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RESUMO

Os embutidos apresentam composi¢ao rica em proteinas, lipidios e ferro que os
tornam passiveis de sofrerem oxidagao, ocasionando alteragbes sensoriais negativas.
Desse modo, os aditivos se tornaram aliados dos produtos processados. Porém, ha
hoje uma preocupag¢édo mundial com escolhas de alimentos considerados saudaveis,
seguros e naturais. Além disso, o uso de conservantes sintéticos, como os
antioxidantes, tém sido questionados, devido a estudos que indicam associagcdo com
desenvolvimento de doencgas. Isso levou a pesquisa pelo uso de aditivos naturais.
Nesse trabalho foi investigado a associagao de diferentes solventes com as técnicas
de EUA e shaker a fim de alcangar um extrato de Coffea canephora rico em
antioxidantes. Foram testados 10 solventes (agua, solugcédo etandlica 34,2% (ET
34,2%), e 8 solventes eutéticos naturais sintetizados com diferentes combinag¢des
entre cloreto de colina, acido acético, acido citrico, acido latico e glicose), gerando 20
tratamentos. Dos 20 extratos, o etandlico (ET) 34,2% e agua sob agitacéo
proporcionaram os extratos com maior teor de fendlicos totais usando o método de
Folin Ciocalteau e potencial antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP, sendo
observado extratos com atividade antioxidante estavel mesmo extraidos de graos de
café verde armazenados sob congelamento por periodo de um ano. Os extratos
selecionados foram aplicados no produto carneo cozido linguiga tipo calabresa. As
formulacdes se deram por meio da aplicagao dos extratos aquoso e etandlico secos
por atomizagdo em propor¢des de 0,3% e 0,8% (EA 0,3%, EA 0,8% e EE 0,3% e EE
0,8%, respectivamente) e uma formulagao padrao (P) (eritorbato de sédio 0,1%) para
controle. As amostras foram analisadas quanto a composicdo quimica e aceitagao
sensorial pelo teste de escala hedbnica e intengao de compra, cor, pH, atividade de
agua (Aw) e estabilidade oxidativa pelo método TBARS (substancias reativas ao
acido. 2-tiobarbiturico) durante 60 dias (com intervalo de 15 dias) de armazenamento
a 21 °C £ 1. Nao houve diferenca significativa (p < 0,05) na composigdo centesimal
das amostras, estando todas de acordo com a legislacdo vigente. Durante o
armazenamento as amostras diferiram significativamente (p < 0,05) para cor,
apresentando maiores valores de L*, a* e b* para a amostra P. Apds 60 dias as
formulagdes apresentaram pH entre 6,01 a 6,15, com excecéo de EE 0,8%, que
apresentou pH 5,58 (p < 0,05). Todas as amostras apresentaram reducao da Aw e
diferenca significativa (p < 0,05) nos valores de TBARS, sendo EE 0,8% (0,09 mg/Kg)
e EE 0,3% (0,12 mg/Kg) com menor oxidagéo lipidica, seguida das amostras EA 0,3%
(0,21 mg/Kg), EA 0,8% (0,26 mg/Kg) e P (0,45 mg/Kg), mas todas dentro dos
parametros recomendados para o produto. A média de aceitagao na analise sensorial
em escala de 9 pontos foi acima de 7 para todas as amostras (p < 0,05). Portanto, a
aplicagao de extrato aquoso ou etandlico de café canéfora verde obtido de extracéo
em shaker, secos por atomizagao, nas proporcoes de 0,3 a 0,8% sao uma alternativa
viavel para a substituicdo de antioxidantes sintéticos em produto carneo linguiga tipo
calabresa, podendo se estender o uso a outros produtos carneos cozidos de
composicao similar. O uso de solventes eutéticos profundos se mostraram
promissores, no entanto podem ser explorados em outras composi¢coes e condi¢des
de extracao afim de se obter melhores resultados.

Palavras-chave: clean label; Coffea canephora; oxidagdao; embutidos; solventes
eutéticos profundos.



ABSTRACT

Sausages have a composition rich in proteins, lipids and iron that make them
susceptible to oxidation, causing negative sensory changes. In this way, additives have
become allies of processed products. However, today there is a worldwide concern
with food choices considered healthy, safe and natural. In addition, the use of synthetic
preservatives, such as antioxidants, has been questioned, due to studies that indicate
an association with the development of diseases. This led to the search for the use of
natural additives. In this work, the association of different solvents with the US and
shaker techniques was investigated in order to achieve an extract of Coffea canephora
rich in antioxidants. Ten solvents were tested (water, ethanolic solution 34.2% (ET
34.2%), and 8 natural eutectic solvents synthesized with different combinations of
choline chloride, acetic acid, citric acid, lactic acid and glucose), generating 20
treatments. Of the 20 extracts, ethanol (ET) 34.2% and water under agitation provided
the extracts with the highest total phenolic content using the Folin Ciocalteau method
and antioxidant potential by the DPPH, ABTS and FRAP methods, with extracts with
stable antioxidant activity being observed even extracted from green coffee beans
stored under freezing for a period of one year. The selected extracts were applied to
the cooked sausage meat product. The formulations were given through the
application of spray-dried aqueous and ethanolic extracts in proportions of 0.3% and
0.8% (EA 0.3%, EA 0.8% and EE 0.3% and EE 0. 8%, respectively) and a standard
formulation (P) (0.1% sodium erythorbate) for control. The samples were analyzed for
chemical composition and sensory acceptance by the hedonic scale test and purchase
intention, color, pH, water activity (Aw) and oxidative stability by the TBARS method
(substances reactive to acid. 2-thiobarbituric acid) for 60 days (with an interval of 15
days) of storage at 21 °C + 1. There was no significant difference (p < 0.05) in the
centesimal composition of the samples, all of which were in accordance with current
legislation. During storage, the samples differed significantly (p < 0.05) for color, with
higher values of L*, a* and b* for the P sample. After 60 days, the formulations had a
pH between 6.01 and 6.15, with exception of EE 0.8%, which presented pH 5.58 (p <
0.05). All samples showed a reduction in Aw and a significant difference (p < 0.05) in
TBARS values, with EE 0.8% (0.09 mg/Kg) and EE 0.3% (0.12 mg / Kg) with lower
lipid oxidation, followed by samples EA 0.3% (0.21 mg/Kg), EA 0.8% (0.26 mg/Kg) and
P (0.45 mg/Kg), but all within the recommended parameters for the product. The
average acceptance in the sensory analysis on a 9-point scale was above 7 for all
samples (p < 0.05). Therefore, the application of aqueous or ethanolic extract of green
canephora coffee obtained from extraction in shaker, dried by spraying, in proportions
of 0.3 to 0.8% are a viable alternative for the replacement of synthetic antioxidants in
meat product pepperoni type sausage, the use of which may be extended to other
cooked meat products of similar composition. The use of deep eutectic solvents
showed promise; however, they can be explored in other compositions and extraction
conditions in order to obtain better results.

Keywords: clean label; coffea canephora; oxidation; sausages; deep eutectic solvents.
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1 INTRODUGAO

O consumo de proteina animal vem aumentando globalmente e espera-se que
esse crescimento continue, especialmente na Asia. Esse crescimento é resultante de
uma combinacado de renda e crescimento populacional, especialmente em paises
asiaticos e latino-americanos com grandes classes médias. De modo geral, os niveis
de consumo nas regides desenvolvidas ja sao altos, mas a demanda por carne
continua aumentando a medida que a carne se torna mais acessivel em alguns paises
(USDA, 2023). No geral, a carne e seus derivados séo altamente pereciveis, fazendo-
se necessario o uso de aditivos para manté-los seguros por mais tempo. Conforme
explicam Honorato et al. (2013), os avangos conquistados pela industria quimica
trouxeram inumeros beneficios nesse sentido para a industria alimenticia, que passou
a contar com um numero elevado de aditivos de grau alimenticio, capazes de manter
a qualidade inicial dos alimentos por longo periodo de armazenagem.

Destaca-se a utilizacdo de aditivos com atividade antioxidante, que é a
capacidade de um composto inibir a degradacdo oxidativa (POLJSAK; KOVAC;
MILISAV, 2021), considerando que a oxidacdo € uma das principais causas de
deterioragdo da carne (BOEIRA et al., 2020). Entre os compostos antioxidantes, tem-
se 0s naturais e os sintéticos, sendo estes ultimos os mais utilizados e de maior
aproveitamento, devido a acessibilidade e estabilidade (BOEIRA et al., 2020).

O uso de antioxidantes sintéticos € uma pratica comum quando se refere a
produtos de origem animal (HONORATO et al., 2013; OSWELL; THIPPAREDDI,
PEGG, 2018). Contudo, seu uso tem sido alvo de grandes preocupag¢des em relagao
a seguranga, pois estudos tém apontado a possibilidade de atividades toxicas para
saude do consumidor, como efeitos mutagénicos e carcinogénicos (BOEIRA et al.,
2020).

Por conta disso, 0 uso dessas substancias sintéticas tem sido questionado e,
inclusive, em alguns paises seu uso ja foi restringido. Consequentemente, a pesquisa
por novos antioxidantes mais seguros e, preferencialmente, naturais, que possam ser
usados para substituir os produtos quimicos artificiais, € um importante avanco para
a industria de alimentos (GREMSKI et al., 2019). Entre os estudos tem sido explorada
a possibilidade do desenvolvimento de antioxidantes naturais para utilizagdo em
produtos carneos, principalmente nos embutidos, em substituicdo aos sintéticos (DE
OLIVEIRA et al., 2018).
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Varios ingredientes de origem vegetal, como especiarias, frutas e residuos da
industria de alimentos tém sido avaliados como potenciais aditivos alimentares. Em
produtos alimenticios, os extratos vegetais séo utilizados principalmente na tentativa
de prevenir a oxidacao de lipidios e proteinas e/ou inibir o crescimento bacteriano e
de leveduras, no intuito de proporcionar prote¢ao contra sua deterioragcao (BOTSARIS
et al., 2015). Seus efeitos antioxidantes e antimicrobianos tém sido principalmente
correlacionados com seu alto conteudo fendlico, mas também os fitoquimicos puros
como acidos fendlicos, flavonoides, diterpenos e tocoferdis tém sido testados como
aditivos naturais em produtos carneos. E embora o café seja reconhecidamente rico
em polifendis, poucos estudos abordam suas propriedades antioxidantes
incorporadas a outros alimentos (FALOWO; FAYEMI; MUCHENJE, 2014; TOMOVIC
etal., 2017).

O grao de café é a semente produzida pelo fruto maduro do cafeeiro, € uma
das commodities agropecuarias mais importantes, sendo a segunda bebida mais
consumida em todo mundo. As espécies mais cultivadas sdo Coffea canephora
(Robusta) e Coffea arabica (Arabica), apesar do arabica ser responsavel por 60% de
toda produgdo mundial a variedade robusta possui maiores teores de acidos
clorogénicos e cafeina (ITC, 2011; PAIVA et al., 2018; SCHOUTEN et al., 2021). O
café se destaca devido a variedade de bioativos presentes em sua composicao, entre
esses componentes muitos sao classificados como fendlicos, como exemplo os acidos
clorogénicos e acido cafeico, responsaveis por exercer atividade antioxidante, inibindo
a reacao em cadeia dos radicais livres. Outros metabolitos secundarios do café
também sao descritos como inibidores do processo oxidativo (CASTRO et al., 2018).

Contudo o processo de torra, no qual o café é submetido industrialmente
confere mudancas em sua composi¢cao devido a reagao de Maillard formando
melanoidinas, responsaveis pela coloragdo escura, aroma e sabor caracteristico da
bebida, embora essa substancia contenha propriedades redutoras da oxidac&o, no
geral a torrefacao reduz significativamente o teor de acidos clorogénicos diminuindo a
capacidade antioxidante no geral. Além disso o café verde apresenta maior viabilidade
para incorporacdo em alimentos, com menor alteragdo dos aspectos sensoriais
(BUDRYN; NEBESNY, 2012; OPITZ et al., 2017). Fetsch (2021) obtiveram resultados
positivos em relacdo a estabilidade oxidativa e aceitacdo sensorial na aplicagao de

extrato de café verde em produto carneo cru linguica tipo toscana.
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Existem varias técnicas de extragao utilizadas para recuperar compostos
antioxidantes de fontes naturais e organicas. Para obtencdo de extrato de café,
existem varios estudos buscando otimizar a extracdo de antioxidantes, como por
exemplo a extragdo com o emprego de EUA (SEVERINI; DEROSSI; FIORE, 2017;
FETSCH, 2021). Entre os métodos de extragdo de compostos bioativos em geral, os
tratamentos com agua quente e solventes organicos como etanol, muitas vezes com
diferentes proporgdes de agua, sado considerados mais seguros e, por isso, sao as
técnicas de extragdo mais utilizadas (KIM et al., 2016, DABETIC et al., 2020). No
entanto, ha preocupacao, devido alguns solventes organicos serem inflamaveis,
pouco biodegradaveis, téxicos e volateis (DABETIC et al., 2020). Na busca por
solugdes, a extragdo verde surgiu como uma das questdes-chave na pesquisa e
desenvolvimento cientifico e industrial, originando uma nova geragédo de solventes,
denominada de solventes eutéticos profundos (CHANIOTI; TZIA, 2018). Geralmente
sao compostos por uma mistura de dois componentes baratos e seguros: um aceptor
de ligacdo de hidrogénio, geralmente cloreto de colina, e um doador de ligacdo de
hidrogénio, como aminoacidos, acidos carboxilicos, agucares, entre outros, em estado
sélido. Tais componentes formam uma mistura eutética com ponto de fusao inferior
ao de cada componente individual (CHANOTI; TZIA, 2018), sendo que alguns estudos
mostram que solventes eutéticos a base de cloreto de colina demonstraram ter alta
capacidade estabilizadora para compostos fendlicos (DABETIC et al., 2020).

Portanto, considerando a necessidade do desenvolvimento de solugdes para
atender a demanda dos consumidores por produtos mais saudaveis, a industria
carnea busca substituir os aditivos sintéticos, em especial os antioxidantes, por
antioxidantes naturais efetivos. Desta forma, estudos que contribuam para a
otimizacdo das condicdes ideais de obtencdo de extratos ricos em compostos
bioativos do café, para futura aplicagcao em produtos alimenticios s&o importantes para

a inovacao deste setor.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a eficiéncia de diferentes solventes na capacidade de extragdo de
compostos antioxidantes do Coffea canephora verde para posterior aplicagdo em
produto carneo cozido e verificar o impacto sensorial no produto e efeito antioxidante

dos mesmos durante a vida util.

2.2 Objetivos especificos

. Analisar as amostras de Coffea canephora e Coffea arabica e
caracterizar, avaliando o percentual de umidade, cinzas, cor e padronizacao
granulométrica para posterior extragao;

. Avaliar a estabilidade dos graos de Coffea canephora sob congelamento
a -18 °C por 1 ano, em relacéo a capacidade antioxidante dos extratos obtidos;

. Comparar a extracdo dos graos de Coffea canephora, assistida por
banho ultrassénico ou agitacdo constante em diferentes solventes, tais como agua,
solugao etandlica e solventes eutéticos profundos naturais;

. Determinar o teor de fendlicos totais pelos métodos de Folin-Ciocalteau,
dos extratos liquidos;

. Determinar a atividade antioxidante pelos métodos ABTS+e, DPPH e
FRAP dos extratos liquidos;

. Secar os extratos mais promissores por atomizacao e avaliar o extrato
seco quanto ao conteudo de compostos bioativos e atividade antioxidante

. Avaliar a atividade antioxidante dos extratos secos obtidos em
comparagao com antioxidante sintético (Eritorbato de sddio);

. Elaborar produto carneo cozido linguiga tipo calabresa com antioxidante
do extrato de café verde e antioxidante sintético (eritorbato de sodio) para
comparagao;

. Analisar a composicao centesimal das amostras (proteina, extrato
etéreo, carboidratos, cinzas e umidade) e avaliar a qualidade microbioldgica das
amostras conforme legislagao vigente para linguiga calabresa;

. Avaliar nos produtos elaborados o efeito dos extratos de café
empregados sobre as caracteristicas de cor (parametros L*, a* e b*), pH e Aw durante

vida util;
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. Avaliar a oxidac3o lipidica através das Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbiturico (TBARS) durante a vida util dos produtos;
. Avaliar sensorialmente as diferentes formulagdes utilizando escala

heddnica estruturada e intengéo de compra.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Carne suina

A industria suinicola brasileira vem se superando ano apds ano, com seus
indices técnicos conquistando taxas continuamente melhores. A suinocultura nacional
conquistou uma posigao expressiva no comércio internacional, tanto do ponto de vista
econbmico, quanto em relacdo ao desenvolvimento social atribuido a cadeia
produtiva. E importante ressaltar que este esforco ndo teria resultado em
desenvolvimento econdmico e social se nao estivesse associado aos avangos
significativos na saude animal, que permitissem oferecer ao mercado as garantias
exigidas pelos paises importadores, que é o que garante a credibilidade dos produtos
no mercado internacional (ANUNCIATO; PAES, 2016; USDA, 2023).

Dados da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA, 2022),
baseados em informagbes da Associagao Brasileira de Proteina Animal (ABPA) de
2021, indicam que o Brasil possuia, em 2020, 1.970.611 matrizes alojadas, com 4.436
milhdes de toneladas de carne suina produzidas (ocupando o 4° lugar mundial). Esses
dados apontam um aumento de 11,37% na produgao nacional em relagao a 2019. Do
total da produgéo, 77% se destinam ao mercado interno (consumo de 16 kg de carne
per capita) e 23% a exportacdo, o que representa 1.024 milhdo de toneladas
exportadas (4° lugar mundial). Em comparag¢ado com o ano anterior, houve 36,53% de
aumento na exportagdo (EMBRAPA, 2022).

Mesmo que o Brasil esteja expandindo a produgdo de carne suina, seu
consumo interno € muito baixo quando comparado a outros paises como China e EUA
(ITO; GUIMARAES; AMARAL, 2016). Ou seja, apesar de a carne suina ser a mais
consumida no mundo, no Brasil seu consumo perde para as carnes bovina e de
frango, ainda que a producgado brasileira desta carne seja majoritariamente para
consumo interno (ITO; GUIMARAES; AMARAL, 2016).

Atribui-se o fato por existirem alguns mitos no pais, sobre a carne suina, ainda
a serem quebrado, como a associagdo da carne suina a uma fonte de proteina
extremamente gordurosa, mas € evidente que a carne consumida no passado nao
apresenta as mesmas caracteristicas das produzida hoje (ANUNCIATO; PAES, 2016).
Para que a suinocultura brasileira se desenvolvesse, produtores e especialistas
investiram na evolugao genética dos suinos nas duas ultimas décadas, o que

promoveu uma reducao de 31% da gordura da carne, 10% do colesterol e 14% de
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calorias, tornando a carne suina brasileira mais magra e nutritiva (ANUNCIATO;
PAES, 2016).

3.1.1 Caracteristicas da Carne Suina

A carne suina possui composi¢ao variavel conforme o corte ou musculo,
principalmente quanto ao conteudo de gordura e proteina (Quadro 1). Por exemplo,
0s principais cortes sem gordura de cobertura possuem teor de proteina acima de
18%, baixa quantidade de gordura e conteudo de energia e de colesterol bastante
reduzidos. Esses fatores colocam a carne suina como uma importante fonte de
proteina para alimentacdo humana. Em geral, a relag&o proteina: agua na carne suina
€ igual ou menor a 0,3, sofrendo variagées conforme o conteudo de gordura da carne.
Da mesma forma, seu conteudo de colesterol varia de 60 (nos cortes mais magros) a
80mg (em cortes mais gordos) de colesterol/100 g de carne (BERTOL; OLIVEIRA,;
SANTOS FILHO, 2019).

Quadro 1- Composigao centesimal e conteudo de colesterol e das principais vitaminas e
minerais dos principais cortes de carne suina crua

Corte!
Paleta Pernil Lombo Filé mignon | Paleta, parte superior | Ponta da costela
(10072) (10010) (10040) (10060) (10084) (10088)
Agua (%) 72,63 72,90 73,62 76,00 74,31 59,75

Proteina (%) 19,55 2048 2199 20,95 18,73 15,47
Gordura (%) 7.14 541 371 2,17 571 23,40
Energia (cal/100 g) 148 136 127 109 131 277
Colesterol (mg/100 g) &7 68 69 65 60 80

Vitamina B1 - tiamina (mg/100 g) 0,884 0,875 0,510 0,998 0,558 0,319
Vitamina B2 - riboflavina (mg/100 g) 0,314 0,228 0,198 0,342 0,384 0,251
Niacina (mg/100 g) 4275 5.338 6934 6.684 4.387 4.662
Vitamina B6 - piridoxina (mg/100 g) 0,415 0,500 0,742 0,777 0,521 0,574
Vitamina B12 (ug/100 g) 0.84 071 0.50 0,51 0,91 0,38
P (mg/100 g) 202 229 220 247 202 141

K (mg/100 ) 341 369 362 399 339 242

Fe (mg/100g) 1,22 1,01 0.65 0,98 120 0,91
Zn(mg/100g) 3.14 227 186 1,89 3,36 2,50
Na (mg/100 g) 76 L 58 53 65 81

1 Corte sem gordura, exceto para a ponta da costela.
Fonte: USDA (2018 apud BERTOL; OLIVEIRA; SANTOS FILHO, 2019)

Segundo Bertol, Oliveira e Santos Filho (2019), conforme as recomendagdes
dietéticas da American Heart Association, o consumo de colesterol deve estar abaixo
de 300 mg/dia. Tendo como base esse parametro, o consumo de 100 g de carne suina

representa 20% a 27% deste valor. No geral, a gordura suina possui alta proporgéo
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de acidos graxos monoinsaturados, tendo como principal representante o acido oleico,
seguido pelos acidos graxos saturados e, por ultimo, em menor proporgao, estao poli-
insaturados, predominantemente do tipo 6mega-6. O conteudo de carboidratos da
carne suina é muito baixo, assim como o de minerais, sendo a soma de ambos ao
redor de 1% do total. Em relagdo a composig¢do de minerais € considerada importante
fonte de zinco (Zn), selénio (Se), fosforo (P), potassio (K), ferro (Fe) e sédio (Na). A
carne suina € uma importante fonte de vitaminas do complexo B, sendo uma das
principais fontes de tiamina (B1), além de étima fonte de vitamina Bes e conter vitamina
E, embora possa ocorrer variagdo no conteudo destes nutrientes em raz&o dos cortes
provenientes de diferentes animais e cocgao, dependendo da temperatura, mas em
geral a retengdo é maior do que 50%. Segundo a National Nutrient Database for
Standard Reference (USDA, 2018), a carne suina também é importante fonte de
vitaminas B2, B12 e niacina.

Por sua qualidade nutricional e sabor agradavel, a carne suina pode ser
utilizada de variadas formas, inclusive para fabricacdo de embutidos, como é o caso
das linguicas. A técnica de produgdo de embutidos veio para o Brasil trazida
principalmente por migrantes italianos e portugueses, que a trouxeram com o intuito
de conservar as carnes em ambientes onde nao existia a possibilidade de refrigeragcao
por longos periodos (SCHWERT, 2009).

3.1.2Linguica Calabresa

Devido a formulagdo da linguica calabresa, ela ndo pode ser considerada
como um produto auténtico italiano. Pelo contrario, na verdade, trata-se de um
patriménio nacional do Brasil, ao ponto de ser reconhecida pelo Ministério de
Agricultura na Instrucdo Normativa (IN) n°® 4/2000 como um produto brasileiro. A IN n°

4/2000 define Linguica Calabresa da seguinte forma:

E o produto obtido exclusivamente de carnes suina, curado, adicionado de
ingredientes, devendo ter o sabor picante caracteristico da pimenta calabresa
submetidas ou ndo ao processo de estufagem ou similar para desidratagéao e
ou cozimento, sendo o processo de defumacgao opcional (BRASIL, 2000, on-
line).

Trata-se de um produto versatil que pode ser consumido como prato principal
ou como acompanhamento de outras preparacdes. E um produto carneo que rende

bastante e geralmente possui pregos acessiveis para toda a populagdo. Uma
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caracteristica importante é que ela pode ser facilmente armazenada, nao
necessitando de manutencdo em refrigeradores, podendo durar alguns dias sem
refrigeracao (SAVOLDI et al., 2021).

A IN n° 4/2000 também define que, para as linguicas submetida ao processo
de cozimento, sera permitido a utilizacdo de até 20% de Carne Mecanicamente
Separada (CMS), desde que venha declarado no rétulo, de forma clara para o
consumidor, a expressao “‘carne mecanicamente separada de (nhome da espécie
animal)’, além da obrigatoriedade de constar na relacao de ingredientes a expressao
“‘contém CMS (espécie animal)” ou “com CMS (espécie animal)” (BRASIL, 2000). Além
disso, a CMS utilizada podera ser substituida por carne de diferentes espécies de
animais de agougue, até o limite maximo de 20% (BRASIL, 2000).

Sobre a composicao de fabricagdo, a IN n° 4/2000 determina que, além dos
ingredientes obrigatérios (que sdo a carne suina e a pimenta calabresa), sao
permitidos ingredientes opcionais, como: gordura; agua; proteina animal; agucares;
plasma; aditivos intencionais; aromas, especiarias e condimentos. No entanto, ndo
permite a adigdo de proteinas ndo carnicas, como proteina agregada (BRASIL, 2000).

Cabe ressaltar que carnes e seus derivados, como as linguicas, sao fontes de
proteinas de alto valor bioldgico, lipidios, vitaminas e sais minerais. Especialmente os
lipidios desempenham um papel importante na qualidade dos alimentos, pois
contribuem para importantes propriedades sensoriais, como aroma, sabor, suculéncia
e valor nutricional (SAVOLDI et al., 2021). Sendo permitido até 35% de gordura em
linguigas cozidas como a calabresa (BRASIL, 2000). No entanto, produtos com alto
teor de lipidios sao altamente suscetiveis a reagdes oxidativas. Isto é particularmente
verdadeiro para carnes frescas e produtos derivados, dado seu alto teor de acidos
graxos poli-insaturados e substancias pro-oxidantes, como ions de ferro, bem como
os meétodos de processamento aos quais os produtos sdo submetidos, incluindo
cominui¢cao e cozimento, que podem favorecer a rancificagdo oxidativa. As reacdes
oxidativas reduzem o valor nutricional dos alimentos ao degradarem as vitaminas
lipossoluveis e os acidos graxos essenciais, como resultado formam-se compostos
desagradaveis e potencialmente toxicos, afetando a integridade e a vida util dos
alimentos. Além disso também podem oxidar proteinas e pigmentos alterando suas
propriedades tecnolégicas (SAVOLDI et al., 2021).
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3.2 Oxidagao em carnes

O sabor intenso da carne € muito apreciado por seus consumidores, sendo
este gerado durante o processo de cozimento por meio de uma série complexa de
reacdes quimicas entre precursores, produtos de reacgao intermediarios e produtos de
degradagdo. O conteudo e a natureza dos precursores presentes na carne sao
afetados por varios fatores, incluindo genética, alimentagdo, manejo dos animais vivos
e posterior manuseio da carne, no qual se inclui a oxidagdo (AASLYNG; MEINERT,
2017).

3.2.1 Oxidagao lipidica

Os lipidios sado quimicamente instaveis e propensos a oxidacao,
especialmente durante o manuseio apos o abate e estocagem dos produtos carneos
(LEAO et al., 2017). A auto-oxidacdo de lipidios e a geragéo de radicais livres s&o
fendmenos naturais em sistemas bioldgicos e alimentares, podendo ser catalisados
por fatores ambientais e/ou pela presenca de metais, enzimas e pigmentos. No
entanto. A presencga de ligagdes duplas favorece a oxidagao lipidica devido a sua alta
reatividade e menor estabilidade e resisténcia quimica, o que afeta fortemente os
produtos contendo alto teor de acidos graxos insaturados, em especial os 6mega 3. A
oxidagao lipidica provoca a modificacao tanto das caracteristicas sensoriais quanto
da vida util dos produtos carneos (BERNARDI et al., 2016).

Ocorre principalmente devido a um mecanismo autocatalitico dos radicais
livres, denominado de auto-oxidagdo, que possui trés fases: iniciagéo, propagacéao e
terminacdo. Na fase de iniciacdo a reagao produz o radical alquil do acido graxo que,
por sua vez, na fase de propagacao, reage com o oxigénio para formar radicais
peréxidos. Os radicais peroxidos reagem com acidos graxos insaturados e formam
hidroperdxidos, que posteriormente se decompdem para produzir novos radicais livre
e propagar a reacdo. Em um determinado momento, a interagédo dos radicais alquil e
peroxil levam a formacao de produtos como aldeidos, alcanos e dienos conjugados,
compostos estes volateis que ddo a carne um sabor indesejado e odor rangoso.
Portanto, a oxidacéo lipidica pode ser descrita como uma deterioragao dependente de
oxigénio e de acidos graxos insaturados, sendo um processo que resulta em odor

rangoso, sabor indesejado, perda de valor nutritivo, diminuicdo da vida de prateleira e
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acumulo de compostos toxicos, que podem ser prejudiciais a saude dos consumidores
(LEAO et al., 2017).

3.2.2 Oxidagao proteica

A oxidagao de proteinas € definida como a modificacdo covalente de uma
proteina induzida por reagdes diretas com espécies reativas de oxigénio (ROS) ou
reacoes indiretas com subprodutos secundarios do estresse oxidativo. As ROS podem
causar oxidacdo em cadeias laterais de aminoacidos e cadeias de proteinas,
resultando em fragmentagao de proteinas ou ligagdes cruzadas proteina-proteina.
Embora todos os aminoacidos possam ser modificados por ROS, cisteina e metionina
sao 0s mais suscetiveis a alteragdes oxidativas devido a alta suscetibilidade de reagao
do grupo enxofre nesses aminoacidos (ZHANG; XIAO; AHN, 2013).

Essa oxidacao esta relacionada com a presenca de altas concentragdes de
pigmentos heme, lipidios oxidaveis, ions de metais de transicao e enzimas oxidativas
no musculo. Essas reacdes de oxidacao podem resultar na formacao de carbonilas
(aldeidos e cetonas), polimeros de proteinas e cisdes peptidicas. Entre esses fatores,
a formacgao de carbonilas € uma das mudangas mais importantes, sendo o conteudo
dessas carbonilas amplamente utilizado como marcador de danos a proteina. Os
danos pés-abate as proteinas podem levar a mudangas funcionais, incluindo
habilidade de formar géis, capacidade de emulsificagédo, solubilidade, viscosidade e
capacidade de retengao de agua, que podem afetar significativamente a qualidade da
carne e seus subprodutos (LEAO et al., 2017).

O estresse oxidativo ocorre quando a formagao de oxidantes excede a
capacidade dos sistemas antioxidantes de remover as ROS nos organismos.
Modificagdes oxidativas de proteinas podem alterar suas propriedades fisicas e
quimicas, incluindo conformacao, estrutura, solubilidade, suscetibilidade a protedlise
e atividades. Essas modificagdes podem estar envolvidas na regulacao da qualidade
da carne fresca e influenciar nas propriedades de processamento de produtos
carneos. Inclusive, niveis aumentados de oxidagao de proteinas tém sido associados
a varias consequéncias biologicas, incluindo doengas e envelhecimento, em humanos
e outras espécies animais (ZHANG; XIAO; AHN, 2013).
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3.2.3 Métodos de detecgao de oxidagao em alimentos

Existem alguns métodos para detectar a oxidagdo em alimentos. Um deles é
por meio da determinacao da oxidagao de moléculas. Para isso, foram desenvolvidas
uma variedade de métodos para medir a atividade dos radicais livres sobre moléculas
do organismo, como as proteinas, os acidos nucléicos e os lipideos. Em técnicas de
determinacao in vitro da oxidagao lipidica, os substratos lipidicos sao diversos: acido
linoleico, ésteres metilicos dos acidos graxos e a LDL, além dos lipossomos. A
oxidagao pode ser iniciada pela adigdo de ions metalicos (Cu?*, Fe?*), de AAPH [2,2-
azobis(aminopropano) diidroclorido], de perdxido de hidrogénio, ou ainda pela
aplicacao de calor (SUCUPIRA et al., 2012).

Segundo Silva, Borges e Ferreira (1999), outros métodos que podem ser
citados sdo os que fazem analise dos substratos da oxidacdo, como os métodos de
absorcado de oxigénio, que tém por base o fato de a oxidagdo se traduzir em um
consumo mensuravel de oxigénio atmosférico, podendo ser manomeétricos,
polarograficos, ponderais ou cromatograficos, como os seguintes: Teste de Sylvester;
Ensaio com bomba de oxigénio; Oxigrafia com sistema polarografico; Método de
pesagem; e Método cromatografico.

Ha, também, a analise dos produtos primarios de oxidagdo, como 0s
peréxidos. Para medi-los, utiliza-se a determinacao do indice de perodxidos (IP), que
representa a diferenca entre a formacao e a decomposicao de peroxidos, e exprime-
se em milimoles de oxigénio ativo por kg de matéria graxa, havendo diferentes
técnicas para isso, como: Método iodométrico de Lea, Método colorimétrico, Método
do Oxigénio Ativo (AOM) ou teste de Swift, Teste de estufa de Schaal, Calorimetria
diferencial, e Quimiluminescéncia (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

Outra medicao pode ser feita em razdo da analise dos produtos secundarios
de oxidacao, partindo-se da premissa que os peréxidos sao intermediarios instaveis,
especialmente quando expostos a temperaturas elevadas ou em presenca de metais
de transicdo. Ao se decomporem, produzem compostos de natureza muito diversa,
entre eles: aldeidos, cetonas, hidroxiacidos, hidrocarbonetos e polimeros, os quais
sdo genericamente designados produtos secundarios da oxidagdo. Em sua medi¢ao
pode-se utilizar o método de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS),
indice de p-Anisidina (IpA), Teste de Kreis ou indice de rango, indice de Carbonilo,

combinagado da cromatografia gasosa com a espectroscopia de massa (CG/EM), CG
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de injecao direta ou por headspace, termélise, aparelhos Rancimat (Metrohm) e OSI
(Oxidative Stability Instrument) (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

A oxidacgao lipidica em produtos carneos é comumente medida pelo método
de TBARS, com o principio baseado no fato de que os produtos da oxidacéo primaria
consistem principalmente em hidroperoxidos, que sao rapidamente decompostos em
varias substancias reativas ao acido tiobarbiturico, particularmente carbonilas, sendo
o malondialdeido (MDA) o elemento mais importante (BERNARDI et al., 2016). O
ensaio envolve a reagao de produtos da peroxidacao lipidica, principalmente MDA,
com acido tiobarbiturico (TBA), que leva a formacédo de produtos de MDA-TBA2
chamados TBARS. O TBARS produz uma cor vermelho-rosa que pode ser medida
espectrofotometricamente em 532 nm (DE LEON; BORGES, 2020).

Por fim, outros métodos que podem ser citados sdo: (1) Cromatografia liquida
de alta resolugéao (HPLC): permite medir separadamente peroxidos, hidroperdxidos e
produtos secundarios de oxidagao; (2) Espectrofotometria no IV: utilizada na avaliagao
do rancgo, desempenhando um papel particularmente importante no reconhecimento
de grupos funcionais ndo caracteristicos e de compostos contendo duplas ligagbes
com configuragao trans; (3) Fluorimetria: usada para a deteccdao de produtos
resultantes da oxidacao lipidica contendo grupos NH2 livres (SILVA; BORGES;
FERREIRA, 1999).

Para evitar a oxidacdo dos alimentos, pode se fazer uso de antioxidantes.
Inclusive, ha um interesse crescente neles, devido ao seu papel protetor em alimentos
e produtos farmacéuticos contra a deterioracdo oxidativa e contra processos

patolégicos mediados pelo estresse oxidativo no corpo (GULCIN, 2020).

3.3 Antioxidantes

Em termos de alimentos, um antioxidante inicialmente foi definido como
qualquer substancia que, quando presente em baixas concentragées em comparagao
com a de um substrato oxidavel, retarda ou inibe significativamente a oxidagao desse
substrato. Atualmente, pode ser definido como qualquer substancia que atrasa,
previne ou remove o dano oxidativo a uma molécula alvo. E uma substancia que
elimina diretamente ROS ou atua indiretamente para regular as defesas antioxidantes
ou inibir a produg¢ao de ROS (GULCIN, 2020).

Antioxidantes s&o uteis na redug¢ao da oxidacao de proteinas e lipidios, bem

como na interagao de carbonilas derivadas de lipidios com proteinas que levam a uma
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alteracdo da funcdo da proteina (SINDHI et al., 2013). Em sistemas alimentares,
conseguir retardar a oxidacao lipidica e a formagao de produtos de oxidagao lipidica
secundaria é importante, o que pode ser evitado pelo uso de moléculas antioxidantes
nutricionais, ajudando assim a manter o sabor, a cor e a textura do produto alimenticio
durante o armazenamento (CAKMAKCI et al., 2015).

Sendo assim, os antioxidantes desempenham um papel vital tanto nos
sistemas alimentares quanto no corpo humano para reduzir os processos oxidativos
e os efeitos nocivos das ROS. Atuam por diferentes vias retardando o processo de
peroxidagao lipidica, principais razdes para a deterioragdo de alimentos durante o
processamento e armazenamento. Devido aos seus beneficios, tornaram-se um grupo
indispensavel de aditivos alimentares principalmente em razao de suas propriedades
unicas de prolongar a vida de prateleira dos produtos alimentares sem causar efeito
adverso nas suas qualidades sensoriais ou nutricionais (GULCIN, 2020).

Os antioxidantes para uso em sistemas alimentares podem ser sintéticos ou
naturais, mas devem apresentar certas caracteristicas, como: serem economicamente
viaveis; eficazes; nao toxicos em baixas concentracdes; altamente estaveis e capazes
de sobreviver ao processamento; ndo possuirem odor, sabor ou cor proprios; serem
faceis de incorporar e apresentarem boa solubilidade no produto (SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2015).

3.3.1 Antioxidantes sintéticos

Os compostos fendlicos sao classificados como antioxidantes primarios que
sao principalmente sequestradores de radicais livres que retardam ou inibem a etapa
de iniciagdo ou interrompem a etapa de propagacgao da oxidagao lipidica, diminuindo
assim a formagao de produtos de decomposic¢ao volateis (por exemplo, aldeidos e
cetonas) que causam ranco. Interferem no processo de oxidacdo como terminadores
de radicais livres e as vezes também como quelantes de metais (SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2015).

Antioxidantes fendlicos sintéticos atualmente permitidos para uso em
alimentos sao: hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), galato de
propila (PG), terciario-butilhidroquinona (TBHQ), galato de octil (OG) e galato de
dodecil (DG). Esses antioxidantes fendlicos sintéticos s&o deliberadamente
adicionados aos produtos para prevenir ou retardar o inicio da oxidacao lipidica

durante o processamento e armazenamento de gorduras, 6leos e alimentos contendo
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lipidios e tém sido usados pela industria alimenticia por cerca de 60 anos. Porém, seu
uso em alimentos é estritamente regulamentado pelos governos devido aos seus
potenciais efeitos de toxicidade, por exemplo, BHA e BHT sao suspeitos de serem
responsaveis por danos no figado e carcinogénese quando usados em altas doses
(SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

Outra opgao € o eritorbato de sédio (isoascorbato de sodio), um isémero
optico do ascorbato de sddio. Nado compartilha a atividade fisiologica do ascorbato de
sodio, mas sua atividade antioxidante € muito mais forte que a deste, e seu custo de
produgao € apenas um tergo do ascorbato de sodio, levando assim a sua ampla

utilizagao na producgao de produtos carneos (SHANG et al., 2020).

3.3.2 Antioxidantes naturais

Devido a preocupagdes de seguranga e limitacdo no uso de antioxidantes
sintéticos, antioxidantes naturais obtidos a partir de materiais comestiveis,
subprodutos comestiveis e fontes residuais tém sido de crescente interesse
(SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

Assim, no intuito de reduzir o impacto das alteragbes quimicas e promover a
estabilidade oxidativa, o uso de antioxidantes naturais tem ganhado espaco devido as
vantagens de saude e seguranga associadas a sua eficacia na redugao da oxidagao.
Muitos compostos naturais também ja foram testados com sucesso em ragdes para
animais, a fim de proteger as matérias-primas da carne e reduzir o risco de oxidagao
em produtos processados (BERNARDI et al., 2016).

Especiarias, frutas, plantas e ervas sao boas fontes de muitos antioxidantes
potenciais, que sao adicionados aos alimentos para torna-los mais duradouros e evitar
que fiquem rangosos sob estresse oxidativo. Assim, esforcos estdo sendo feitos para
reduzir a oxidagao aumentando a adigdo de antioxidantes aos alimentos (SINDHI et
al., 2013).

A industria alimenticia, e em particular a industria de carnes, tem realizado
diversos estudos para identificar antioxidantes naturais que atuam isoladamente ou
sinergicamente com outros aditivos que podem ser aplicados aos produtos de forma
a reduzir a oxidacdo sem prejudicar as caracteristicas sensoriais do produto
(BERNARDI et al., 2016).

Varios estudos ja foram realizados para avaliar o efeito de frutas, especiarias,

ervas e temperos como antioxidantes naturais adicionados a produtos carneos:
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sementes de uva (CARPENTER et al., 2007; ROJAS; BREWER, 2007; LORENZO et
al., 2013; LORENZO et al. 2014); ameixa (NUNEZ DE GONZALEZ et al., 2008);
castanha (LORENZO et al., 2013; LORENZO et al. 2014); algas marinhas (LORENZO
et al. 2014); alho (PARK; CHIN, 2010); cha verde (LORENZO et al., 2013; LORENZO
et al. 2014); orégano (ROJAS; BREWER, 2007; PRETE et al., 2020); curry (BISWAS;
CHATLI; SAHOO, 2012); folha de hortela (BISWAS; CHATLI; SAHOO, 2012); pimenta
(UGWUONA, 2010); café (KIM et al, 2016; MARTUSCELLI; ESPOSITO;
MASTROCOLA, 2021; FETSCH et al., 2022); entre outros.

3.4 Café

O café é uma planta perene e de regiées quentes, principalmente dos tropicos.
Seu fruto € uma importante commodity no mercado mundial de produtos agricolas,
sendo o segundo maior gerador de riquezas do planeta, perdendo apenas para o
petroleo (PERUZZOLO; CRUZ; RONQUI, 2019). Trata-se de um importante
componente das exportagdes totais de varios paises, inclusive do Brasil, tendo se
tornado um produto economicamente importante para muitas familias pelo mundo. E
estimado que entre 20 e 25 milhdes de familias, em mais de 50 nagdes em
desenvolvimento, e em mais de 5 milhées de fazendas, produzem e comercializam o
café no mundo (CARVALHO et al., 2017).

O café é originario da Etiopia, sec. VIl, sendo consumido com manteiga. Sua
origem como bebida n&o é clara, mas sabe-se que no final do século XV, era
consumido nessa forma pelos paises do Oriente Médio, como Arabia Saudita e Iémen.
Na forma de bebida chegou a Europa no século XVII, causando um aumento
importante do consumo e demanda de café. Diante disso, fontes alternativas de
producdo do grao de café se tornaram uma interessante oportunidade de negécio,
pois a maior parte da producdo vinha de colbnias africanas que se tornaram
produtoras de café. Assim, no final do século XVIII, 50% da produ¢do mundial de café
passou a vir de lugares fora do Oriente Médio e da Africa (BOAVENTURA et al., 2018).

No Brasil, as primeiras mudas e sementes de café chegaram no Para, em
1.720. Com isso, o habito do consumo de café teve inicio no Norte do pais, e o café
comecgou a ser produzido na Amazonia para consumo local. No entanto, seguindo a
tendéncia internacional, sua produgao se espalhou pelo pais, em especial pela regiao
Sudeste e, em meados de 1.820, o Brasil ja era responsavel por 20% das exportagbes
de café mundiais (SIQUEIRA, 2005).
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Com a evolugao da producgao, o Brasil tornou-se o maior exportador de graos
de café ao final da década de 1.820, posi¢do que mantém até hoje (SIQUEIRA, 2005),
tendo os Estados Unidos e a Alemanha como principais importadores. Geralmente,
utilizam graos de café verde, que sdo processados para uso local ou exportam os
produtos refinados acrescidos de maior valor. Esse processo de posicionamento e
cadeia de valor do café afeta a economia, a politica e as organizagbes produtivas
brasileiras (BOAVENTURA et al., 2018).

O café é uma planta na forma de um arbusto lenhoso, perene, pertencente a
familia da Rubiaceae, género Coffea e ha mais de 100 espécies desse género, mas
duas espécies sao mais amplamente comercializadas, portanto sdo as de maior
interesse econdmico: o café arabica (Coffea arabica), e o café robusta (Coffea
canephora) (PERUZZOLO; CRUZ; RONQUI, 2019). O café arabica, chamado
simplesmente de arabica, responde por cerca de 60% a 70% da produ¢cao mundial de
café. Ja o café robusta (também conhecido como Conilon no Brasil) responde por 30%
a 40% de producdo mundial, sendo proveniente de uma arvore de porte menor, que
pode crescer em altitudes mais baixas que o arabica, com rendimentos mais altos e
com maior resisténcia para doencas (CARVALHO et al., 2017).

Em relagdo a area de plantio de café no Brasil, em 2021 o café arabica foi
responsavel por uma area de 1.433.171,5 hectares (ha), rendendo 21,9 sacas/ha. O
café robusta teve, em 2021, uma area de producdo de 375.291,0 ha, com
produtividade de 43,4 sacas/ha. Portanto, no total, o Brasil utilizou uma area de
1.808.462,5 ha em plantagcao de café, produzindo 26,4 sacas/ha. Em relacéo a
exportacao, no ano de 2021 foram 38 milhdes de sacas exportadas, no valor de 5,803
bilndes de ddlares (BRASIL, 2022).

De acordo com a Organizagao Internacional do Café (OIC), no mercado
internacional, os precos do café seguiram a alta constante observada em 2021,
subindo ainda mais em janeiro de 2022, alcangando 204,29 centavos de dodlar
americano por libra-peso. No entanto, as exportacbes de arabica diminuiram
ligeiramente em dezembro de 2021, em relagcado a dezembro de 2020. Por outro lado,
as exportacdes de robusta aumentaram 25,8%, mostrando certo rebalanceamento de
fontes de aquisicdo para compensar as altas de precos e a baixa disponibilidade de
arabica (OIC, 2022).

Sobre as diferencgas entre as duas espécies de maior importancia econémica,

pode-se dizer que o café arabica é apreciado por sua qualidade e aroma superiores,
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enquanto o café robusta possui um sabor mais agressivo e contém maiores
quantidades de sdlidos soluveis, antioxidantes e cafeina (LUDWIG et al., 2014). Por
conta disso, o pre¢o do robusta é mais baixo no mercado, em comparag¢ao ao arabica,
e é frequentemente usado para café soluvel, ou para reforgar a cafeina dos cafés
expressos. Sua producéo vem se expandido na Africa Central, na Asia e na América
Latina, sobretudo no Brasil, sendo muito importante para a economia local
(CARVALHO et al., 2017).

Além da relevancia econdmica do café, ha a importancia para a saude, pois,
embora o café seja consumido principalmente por seu sabor agradavel e propriedades
estimulantes, estudos recentes indicam potenciais beneficios a saude associados a
bebida, incluindo a reduc¢do da incidéncia de varias doengas crdnicas e degenerativas,
como cancer, doencas cardiovasculares, diabetes e doenca de Parkinson. Ha,
portanto, um interesse crescente na caracterizagdo de compostos bioativos
especificos do café que possam servir como agentes fisiologicamente ativos
(LUDWIG et al., 2014).

3.4.1 Compostos bioativos do café verde

Os componentes bioativos do café incluem cafeina, acidos clorogénicos
(CGAs), trigonelina, alcaloides de triptofano, diterpenos e outros metabdlitos
secundarios. Durante a torrefagéo, os metabdlitos do café sofrem reagdes complexas
de Maillard, produzindo melanoidinas, consideradas componentes bioativos
benéficos, e outros produtos de degradacéo, sendo o mais controverso a acrilamida,
ingrediente amplamente encontrado em alimentos assados e listado como
cancerigeno de segunda classe (HU et al., 2019).

Ha aproximadamente duas décadas comegaram a surgir pesquisas buscando
aplicar extratos de café em produtos carneos com a finalidade de exercerem atividade
antioxidante, como descritos no Quadro 2. (NISSEN et al., 2004; LIN, TOTO, WERE,
2015; DILNAWAZ, KUMAR, BHAT, 2017; KIM; MOON; AHN, 2016). O estudo de Kim
et al. (2016), por exemplo, se baseou no fato de que o residuo de café moido, obtido
apo6s o processo de infusdo, ainda contém varios componentes funcionais com alta
capacidade antioxidante e beneficios a saude. Assim, os autores avaliaram a atividade
antioxidante de extratos etandlicos ou de agua quente dos residuos de café apds a

infusdo. Os resultados indicaram que os extratos etandlicos do residuo de café
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possuem forte atividade antioxidante e tém potencial para serem utilizados como

antioxidante natural em carnes.

Quadro 2- Estudos com aplicagao de extrato de café como estabilizante oxidativo em produtos

carneos
Extrato Produto Condigoes do teste Referéncia
Coffea arabica Carne bovina moida Refrigerado por 7 dias Lin, Toto e Were
torrado moido (2015)
Coffea canephora Linguiga toscana Congelamento por 30 Fetsch (2021)
verde e torra média dias
Casca de Coffea Hamburguer de frango  Congelamento por 45 Marques et al. (2022)
arabica dias
Coffea arabica verde = Almondegas bovinas Refrigerado por 14 Mostafa e Azab (2022)

dias

Fonte: Autoria propria (2023)
Entre os compostos bioativos presentes no café que possuem acgao
antioxidante estdo: acido clorogénico, cafeina, trigonelina (KIM et al., 2016); acidos
hidroxicinamicos (ARELLANO-GONZALEZ et al., 2011); diterpenoides, especialmente

o cafestol e o kahweol (C&K) e melanoidinas (HU et al., 2019).

3.5 Extragao de antioxidantes naturais

Existem variadas técnicas convencionais de preparo de amostras, como
extracao liquido-liquido em varias etapas, extragcao Soxhlet e extragdo em fase sdlida,
entre outras (CUNHA; FERNANDES, 2018). Tradicionalmente, as técnicas
convencionais de extragao utilizam solventes organicos. A execugao do processo de
extracao solido-liquido, por exemplo, € comumente realizada em um aparelho Soxhlet,
no qual o solvente fresco é repetidamente colocado em contato com a matriz sdlida.
As principais desvantagens desta técnica estdo relacionadas a necessidade de
grandes volumes de solventes, ao longo tempo de processamento, a auséncia de
agitacdo, a necessidade de uma etapa de evaporagao do solvente e a possivel
degradagdo dos compostos vulneraveis devido a alta temperatura de extracéo
utilizada (CHANIOTI; KATSOULI; TZIA, 2021).

A extracdo liquido-liquido € outra técnica amplamente utilizada, mas que
apesar das altas capacidades de pré-concentragao, sofre de varias limitagdes,
incluindo consumo de tempo e de esforgo e grande utilizagdo de solvente organico
(HAMMAD et al., 2022). Segundo Facchin e Pasquini (1998), independentemente de

essa técnica ser efetuada por procedimento manual ou pelo uso de qualquer tipo de
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sistema mecanizado ou automatizado, ela se caracteriza pela transferéncia de solutos
entre duas fases que formam um sistema heterogéneo, tendo como principais

objetivos os seguintes:

(i) melhorar a seletividade de uma técnica de deteccdo, separando o
elemento de interesse dos constituintes majoritarios de uma matriz ou
somente separar os interferentes mais significativos e (ii) elevar a
sensibilidade, concentrando o analito ou isolando-o numa fase, onde é
observado aumento de sinal analitico. Em geral, efetua-se a transferéncia dos
solutos contidos numa solugdo aquosa para a fase organica mediante o
contato intensivo entre as duas fases imisciveis e a concomitante formacgao
de espécies neutras como, por exemplo, quelatos ou compostos de
associagdo iénica (FACCHIN; PASQUINI, 1998).

Mas, no geral, as técnicas convencionais s&o demoradas, trabalhosas e
envolvem o uso de grande volume de solventes organicos, o que é custoso e gera
uma quantidade consideravel de residuos prejudiciais a saude humana e ao meio
ambiente (CUNHA; FERNANDES, 2018).

Para superar esses inconvenientes, uma variagao que surgiu foi a extragao
liquido-liquido homogénea, uma técnica alternativa de preparagao de amostras que
supera algumas desvantagens da extracao liquido-liquido convencional e permite o
emprego de solventes organicos mais verdes no tratamento de amostras. Nela, uma
fase homogénea é formada entre a amostra aquosa e o extrator miscivel em agua,
seguida de separacao de fases induzida quimica ou fisicamente. Para formar a fase
homogénea, as amostras aquosas sdo misturadas com solventes organicos misciveis
em agua, solventes/cosolventes imisciveis em agua, surfactantes ou polimeros
inteligentes. Em seguida, a separagao de fases é induzida quimicamente (adicionando
sal, agucar ou tampao) ou fisicamente (alterando a temperatura ou o pH). Este modo
€ rapido, sustentavel e econdmico em comparagao com outras técnicas convencionais
de preparagédo de amostras (HAMMAD et al., 2022).

Também surgiram novas técnicas de miniaturizacdo da extragdo em fase
sélida (Solid Phase Extraction - SPE) ou extracao liquido-liquido (Liquid Phase
Extraction - LPE), como SPME (Solid Phase Microextraction) e LPME (Liquid Phase
Microextraction), respectivamente). SPME é uma técnica de extragdo sem solvente,
que se tornou muito popular nos ultimos anos, que utiliza diferentes materiais de fibra
em varias configuragbes para a extracdo de uma ampla gama de analitos volateis
(TOBISZEWSKI; MECHLINSKA; NAMIESNIK, 2010).

Ja o LPME compreende uma gama de técnicas ligeiramente diferentes, que

oferecem alternativas eficientes a extracao liquido-liquido tradicional, com inUmeras
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vantagens, como alto grau de concentragado (ou fator de enriquecimento) e baixo
consumo de solventes organicos ao solicitar pequenas quantidades de amostras.
Nessas técnicas, geralmente poucos microlitros do solvente extrator (geralmente
designado como fase aceitadora) s&o colocados diretamente na amostra aquosa
contendo os analitos (fase doadora) ou em seu headspace e posteriormente o
solvente extrator é coletado. Pode empregar diferentes tipos de energia cinética como
EUA ou micro-ondas para melhorar a eficiéncia de extracéo, fator de enriquecimento
e simultaneamente reduzir o tempo de extracdo (CUNHA; FERNANDES, 2018).

3.5.1Solventes

Existem varias técnicas de extracao utilizadas para recuperar compostos
antioxidantes de fontes naturais e organicas. Entre os solventes usados a agua quente
e etanol sdo considerados mais seguros e mais utilizados (KIM et al., 2016). Essa
extracdo era originalmente realizada usando solventes petroquimicos e organicos
volateis (DABETIC et al., 2020), como metanol, etanol, acetona, acetato de etila e
suas combinacdes, que tém sido usados para extrair compostos bioativos de plantas,
muitas vezes com diferentes propor¢des de agua (KIM et al., 2016). Mas a maioria
desses solventes € motivo de séria preocupacédo, pois sado inflamaveis, pouco
biodegradaveis, toxicos e volateis (DABETIC et al., 2020).

Portanto, para obter extracdes eficazes atribuindo extratos qualitativos, os
métodos convencionais usados para a extracdo desses compostos precisavam ser
aprimorados. A extragdo verde surgiu como uma das questdes-chave na pesquisa e
desenvolvimento cientifico e industrial, sendo empregada para projetar processos que
oferecem uma o6tima utilizacdo de solventes e energia, minimizando o impacto
ambiental e beneficiando a saude humana, originando uma nova geragao de
solventes, chamada de solventes eutéticos profundos (Natural Deep Eutectic Solvent
- NADES) (CHANIOTI; TZIA, 2018).

3.5.2 Solventes eutéticos profundos naturais (NADES)

O solvente eutético profundo geralmente € composto por uma mistura de dois
componentes baratos e seguros: um aceptor de ligagcao de hidrogénio, geralmente
cloreto de colina, e um doador de ligagdo de hidrogénio, como aminoacidos, acidos

carboxilicos, acucares, entre outros, em estado sdlido. Tais componentes formam
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uma mistura eutética com ponto de fuséo inferior ao de cada componente individual.
Em particular, no caso da combinagéo de certos componentes que estdo presentes
na natureza e desempenham um papel nos processos metabadlicos das células vivas,
como cloreto de colina, ureia, acidos organicos e agucares, a mistura de solvente
eutético profundo € chamada de solvente eutético profundo natural (Natural Deep
Eutectic Solvent - NADES) (CHANIOTI; TZIA, 2018).

Recentemente foi descoberto que muitos metabdlitos primarios abundantes
de plantas mudam seu estado de solido para liquido quando misturados na proporgao
adequada. Essa descoberta fez levantar a hipétese de que os NADES desempenham
um papel como meio alternativo a agua em organismos vivos, o que gerou a testagem
de uma ampla gama de produtos naturais, resultando na descoberta de mais de 100
NADES da natureza (DAI et al., 2013).

Uma das caracteristicas atrativas desses novos solventes € a possibilidade
de ter, simplesmente mudando um ou ambos 0os componentes, um grande numero de
misturas eutéticas com diferentes propriedades quimicas (CUNHA; FERNANDES,
2018). Por exemplo, NADES a base de cloreto de colina demonstraram ter alta
capacidade de extragcado para compostos fendlicos, o que pode ser correlacionado com
as fortes interacdes de ligacao de hidrogénio entre solutos e moléculas de solvente
(DABETIC et al., 2020).

Os NADES possuem propriedades fisico-quimicas unicas: viscosidade
ajustavel, baixa volatilidade, solubilidade em agua e alto grau de forga de solubilizagao
para varios compostos, além de apresentarem muitas vantagens, como facil preparo,
nao inflamabilidade e toxicidade farmaceuticamente aceitavel (CHANIOTI; TZIA,
2018). Possuem ponto de fusdo muito baixo (séo liquidos mesmo abaixo de 20°C) e
ampla faixa de polaridade (CUNHA; FERNANDES, 2018). Além disso, podem ser
projetados com atividade bioldgica especifica, por exemplo, para desempenhar um
papel importante no aumento das atividades antioxidantes de extratos de plantas por
possuir essa atividade em si (DABETIC et al., 2020).

Por essas caracteristicas, atrairam consideravel atengao, pois ndo apenas
sao compostos organicos ecologicamente corretos, ndo téxicos e biodegradaveis,
sendo de facil produgao no préprio laboratério. Portanto, podem ter o potencial de
atuar como solventes eficazes para a extracdo de uma ampla gama de compostos
nao polares e polares e tém sido propostos como alternativas a varios solventes

organicos convencionais e toxicos (CHANIOTI; TZIA, 2018).
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Em combinacdo com varias técnicas de extracao inovadoras, estes solventes
ecoldgicos tém sido utilizados para extrair, separar e pré-concentrar compostos
bioativos de fontes naturais, nomeadamente polifendis (por exemplo, acidos fendlicos

e flavonoides), alcaloides, canabinoides, ginkgolides, etc. (MANSINHOS et al., 2021).

3.5.3Equipamentos que auxiliam a extragdo de compostos antioxidantes de matéria
vegetal

Em processos de extragao, a selecado do método apropriado também é uma
variavel importante. Recentemente, o desenvolvimento e o uso de métodos assistidos
ecologicamente corretos tornaram-se cada vez mais populares, uma vez que
melhoram a eficiéncia de extragdo e diminuem a degradacdo de compostos em
solucao. Varios novos metodos de extragao assistida, como homogeneizagao, -ondas,
EUA, alta pressao hidrostatica, campo elétrico pulsado, descarga elétrica de alta
tensédo, radiagao infravermelha e condigdes aceleradas de temperatura e pressao tém
sido investigadas na extragcdo de compostos bioativos de varios recursos vegetais
(CHANIOTI; TZIA, 2018).

A homogeneizacao, por exemplo, € uma alternativa ao método de extragao
convencional, onde compostos bioativos podem ser extraidos do material vegetal em
solvente por cisalhamento mecanico de alta velocidade, mistura, acdo de corte de
fluido e esmagamento sem presséo, oferecendo beneficios como menor temperatura
de extracao, maior eficiéncia e menos tempo e consumo de energia (CHANIOTI; TZIA,
2018).

Outro exemplo € a alta pressao hidrostatica, que pode ser usada como uma
ferramenta alternativa e sustentavel para a recuperagao de compostos bioativos, pois
promove a penetracdo do solvente nas células permitindo a liberacdo dos compostos
no solvente (CHANIOTI; KATSOULLI; TZIA, 2021). Esse sistema opera sob pressoes
muito altas que variam de 100 a 1000 MPa e ja provou ser mais rapido e eficaz em
comparagao com outros métodos de extragdo amplamente aplicados nas industrias
farmacéutica, metalurgica e alimenticia que utilizam principalmente processos
térmicos. Quanto maior a pressao hidrostatica, mais solvente pode entrar nas células
solidas e mais compostos podem permear suas membranas, resultando em altos
rendimentos de extragdo (CHANIOTI; TZIA, 2018).

No caso das micro-ondas, elas afetam imediatamente a umidade do material

solido. Com isso, a umidade é evaporada gerando uma tremenda pressdo nas
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paredes das células que incham e se rompem lixiviando os compostos alvo. Esse
método oferece muitas vantagens, como maior eficiéncia, tempo de extragao
reduzido, baixo consumo de solvente e de energia e alto nivel de automagédo em
relacdo ao método de extracdo convencional (CHANIOTI; TZIA, 2018).

Ja o EUA é uma técnica verde que foi introduzida com sucesso na aplicagéao
de extragcao devido ao seu processamento rapido, baixo custo, ser ecologicamente
correto, proporcionar maior rendimento e ser de facil manuseio (FU et al., 2021). A
cavitacao produzida por uma onda ultrassénica se espalha no solvente e desempenha
um papel importante no aumento da extragao, pois as for¢as de cisalhamento criadas
pelo efeito da cavitagdo quebram as paredes celulares da planta, aumentando o
transporte de massa (YANG et al, 2017), facilitando a liberacdo de substancias
intracelulares no solvente (MANSINHOS et al., 2021). Além disso, a turbuléncia
violenta ao redor da superficie dos materiais vegetais durante a sonicacao facilita a
mistura do solido com o solvente, diminuindo as camadas limite de difusdo e
aumentando a transferéncia de massa e calor de extrativos no solvente (FU et al.,
2021). Algumas das vantagens desta metodologia est&o relacionadas principalmente
com a redugao do consumo de solventes e dos requisitos de energia (MANSINHOS
etal., 2021).

3.6 Verificagao do teor de fendlicos totais e capacidade antioxidante

Para avaliar o teor de compostos fendlicos foi usado o método Folin-
Ciocalteau, ja para a capacidade antioxidante existem variados métodos de analise,
podendo-se citar: método DPPH; método ABTSe<+; e método FRAP (Ferric Reducing

Antioxidant Power), que sao descritos na sequéncia.

3.6.1 Método Folin-Ciocalteau

O método Folin-Ciocalteau se baseia na quantificagao espectrofotométrica de
compostos fendlicos, tendo em vista que o reagente, na presenca de certos agentes
redutores, forma os compostos molibdénio azul e tungsténio azul, com coloragao que
permite ser determinada sua concentragdo em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 740 nm (PRETE et al., 2020).

Folin-Ciocalteu € o método mais conhecido para determinar os teores

fendlicos de totais. Foi inicialmente projetado para a andlise de proteinas, que
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aproveita a tirosina como aminoacido fendlico em proteinas. Em seguida, foi adotado
para analisar o conteudo fendlico em alimentos e extratos de plantas. Assim, este
meétodo é frequentemente utilizado para determinacdo de compostos fendlicos totais
em plantas (GULCIN, 2020).

3.6.2Método DPPH

O DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) € um radical de nitrogénio organico,
estavel, de cor violeta, que possui absor¢ao na faixa de 515-520 nm. Trata-se de um
método quimico cuja aplicacdo é feita no intuito de determinar a capacidade
antioxidante de um composto em sequestrar radicais livres. O sequestro de radicais
livres € um dos mecanismos reconhecidos pelo qual ocorre a acdo dos antioxidantes
(SUCUPIRA et al., 2012).

O método DPPH é baseado na eliminagao do radical DPPH dos antioxidantes,
o que produz uma diminuicdo na absorbancia em 515 nm (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-
CALIXTO, 2006). Assim, nesse méetodo, a redugao do radical DPPH é monitorada pelo
decréscimo da absorbancia durante a reagdo. O método de sequestro do radical livre
DPPH pode ser utilizado para avaliar a atividade antioxidante de compostos
especificos ou de um extrato em curto periodo. E um dos mais utilizados, pois é
considerado um método rapido, pratico e com boa estabilidade (SUCUPIRA et al.,
2012).

3.6.3 Atividade doadora de ions hidrogénio ao radical ABTS«+

O radical ABTS++ é produzido a partir de um precursor, o acido 2,2-azino-
bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico. Trata-se de um composto cromdforo
quimicamente estavel, que possui alta solubilidade em agua, tendo seu maximo de
absorbancia a 414 nm, e de medidas secundarias de absorbancia a 645, 734 e 815
nm. O radical ABTS++ deve ser gerado por reagdes enzimaticas ou quimicas, podendo
ser solubilizado em meios orgéanicos e aquosos nos quais a atividade antioxidante
pode ser determinada, dependendo da natureza dos compostos antioxidantes
(SUCUPIRA et al., 2012).

Assim, esse método se baseia na habilidade dos antioxidantes em capturar o
cation radical de longa vida ABTSe+. Esta eliminacdo produz uma diminuigdo na

absorbancia a 658 nm. As leituras de absorbancia da mistura do radical e do
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antioxidante em tempos diferentes sdo representadas graficamente e, em seguida,
calcula-se a area sob a curva gerada por essa inibicdo da absorbancia (PEREZ-
JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006).

O método ABTS++ apresenta certas vantagens em relagdo a outros, sendo
uma delas o fato de poder ser utilizado tanto para amostras hidrossoluveis quanto
lipossoluveis. Possui excelente estabilidade, sendo um dos testes mais rapidos de
atividade antioxidante e que oferece resultados passiveis de serem reproduzidos,
além de oferecer varios maximos de absor¢ao e uma boa solubilidade (SUCUPIRA et
al., 2012).

3.6.4 Método FRAP

No método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), o complexo férrico-
tripiridiltriazina (Felll-TPZ) é reduzido ao complexo ferroso (Fell-TPZ), na presencga de
um antioxidante e em condi¢des acidas, apresentando uma intensa cor azul, com
absor¢do maxima a 593 nm (SUCUPIRA et al., 2012). Em outras palavras, € um
método baseado em transferéncia de elétrons, que mede a reducido do complexo
ligante de ions férricos (Fe3+) ao complexo de ions ferrosos de cor azul intensa (Fe2+)
por antioxidantes em meio acido (GULCIN, 2020). Portanto, esse método se baseia
nao na capacidade de eliminacéo de radicais livres, mas na capacidade de reducéao
de um complexo em outro (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006).

O método FRAP ¢ realizado em pH acido 3,6 para manter a solubilidade do
ferro. A reacdo em pH baixo diminui o potencial de ionizacdo que impulsiona a
transferéncia de elétrons e aumenta o potencial redox, causando uma mudanga no
mecanismo de reagdo dominante. Os valores de FRAP sao calculados medindo o
aumento de absorbancia em 593 nm e relacionando-o a uma solugédo padrao de ion
ferroso ou a uma solugdo padrdo antioxidante. A mudanga na absorbancia é
proporcional ao valor FRAP combinado dos antioxidantes na amostra (GULCIN,
2020).

Estes quatro métodos citados, de avaliagao de atividade antioxidante, foram
escolhidos para serem empregados nesse estudo, no intuito de avaliar a atividade
antioxidante de extratos obtidos com agua e diferentes solventes como solugao
etandlica e NADES, por processos assistidos por agitacdo e EUA, obtidos da matriz
vegetal graos de café verde, com a finalidade de aplicagdo como antioxidante natural

em um produto linguica calabresa. Buscou-se obter um produto carneo cozido sem
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antioxidantes sintéticos, com estabilidade oxidativa durante a vida util e sem
alteragbes negativas nas caracteristicas sensoriais. Na sequéncia sera relatada a

metodologia aplicada no presente estudo.
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4 MATERIAL E METODOS

A parte experimental foi conduzida nos laboratérios do PPGTA (Programa de
Pd6s-Graduagao em Tecnologia de Alimentos) da Universidade Tecnoldgica Federal
do Parana (UTFPR), Campus Medianeira/PR. As etapas do desenvolvimento

experimental estdo sumarizadas na Figura 1.

Figura 1- Etapas do desenvolvimento experimental
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Fonte: Autoria prépria (2023)
4.1 Caracterizagao das amostras de café

As amostras de Café verde, Coffea canephora e Coffea arabica, safra de 2020
e 2022 foram fornecidas pela Empresa Companhia Iguagu de Café Soluvel (Cornélio
Procoépio-PR, Brasil), as amostras (safra 2020) ficaram armazenadas em sacos
plasticos de polipropileno em temperatura de -18 °C até as analises. Amostras frescas
(safra 2022) de Coffea Canephora e Coffea arabica também foram avaliadas para fins
de comparagado da influéncia do armazenamento dos grdos de café verde sob
congelamento pelo periodo de 1 ano sob a atividade antioxidante do extrato obtido.
Todas as andlises foram realizadas em triplicata, sendo os grdos moidos em moinho
analitico basico de batelada (IKA, A11, Staulfen, Germany), em seguida realizada a

granulometria para padronizacdo das amostras durante a extragdo. Foram
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selecionados os granulos retidos na peneira 20 mesh de 0,85 mm de abertura como
descrito por Fetsh (2020).

Para determinacdo de umidade foi utilizada a metodologia da AOAC (2005),
na qual cinco gramas da amostra moida e homogeneizada foram pesadas em cadinho
usando balanga analitica (Marte, AW220, Sdo Paulo, Brasil) em triplicata, apds a
pesagem as amostras foram colocadas em estufa (Cienlab, Campinas, Brasil) em
temperatura constante de 105 °C por 6 horas, apds esse periodo os cadinhos foram
colocados em dessecador até atingir temperatura ambiente e pesadas em balancga
analitica, o processo se repetiu a cada 2 horas até as amostras atingirem peso
constante. Para verificagdo do teor de cinzas também foi utilizada a metodologia da
AOAC (2005), onde cinco gramas da amostra foram pesados em cadinhos em balanca
analitica (Marte, AW220, Sao Paulo, Brasil) em triplicata, e posteriormente colocado
em forno mufla a 550 °C por um periodo inicial de 4 horas, posteriormente foram
colocados em dessecador para atingirem temperatura ambiente para serem pesadas.
Apods esse horario o processo foi repetido até atingirem peso constante. A medida
instrumental de cor também foi avaliada em triplicata, utilizando colorimetro (Konica
Minolta, CR 400, Osaka, Japao) com iluminante D65 e angulo de visdo de 10°, sendo

realizada a leitura de L*, a* e b* do sistema CIELAB.

4.2 Sintese dos solvente eutéticos profundos naturais (NADES)

Os solventes foram elaborados a partir da sintese de dois componentes,
sendo um o Cloreto de Colina (= 99%,Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA)
como receptor de hidrogénio (HBA), e como doadores de hidrogénio (HBD) o Acido
Acético (99,7%, Vetec, Duque de Caxias, Brasil), Glicose (99,5%, Sigma-Aldrich
Corporation, St. Louis, USA), Acido Citrico (98%, Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
USA) e Acido Latico (85%, Conditec, Medianeira, Brasil), conforme Tabela 1,
acrescidos de 30% de agua ultrapura (v v'') obtidida pelo equipamento ultra-
purificador (resistividade de 18,2 MQ cm, Master System®, Gehaka, Sdo Paulo, Brasil)
para diminuir a viscosidade como descrito por Fu et al. (2021). As proporgdes
utilizadas foram baseadas em estudos cientificos para obtencao de extratos com alto
teor de compostos antioxidantes e testes preliminares. Cada reagente foi pesado em
balanca analitica (Marte, AW220, Sdo Paulo, Brasil). Para sintese dos NADES foi

utilizada a metodologia adaptada de Mansinhos et al. (2021), usando o emprego do
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calor 60 °C em incubadora shaker (Solab, SL221, Piracicaba, Brasil) 400 RPM por 45

minutos a fim de obter uma mistura liquida, uniforme e translucida.

Tabela 1. Composicao dos solventes eutéticos profundos naturais (NADES)

Tratamentos Receptor de Doador de hidrogénio Razao molar
hidrogénio
[Ch]CI:AA Cloreto de Colina Acido Acético 1:2
[Ch]CI:AA Cloreto de Colina Acido Acético 14
[Ch]CI:G Cloreto de Colina Glicose 1:1
[Ch]CI:G Cloreto de Colina Glicose 5:2
[Ch]CI:AC Cloreto de Colina Acido Citrico 1:1
[Ch]CI:AC Cloreto de Colina Acido Citrico 2:1
[Ch]CI:AL Cloreto de Colina Acido Latico 1:1
[Ch]CI:AL Cloreto de Colina Acido Latico 1:2

Fonte: Autoria prépria (2023)

4.3 Extragao de compostos bioativos de Coffea canephora assistido por banho
ultrassonico ou agitagao constante

As extragdes solido-liquido foram realizadas com parametros fixos de 70 °C,
por 15 minutos e 1,4 g de amostra para 25 mL de solvente seguindo o método de
Fetsh (2020), com adaptagdes. 25 mL dos solventes foram colocados em frascos
ambar com tampa de rosca de 50 mL, em seguida pré-aquecidos a uma temperatura
de 70 °C verificados com termémetro digital (TP-101). As amostras moidas de café
(Coffea canéfora) foram pesadas em balanga analitica (Marte, AW220, Sao Paulo,
Brasil) e colocadas em fracos ambar que continham o solvente. Na incubadora shaker
(Solab, SL221, Piracicaba, Brasil) foi usada agitagdo de 400 RPM e no Banho
Ultrassénico (Elma, ElImasonic P, Singen, Alemanha) foram utilizados os parametros
37 kHz, poténcia de 70% de 580 W. Também foram realizadas extragdes com solvente
etandlico 34,2% (v/v) e agua ultrapura obtida pelo equipamento ultra-purificador
(resistividade de 18,2 MQ cm, Master System®, Gehaka, Sao Paulo, Brasil).

Apo6s a extragcdo os extratos foram postos em tubos falcon de 50 mL e
centrifugados em centrifuga (Cientec, CT-5000R, Campinas, Sdo Paulo) 4000 RPM
por 20 minutos a 25 °C, apds o processo o sobrenadante foi transferido para frasco
ambar, para realizacao das analises de antioxidantes (descritas no item 4.4).

4.4 Determinacgao da capacidade antioxidante in vitro dos extratos

4.4.1Preparo das amostras para avaliacdo do teor de fendlicos e atividade
antioxidante

Os extratos liquidos de café foram diluidos 1:16 e 1:20 em agua ultrapura e

os extratos secos foram diluidos 0,293 g em 50 mL de agua ultrapura e em seguida
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feita outra diluicdo 1:10 e 1:100. Para o de eritorbato de sddio foram realizadas trés
diluigdes, 1 g 1000 mL'e 1 g 500 mL-' e 1 g 250 mL-".

4.4 1.1Teor de fendlicos totais

O teor de fendlicos totais (FT) foi determinado usando o método de Folin-
Ciocalteau, segundo metodologia adaptada de Prado et al. (2009) e Brand-Willians et
al. (1995). A estimativa do teor de fendlicos foi feita utilizando curva de calibragdo com
padrao Acido Galico (anidro 99%) diluido em 7 pontos: 20, 40, 60, 80, 100,150 e 200
mg/ L-! em duplicata. Para reagao foi adicionado 0,1 mL das amostras (apos diluigbes
citadas) em tubos de ensaios, 7,9 mL de agua ultrapura e 0,5 mL de Folin-Ciocalteau
2 N (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA), ap6s 2 minutos de reacgédo, foi
adicionado 1,5 mL de Na2COs3 20%, agitado o tubo em vértex por 30 segundos e
mantendo os tubos de ensaio em ambiente escuro por 2 horas, a analise foi feita em
triplicata.

A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro UV-Vis
(PerkinElmer, Lambda XLS, Beaconsfield, Reino Unido) em 765 nm. Os dados foram
calculados e expressos em g de acido gélico equivalente (EAG) 100 g-' de amostra

em base seca.

4.4.1.2Méetodo DPPH

A reacgédo se baseia na captura do radical livre DPPH e a metodologia usada
foi adaptada de Rufino et al. (2007) e Brand-Willians et al. (1995). Para o preparo da
solugdo de DPPH 60 pymol L' foram pesadas 2,4 mg do reagente 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA) em balanga analitica
(Marte, AW220, Sdo Paulo, Brasil), em seguida diluidas em alcool etilico absoluto e
transferidos para um baldo ambar de 100 mL e completado o volume com alcool etilico
absoluto. Para curva padrdo de Trolox (5000 umol') foram pesados 0,1252 g do
reagente (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) e diluido em 100
mL de alcool etilico absoluto, a curva foi feita com 8 pontos de diluigéo (0, 50, 100,
200, 400, 600, 800 e 1000 pmol"), sendo realizada em duplicata.

Para reacao nos tubos de ensaio foram adicionados 0,1 mL do extrato liquido
previamente diluido e acrescentado ao tubo 3,9 mL da solugcdo de DPPH 60 pymol-'.

Os tubos em triplicata foram homogeneizados em vortex e colocados em repouso por



43

30 minutos em ambiente escuro, seguido de leitura em espectrofotometro UV-Vis
(PerkinElmer, Lambda XLS, Beaconsfield, Reino Unido) no comprimento de onda de
515 nm, utilizando alcool etilico absoluto como branco. Os resultados foram expressos

em mg de Trolox equivalente 100 g-' de amostra em base seca.

4.4 1.3Atividade doadora de ions hidrogénio ao radical ABTSe+

A analise foi feita segundo metodologia descrita por Vignoli, Bassoli e Benassi
(2012). Para o preparo da solugéo do radical ABTS++ efetuou-se a mistura de solugéo
ABTS (98%, Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA) 7 mmol L' e persulfato de
potassio 2,45 mmol L', a mistura foi mantida no escuro em temperatura ambiente por
16 horas antes do uso. O ABTSe+ para uso foi preparado na hora da analise a partir
da diluigdo da solugdo ABTS em tampéo fosfato com pH 7,4, e corrigida a leitura até
0,700 nm £ 0,020 a 730 nm. Para a determinacgao foi feita a curva padrao de Trolox
(Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico), pesando 0,1032 g e diluindo
em 50 mL alcool etilico absoluto (solugdo estoque) 8 mmol L'; a seguir, foram
preparadas as diluicdes com concentracdo na faixa entre 0,5 mmol L' até 8 mmol L-
', em duplicata, totalizando 6 pontos.

Para reacgao foi colocado em tubo de ensaio 10 yL da amostra previamente
diluida e posteriormente adicionada de 4 mL da solugdo de ABTS++, em sequéncia
agitando em vortex e apoés 6 minutos de reagdo foi realizada leitura em
espectrofotdmetro UV-Vis (PerkinElmer, Lambda XLS, Beaconsfield, Reino Unido) a
730 nm usando agua ultrapura como branco. As analises foram realizadas em
triplicata. Os resultados foram expressos em g de Trolox equivalente 100 g de
amostra em base seca. Assim, esse método se baseia na habilidade dos antioxidantes
em capturar o cation radical de longa vida ABTSe<+. Esta eliminagdo produz uma
diminui¢gdo na absorbancia a 658 nm. As leituras de absorbancia da mistura do radical
e do antioxidante em tempos diferentes sdo representadas graficamente e, em
seguida, calcula-se a area sob a curva gerada por essa inibicdo da absorbancia
(PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006).

4.4.1.4 A Atividade antioxidante pela reducao do ion férrico (FRAP)

A metodologia usada foi adaptada de Tran et al. (2020) na qual foi preparada

a solugdo de FRAP usando tamp3ao acetato 300 mmol L', 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina
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(98%, Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA) (TPTZ) 10 mmol L diluido em HCI
40 mmol L' e FeCl Il 20 mmol L' na proporgéo 10:1:1. 2,85 mL da solugéo foi
transferida para um tubo de ensaio e adicionado 0,15 mL dos extratos diluidos em
agua ultrapura, as amostras ficaram em banho-maria 37 °C por 30 min no escuro.
Para determinacdo da atividade antioxidante foi realizada a curva de calibracao de
Trolox (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) em 7 pontos (entre
0,09 mmol L' até 2 mmol L. A leitura foi realizada em espectrofotémetro UV-Vis
(PerkinElmer, Lambda XLS, Beaconsfield, Reino Unido) a 593 nm, os resultados

foram expressos em mg de Trolox equivalente 100 g-' de amostra.

4.4 1.5Tratamento estatistico dos dados

No tratamento dos dados foi usado Analise de varidncia one-way (ANOVA),
seguido pelo teste de comparagcdo de médias de Tukey (p < 0,05) do programa
Statistica 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA). Os resultados sao apresentados com

meédia * desvio padrao.

4.5 Secagem dos extratos de Coffea Canephora em Spray Dryer

Baseado nos resultados obtidos nas analises de atividade antioxidante, foram
selecionados dois extratos para aplicagdo em produto carneos cozido, o extrato obtido
com solugdo etandlica 34,2% e o obtido com agua ultrapura em agitagao constante.
Para secagem por atomizagdo com metodologia adaptada de Fetsh (2020), foram
preparados 7 L de cada extrato (etandlico e aquoso) em incubadora shaker, filtrados
com auxilio de bomba vacuo (Tecnal, TE-0581, Piracicaba, Brasil), em papel filtro 80
g mZ" (Unifil) e armazenados em frascos @mbar de 1 L. Os dois extratos foram secos
em Spray Dryer (LabMaq do Brasil, modelo MSD 1.0, Ribeirdo Preto, Brasil), com
temperatura de entrada 90 °C + 2 e de saida 43 °C + 2, com alimentagao de 250 mL
por hora, fluxo de ventilagdo de 35 Nm3 h-', fluxo de ar comprimido de 35 L min-' e
bico de 1 mmol L-1 de didmetro na saida do ar. O extrato seco produzido foi coletado
em frasco de vidro, apés a coleta o po foi transferido para embalagem hermeticamente
fechada e armazenada em temperatura de 4 °C £ 1 °C ao abrigo de luz. O teor de
compostos fendlicos e capacidade antioxidante in vitro também foi realizada do extrato

seco como descrito no tépico 4.4.
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4.6 Elaboragao de linguica tipo calabresa com aplicacdo do extrato de café
seco como antioxidante natural

As linguicas foram produzidas no Laboratério de processamento de produtos
carneos da UTFPR-Medianeira. A matéria prima carnea foi cedida por uma Industria
Frigorifica com SIF do Parana. Foram elaboradas cinco (05) formulag¢des (Tabela 2),
uma com o aditivo sintético Eritorbato de Sédio comercial 0,1%, duas com extrato
aquoso de Coffea canephora seco e duas com extrato etandlico de Coffea canephora
seco cujas concentragdes (0,3% e 0,8%) foram definidas com base na atividade
antioxidante in vitro dos extratos comparados ao antioxidante sintético eritorbato de
sodio.

A formulacéao base utilizada seguiu as determinagdes contidas na RDC n° 272
(BRASIL, 2019) e Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (BRASIL, 2000).
As etapas de produgdo seguiram conforme Figura 2, na qual todos os ingredientes
foram previamente pesados, seguidos da moagem das carnes (A) em cutter (MADO,
Garant MTK 661, Dornhan, Alemanha), e adigao dos demais ingredientes, sendo o
antioxidante o ultimo incorporado a massa. Apds essa etapa a massa foi armazenada

em cémara fria a 8 °C para cura (B).

Figura 2— Etapas de elaborag¢ao das linguicgas tipo calabresa

L

FORMULRG A0 5

Fonte: Autoria propria (2023)
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A massa foi entdo embutida com tripa natural bovina (C), em embutideira
(IV20, série V195001, RB engineering, Italy), mergulhadas em fumaca liquida e em
seguida as pegas de aproximadamente 20 cm foram levadas a estufa (D) (Unimatic
E100, Eller, Merano, Italia) para etapa de cozimento por 2,5 h a 73 °C e umidade de
60%, 30 min a 80 °C com umidade de 90% e mais 30 min a 85 °C e umidade de
90%, até a calabresa atingir temperatura interna de 74 °C. Apéds efetuou-se
choque térmico com banho de agua a temperatura ambiente por 5 min realizado
2 vezes com intervalo de 5 minutos, em seguida as lingui¢cas foram resfriadas
em camara fria a 8 °C (E) e embaladas a vacuo (F) para armazenamento em

Estufa Incubadora BOD 20 °C + 1 para futuras analises.

Tabela 2—- Formulagdes de linguiga tipo calabresa com antioxidante eritorbato de sodio e
testes com extrato etandlico e extrato aquoso de café verde
Formulagdes

Ingredientes P (%) EA 0,3% EA 0,8% EE 0,3% EE 0,8%
Retalho suino gordo 40,00% 40,00% 40,00% 40,00% 40,00%
Retalho suino magro 25,60% 25,60% 25,60% 25,60% 25,60%
Agua 10,00% 10,00% 10,00% 10,00% 10,00%
CMS 14,60% 14,60% 14,60% 14,60% 14,60%
Agua 10,00% 10,00% 10,00% 10,00% 10,00%
Sal 1,50% 1,50% 1,50% 1,50% 1,50%
Fosfato 0,50% 0,50% 0,50% 0,50% 0,50%
Cura 0,25% 0,25% 0,25% 0,25% 0,25%
Condimento 0,50% 0,50% 0,50% 0,50% 0,50%
Antioxidante 0,10% 0,30% 0,80% 0,30% 0,80%
Corante carmim 0,05% 0,05% 0,05% 0,05% 0,05%
Proteina soja 2,50% 2,50% 2,50% 2,50% 2,50%
Acucar 1,00% 1,00% 1,00% 1,00% 1,00%
Lactato de sddio 2,50% 2,50% 2,50% 2,50% 2,50%

*P: 0,5 % de eritorbato de soédio, EA 0,3%: 0,3% de extrato aquoso de café verde, EA 0,8%: 0,8%
de extrato aquoso, EE 0,3%: 0,3% de extrato etandlico e EE 0,3%: 0,3% de extrato etandlico.
Fonte: Autoria prépria (2023)

4.6.1 Composicao centesimal das linguigas tipo calabresa

O teor de umidade, cinzas, proteina, lipidios e carboidratos das formulacdes
foram realizados em triplicata conforme Kalschne et al. 2019 e Instituto Adolfo Lutz

[IAL], 2005 de acordo com a metodologia 012/1V, 018/IV, 036/IlV e 032/IV
respectivamente.

4.6.2Medida instrumental de cor, pH e atividade de agua (Aw)

A avaliacao da cor foi realizada em quintuplicata tanto na parte externa sobre

o envoltério como na parte interna do embutido, utilizando-se o colorimetro Minolta
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CR 400 com iluminante D65 e angulo de visdo de 10°. Os valores de L*
(luminosidade), a* (componente vermelho-verde) e b* (componente amarelo-azul),
foram expressos no sistema de cor CIELAB.

A medida do pH foi realizada em pHmetro (HI 99163, Hanna Instruments
Brasil, Barueri, SP, Brazil) em triplicata, na qual o embutido foi submetido a um corte
transversal e introduzido o eletrodo diretamente no centro e nas bordas até a
estabilizacdo do equipamento.

A atividade de agua foi realizada em equipamento Aqualab® 4TE (Decagon,

Sao Paulo/SP, Brazil) apds estabilizagcdo em 25°C em triplicata.

4.6.3 Verificagdo da oxidagéo lipidica pelo método TBARS

A verificagdo da oxidacao lipidica das formulagbes seguiu a metodologia
descrita por Tarladgis et al. (1964) que foi modificada por Crackel et al. (1988). A
analise foi realizada nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 dias. Foram utilizados 10 g de
amostra submetidos a destilagdo com 98 mL de agua deionizada, 2,5 mL de acido
cloridrico 4 Mol L', 2 mL de solugédo 0,5% de sulfanilamida em 20% de HCl e 5 gotas
de antiespumante (8 partes de Span 80 + 1,3 partes de Tween 20) acrescido de 5
pérolas de vidro, em erlenmeyer de 500 mL. A amostra foi destilada por 10 minutos e
coletada 50 mL em baldo volumétrico. Em seguida foi transferido 5 mL do destilado
homogeneizado e 5 mL do TBA 0,02 mol L' para um tubo de ensaio com rosca,
aquecido em banho-maria a 85 °C por 35 min, seguido do resfriamento em
temperatura ambiente para leitura no espectrofotometro UV - Visivel a 530 nm. A curva
de calibragéao foi feita usando de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) (96%, Sigma-Aldrich
Corporation, St. Louis, USA) em agua fervida e resfriada na faixa de concentragéo de

0,004 a 1 Mol L-' em 8 pontos, em duplicata.

4.6.4 Analise microbiolégica das formulag¢des das linguigas tipo calabresa

A analises microbiolégicas de Salmonella spp., Clostridium perfringens,
Estafilococos coagulase (+) e Escherichia coli, conforme IN n° 161, de 1 de julho de
2022 que estabelece os padrdes microbioldgicos dos alimentos (BRASIL, 2022c).
Também foram realizadas analises para Aerobios mesdfilos e Bactérias acido lacticas

g’ (BAL) todos conforme metodologia adaptada de Ayad, Makni e Attia (2009) em
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diluicbes seriadas apropriadas e semeadas em duplicata em Agar SPS (Sulfito-
Polimixina-Sulfadiazina), Agar BP (Baird-Parker), Agar VRB (Biliar Vermelho Violeta)
Agar Padrao de contagem (PCA) e Agar MRS, todos da marca Merck

4.6.5Analise sensorial

A analise sensorial foi realizada com autorizagdo do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da UTFPR (parecer consubstanciado n® 3.913.717).

Participaram da analise 120 provadores néao treinados. Antes de provar as
amostras os provadores assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido e
responderam um questionario para levantamento de dados soécio-demograficos e
habitos de consumo relacionados ao produto para caracterizagao da equipe. Também
foram orientados quanto ao procedimento das analises.

As amostras foram avaliadas em Escala hedénica de 9 pontos (Apéndice A),
sendo 1= Desgostei extremamente, 5= Nem gostei, nem desgostei e 9 = Gostei
extremamente, também foi avaliada a intengdo de compra.

As amostras foram aquecidas em forno elétrico a 45 °C e cortadas em fatias
de 30 g aproximadamente, cada provador recebeu uma amostra codificada com 3
digitos aleatdérios por vez, e foram servidas de forma aleatéria e balanceada. Os
provadores foram instruidos de limpar o paladar com agua em temperatura ambiente

entre as amostras.

4 6.6 Tratamento estatistico dos dados

Os resultados fisico-quimicos foram tratados estatisticamente por Analise de
variancia one-way (ANOVA) e para os resultados da analise sensorial foi usado
Analise de variancia main effects (ANOVA), seguidos pelo teste de comparagéo de
médias de Tukey (p < 0,05) do programa Statistica 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).
Os resultados séo apresentados como média + desvio padrao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao da amostra e avaliagao do impacto do armazenamento dos
graos de café verde sob congelamento na atividade antioxidante dos
extratos de café

Na Tabela 3 estdo apresentados os parametros de cor, umidade, cinzas de
graos de café canéfora e arabica verdes frescos (recém obtidos) e também de graos
canéfora verde armazenados sob congelamento pelo periodo de 1 ano e na Tabela 4
a atividade antioxidante dos extratos etandlicos obtidos destes respectivos gréaos, a
fim de avaliar a qualidade dos graos a serem utilizados nos testes bem como a
influéncia da estocagem destes sobre a qualidade antioxidante do extrato que sera
obtido.

Tabela 3- Parametros de cor e teor de umidade e cinzas de graos de café verde frescos e
armazenados por 1 ano sob congelamento

Amostra Medida Instrumental de Cor Umidade Cinzas
L* a* b* (%) (%)
(&ig;;ddeo, 5473+0,09° -0,37+002> 1878015 12,57+0,11> 417 0,172
CC verde 56,63 £ 0,42° 0,14 +0,012 20,55+0,352 12,88+0,052 3,980,112
(Fresco)
Ch verde 59,93+ 1,132 -1,83+0,19° 18,94 +0,07° 10,26 +0,06° 4,05+ 0,092
(Fresco)

Resultados expressos pela média + desvio padréo (n=3). CC: Coffea canephora; CA: Coffea arabica.
Médias com diferentes letras minusculas sobrescritas indicam diferencga significativa entre as amostras
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autoria prépria (2023)

Comparando-se as amostras de café canéfora fresca com a congelada
observa-se que a amostra fresca apresenta valor de L* maior (p < 0,05), indicando cor
mais clara, bem como maior teor de umidade (p < 0,05). Conforme Bastian et al.
(2021), a cor dos graos de café esta intimamente relacionada com a qualidade do
produto e, durante o armazenamento, os grdaos tém sua cor alterada com o
prolongamento do tempo de estocagem, passando da tonalidade verde-azulada,
caracteristica do produto de boa qualidade, a coloragdo marrom-clara e
esbranquicada, fenbmeno conhecido como "branqueamento”. No entanto, este efeito
€ citado para armazenamento a temperatura ambiente. Sob congelamento, observou-
se efeito contrario, aumentando a tonalidade azul esverdeada apds um ano, conforme
demonstrado pelos resultados para os parametros a* e b*, maiores do que para os
demais cafés avaliados (p < 0,05). Portanto preservando a coloragdo durante a

estocagem.
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Em relagcdo a umidade todas as amostras seguem os parametros
considerados ideais descritos por Tripetch e Borompichaichartkul (2019), mantendo a
umidade durante o armazenamento inferior a 14%, o que garante menor risco de
desenvolvimento de fungos. Observou-se também diminuigdo na umidade da amostra
de café canéfora com o armazenamento sob congelamento. Segundo PDG (2021). O
armazenamento de café verde em temperaturas abaixo de zero ainda € um conceito
razoavelmente novo, apesar da pratica estar se tornando cada vez mais popular, ja
que o café verde é higroscépico e instavel por longos periodos. A reducédo da
temperatura de conservagao deve evitar reagdes quimicas que ocorrem ao longo do
tempo (como envelhecimento), fazendo com que ocorram de forma extremamente
lenta, e portanto, preservando. Em pesquisa similar com grdos armazenados em
freezer por 75 dias, observou-se que o café a temperatura de congelamento perdeu
umidade nas primeiras trés semanas (aproximadamente 2%), nas demais ndao houve
mais perda de umidade uma vez que a que esta contida no grao condensou e,
portanto, ndo poéde evaporar mais. O mesmo comportamento foi observado para
varias espécies diferentes de café, indicando que todas as amostras de café verde se
comportaram de maneira semelhante.

Na Tabela 4 a atividade antioxidante dos extratos etandlicos obtidos destes
respectivos graos, a fim de avaliar a qualidade dos graos a serem utilizados nos testes
bem como a influéncia da estocagem destes sobre a qualidade antioxidante do extrato

que sera obtido.

Tabela 4- Comparacao da atividade antioxidante de extratos de amostras frescas e
armazenadas por um ano

Fendlicos Atividade doadora de Antiﬁ)t(li\c,;::tdeepela
Amostra Totais fons hidrogénio ao Captura do Radical
(g EAG 100 g radical ABTS+e Livre DPPH
'h.s.) (9 EAT 100 g" b.s.) (g EAT 100 g * b.s.)
CC verde (Congelado) 6,76 + 0,132 11,23 £ 0,002 9,35 + 0,082
CC verde (Fresco) 6,74 + 0,022 11,49 + 1,192 8,87 + 0,292
CA verde (Fresco) 5,32 £0,16° 10,23 £ 0,082 7,82 £0,22°

EAG: Equivalente de Acido Galico; EAT: Equivalente Trolox; b.s: base seca; CC: Coffea canephora;
CA: Coffea arabica. Resultados expressos pela média + desvio padrdao (Fendlicos Totais, DPPH e
ABTS); Médias com diferentes letras sobrescritas indicam diferenca significativa entre as extragdes
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autoria prépria (2023)

Os resultados obtidos para fendlicos totais nao diferiram (p = 0,05) em relagao

ao armazenamento entre as amostras de café canéfora fresca e congelada. De acordo
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com os dados obtidos no estudo conduzido por Jeszka-Skowron et al. (2017) na qual
valores maiores de FT foram encontrados nos extratos de café canéfora em
comparagao ao café arabica, isso ocorre mesmo em graos de diferentes origens. No
estudo de Fetsch (2021) os valores encontrados também confirmam essa
superioridade do café canéfora verde, ja que os valores de FT variaram entre 8,04 +
0,14 e 9,54 + 0,40 e para os graos de café arabica de 5,72 + 0,17 a 6,35 + 0,20.
Espera-se que amostras com maior teor de compostos fendlicos também possibilitem
maior acdo antioxidante, como é possivel observar nos resultados da capacidade
antioxidante avaliadas por outros métodos nesse estudo.

Avaliando-se o efeito do congelamento por 1 ano dos gréos é possivel
constatar a eficiéncia do método para conservagao dos compostos com capacidade
antioxidante dos graos, conforme demonstrado pelos dados da Tabela 4, na qual
observou-se que nao ocorreu alteragcbes significativas (p = 0,05) na atividade
antioxidante apos o periodo de 1 ano para a amostra de café canéfora, segundo os
trés métodos utilizados na avaliagdo, sugerindo que houve preservagao dos
compostos bioativos do grédo, evidenciando o congelamento como um método
alternativo para manter da atividade antioxidante nos graos, embora envolva custos.

Valores mais elevados de atividade antioxidante foram também observados
quando comparado a espécie de café canéfora (fresco ou congelado) com a espécie
arabica fresca, conforme o esperado segundo Vignoli, Bassoli e Benassi (2011).
Segundo Babova, Occhipinti e Maffei (2016) a maior capacidade da espécie canéfora
se justifica pelos altos teores de acidos clorogénicos e cafeina, permitindo maior acéao
antioxidante em comparagao com graos de café arabica.

. Portanto, para estudo sequente do processo de extracido foi utilizado a
espécie Coffea canephora, o qual foi mantido estocado congelado durante todo o

estudo.

5.2 Avaliagao da capacidade antioxidante in vitro de extratos de café verde

obtidos em diferentes condi¢coes de extragao

Na Tabela 5 sdo apresentados os resultados obtidos para o teor de compostos
fendlicos e atividade antioxidante pelos métodos de Folin Ciocalteau, ABTS, DPPH e
FRAP de extratos de grdaos de café canéfora verdes obtidos pela extragado solido-

liquido sob agitacdo constante em shaker ou extracdo assistida por EUA. A


https://onlinelibrary-wiley.ez48.periodicos.capes.gov.br/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Jeszka-Skowron%2C+Magdalena
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composi¢cao dos solventes eutéticos profundos sintetizados foram apresentados na
Tabela 1.

Tabela 5- Influéncia de diferentes tratamentos na extragao de compostos fendlicos e
capacidade antioxidante de graos de café canéfora verdes

(continua)
Banho Ultrassonico Incubadora Shaker
Solvente Fenodlicos Totais
(g EAG 100 g' de amostra b.s.)

[Ch]CI:AA 1:2 6,50 + 0,046bc 6,01 + 0,19
[Ch]CI:AA 1:4 4,16 + 0,16f 5,99 + 0,24cd
[Ch]CI:G 1:1 1,72 £ 0,36 3,06 + 0,28¢hi
[Ch]CI:G 5:2 3,40 + 0,09¢ 2,73 £ 0,07hi
[Ch]CI:AC 1:1 2,68 + 0,09 2,94 + 0,06 9hi
[Ch]CI:AC 2:1 1,14 £ 0,12 2,92 + 0,16 9ni
[Ch]CI:AL 1:1 2,56 +0,12/ 4,88 + 0,22¢
[Ch]CI:AL 1:2 3,32 +0,119h 5,85 + 0,254
ET 34,2% 6,67 +0,13° 7,60 £ 0,072
Agua 6,65 + 0,43° 6,53 + 0,25b°

(g EqTrolox 100 g' de amostra b.s.)

Atividade Antioxidante pela Captura do Radical Livre DPPH

[ChICI:AA 1:2 8,46 + 0,13¢ 6,24 £ 0,15
[ChICI:AA 1:4 5,93 £ 0,15 7,39 £ 0,15¢
[ChICI:G 1:1 4,19 £ 0,09" 3,03 £ 0,08k
[Ch]CI:G 5:2 5,12 + 0,089 2,57 £ 0,01'm
[Ch]CI:AC 1:1 3,29 + 0,02 2,19 £ 0,056mn
[Ch]CI:AC 2:1 2,80 + 0,06~ 1,95+ 0,11
[Ch]CI:AL 1:1 3,75 0,08 3,91+ 0,01N
[ChICI:AL 1:2 4,10 £ 0,10" 4,11 +£0,15"
ET 34,2% 9,35 + 0,08 8,89 + 0,02¢
Agua 11,24 + 0,009 7,26 + 0,15¢
Atividade doadora de ions hidrogénio ao radical ABTS+e
(g EqTrolox 100 g' de amostra b.s.)
[ChICI:AA 1:2 9,63 £ 0,20 10,68 £ 0,46
[ChICI:AA 1:4 7,51 £ 0,10¢f 11,26 £ 0,28°
[ChICI:G 1:1 3,21 £ 0,00 4,95 + 0,23n
[Ch]CI:G 5:2 6,42 + 0,20 7,06 £ 0,117
[Ch]CI:AC 1:1 4,52 + 0,00 5,80 + 0,239"
[Ch]CI:AC 2:1 3,85+ 0,10 4,64 +0,11N
[Ch]CI:AL 1:1 8,42 + 0,31 11,40 + 0,59°
[ChICI:AL 1:2 6,26 + 0,207 11,25+ 0,11°
ET 34,2% 11,23 £ 0,00° 16,10 + 0,232
Agua 16,74 + 1,002 16,39 + 0,113
Poder redutor do ion ferro FRAP
(g EqTrolox 100 g' de amostra b.s.)
[ChICI:AA 1:2 13,95 + 0,79 18,21 £ 1,46
[ChICI:AA 1:4 5,31 £ 0,76M 20,27 + 0,66°
[ChICI:G 1:1 3,14 £ 0,39 4,47 + 0,06Mi
[Ch]CI:G 5:2 11,66 £ 0,77f 8,05 + 0,369
[Ch]CI:AC 1:1 8,08 + 0,229 6,16 + 0,39¢"
[Ch]CI:AC 2:1 2,50 + 0,27 15,04 £ 0,219
[ChICI:AL 1:1 6,31 £ 0,039" 16,65 + 0,24¢d
[ChICI:AL 1:2 14,00 + 0,06¢ 19,52 £ 0,43°
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(conclusao)

Banho Ultrassénico | Incubadora Shaker
Solvente Poder redutor do ion ferro FRAP
(g EqTrolox 100 g' de amostra b.s.)
ET 34,2% 8,19 £ 0,159 28,61 +0,18?
Agua 18,15 + 1,24bc 19,45 + 0,30

EAG: Equivalente de Acido Galico; b.s: base seca; [Ch]CI: Cloreto de colina; AA: Acido acético;

G: Glicose; AC: Acido citrico; AL: Acido Latico; ET: Solucéo etandlica. Resultados expressos pela

média + desvio padrao (Atividade redutora, DPPH, ABTS e FRAP); Médias com diferentes letras

sobrescritas indicam diferencga significativa entre as extra¢des pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Autoria prépria (2023)

Os resultados in vitro (Tabela 5) demonstraram maior eficiéncia nas extragdes
etandlicas 34,2% e aquosas, seguidas da extragdo com NADES [Ch]CI:AA 1:2 e 1:4.
Comparando os métodos de cada extracdo realizada, € possivel afirmar que o
emprego dos equipamentos produziu impactos distintos entre os diferentes solventes
(p <0,05).

O método de Folin Ciocalteau é usado para estimar o teor de FT e a
capacidade antioxidante (VIGNOLI, BASSOLI; BENASSI, 2011; VIGNOLI, et al., 2014;
CORSO; VIGNOLI; BENASSI, 2016). Verificou-se que o maior teor obtido foi de 7,60
+ 0,07 e o menor de 1,14 £ 0,12 g de acido galico em 100 g' amostra (Tabela 5). O
maior teor de FT foi obtido para o solvente ET 34,4% em shaker (p < 0,05). Quando
utilizado agua em shaker e ET 34,2% e [Ch]CI:AA 1:2 no banho ultrassénico os
resultados também foram satisfatérios, embora, com diferenga estatistica (p < 0,05)
em relacéo ao ET 34,2% e shaker (Tabela 5).

Para o DPPH, os valores variaram de 11,24 + 0,00 a 1,95 + 0,11 g equivalente
de Trolox 100 g de amostra. O tratamento mais eficaz foi a agua como solvente e
extracao assistida por EUA (p < 0,05). A extragdo com solugéo etandlica tanto e shaker
ou EUA, foi a segunda melhor opgéo.

Para a analise de ABTS (mg de Equivalente de Trolox 100 g' de amostra),
os resultados obtidos ficaram entre 16,74 + 1,00 a 3,21 + 0,00. Ndo se observou
diferencga significativa (p < 0,05) entre os tratamentos que utilizaram agua e shaker ou
agua e EUA, bem como, para solugao etandlica e shaker (p < 0,05). Os 3 tratamentos
quando comparados aos demais, apresentaram a maior atividade antioxidante por
este método (p < 0,05).

Os valores de FRAP (mg de Equivalente de Trolox 100 g' de amostra)
também variaram significativamente (p < 0,05), de 28,61 + 0,18 a 2,50 £ 0,27, sendo

a maior atividade antioxidante observada no tratamento ET 34,2% em agitacao
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constante. Resultados  satisfatérios  embora  significativamente =~ menor
(aproximadamente 33% menor) (p < 0,05), foram observados nos tratamentos
extraidos no agitagao constante, com os solventes eutéticos [Ch]CI:AA 1:4, [Ch]CI:AC
2:1 e [Ch]CI:AL 1:2 e agua.

Portanto, de forma geral, considerando os resultados dos quatro métodos, que
a agitacao em agitadores tipo shaker € uma alternativa mais simples, e que a agua é
o solvente mais barato, in6cuo e disponivel, bem como o etanol, em relagdo aos
solventes organicos pode ser considerado também o mais viavel economicamente e
em relacao a toxidez, optou-se por dar continuidade no estudo utilizando-se extratos
obtidos com agua e solugao etandlica 34,2% para aplicagao em produto carneo cozido
linguiga tipo calabresa.

Ressalta-se, no entanto, que embora a eficiéncia dos NADES tenha sido
inferior aos métodos tradicionais de extracao, também é necessario avaliar o tempo
de extracdo e outras composicdes de solventes eutéticos profundos naturais. No
estudo conduzido por Ahmad et al. (2021) o uso de NADES composto de Betaina e
Sorbitol 1,25:1,2 mol L' na extracdo assistida por EUA demonstraram resultados
promissores na condi¢ao otimizada por 60 minutos, extraindo maior teor de cafeina e
acidos clorogénicos dos graos de café canéfora.

De acordo com Loukri et al. (2020) um empecilho no uso do NADES sao as
extensas interagdes das pontes de hidrogénio que os tornam viscosos, o que pode
prejudicar a eficiéncia do solvente na extragao devido a baixa interagdo do soluto com
o solvente, uma solucao seria adicionar agua em pequenas concentragdes (propor¢cao
de 1:6 mol L"), que leva a uma redugdo da viscosidade, permitindo assim maior
solubilizacdo, melhorando a capacidade de extracdo. A aplicacdo de altas
temperaturas também cooperam para difusdo e solubilidade do soluto, embora
temperaturas muito altas possam gerar degradacao de compostos bioativos e menor

rendimento por volatilizagdo do solvente.
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5.3 Comparacgao da atividade antioxidante dos extratos de Coffea canephora e
antioxidante comercial

Extratos usando ambos os solventes ET 34,2% e agua, na quantidade de 7 L
cada, foram produzidos em agitacdo constante a 400 RPM por 15 minutos, a
temperatura de 70 °C, na proporgao de 5,6 g de amostra para cada 100 mL, e secos
por atomizagao para posterior avaliagdo do comportamento como antioxidante em
produto carneo cozido linguiga calabresa.

Antes da aplicagdo dos extratos secos, eles foram analisados quanto a
atividade antioxidante, visando avaliar os efeitos da secagem e comparar com o
antioxidante sintético eritorbato de sodio, no intuito de determinar a quantidade
necessaria a ser aplicada no produto. Os resultados podem ser visualizados na Tabela
6.

Tabela 6 - Comparativo da atividade antioxidante dos extratos aquoso e etanélico secos por
spray dryer de café canéfora verde e do antioxidante sintético (Eritorbato de sédio)

AA pela Atividade
p doadora de Atividade
Captura do . . . .
- . - . ions hidrogénio redutora do ion
Antioxi Fendlicos Totais Radical Livre .
ntioxidante A ao radical ferro FRAP
(g EAG 100 g*) DPPH
(g EqTrolox 100 ABTS+e (g EqTrolox 100g
) (g Eq Trolox de amostra)
9 100 g)
aE(;‘Ltjr:Stg 24,63 + 0,12 24,62 +0,27° 73,63 +0,73 65,19 + 0,90
etE:rf;?.‘So 25,53 £0,15° 27,25+0,65° 74,46 1,490 69,85 + 0,03°
E”“;;Pj‘igo de 59,63 + 0,144 10330 +1,37° 14132+188° 178,71+ 0,243

EAG: Equivalente de Acido Galico; Resultados expressos pela média + desvio padrdo (Atividade
redutora, DPPH, ABTS e FRAP); médias com diferentes letras sobrescritas indicam diferenca
significativa entre as amostras pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autoria prépria (2023)

O extrato seco etandlico demonstrou atividade antioxidante estatisticamente
superior em relagao ao extrato seco aquoso (Tabela 6) (p < 0,05), para FT, captura do
radical livre DPPH e Atividade redutora do ion ferro FRAP, mas nao houve diferenga
estatistica para atividade doadora do de ions hidrogénio ao radical ABTS+-.

Em relagdo a capacidade antioxidante total obtida pelos resultados em FT o
extrato seco obtido da extracéo etandlica demonstrou-se superior, correspondendo a
42,81% da atividade antioxidante do eritorbato de s6dio em comparagao ao do extrato
seco obtido pela extracdo aquosa com 41,30%. O mesmo foi observado pelo método
DPPH, ABTS, FRAP. Portanto, considerando optou-se por testar no produto carneo,

ambos os extratos, etandlico e aquoso, nas concentragdes 0,3% e 0,8%, ou seja 3 e
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8 vezes mais que o antioxidante sintético (0,1%), visando garantir a concentragéo
minima necessaria na elaboragao do produto. Aplicagéo dos extratos em linguiga tipo

calabresa

5.3.1 Composicao centesimal

Na Tabela 7 pode-se visualizar a composi¢cao quimica das cinco formulag¢des

de linguica tipo calabresa desenvolvidas.

Tabela 7- Composigao centesimal (base imida) das amostras de linguiga tipo calabresa
elaboradas com antioxidante sontético e extratos aquoso e etandlico de café canéfora verde
Composicao (g/ 100g)

Carboidratos

Amostra o ] ) !
Proteina bruta Lipidios Umidade Cinzas totais

P 14,76 + 1,662 23,72 + 1,652 51,83 + 1,612 4,77 £ 0,172 4,90

EA 0,3% 14,62 + 1,222 22,28 + 1,812 54,11 + 1,532 4,93 + 0,07 4,03
EE 0,3% 14,07 + 1,532 23,20 £ 1,562 54,38 + 0,632 4,89 + 0,132 3,44
EA 0,8% 14,36 * 0,242 22,39 £ 0,892 52,68 + 1,912 4,90 + 0,082 5,65
EE 0,8% 14,76 £ 1,21° 22,05+ 1,682 55,57 + 1,722 4,84 + 0,028 3,15

P: Linguica calabresa formulagao padrao (0,1% Eritorbato de sédio); EA 0,3%: Linguiga calabresa com
0,3% de extrato aquoso de café canéfora; EE 0,3%: Linguiga calabresa com 0,3% de extrato etandlico
de café canéfora; EA 0,8%: Linguica calabresa com 0,8% de extrato aquoso café canéfora; EE 0,8%:
Linguica calabresa com 0,8% de extrato etanodlico de café canéfora; b.u.: base Umida; Resultados
expressos pela média + desvio padrao (n=3). Médias com diferentes letras sobrescritas indicam
diferencga significativa entre as amostras pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autoria prépria (2022)

De acordo com a Tabela 7, as formulacbes estdo de acordo com o
Regulamento técnico de identidade e qualidade de linguiga calabresa da IN n° 4 de 31
de margo de 2000 (BRASIL, 2000), que estabelece teores maximo de umidade (60%),
extrato etéreo (35%) e teor minimo de proteina (14%). As amostras ndo apresentaram
diferenga significativa entre si na composi¢ao centesimal pelo teste de Tukey (p <
0,05).

5.3.2Medida instrumental de cor, pH e atividade de agua (Aw)

Os parametros de cor, externa e interna das pecgas de linguica tipo calabresa
das 5 formulagbes durante armazenamento por 60 dias a 21 °C podem ser

visualizados na Tabela 8.
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Cor Dias P EA 0,3% EE 0,3% EA 0,8% EE 0,8%
Cor Externa
0 46,76 + 1,842A 44,82 +1,43%A 46,43 £ 1,512A 47,24 + 0,582A 42,12 +0,99°C
15 49,66 + 1,022A 46,30 + 0,84bA 45,43 + 0,91bcA 43,83 + 1,736 40,73 + 1,199
L* 30 47,70 + 2,662~ 46,33 + 1,862A 46,01 + 1,882A 49,12 + 0,862A 48,91 £ 0,612~
45 46,37 + 2,302~ 45,60 + 2,409~ 47,67 + 1,992~ 47,02 + 2,082~ 46,89 + 1,482AB
60 46,43 + 0,892bA 45,30 + 0,632bA 46,49 + 0,192bA 47,20 + 0,902 45,00 + 1,768
0 18,00 + 0,752A 17,53 + 0,602A 16,02 + 0,65bPA 15,46 + 0,65bPA 15,51 + 0,864
15 15,04 + 2,082AB 15,01 + 1,658 13,15+ 0,9128 13,11 + 1,3228 13,78 +£ 0,632~
a* 30 13,27 £ 2,9428 11,30 + 0,512a0C 9,74 + 0,61¢P 11,98 £ 0,17208 9,20 + 1,68¢B
45 15,03 £ 1,422A8B 12,12 £ 0,93bC 11,31 £ 1,190CD 12,20 £ 0,738 9,37 + 0,43cB
60 16,54 + 0,722AB 13,07 + 1,2458C 12,00 + 0,67°8C 11,97 + 0,558 10,30 + 0,33¢B
0 24,95 + 2,322A 23,51 + 1,02abA 24,85 + 1,00aA 24,54 + 1,393A 21,74 £ 1,120
15 23,70 + 1,302A 21,77 + 1,793bAB 21,65 + 1,8720B 21,40 + 1,01abBC 20,19 £ 0,794
b* 30 24,49 + 1,812A 20,43 + 0,746bcB 18,28 + 0,71¢cdD 21,98 + 0,698 17,26 + 1,359
45 23,04 + 1,102A 19,72 + 0,56¢B 19,39 + 0,64¢CD 21,34 + 0,51bBC 16, 59 £ 0,734
60 24,18 +1,822A 20,45 + 1,098 21,18 + 0,56PBC 19,93 + 0,82°C 16,99 + 0,52¢8
Cor Interna
0 57,22 + 2,232A 54,44 + 0,532bAB 55,99 + 1,172bAB 55,86 + 1,04a08 54,07 + 2,0904
15 54,29 + 0,96248 54,58 + 0,482A8 55,41 + 0,952A8 55,50 + 0,922B 53,23 + 2,152A
L* 30 56,92 + 2,262~ 55,77 + 2,012A 57,50 + 3,242A 57,72 + 1,222A 54,87 + 1,262
45 55,56 + 1,382A8 56,06 + 2,362A 54,31 + 0,912b8 54,73 + 0,562BC 51,62 + 2,084
60 53,76 + 0,8728 52,37 + 1,0328 53,75 + 0,702 53,42 + 0,422C 52,63 + 1,042~
0 13,14 + 1,862~ 14,60 + 0,422~ 13,30 + 0,732AB 13,06 + 0,552A 13,51 +1,132A
15 15,01 + 0,662~ 14,09 + 0,562bAB 12,81 + 0,559AB 12,91 + 0,24cdAB 13,92 + 0,600cA
a* 30 13,81 + 1,532A 11,53 + 2,142C 11,76 + 1,638 12,05 + 0,5928 13,92 + 0,482A
45 14,79 + 1,322A 12,14 + 0,8798C 13,68 + 0,382bA 12,69 + 0,450AB 13,12 + 0,700A
60 15,05 + 0,532~ 14,09 + 0,762/8 12,79 + 0,41bAB 12,65 + 0,590AB 14,06 + 0,472~
0 12,86 + 0,8008 12,93 + 0,390A 13,38 + 0,692bB 14,06 + 0,3728 13,47 + 0,542bB
15 14,85 £ 0,612~ 13,93 £ 0,7020A 13,33+ 0,1198 14,62 + 0,512A8 14,29 + 0,732AB
b* 30 14,88 £ 0,932A 13,20 £ 1,050 14,59 £ 0,922bA 14,73 £ 0,2520AB 15,63 £ 0,95%A
45 15,92 + 0,473~ 13,39 + 1,01bA 14,42 + 0,420A8 14,77 + 0,453bAB 14,66 + 1,0720AB
60 15,62 £ 0,232A 14,12 £ 0,307 13,60 £ 0,46°AB 14,84 + 0,36 15,27 + 0,3020A

P: Formulagao padrao (0,1% Eritorbato de sodio); EA 0,3%: 0,3% de extrato aquoso de C. canéfora; EE 0,3%: 0,3% de extrato etandlico de C. canéfora; EA
0,8%: 0,8% de extrato aquoso C. canéfora; EE 0,8%: 0,8% de extrato etandlico de C. canéfora; Resultados expressos pela média + desvio padrao. Médias

com diferentes letras sobrescritas indicam diferenca significativa entre as amostras pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Autoria prépria (2022)
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Observa-se que quanto maior os valores de L*, maior a luminosidade e/ou
brilho da amostra, de acordo com a Tabela 8, a medida de cor externa no tempo 0
demonstram que a amostra EE 0,8% foi a unica que diferiu significativamente (p <
0,05) em relagéo as outras formulagdes, no tempo 15, a amostra P demonstrou maior
L*, sendo uma constante até os 60 dias. A amostra EA 0,8% teve maior L*. Isso
demonstra que a adi¢cdo do extrato teve influéncia na luminosidade, principalmente na
amostra EE 0,8% deixando as amostras mais escuras. A adi¢cao do eritorbato de sddio
na amostra P proporcionou maior luminosidade e estabilidade, tanto na cor externa
como na cor interna ao longo dos 60 dias.

Em relagdo a cor vermelha (a*), ao longo dos 60 dias na medida externa todas
as amostras tiveram diminui¢ao do valor significativamente, embora a amostra P tendo
maiores valores de a* durante toda vida util do produto. Na parte interna o P se
manteve estavel e com maior valor para a*, as amostras com extrato de café variaram
significativamente.

Para valores da cor amarela (b*) na parte externa as amostram também
apresentaram diferenga estatistica, no tempo 0 somente para a amostra EE 0,8% com
menor valor e dos 15 aos 60 dias as amostras demonstraram diferenca (p < 0,05) em
relagdo a amostra P que tinha os maiores valores e estaveis. Na parte interna ao longo
dos 60 dias todas as amostras tiveram aumento gradual dos valores de b* sugerindo
aumento da cor amarela.

A cor esta diretamente relacionada com a proporcdo de oximioglobina
vermelho brilhante (MbO2), mioglobina vermelho escuro (Mb) e metamioglobina
marrom acinzentada (MetMb) presentes no alimento, como resultado da oxidacao a
coloragao tende diminuir a tonalidade vermelha e aumentar a tonalidade amarelada,
dando ao alimento coloracdo marrom/acastanhada. Embora tenha ocorrido a
diminuicdo a* e aumento do b* pelo teste de Tukey (p < 0,05), sugerindo o inicio da
oxidacdo, a amostra P se manteve estavel tanto em todos os parédmetros externos e
L* e a* internos o que também foi relatado no estudo de Shang et al. (2020) sobre a
manutengao da cor vermelha em embutidos com uso de eritorbato de sédio, sendo

possivel observa-las aos 60 dias (Figura 3).
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Figura 3— Formulag¢des de linguica tipo calabresa apés armazenamento de 60 dias a 21 °C

P EA 0,3% EE0,3% EA 0,8% EE0,8%

Fonte: Autoria prépria (2023)
Os valores de pH das formulagdes durante os 60 dias estdo descritos na

Tabela 9.

Tabela 9 - Valores de pH para as linguigas tipo calabresa com extrato de café verde e com
eritorbato de sédio durante 60 dias armazenadas a 21 °C # 1

Tempo (dias) P EA 0,3% EE 0,3% EA 0,8% EE 0,8%
0 6,05+ 0,03*A 6,08+0,012* 6,06 £0,0024 5,99+0,01°0 5,97 + 0,01°A
15 6,05+ 0,042 6,06 £0,012A 6,06 £ 0,022 6,03+ 0,012 5,96 + 0,02°*
30 5,92+ 0,028 5,85+ 0,028¢ 585+ 0,02¢¢ 6,06 + 0,0128C 575+ 0,019
45 6,05+ 0,022~ 575+0,15°¢ 5098 +0,0228 6,08 +0,03%8 5,74 + 0,088
60 6,11+ 0,01 6,01 £0,05® 6,06 £0,02°* 6,15+0,0124 5,58 + 0,027

P: Linguica calabresa formulag&o padréo (0,1% Eritorbato de sédio); EA 0,3%: Linguica calabresa com
0,3% de extrato aquoso de café canéfora; EE 0,3%: Linguica calabresa com 0,3% de extrato etandlico
de café canéfora; EA 0,8%: Linguica calabresa com 0,8% de extrato aquoso café canéfora; EE 0,8%:
Linguica calabresa com 0,8% de extrato etandlico de café canéfora; Resultados expressos pela média
+ desvio padrdo (n=3); Médias com diferentes letras minusculas sobrescritas entre as colunas e letras
maiusculas entre as linhas indicam diferenga significativa entre as amostras pelo teste de Tukey (p <
0,05).
Fonte: Autoria prépria (2022)

Os valores de pH oscilaram em todas as amostras ao longo dos 60 dias
conforme apresentado na Tabela 9. No tempo 0 e 15 as amostras P, EA 0,3% e EE
0,3% ficaram estaveis, apds os 30 dias tiveram uma leve acidificagdo. Na amostra EE
0,8% a acidificagao foi constante sendo o valor 5,58 no 60° dia. De acordo com
Puolanne, Ruusunena e Vainionpaa (2001) o pH dos embutidos € dependente de
fatores intrinsecos, como pH da carne, teor de NaCl e demais ingredientes da sua

formulacéo, a reducédo do pH sugere perda da capacidade de reter agua, podendo
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interferir na suculéncia e maciez do alimento. A maior acidez no tempo 0 foi constatada
nas amostras com maior adi¢cao de extrato seco (0,8%). Valores de pH entre 5,0 € 5,5
sao relatados em embutidos fermentados como no estudo de Lorenzo et al. (2013),

porém nao € desejavel em linguicas tipo calabresa.
Na Tabela 10 sdo apresentados os valores de Aw das formulag¢des durante o
armazenamento.

Tabela 10 - Valores de atividade de agua (Aw) para as linguigas tipo calabresa com extrato de
café verde e com eritorbato de sédio durante a vida util de 60 dias

T(gf;g;’ P EA 0,3% EE 0,3% EA 0,8% EE 0,8%
0 0,9449 + 0,0482 + 0,9517 + 0,0449 + 0,9501 +
0,002aAB 0,003248 0,000248 0,00328 0,0022B

15 0,9500 + 0,9517 + 0,9550 + 0,9525 + 0,9527 +
0,0023A 0,0032A 0,000%A 0,0012A 0,001aB

30 0,9380 + 0,9540 + 0,9517 + 0,9510 + 0,9577 +
0,001¢8 0,0002bA 0,002048 0,0000A 0,0002A

45 0,9363 + 0,9451 + 0,9401 + 0,9343 + 0,9426 +
0,004bc8 0,00028 0,003abeC 0,001 0,002abC

50 0,9402 + 0,0483 + 0,9459 + 0,0426 + 0,9481 +
0,005bA8 0,0012A8 0,0002b¢ 0,0012bB 0,0002B

Linguiga calabresa formulagao padrao (0,1% Eritorbato de sodio); EA 0,3%: Linguiga calabresa com
0,30% de extrato aquoso de café canéfora; EE 0,3%: Linguiga calabresa com 0,3% de extrato etandlico
de café canéfora; EA 0,8%: Linguica calabresa com 0,8% de extrato aquoso café canéfora; EE 0,8%:
Linguigca calabresa com 0,8% de extrato etandlico de café canéfora; Resultados expressos pela média
+ desvio padrédo (n=3); Médias com diferentes letras minusculas sobrescritas entre as colunas e letras
maiusculas entre as linhas indicam diferencga significativa entre as amostras pelo teste de Tukey (p <
0,05).
Fonte: Autoria prépria (2023)

As amostras, de modo geral, tiveram diminuigdo nos valores de Aw, sendo
que no tempo 0 e 15 ndo houve diferencga significativa (p < 0,05) entre as formulagdes
(Tabela 10). A amostra P teve menor valor para Aw apos 60 dias de armazenamento.
A Aw esta intimamente ligada a textura e ao desenvolvimento microbiano, sendo maior
quando ha agua livre para ser usada no metabolismo dos micro-organismos, no caso
de alimentos ricos em macro e micronutrientes, isso € um fator determinante para a
rapida deterioracao.

Embora a Aw oscilaram entre 0,934 a 0,955 para as linguicas tipo calabresa
neste experimento, no estudo conduzido por Santos (2006) que avaliou a influéncia
do tratamento de tripas suinas naturais com solu¢des emulsificantes de grau alimentar
(lecitina de soja) no aumento do rendimento de processo de embutimento de linguica
calabresa, a Aw variou de 0,935 a 0,951 e no estudo de Schwert (2009) que comparou

o uso do método tradicional de defumagao em comparacao ao uso de fumaca liquida,
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a Aw variou de 0,951 a 0,968, demonstrando que os valores desde estudo estao

dentro dos descritos na literatura.

5.3.3Medida de oxidacao lipidica (TBARS)

Na Tabela 11 estdo dispostos os resultados da oxidagao lipidica das
diferentes amostras de calabresa durante 60 dias sob armazenamento em
temperatura ambiente de 21 °C £ 1. Os valores de TBARS refletem o teor de
malonaldeido, que sao produtos da oxidagéo lipidica, formados a partir da degradagao
de hidroperoxidos e peroxidos lipidicos, que causam alteragdes sensoriais
indesejaveis, como odor e sabor de rango (WENJIAO, 2014).

De acordo com Ahmad e Srivastava (2007) o teor de TBARS entre 0,5¢e 1,0
mg kg™' ndo sio perceptiveis sensorialmente, mostrando que todas as amostras estéo

dentro dos limites aceitaveis.

Tabela 11- Teor de oxidagao lipidica das amostras de linguiga tipo calabresa durante vida util

de 60 dias
Tempo (dias) P EA 0,3% EE 0,3% EA 0,8% EE 0,8%
0 0,06 + 0,000C 0,25+ 0,052 0,06 + 0,008 0,07 £ 0,00°¢P 0,07 + 0,01bC
15 0,15 £ 0,01a8C 0,17 £ 0,002A¢ 0,11 £ 0,018 0,11 £0,01C 0,12 £ 0,01bcB
30 0,30 £ 0,012A8 0,15+ 0,004 0,09 £ 0,00°%®8 (0,06 + 0,009%® 0,11 £ 0,01°B
45 0,17 £ 0,00%8¢ 0,28 £+ 0,024 0,17 £ 0,01 0,18 +0,01%8 0,19+ 0,014
60 0,45 £ 0,092A 0,21 £0,092A 0,12 + 0,03°8 (0,26 + 0,032°A 0,09 + 0,00V°BC

Médias com diferentes letras minUsculas sobrescritas entre as colunas e letras mailsculas entre as
linhas indicam diferencga significativa entre as amostras pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Autoria prépria (2023)

Os resultados evidenciaram diferencga estatistica (p < 0,05), no teste de Tukey
para mg de TBARS kg' de amostra. As amostras EE 0,3%, EA 0,8% e EE 0,8% com
adicao dos extratos secos de Coffea canephora, proporcionaram atividade
antioxidante superior a amostra padrao (antioxidante sintético) apoés os 60 dias de
armazenamento em temperatura de 21 °C = 1 (Figura 4), reduzindo a formacéo de
compostos resultantes da oxidacao lipidica como o malonaldeido. O extrato etandlico
seco também demonstrou mais eficacia em comparagdo ao aquoso, tanto na
concentragao de 0,3% como na 0,8%. Resultados semelhantes foram relatados no
estudo de Mostafa e Azab (2022), em que o extrato de café verde foi adicionado a
alméndegas bovinas refrigeradas por 14 dias, as amostras com 250, 500 e 1000 ppm

de antioxidante natural garantiu maior estabilidade comparada ao controle e a amostra
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com adig&o de acido ascorbico. O extrato de casca de café extratora (agua:etanol 1:1)
1:10 (p:v), seguida de incubagdo em banho-maria a 60 °C por 60 min também foi
eficiente na proporcao de (100 e 200 ppm) usados na formulagdo de hamburgués de
frango durante armazenamento de 45 dias em comparagdo a amostra controle, as
amostras foram analisadas congeladas e ap6s o cozimento, sendo encontrado valores
inferiores a 2,0 mg kg™' de malondialdeido segundo Marques et al. (2022).

De acordo com Wenijiao (2014), a temperatura de armazenamento influenciou
significativamente no teor de TBARS em linguigas de carne suina, sendo maior em
temperaturas mais elevadas, isso demonstra a eficiéncia do extrato seco mesmo em

temperatura ambiente de 21 + 1 °C.

Figura 4— Grafico de oxidacgao lipidica das amostras de linguiga calabresa durante vida util de

60 dias
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Existem varios mecanismos de acgao pelos quais os extratos podem inibir ou
retardar a oxidagao nos alimentos, um deles é o alto teor de compostos fendlicos que
agem principalmente doando atomos de H, proporcionando ligagdes estaveis aos
radicais livres. Outra forma é quelando agentes catalisadores da oxidagao, como por

exemplo, os ions metalicos que iniciam a reacao oxidativa (AMARAL et al., 2018).
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5.3.4 Analise sensorial das formulagdes de linguica calabresa

As analises microbioldgicas estavam dentro dos parametros exigidos (Tabela

12) para produtos carneos cozidos (BRASIL, 2022b), sendo prépria para consumo.

Tabela 12 — Qualidade microbioldgicas das formulacdes de linguica tipo calabresa

Micro-organismos Amostras

9 P EA0,3% EE0,3% EA0,8% EEO0,8% Legislacao*
Salmonella 25 g’ Aus Aus Aus Aus Aus Aus
géﬁfggg’rg UFcgny  SIOXI0T 15x10'  <10x10"  <1,0x10'  <1,0x10 103
Estafilococos
coagulase (+) (UFC g <1,0x10" <1,0x10" <1,0x10" <1,0x10' <1,0x10" 103
")
goyrerena el UFEcqox0 <tox10 <toxior <toxior <toxtor 102
?j;%bgf)mes"f"os 05x10"  55x102  1,5x10'  1,5x10"  4,5x10" -

Bactérias acido
lacticas (BAL) (UFC g <1,0x10" 2,6x102 <1,0x10" <1,0x10* <1,0x10" -
')
*Valores maximos para micro-organismos em produtos carneos cozidos (Brasil, 2022).
Fonte: Autoria propria (2023)

Dos 120 provadores, 55,46% eram do sexo masculino e 44,54% do sexo
feminino, com idades entre 18 e 65 anos, sendo a ampla maioria (96%) com idade de
18 a 36 anos. Em relacdo a escolaridade 75% disseram ter ensino superior
incompleto, 16% Ensino médio completo e 9% ensino superior completo. Todos os
participantes afirmaram que consomem produtos carneos, sendo a frequéncia de
consumo pelo menos 1 vez por semana para 70% dos participantes. Sobre o consumo
especifico de carne suina 89% disseram que consomem, sendo (40,17%) 3 vezes na
semana, (37,60%) ocasionalmente, (15,38%) 1 vez ao més, (5,98%) diariamente e
menos de (1%) relataram que n&o consumiam nunca, sendo a linguiga calabresa
citada por 52,2% dos entrevistados como produto carneo mais consumido. Quando
questionados se consumiam linguiga calabresa, 94,16% disseram que sim, sendo:
(42,37%) ocasionalmente, (39,83%) 1 vez ao més, (15,25%) 3 vezes por semana e
(1,69%) diariamente. 81,51% relataram que buscam por alimentos naturais e quanto
a compra dos alimentos levam em consideragao aspectos como aparéncia (71,66%),
prego (65%), prazo de validade (42,5), marca (30%) e qualidade nutricional (28,33).
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A Tabela 13 apresenta as médias * desvio padrdo das notas recebidas por
escala heddnica de 9 pontos para as formula¢des desenvolvidas. Verificou-se que néao

houve diferenca significativa entre as amostras pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 13 - Resultados da analise sensorial para as 5 formulacdes de linguica calabresa
Analise sensorial

Amostra L
Aceitagao Global Aroma Cor Sabor Textura
P 7,57 £1,202 7,41 1+ 1,452 7,38 £ 1,542 7,70 £ 1,452 7,15+ 1,692
EA 0,3% 7,27 £ 1,342 7,15+ 1,362 7,21 +1,312 7,29 £ 1,622 6,93 + 1,682
EE 0,3% 7,33 £ 1,442 7,24 £ 1,482 7,04 £1,732 7,32 £ 1,652 7,10 £ 1,802
EA 0,8% 7,59 £ 1,092 7,45 £ 1,252 7,20 £ 1,402 7,35 + 1,302 7,40 £ 1,422
EE 0,8% 7,36 £ 1,422 7,44 £ 1,352 7,34 £ 1,562 7,26 + 1,662 7,27 £ 1,602

P: Linguica calabresa formulagéo padréo (0,1% Eritorbato de sadio); EA 0,3%: Linguiga calabresa com
0,3% de extrato aquoso de café canéfora; EE 0,3%: Linguica calabresa com 0,3% de extrato etandlico
de café canéfora; EA 0,8%: Linguica calabresa com 0,8% de extrato aquoso café canéfora; EE 0,8%:
Linguica calabresa com 0,8% de extrato etandlico de café canéfora; Resultados expressos pela média
+ desvio padrdo. Médias com diferentes letras sobrescritas indicam diferenca significativa entre as
amostras pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autoria prépria (2023)

De acordo com Pires et al. (2019) médias acima de 6,3 classificam as
amostras como sendo bem aceitas, isso demonstra que tanto a amostra P, como as
amostras com adigdo de extrato de café foram bem avaliadas pelos provadores.

O uso de outra metodologia também foi empregado para demonstrar os
indices de aceitagao, indiferencga e rejeicdo em (%), levando em consideragéo a nota
atribuida por cada provador, sendo as notas 6-9 (aceitagdo), 5 (indiferenga) e 1-4
(rejeicéo).

Figura 5 — Grafico em (%) de aceitagao, indiferenca e rejeicdo em relagio a aceitagao global e
intengcao de compra das formulagdes de linguica tipo calabresa
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Fonte: Autoria prépria (2023)
De acordo com a Figura 5, a amostra EA 0,8% recebeu as seguintes

avaliagdes: aceitacéo (95,72%), indiferenca (3,41%) e rejeigao (0,85%), seguida da
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amostra P aceitagdo (94,06%), indiferenca (5,08%) e rejeicdo (0,84%), EE 0,8%
aceitacao (90,35%), indiferenca (5,25%) e rejeicao (4,38%), EA 0,3% aceitacao
(89,65%), indiferenca (6,03%) e rejeicao (4,31%) e EE 0,3% com aceitagao (89,65%),
indiferenca (4,31%) e rejeicao (6,03%). Esses indices demonstram que a adi¢do do
extrato seco de café canéfora verde ndo causou impacto negativo em relagdo a
amostra padrao, visto que a amostra EA 0,8% obteve nota superior na aceitagao
global em relagdo a amostra P.

Para intengdo de compra o maior percentual foi para a amostra P aceitacao
(75%), indiferencga (19,16%) e rejeicao (5,83%), seguida EE 0,8% aceitagéo (73,94%),
indiferenca (19,32%) e rejeicdo (6,72%), amostra EA 0,8% aceitacdo (73,10%),
indiferenca (21%) e rejeicao (5,88%), EE 0,3% com aceitagéo (72,41%), indiferenca
(18,10%) e rejeicao (9,48%) e EA 0,3% aceitagao (65,54%), indiferenca (26,89%) e
rejeicao (7,56%).
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6 CONCLUSAO

Ndo houve redugcdo no teor de compostos antioxidantes durante o
armazenamento por congelamento durante o periodo de um ano da espécie Coffea
canephora em comparagcdo com a amostra fresca, sugerindo eficiéncia do
congelamento na manutengédo dos compostos antioxidantes.

As analises in vitro demonstram impacto dos tratamentos empregados na
extragao de compostos com capacidade antioxidante dos graos de Coffea canephora,
sendo possivel sugerir que os teores de compostos bioativos presente nos extratos
sdo dependentes de uma série de fatores, como solvente e método de extracéo.
Dentre as extragbes com maior atividade antioxidante foram as extraidas com agua e
ET 34,2% sob agitacdo em shaker.

Quanto aos extratos secos o ET 34,2% foi parcialmente superior ao extrato
aquoso. O extrato de café aplicado na proporcao 3x e 8x a mais que o eritorbato de
sddio 0,1%, foi eficiente para retardar a oxidacao lipidica em até os 60 dias, sendo a
EE 0,8% com os melhores resultados. Embora todas as amostras estejam dentro do
consideravel aceitavel para mg TBARS por kg de amostra em embutido cozido.

Em relacio a aceitacédo sensorial, o impacto da adicdo do extrato foi positivo,
sendo todas as notas superiores a 7,0 (p < 0,05) indicando viabilidade do emprego do
extrato seco de Coffea canephora como antioxidante em produto carneo cozido tipo
calabresa, sem descaracterizar o produto e fornecendo uma opg¢ao com menos aditivo
sintético, podendo ser estendido o uso para outros produtos carneos cozidos de
composi¢cao similar. O uso de solventes eutéticos profundos se mostraram
promissores, no entanto podem ser explorados em outras composi¢coes e condicdes

de extracao afim de se obter melhores resultados.
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APENDICE A - Ficha utilizada na analise sensorial da linguiga tipo calabresa
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TESTE DE ESCALA HEDONICA - LINGUICA TIPO CALABRESA

Nome: Data:

Amostra:

Vocé esta recebendo a Linguiga tipo calabresa. Por favor, desguste-ae use a escala abaixo para desmonstrar o quanto

vocé gostou ou nido do produto.

9 — gostei muitissimo Aceitagdo Global:
8§ — gostei muito Odor:

7 — gostei moderadamente Cor:

6 — gostei ligeiramente Sabor:

5 —nem gostei/ nem desgostei Textura:

4 — desgoste1 ligeiramente

3 — desgostei moderadamente
2 — desgostei muito

1 — desgostei muitissimo

Assinale com (X) qual sua intengdo de compra em relagio a este produto.

eu certamente compraria este produto

eu provavelmente compraria este produto
tenho duvidas se compraria ou ndo este produto
eu provavelmente ndo compraria este produto
eu certamente ndo compraria este produto

P P~ P~
Nt St Nt Nt Nt

Comentarios:

Fonte: Autoria prépria (2023)




