departamento
de Boténica, do Instituto de Biologia da UFRGS, recebendo o registro ICN 165039.

Para as analises microbioldgicas, foram utilizadas as sépalas dos calices,
desprezando os frutos com as sementes. As extracdes foram feitas com as sépalas frescas
e com as sépalas secas em estufa com circulagdo de ar a 40 °C por 48 horas.

Foram feitas duas extracOes: alcoolatura e tintura (hidroalcoolatura) de acordo
com o preconizado pela Farmacopéia Brasileira (1987).

Foram desafiadas duas linhagens bacterianas padrdo ATCC (American Type
Culture Collection), uma Gram-positiva: Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e uma
Gram-negativa: Escherichia coli (ATCC 11229) provenientes da colecdo - bacterioteca
do Laboratdrio de Higiene do Instituto de Ciéncias e Tecnologia dos Alimentos/UFRGS
mantidas em meio Nutrient Agar (OXOID®), reativadas em infusdo de cérebro e coragio
BHI (OXOID®) & 36 °C +1 °C por 18 a 24 horas de incubagdo aerébia para atingir
concentragdo >1,0 x 10® unidades formadoras de colonias (UFC.mL).

A avaliacdo da concentracao inicial foi realizada através da técnica de microgota
(Romeiro, 2008). Foram realizadas diluicbes seriadas até a diluicdo 1078, sendo a
contagem de microrganismos viaveis e o valor final obtido da média das contagens das
gotas triplicadas avaliadas biometricamente, segundo Cavalli-Sforza (1974).

Para a determinacdo da atividade antibacteriana foi utilizado o Teste de Diluicdo
(Deutsche..., 1980) com base na técnica do sistema de tubos multiplos, modificada por
Avancini et al. (2008); Wiest et al. (2009), tubos de ensaio contendo 4,5 mL de meio de
cultura BHI caldo, 4,5 mL dos diferentes extratos nas concentragdes 6,25, 12,5, 25 e 50

expressas em % (v/v), posteriormente desafiadas com 1 mL dos inoculos padrdes.
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Os resultados da atividade antibacteriana foram representados por variaveis
ordinais arbitrarias, valores de 9 a 1, sendo que o valor de 9 (nove) representa a atividade

maxima dos extratos e 1 (um) a ndo-atividade (Tab. 1).

Tabela 1. Representacdo dos valores ordinais arbitrarios de intensidade de atividade
atribuidos as variaveis da Atividade Antibacteriana e suas correspondentes diluicdes e
doses infectantes dos indculos.

Variaveis ordindrias arbitrarias de

9 8 7 6 5 4 3 2 1 intensidade de atividade antibacteriana

**UFC.mL — diluigGes de in6culo
inibidas ou inativadas pelos extratos

. , 3 : ) s 5 UFC.mL — doses infectantes inibidas ou
10 10 10 10 10 10 10 10t na inativadas pelos extratos

10 1072 103 104 105 106 107 108 *na

*n.a: auséncia de atividade antibacteriana;
**UFC.mL: Unidades Formadoras de Coldnias por mL.

A amostra de carne moida bovina de segunda qualidade utilizada, foi adquirida na
condicdo de consumidor, em um estabelecimento varejista do municipio de Porto Alegre,
RS. Realizou-se analises quanto a presenca de Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
em triplicatas para comprovar a qualidade inicial do produto.

Indculos de S. aureus e E. coli foram preparados nas densidades populacionais de
10* a 108 UFC.mL conforme observacdes de Barbosa et al. (2009) sendo estes utilizados
para inoculacdo nas amostras de carne moida bovina em teste.

Para preparacdo dos tratamentos, as unidades experimentais céarneas foram
elaboradas em diferentes concentracbes dos extratos vegetais e posteriormente
contaminados com os indculos bacterianos. As unidades experimentais pesaram 200 g no
total, sendo assim constituido o tratamento TE5 %: 180 g de carne moida, 10 mL de
extrato etandlico e 10 mL de cada densidade populacional de indculo bacteriano,
individualmente. O TH5 %: 180 g de carne moida, 10 mL de extrato hidroetandlico e 10
mL de cada densidade populacional de in6culo bacteriano, e assim sucessivamente para
os tratamentos: TE10 %, TE15 %, TE20 %, TH10 %, TH15 % e TH20 %.

Foram elaborados 3 kg de produto, totalizando 15 frascos de 200 g por tratamento,
homogeneizados e acondicionados separadamente. As unidades experimentais foram
mantidas em frascos de vidro, permanecendo durante 24 horas sob refrigeracdo a
temperatura de 7 °C.

Para as analises bacterioldgicas, foi utilizada a metodologia preconizada na
Instrucdo Normativa n°® 62, de 26 de agosto de 2003, do MAPA que oficializa os Métodos
Analiticos para Analises Microbioldgicas para Controle de Produtos de Origem Animal
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e Agua (Brasil, 2003). Para a quantificagdo de S. aureus, foi utilizado o método de
contagem Spreadplate foram transferidas de cada diluicdo aliquotas de um 0,1 mL do
indculo para placas de Petri, em duplicata, esterilizadas contendo o meio Baird Parker
enriquecido com solucéo de gema de ovo com telurito de sodio (KASVI®) (Brasil, 2003).

Para a deteccdo de E. coli, realizou-se metodologia descrita acima com
modificagOes. A quantificagdo de E. coli foi realizada utilizando como meio de cultura o
Chromocult Coliform Agar (MERCK®) com substrato cromogénico, sendo o indculo
incubado a temperatura de 36 °C por 24 horas. Apos este periodo, efetuou-se a contagem
das col6nias tipicas de E. coli com coloracédo azul escura.

A amostra carnea ja descrita acima, foi acrescida dos extratos constituindo os
seguintes tratamentos: TO - controle sem adicao de extrato; T1 - 20% de extrato etan6lico;
T2 - 30% de extrato etandlico; T3 - 20% do extrato hidroetandlico e T4 - 30% do extrato
hidroetanolico de hibisco. Nestes Tratamentos a carne foi acondicionada em sacos
plasticos estéreis e homogeneizadas em aparelho Stomacher, totalizando 3 frascos de
200 g por tratamento.

Simulando o estudo da vida Util esses tratamentos foram observados nos tempos
0,1, 2, 3, 6 e9dias, a temperatura de 7 °C, através das dos indicadores pH e contagem
de microrganismos mesofilos aerébios.

O pH foi determinado segundo metodologia descrita por AOAC (2012), com uso
de potencidmetro (PHmeter pH-208®), utilizando eletrodo de vidro, inserido no centro da
amostra carnea, sendo previamente calibrado com pH 4,0 e pH 7,0.

Na contagem total de bactérias mesdfilas aerdbias segundo Brasil (2003) utilizou-
se a técnica de semeadura em profundidade Pour plate, empregando-se 0 meio PCA
(OXOID®). A andlise estatistica das avaliagBes antibacterianas e fisico-quimica foi
realizada utilizando-se os procedimentos da estatistica descritiva. Como foi observado
que os dados ndo obedeciam a um padrdo de normalidade, a analise entre as variaveis foi
efetuada utilizando-se o teste de associacdo ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, ao nivel
de 5% de significancia empregando o programa estatistico “SAS (Statistical Analysis

System) for Windows 9.0”, para as trés repeti¢oes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos in vitro, levando em consideracéo os indculos bacterianos,

os tempos de confronto e os extratos de hibisco nas diferentes concentragcbes sé&o
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observados na Tab. 2, ao comparar os inoculos bacterianos testados quanto a classificagdo
“gram” nao foi possivel observar seletividade na agdo antibacteriana quanto a composi¢ao

da parede celular, ndo sendo fator limitante para atuagdo dos extratos.

Tabela 2. Atividade de extratos Hibiscus sabdariffa, sobre Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, em diferentes concentragdes e tempos de contato.

Atividade antibacteriana dos extratos

STAPHYLOCOCCUS AUREUS (ATCC) ESCHERICHIA COLI (ATCC)

Extrato Etandlico Extrato Hidroetanolico Extrato Etanolico Extrato Hidroetanolico

24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72
horas horas horas | horas horas horas | horas horas horas | horas horas horas

Concentragao
(%)

6 25 1|0aB 1|0aB 110aB 2’3aB 2’3aB 1’7aB Z,OaB 2’0aB 2’0aB 2’3aB 2’0aB 2’3aB
125 6,7% 874 90° [ 90 90 90% [ 80 87» §7» | §7A 9,0 9,0%
25 9,04 9,04 9,04 [ 9,004 9,0 9,0 [ 9,04 9,0 9,04 | 9,04 9,04 9,04
50 9,084 9,084 903 [ 90 90 90% [ 90 9,04 9,0 | 904 9,04 9,0

9 a l=valores arbitrarios que representam a intensidade atividade dos extratos sobre densidades logaritmicas
populacionais (média de trés repeticdes). 9= atividade sobre a maior densidade populacional e 1= ndo atividade. Letras
minusculas diferentes sobescritas na mesma linha indicam diferencas significativas entre os tempos para a andlise ndo
paramétrica de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade. Letras mailsculas diferentes sobescritas na mesma coluna
indicam diferenca significativa entre as concentracdes pela analise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis, a 5% de
probabilidade.

Evidencia-se que os extratos nas concentracfes 12,5, 25, e 50 % possuem efeito
antibacteriano sobre os indculos bacterianos (p<0,05), e quando observada a concentracéo
de 6,25 % nota-se nenhuma ou praticamente nenhuma atividade para ambos indculos. Foi
marcadamente homogéneo o resultado da atividade com relacdo a concentracdes e 0s
tempos de contato frente aos dois inoculos.

Nota-se que no teste estatistico utilizado, o tempo de confronto influenciou na
atividade do extrato etandlico sobre S. aureus unicamente na concentragéo 12,5 %, sendo
significativamente menor (p<0,05) nas primeiras 24 horas, aumentando sua acgdo
antiestafilococica quanto maior o tempo de contato nas 48 e 72 horas posteriores, atuando
sobre uma maior densidade populacional, agindo sobre 10° passando a 108 UFC.mL.

Percebendo-se que esta homogeneidade ocorreu independente do extrato.

Observa-se haver marcada semelhanca na atividade das solu¢des da planta quando
obtidas através dos extratos etandlico ou hidroetandlico. No ponto de vista pratico,
significa que a logistica de armazenamento da planta permite a conservagdo através do
processo de secagem, ndo influenciando na sua atividade frente os inoculos in vitro.

Os resultados da acdo antibacteriana dos extratos frente a S. aureus e E. coli nos
diferentes tratamentos, em relacdo as densidades populacionais nas amostras carneas,

estdo apresentados na Tab. 3.
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Tabela 3. Atividade antibacteriana de diferentes concentragdes de extratos de Hibiscos
sabdariffa em modelo carneo contaminado experimentalmente com diferentes densidades
populacionais de Staphylococcus aureus e Escherichia coli padrdo

Doses infectantes Staphylococcus aureus UFC.g

Tratamentos 100 100 100 107 10°
TEs% 3,0x10%A 4,4x10%bA 4,6x105A >1,0x105¢dA >1,0x1059A
TE10% 5,6x10%4A 1,6x10%bA 1,1x105beA 8,1x105dA >1,0x1089A
TEis% 4,5x102%A 4,2x10%0A 2,9x10%0cA 1,6x105¢dA >1,0x1064A
TE20% <2,0x10%4 2,2X103abA 3,6X10%0cA 3,3x10%9A >1,0x1089A
THs% 2,5x10%4 6,3x103aA 3,3x103bcA 9,1x10%cdA 5,5x10%A
THaio0% <2,0x10%4 7,6x1028bA 2,6x1030cA 5,1x10%dA 1,7x10%¢A
THasw <2,0x10%4 7,9x102abA 7,7X103bcA 9,0x10%cdA 1,2x10%0A
TH20% <2,0x10%4 3,9x102abA 2,6X103bcA 2,6x10%4cdA 4,9x1054A

Doses infectantes Escherichia coli UFC.g
TEs% 4,0x102%4 6,9x103abA 7,1x10%0cA 4,6x1059A >1,0x1064A
TE10% 1,9x10%A 2,1x103abA 1,0x10%cA 1,2x105¢dA >1,0x1064A
TEa5% 1,5x10%4 1,9x10%0A 5,7x10%cA 2,3x105¢dA >1,0x10689A
TE20% 2,1x10%4 4,3x10%bA 3,9x10%0cA 5,9x105¢4A >1,0x1064A
THsw% 3,5x10%4A 5,5x103abA 5,9x10%0cA 7,6x1059A >1,0x1064A
THio% 2,1x10%4 5,3x103A 5,8x104eA 2,2x105¢dA >1,0x10689A
THas% 1,6x10%A 6,3x103aA 7,1x10%0cA 1,0x105¢dA 6,4x105A
TH20% 7,3x10%4A 6,2x103aA 2,9x10%0cA 1,4x10%dA 1,1x10%¢A

TE (Tratamento Etandlico: 5, 10, 15 e 20 %); TH (Tratamento Hidroalcoolico: 5, 10, 15 e 20 %). Valores UFC.g que
representam a atividade antibacteriana (média de trés repeticdes). Letras minGsculas diferentes sobescritas na mesma
linha indicam diferencas significativas entre as doses infectantes em relagdo ao mesmo extrato, para mesma bactéria,
na andlise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade. Letras mailsculas diferentes sobescritas na
mesma coluna indicam diferenca significativa entre os extratos em relacdo a mesma dose infectante, para mesma
bactéria, pela analise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade.

Observando a atividade especificamente do extrato etandlico em confronto com
S. aureus para os tratamentos entre 15 e 20 % observa-se comportamento semelhante
reduzindo até dois niveis logaritmicos (UFC.g) para ambas densidades populacionais
testadas, havendo diferenca significativa (p<0,05) conforme a dose infectante em teste.

S. aureus em alimentos carneos pode ser um indicativo de condic¢des higiénico-
sanitarias inapropriadas sendo uma bactéria procedente principalmente de manipuladores
de alimentos, podendo a carga bacteriana de 10° UFC.g, significar risco epidemioldgico,
porque essa quantidade é compativel com a producdo de toxina termoestavel em
concentracdo suficiente para a ocorréncia de surtos de intoxicacdo alimentar
estafilococica (Forsythe, 2013). Estes valores foram utilizados como parametros de
limitagdo microbiologica para as unidades experimentais carneas avaliadas, sendo 0s
valores de 10* UFC.g considerados a especificacdo microbioldgica maxima toleravel para
os tratamentos, tendo em vista a inexisténcia na determinacdo deste padréo na legislacéo

especifica para esta matéria-prima.
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A acdo antibacteriana dos tratamentos hidroetandlicos (TH) apresenta valores
semelhantes (p>0,05), reduzindo até trés niveis logaritmicos (UFC.g) as doses infectantes
iniciais de S. aureus. Nestes confrontos observa-se uma eficacia relevante, superior em
relacdo aos tratamentos etandlicos (TE), para as mesmas doses infectantes testadas.

Ao compararmos os tratamentos TE15 e TH5 % frente doses infectantes iniciais
de 10° e 107, respectivamente, os tratamentos apresentam a reducdo para niveis seguros
de 10* UFC.g, levando em consideracéo a possivel inexisténcia de toxinas em 24 horas
de contato. Forsythe (2013) destaca que 0 numero minimo de microrganismos passiveis
de causar toxinfeccdo € dependente da espécie envolvida, das condi¢des intrinsecas do
alimento, e a fatores relacionados ao ambiente.

Cabe ressaltar que doses infectantes patogénicas tdo elevadas (>10° UFC.g) sdo
dificeis de serem encontradas normalmente em alimentos, sem que as caracteristicas
organolépticas estejam comprometidas pela acdo dos microrganismos (Silva Jr., 2013).

O comportamento dos extratos (Tab. 3) frente a E. coli foi dose-dependente
(p>0,05). A acdo antibacteriana, reduziu praticamente em todos os tratamentos dois niveis
logaritmicos, a partir da mesma dose infectante inicial. Quanto ao numero de E. coli,
observa-se a eficicia dos extratos agindo sobre 108 UFC.g, em todos tratamentos
(p>0,05), reduzindo ao limite microbioldégico de 10* UFC.g. Demostrando uma
homogeneidade constante em relacéo a a¢do antibacteriana.

A alta contagem de coliformes fecais ndo € necessariamente indicativo de
enfermidade, sendo necessario doses acima de 10° UFC.g para provocar doenca,
dependendo da classe envolvida, das condi¢des intrinsecas do alimento e fatores
ambientais. Entretanto, sdo considerados indicadores sanitarios notaveis por apontarem
contaminacdo fecal, manipulacdo inadequada, higiene insatisfatoria e possivel presenca
de microrganismos patogénicos no alimento (Germano e Germano, 2011).

Observa-se que o tratamento TH20 % apresenta uma maior redugdo das UFC.g,
quando relacionado aos demais tratamentos e as maiores doses infectantes. 1sso pode ser
explicado pelo fato, quanto maior a proporcdo de extrato, maior € a quantidade de
compostos antibacterianos presentes, para o teste. Concordando com Hyldgaard et al.
(2012) que estudando O6leos esséncias sugerem ser necessarias dosagens em
concentracdes elevadas, a fim de alcancar a atividade antimicrobiana suficiente para

conservacao dos alimentos.
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Com relacdo aos inoculos bacterianos em todos os tratamentos percebeu-se que
0s extratos promoveram uma maior atividade sobre S. aureus, que foi mais sensivel na
maioria dos casos, em comparagéo com E. coli.

O comportamento do pH nas unidades experimentais carneas contendo extratos

etanolico e hidroetandlico de hibisco, pode ser visualizado na Tabela 4.

Tabela 4. Comportamento do pH e contagem de microrganismos mesofilos aerdbios
(UFC.g) em tratamentos contendo extratos de Hibiscus sabdariffa.

Periodo em dias

Testes Tratamentos 0 1 2 3 6 9
T0 aA bA aA A A dA
(controle) 5,02 5,22 5,06 5,04® 6,08¢ 7,10
pH T1 4,188 4,3008 4,038 4,098 4,16%8 4,238
T2 3,51 3,920¢ 3,65¢C 3,69¢dC 3,774 3,900
T3 3,360 3,342 3,470 3,810 3,75¢%C 3,681D
T4 2,89 2,952E 3,020 3,24 3,24¢D 3,09
(ConTt?m &) 5,4x10%A  6,3x10%A  73x100A 1 Ox1Q7dA 2,0x107eA 7,3x107A
Mesofilos T1 3,2x108A 2 3x1089A 2 3x106PA  1,2x106cAB 1,2x106¢AC 1,2x106AC
UFCg T2 11x10%A  43x10%A  4,5x10%A  14x1058  65x10%B  63x10%B
T3 0,1x10%A  1,7x106PA  3,3x106A  3,4x108¢AB 3 5x1Q6AC 3 5x1Q6AC
T4 2,0x10%A 1 4x10%A  12x10%°A  1,0x105bB 2,1x105BC 2 3x1Q5BC

T1 (80:20 % Extrato etan6lico); T2 (70:30 % Extrato etandlico); T3 (80:20 % Extrato Hidroetandlico) e T4 (70:30 %
Extrato Hidroetandlico). Valores correspondentes a média de trés repeti¢des. Letras minUsculas diferentes sobescritas
na mesma linha indicam diferencas significativas entre o tratamento em relagdo aos diferentes dias para a analise ndo
paramétrica de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade. Letras maiusculas diferentes sobescritas na mesma coluna
indicam diferenca significativa entre os tratamentos em relagdo a cada dia para a anélise ndo paramétrica de Kruskal-
Wallis, a 5% de probabilidade.

Na andlise da atuacdo do TO (controle), nota-se, no periodo final do
armazenamento (dia 9), o aumento de pH, o que se assemelha ao estudo de Arreguy
Baptista et al. (2013) que avaliando carnes moidas, encontraram pH superiores a 6,5, ou
seja, improprias para 0 consumo. Segundo Jay (2005) o inicio da degradacédo da carne é
acompanhado por um aumento no pH. Este aumento nos valores de pH durante
armazenamento provavelmente deve-se a atividade proteolitica, processo este que
aumenta a pressdo osmética do meio em consequéncia da degradacdo das proteinas e a
reorganizacdo intramolecular destas moléculas que determinam modificacdes nas suas
cargas eletricas conforme Lawrie (2005).

Na utilizacdo dos extratos como aditivo carneo, na primeira leitura (tempo zero)
houve um decréscimo significativo (p<0,05) imediato atingindo valores de pH inferiores
a 5,0 para todos os tratamentos em comparagdo ao TO (controle). Este fato pode ser

atribuido a acidez dos extratos empregados em diferentes proporgdes, onde segundo
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Juven et al. (1994) a poténcia antimicrobiana dos componentes extraidos do vegetal
também depende do pH.

Foi possivel observar que, & medida que se aumenta a propor¢do do aditivo,
diminui o pH da carne. Os tratamentos com adicao dos extratos hidroetanolicos (T3 e T4)
apresentaram 0s menores valores de pH, em comparacdo aos demais tratamentos.
Segundo Forsythe (2013) a acidificagdo € um método de conservacgéo bastante empregado
em alimentos, sendo efetivo, uma vez que os principais patdgenos de origem alimentar se
multiplicam melhor em pH neutros. Desta forma, no 2° dia todos os tratamentos
apresentaram valores de pH proximos a 4,0, que se mantiveram constantes durante os 9
dias de avaliagdo, podendo contribuir na conservacdo do alimento, afetando a
multiplicacdo de microrganismos patogénicos e/ou deteriorantes. Considerando que o
crescimento de S. aureus e E. coli, bactérias mesofilas, pode apresentar-se na faixa
minima de pH compreendida entre 4,2 a 4,3 conforme relatado por Silva jr. (2013).

A evolugdo dos microrganismos mesofilos aerdébios durante o periodo de
armazenamento das unidades experimentais carneas € mostrada na Tab. 4.

Verifica-se que no inicio da analise, dia zero, o TO (controle) e os tratamentos T1
e T2 apresentaram uma contagem inicial de bactérias mesofilas semelhante, >1x10°
UFC.g, as quais foram superiores aos tratamentos T3 e T4. No entanto, em rela¢do ao
periodo de armazenagem até o 2° dia de analise ndo ha diferenca estatistica (p<0,05) entre
todos os tratamentos.

Apbs o dia zero de armazenagem até o 9° dia de analise, os tratamentos T1 e T3
n&o diferiram estatisticamente (p>0,05), com uma contagem préxima a 108 impedindo a
evolucdo bacteriana quando comparados, no mesmo periodo, ao TO (controle). Os valores
iniciais detectados de bactérias mesofilas sdo considerados elevados, demonstrando uma
duvidosa qualidade higiénico-sanitaria da matéria-prima.

Embora a legislacéo brasileira (Brasil, 2001) ndo estabeleca limites de tolerancia
para o grupo de microrganismos mesofilos aerébios, populacdes elevadas desse grupo
representa qualidade higiénico-sanitaria deficiente, muitas vezes por ma qualidade da
matéria-prima aliada a tempo e temperatura de estocagem inadequados. Quando
populaces de bactérias mesofilas ultrapassam 10° UFC.g, a vida de prateleira deste
produto torna-se comprometida (Forsythe, 2013). Assim, corroborando com Silva jr.
(2013) analisando o pH e contagem de bactérias mesdfilas, a partir do 3° dia verifica-se

gue TO (controle) se torna impréprio para consumo.
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A partir do 3° dia os tratamentos T2 e T4 apresentam um efeito antibacteriano
significativo (p<0,05) em relacdo ao TO (controle), reduzindo a niveis aceitdveis a
contagem inicial bacteriana, se mantendo praticamente estaveis até o 6° dia de verificagao,
quando o tratamento T2, apresentou uma queda de aproximadamente um nivel
logaritmico, ndo diferindo estatisticamente do tratamento T4. Demonstrando similaridade
entre os extratos etanolico e hidroetanolico, sugerindo, ser o fator limitante, a utilizagao
das maiores propor¢oes dos aditivos (extratos) para a conservagio da carne moida.

Este decréscimo na contagem de bactérias mesofilas deve-se aos compostos
bioativos presentes nos aditivos naturais e também ao abaixamento do pH durante o
armazenamento. A composi¢do dos extratos vegetais utilizados depende de vérios fatores
como o momento da colheita da planta, variedade, a parte do vegetal utilizada, e 0 método
de extracdo (Hyldgaard et al., 2012).

CONCLUSOES

A atividade antibacteriana in vitro dos extratos etanolicos e hidroetandlicos de
hibisco apresentou-se distinta em relacdo a concentracdo dos extratos. Na concentragédo a
50% foram os que apresentaram melhor eficacia antibacteriana.

A acéo antibacteriana dos extratos foi dose-dependente em relacdo as diferentes
densidades populacionais de S. aureus e E. coli. O extrato hidroetandlico foi que
apresentou maior potencial quando observado a reducdo da UFC.g na presenca de carne
moida.

A utilizacdo dos extratos nas diferentes proporcdes influenciou na reducéo do pH
da carne moida, havendo interacéo entre o periodo de armazenamento e o pH.

Os tratamentos mais eficazes foram o T2 e T4 contendo 30% de extrato
hidroetandlico. Sendo T4 capaz de reduzir as contagens em 2,5 Log/g ao 9° dia de

verificagao.
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7 - CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista a seguranca alimentar e nutricional em produtos que
contenham matéria prima carnea de origem bovina, principalmente, em
alimentos que possam servir como alternativa para a agricultura/agroindustria
familiar de pequeno porte. Este estudo demonstrou que os extratos etandlico e
hidroetandlico de Hibiscus sabdariffa L., podem ser usados como aditivos fonte
de polifendis, antocianinas e antioxidantes naturais.

Levando-se em consideragdo a composicao fisico-quimica dos extratos
de Hibiscus sabdariffa L. recomenda-se a utilizacdo como fonte de proteina,
fibras e carboidratos totais, e de minerais, K, Ca e Mn por apresentarem valores
relevantes para a funcdo biologica e como fonte de nutricdo, podendo ser
aplicados em produtos carneos.

Os resultados obtidos permitem afirmar que os baixos valores de pH e as
quantidades de acido citrico sugerem a utilizacdo dos extratos Hibiscus
sabdariffa L., em propor¢des, por contribuirem com a atividade antibacteriana,
mostrando-se promissores nos estudos que visam a obtencdo de novos
antimicrobianos alimentares com vistas a conservagao da matéria prima.

Como recomendacéo sugere-se a utilizacdo dos extratos de Hibiscus
sabdariffa L. como aditivo conservante carneo, em diferentes propor¢des, por
seu efeito antibacteriano nesse alimento, sendo capaz de prolongar a vida de
prateleira da carne. Seu uso deve ser moderado em niveis aceitaveis pelos
consumidores e que este procedimento ndo deve ser utilizado como Unico meio
de conservacdo de alimentos. Vale salientar que estudos futuros sao
necessarios, em particular sobre aceitacdo dos extratos etandlicos e

hidroetandlicos como aditivo no alimento testado.
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(MALVACEAE)
Familia Nome Nome Habito Habitat | Origem | N°ICN
Botanica Cientifico Popular
MALVACEAE | Hibiscus | Vinagreira, | Arbustivo | Quintal | América | 165039
sabdariffa | azedinha
L.

MATERIAL EXAMINADO:

Nome Cientifico: Hibiscus sabdariffa L.

Material

examinado: Hibiscus sabdariffa: ARGENTINA. Corrientes,

dep.

Mburucuya, 3.V.1964, A. Krapovickas y C.L. Cristobal 11423. BRASIL. RIO
GRANDE DO SUL, Viamao, Centro Agricola Demonstrativo (CAD), 9.111.2004,
V.F. Kinupp, 2908., Lami, Porto Alegre, 11.VI. 2010, Vera Lucia ICN (165039).
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