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RESUMO

Foram realizadas anélises microbioldgicas (mesofilos totais, coliformes totais, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, esporos de clostridios sulfito-redutores e Salmonella spp.) nos dias 0,
4, 8 e 12; fisico-quimicas (teores de proteina, gordura, umidade, cinzas e pH) nos dias 0 ¢ 12;
e sensoriais (cor, aroma, sabor, textura e impressdo global). O extrato de propolis foi
caracterizado quanto a composi¢do quimica (fenois totais, flavonoides e atividade antioxidante
via DPPH) e qualidade microbioldgica. Os resultados indicam as propriedades funcionais do
extrato de propolis, evidenciadas pelos elevados teores de fenois totais, flavonoides e elevada
atividade antioxidante, associados a sua ac¢do antimicrobiana. Na andlise microbiologica dos
hamburgueres, verificou-se que as amostras contendo propolis inibiram 0s microrganismos
avaliados, destacando-se a formulagdo F2 (2%), que se manteve isenta de esporos de clostridios
sulfito-redutores até ao 12.° dia e apresentou a menor contagem de microrganismos mesofilos
totais, em compara¢ao com a amostra controlo contendo ascorbato de s6dio. As analises fisico-
quimicas revelaram variagdes ligeiras nos teores de proteina, gordura, cinzas e pH entre as
amostras, todas dentro dos padrdes esperados. Observou-se uma tendéncia de reducdo da
umidade nas formulag¢des com propolis ao longo do tempo, particularmente na amostra F2; no
entanto, essa diferenca foi pouco expressiva. A andlise sensorial indicou que os hamburgueres
com adi¢do de extrato de propolis ndo foram bem aceites pelos consumidores, devido ao
impacto negativo em atributos como o aroma e o sabor. Em todos os parametros avaliados, as
amostras contendo propolis apresentaram um desempenho sensorial significativamente inferior
as que continham aditivo sintético, verificando-se uma correlacao negativa entre o aumento da
concentracao de propolis e a aceitacao sensorial. Conclui-se que, apesar da comprovada eficacia
do extrato de propolis na conservacdo e seguranca microbioldgica, a sua aplicacdo em
hamburgueres requer estratégias que minimizem os impactos sensoriais, nomeadamente através
da microencapsulagdo. Investigagdes futuras deverdo explorar a utilizacdo do extrato de
propolis noutros produtos carneos, assim como o desenvolvimento de tecnologias que

preservem a qualidade sensorial dos alimentos.

Palavras-chave: propolis, aditivo alimentar, hamburguer bovino.
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ABSTRACT

The analyses performed included: microbiological analysis, with counts of total mesophiles,
total coliforms, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, sulfite-reducing clostridia, and
Salmonella spp., on days 0, 4, 8, and 12; physicochemical analysis (% protein, % fat, %
moisture, % ash, and pH) on days 0 and 12; and sensory analysis evaluating color, aroma,
flavor, texture, and overall impression. The propolis extract was analyzed for its chemical
composition (total phenols, flavonoids, and antioxidant potential/ DPPH) and microbiological
characteristics (counts of molds, yeasts, Bacillus cereus, total mesophiles, total coliforms,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and sulfite-reducing clostridia). The results confirmed
the functional properties of propolis extract, such as high levels of total phenols, flavonoids,
and antioxidant capacity, which confer antimicrobial and antioxidant actions. In the
microbiological analysis of the burgers, samples with incorporated propolis extract were
effective in inhibiting the evaluated microorganisms, with F2 (2% propolis) standing out for
remaining free of sulfite-reducing clostridia until day 12 and presenting the lowest total
mesophile counts, outperforming the sample with sodium ascorbate. The physicochemical
analysis showed minor differences between the samples in terms of protein, fat, ash, and pH
levels, all within the expected ranges. However, a trend of decreasing moisture over time was
observed in the propolis-containing samples, especially in F2. Nevertheless, due to the lack of
additional studies and the limited extent of the reduction, the possibility of sampling error
cannot be ruled out. Sensory analysis revealed the commercial infeasibility of directly using
propolis extract due to its negative impact on attributes such as aroma and flavor, which
compromised product acceptance. In all evaluated parameters, samples with propolis performed
significantly worse than the sample with the synthetic additive, showing a negative correlation
between sensory perception and the increasing concentration of propolis. Aroma and flavor
were the most affected attributes. It is concluded that, although effective in conservation and
microbiological safety, the use of propolis extract in burgers requires alternatives to minimize
sensory impacts, such as microencapsulation. Future research could explore applications in

other meat products and techniques that preserve sensory quality.

Keywords: propolis, food additive, beef burger.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

A sociedade contemporanea vem passando por iniumeras transformagdes, incluindo em
relagdo aos seus habitos alimentares. A busca por alternativas naturais € seguras para a
preservacao de alimentos tem se tornado uma tendéncia crescente na industria alimenticia,
impulsionada por uma demanda cada vez maior dos consumidores por produtos mais saudaveis
e sustentaveis, que ndo incluam aditivos quimicamente sintetizados em suas formulagdes.

Dentre esses insumos, destacam-se os conservantes/antioxidantes sintéticos, que sao
substancias muito utilizadas na industria para aumentar o shelf life (tempo de vida de prateleira)
dos alimentos, isto €, o periodo em que o produto alimenticio consegue manter todas as suas
caracteristicas sensoriais (sabor, textura, odor, entre outros) em um estado desejavel para o
consumo. Assim, com o aumento da conscientizagdo sobre os possiveis efeitos adversos dos
sintéticos tradicionais em relag@o a satide humana e ao meio ambiente, tem ocorrido um grande
aumento da investigacdo na 4rea alimentar para encontrar substitutos naturais que ofere¢gam os
mesmos efeitos desejados.

Neste cenario, o uso de extratos naturais, como a propolis, emerge como uma
promissora alternativa. A propolis € uma substincia resinosa coletada por abelhas a partir de
exsudatos de plantas, combinada com cera e secre¢des das abelhas, usada para selar e proteger
as colmeias. Ao longo dos anos, a propolis tem sido amplamente reconhecida e estudada pelas
suas atividades bioldgicas, incluindo antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana.

Tais propriedades sdo atribuidas a complexa composi¢ao quimica da propolis, que inclui
flavonoides, acidos fendlicos, terpenos, entre outros compostos bioativos. Essa alta quantidade
de compostos, sobretudo os fendlicos, tornam-no ideal para uso como aditivo natural na
conservagao de alimentos, oferecendo uma alternativa aos conservantes sintéticos para atenuar
preocupacdes dos consumidores em relagdo aos possiveis efeitos de aditivos sintéticos na
satude, atendendo a uma exigéncia atual de mercado.

Entre os produtos carneos, o hamburguer bovino destaca-se como um dos mais
consumidos mundialmente, sendo um alimento amplamente popular em diversas culturas. No
entanto, os hamburgueres apresentam desafios significativos em termos de preservagio e
seguranc¢a alimentar, os quais decorrem principalmente da alta suscetibilidade a oxidagdo
lipidica, um processo que leva a deterioracdo da qualidade sensorial e nutricional, ¢ a

contaminagdo microbioldgica, que pode comprometer a seguranca do alimento e reduzir sua
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vida util.

Assim, a oxidagdo lipidica ndo apenas afeta o sabor e o aroma dos hamburgueres, mas
também resulta na formagdo de compostos nocivos a saude, como radicais livres e produtos de
oxidagdo secundarios. Nesse contexto, a incorporagao de extratos de propolis em hamburgueres
bovinos apresenta-se como uma estratégia inovadora para melhorar a estabilidade do produto,
prolongar a sua vida util e agregar valor funcional.

A propolis, com suas comprovadas atividades antioxidante e antimicrobiana, pode nao
apenas retardar a oxidagao lipidica e controlar o crescimento microbiano, mas também oferecer
beneficios a satide dos consumidores, alinhando-se com as tendéncias atuais de alimentagao
saudavel e natural. Cabe salientar que inimeros estudos vém explorando a propolis como
aditivo alimentar, cujos resultados apontam para a sua eficécia, tanto em termos de conservacao,
quanto na qualidade sensorial dos alimentos.

Este estudo teve como objetivo avaliar a aplicagdo do extrato de propolis como aditivo
e bioativo natural em hamburgueres de bovino, comparando a sua eficacia com o ascorbato de
sodio, conservante amplamente utilizado na industria cdrnea. Serdo analisados aspectos como
a qualidade fisico-quimica da propolis, a caracterizagdo do extrato e sua eficacia na preservagao
dos hamburgueres bovinos. Além disso, serdo investigadas as atividades biologicas da propolis
e seu impacto no shelf life dos hamburgueres, buscando compreender as implicagdes praticas
do uso desse aditivo natural na preservagdo de alimentos.

A relevancia deste estudo estd na necessidade permanente de desenvolver solucdes que
conciliem a efic4cia na preservacdo de alimentos com a seguranca e a saude do consumidor. O
desenvolvimento e a introdug@o de aditivos naturais, como o extrato de propolis, representam
um avango significativo na busca por produtos carneos mais saudaveis e ambientalmente
sustentaveis. Além disso, esse estudo pode abrir caminhos para a inovagdo na industria
alimenticia, oferecendo alternativas que atendam as demandas dos consumidores e contribuam
para a sustentabilidade do setor.

Por fim, este trabalho pretende ndo so6 investigar as potencialidades do uso de extrato de
propolis como conservante natural, mas também promover uma reflexdo mais ampla sobre a
transicao para praticas alimentares mais sustentaveis e conscientes. Ao explorar as propriedades
e aplicagdes da propolis, este estudo busca contribuir para o desenvolvimento de novos produtos
que possam atender as necessidades e expectativas de um mercado cada vez mais exigente e

informado.



1.1.  Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a aplicacdo do extrato de propolis como aditivo e bioativo natural do

hamburguer bovino.

1.1.2  Objetivos especificos

e Analisar a qualidade da propolis através de analises fisico-quimicas e determinacao
do perfil fendlico e atividade biologica;

e FElaborar hamburguer bovino com ascorbato de sddio, aditivo quimico utilizado na
producdo de produtos carneos;

e FElaborar hamburguer bovino incorporando vérias concentracdes do extrato de
propolis, e comparar com o hamburguer produzido utilizando o ascorbato de sodio;

e Analisar e comparar a atividade biologica sob refrigeracdo e o tempo de vida de
prateleira (analises fisico-quimica e microbiana dos hamburgueres com incorporagdo de

ascorbato de sodio ou de extrato de propolis).



CAPITULO 2

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Hamburguer bovino

O hamburguer pode ser definido como um produto carneo, feito a partir de carne moida
de animais, principalmente carne bovina, podendo conter ou n3o gordura e outros
ingredientes/aditivos (Guerreiro, 2021). A sua preparacdo pode incluir uma variedade de
ingredientes opcionais, como gorduras, proteinas, acucares, condimentos, vegetais, queijos,
entre outros. Assim, o hamburguer diz respeito a um produto alimenticio produzido a partir de
uma técnica em que uma ou mais carnes sao processadas, moldadas num determinado formato
(tradicionalmente redondo) e processados através de técnica de cozedura (Pinho et al., 2020).

A historia do hamburguer remonta ao século XVIII, na cidade alema de Hamburgo,
origem do produto. Nesta cidade, os germanicos serviam carne picada crua em pratos com
cebolas e batatas. Foi durante as viagens dos marinheiros alemaes que a pratica de cozinhar
carne picada em pedagos pequenos, ja conhecida pelos povos ndmades da Asia e da Europa
Oriental, se popularizou (Smith, 2008).

Influenciados pelos imigrantes alemaes, a carne bovina moida em formato de bifes
redondo, conhecidos como hamburguer beef (bife de origem hamburguesa, em alusdo a cidade
de Hamburgo), chegou a América. No entanto, foi apenas entre as décadas de 1910 e 1920 que
o hamburguer foi transformado em sanduiche (Hogan, 2020). A divulgag¢do do hamburguer para
o grande publico foi impulsionada pela White Castle, a primeira cadeia de hamburgueres
(sanduiche) do mundo, fundada em 1924 nos Estados Unidos. Desde entdo, passou por um
grande processo de popularizagdo, sendo um dos alimentos mais consumido e conhecido no
mundo (Riberio et al., 2022).

Tradicionalmente feito apenas com carne bovina, a receita original do hamburguer
passou por mudancas significativas com a sua industrializagdo. Para atender a procura em larga
escala, comegaram a ser incorporadas carnes de diferentes animais (principalmente de aves e
suino) e partes menos nobres, visando reduzir os custos de producgdo (Lopes et al. 2021).

Além disso, as carnes destinadas a producdo do hamburguer também passaram a ser
mais processadas, resultando numa pasta que facilita a moldagem do produto. Sdo também

adicionados outros elementos nao presentes na receita tradicional, como sal, antioxidantes,



acidulantes, acucar, farinha de trigo, gordura vegetal, leite em po, entre outros (Guerreiro, 2021)
Para garantir a qualidade, os hamburgueres devem apresentar caracteristicas sensoriais
especificas, como textura, cor, sabor e odor, atender a alguns critérios fisico-quimicos, como
teor de gordura e proteina, e parametros de qualidade microbiologica (Oliveira et al., 2021).
Nos ultimos anos, tem havido uma demanda crescente por alimentos industrializados
mais saudaveis e aceitaveis, o que tem impulsionado a adi¢ao de ingredientes funcionais de
origem natural, como antioxidantes e estabilizadores, que, no caso do hamburguer e outros

produtos cérneos, visam principalmente evitar a oxidagdo lipidica e proteica (Aragjo et al.,

2022).

2.1.1. Oxidacao lipidica e proteica na carne e seus derivados

A deterioragdo da carne e de produtos carneos, incluindo hamburgueres, resulta do
processo de oxidagdo de lipidios e proteinas, levando a diminui¢do da qualidade do alimento e
a perda de nutrientes essenciais. Além disso, este processo afeta negativamente as
caracteristicas sensoriais, como aroma, sabor e textura (Sampaio et al., 2012). Especificamente
em relacdo a oxidagdo lipidica, trata-se de um fendmeno no qual os lipidios reagem com o
oxigénio, desencadeando uma reagcdo em cadeia que produz compostos oxigenados, como
alcoois, aldeidos, cetonas e peroxidos. Isto resulta em alteracdes no aroma, odor, sabor e textura
do alimento, fendmeno comumente conhecido como rango (Ledo et al., 2017).

A oxidagdo lipidica envolve uma série de reacdes em cadeia de radicais livres, divididas
em trés etapas simultaneas: inicia¢do, propaga¢ao e terminagdo. Durante a iniciacao, formam-
se radicais livres quando o oxigénio interage com os lipidios insaturados (Sampaio et al., 2012).

Na fase de propagacao, esses radicais livres reagem com o oxigénio, produzindo radicais
peroxidos, como dienos conjugados e hidroperdxidos, que sdo os produtos primarios da
oxidagdo (Luiggi et al., 2020). Posteriormente, estes compostos degradam-se e formam
substancias aromaticas volateis, como cetonas, compostos carbonilicos, aldeidos e alcoois,
responsaveis pelo sabor e odor rangoso, bem como pela alteracdo da cor caracteristica de carnes
oxidadas. Por fim, essas substancias secundérias também se degradam e formam compostos
toxicos na fase de terminagdo (Ledo et al., 2017).

A oxidacdo dos lipidios em carnes ¢ predominantemente afetada pela presenca de
oxigénio, que interage com acidos graxos insaturados para formar peréxidos. Radicais livres
com alto nivel de instabilidade, provenientes de nitrogénio, oxigénio e enxofre, ddo origem a

espécies reativas de nitrogénio (RNS), oxigénio (ROS) e de enxofre (RSS) (Ali et al., 2020).



A taxa de oxidac¢ao estd diretamente relacionada ao nivel de insaturagdes presentes nos
lipidios, afetando a cor e a estabilidade dos produtos de forma significativa. A velocidade e os
produtos resultantes das reacdes de oxidagao sao influenciados por diversos fatores, como a
espécie animal, o tipo de musculo, a presenca de enzimas, os niveis de antioxidantes internos e
externos a carne, o pH e o processo de preparacao (Pateiro et al., 2014).

Em contraste com a oxidacao lipidica, as reacdes de oxidacdo proteica, ja bastante
conhecida, tém sido objeto de estudo apenas nas ultimas décadas. De maneira geral, esse
fenomeno ¢ semelhante ao da oxidacao lipidica, exceto pelo fato de que sdo as proteinas que
sofrem o processo oxidativo. Ambos os processos sdo iniciados por ROS, ao passo que produtos
da oxidagao lipidica também atuam como ROS na oxidagao proteica (Ledo et al., 2017).

Assim, a avaliacdo da oxidagdo das proteinas tornou-se um critério crucial na
determinagdo da qualidade da carne e de seus derivados, uma vez que desempenha um papel
fundamental nas caracteristicas fisico-quimicas, nutricionais e sensoriais dos produtos carneos
(Ribeiro et al., 2018). A oxidagdo das proteinas pode ocorrer de diversas formas, como pela
alteracdo de aminodcidos especificos, clivagem do peptideo por meio de radicais livres e
formacgdo de ligagdes cruzadas de proteinas decorrentes da peroxidagdo de lipidios. Ainda, a
existéncia de aminoacidos, como cisteina, metionina e histidina, pode aumentar a
suscetibilidade das proteinas a oxidagao (Libardi et al., 2013).

O processamento da carne, incluindo armazenamento, cocgao e cura, pode influenciar o
estado quimico das proteinas de forma negativa, devido as reacdes de oxidagao. Essas reagdes
podem levar a degradacdo de aminoédcidos benéficos, diminuir a digestibilidade e a
biodisponibilidade das proteinas, e provavelmente causar problemas de saude aos consumidores
(Ribeiro et al., 2018).

As carbonilas, como aldeidos e cetonas, sdo produzidas em reagdes oxidativas das
proteinas, sendo estas ndo reversiveis e sem a presenga de enzimas, principalmente pela
oxidagdo direta das cadeias laterais de determinados aminoacidos como treonina, lisina, prolina
e arginina. Além disso, lipidios suscetiveis a oxidagdo e pigmentos heme também
desempenham um papel significativo no processo de oxidacao (Junior et al., 2013).

Assim, conforme ressalta Ribeiro et al. (2018), a oxidagao de lipidios e proteinas afeta
diretamente as caracteristicas nutricionais e sensoriais da carne e produtos carneos, além de
influenciar a saide do consumidor. Estes processos resultam na formagao de compostos toxicos,
como os carbonilicos e o malonaldeido, que podem levar a problemas de satde, incluindo
doengas neurodegenerativas e cancer (Ribeiro et al., 2018).

Como mencionado anteriormente, o sabor, aroma e cor do produto sdo afetados. Na
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oxidacao lipidica, esse processo ¢ principalmente atribuido a oxidagdo da mioglobina, enquanto
na oxidacao proteica isso ocorre devido a perda de fungdes das proteinas e a formacao de
ligagdes cruzadas. Em termos de perdas nutricionais, a oxidagao lipidica resulta na perda de
acidos gordos essenciais presentes na carne, enquanto a oxidagao proteica pode levar a redugao

de aminoacidos essenciais (Ledo et al., 2017).

2.1.2. Composigao, ingredientes e aditivos do hamburguer produzido a partir da carne de

bovino

Em relagdo a composicdo do hamburguer bovino, o processo da sua industrializacio
levou a formulagdo de inGmeras receitas, com adicdo de ingredientes diversos.
Tradicionalmente, o hambtrguer bovino ¢ feito a partir de 100% de cortes de carne bovina,
sendo possivel utilizar diferentes partes do animal para se atingir o percentual ideal de gordura,
que oscila entre 20 a 25% (Lopes et al. 2021).

J&4 no hamburguer bovino industrializado, ha a adi¢ao de diferentes ingredientes, sendo
os mais comuns gordura de outros animais, gordura vegetal, sal, proteina vegetal, leite em po,
acucar, aditivos intencionais (acidulantes, aromatizantes, antioxidantes e estabilizantes) e
condimentos. Uma pratica comum na produgao de hamburguer industrializado € o uso de carne
mecanicamente separada (CMS), que € a carne retirada de ossos e carcagas dos animais
(Guerreiro, 2021).

Também ¢ comum usar proteina texturizada de soja (PTS), um produto produzido a
partir do farelo de soja, residuo solido obtido apds a extragdo do 6leo de soja. Para produzir a
PTS, o farelo de soja € primeiramente desengordurado e, posteriormente, submetido a um
processo denominado extrusdo termopldstica, que consiste na transformacdo de proteina
presente na farinha desengordurada de soja, mediante a aplicagao de altas temperaturas, pressao
e forca de cisalhamento (Masson & Gelinski, 2014). Neste processo, os compostos proteicos
tornam-se elasticos, pegajosos e capazes de se reorientarem em algumas estruturas desejadas.
O resultado ¢ um produto com textura fibrosa, semelhante a carne (Marques et al., 2015).

A PTS ¢ uma grande fonte de proteina vegetal, sendo composto por, aproximadamente,
50% de proteina (em massa seca), muito superior que na carne bovina, cujo teor de proteina ¢
em torno de 22% (Cassini, 2004). A sua aplicagdo na industria alimenticia ocorre,
principalmente, como ingrediente na elabora¢@o de alimentos carneos, como o hambtrguer, de
modo a aumentar a quantidade de proteina no alimento, mantendo a sua textura e seu teor de

gordura (Oliveira et al., 2013).



As caracteristicas fisico-quimicas do hamburguer bovino, apresentam-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas do hambtrguer bovino.

Parametro Valor
Proteina (%) 15-20
Gordura (%) 10-25

Carboidratos totais (%) 3
Teor de calcio (%) 0,1

Fonte: Guerreiro (2021)

Relativamente aos aditivos comumente empregados em produtos carneos, € possivel
destacar os acidulantes, aromatizantes, antioxidantes e estabilizantes. Especificamente os
acidulantes, sdo utilizados para conferir ao produto um nivel de acidez desejado, o que, além
de influenciar no sabor, também contribuir para a conserva¢ao microbiolodgica do hamburguer
(Rego et al., 2021).

Dentre os principais acidulantes utilizados em produtos carneos, evidenciam-se o acido
citrico, a glucona-delta-lactona e o citrato de sodio. O &cido citrico ¢ um acido orgéanico de
baixa acidez presente naturalmente em seres vivos e produzido industrialmente por meio da
fermentacdo do agucar com o fungo Aspergillus niger. A glucona-deltalactona ¢ um éster do
acido gluconico que passa por uma hidrolise gradual, resultando numa reducao lenta e continua
do pH até atingir o equilibrio. O citrato de s6dio € um sal organico fraco formado pela completa
neutraliza¢do do 4cido citrico (Rego et al., 2021).

Os aromatizantes sdo substidncias ou combinagdes de substidncias que possuem
caracteristicas odoriferas e/ou sapidas, sendo capazes de conferir ou intensificar o aroma e/ou
sabor dos alimentos. A regulamentagdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -
ANVISA, estabelecida na RDC n° 272, de 14 de marco de 2019, classifica os aromatizantes
como naturais, sintéticos idénticos aos naturais e artificiais (Anvisa, 2019).

Esses aromatizantes podem ser combinados entre si, independentemente do nimero de
componentes ou tipo. O resultado da mistura ¢ classificado como: natural, se derivar
exclusivamente de aromatizantes naturais; idéntico ao natural, se resultar da combinacdo de
aromatizantes idénticos aos naturais, com ou sem adicao de aromatizantes naturais; e, artificial,
se derivar de uma mistura em que pelo menos um dos aromatizantes € artificial (Silva et al.,

2021).

Os antioxidantes sdo agentes capazes de combater, retardar e inibir a oxidagdo



lipidica/proteica em produtos carneos, o que representa uma abordagem altamente eficaz para
evitar as mudangas na qualidade desses produtos. Eles atuam controlando os radicais livres,
pro-oxidantes e intermediarios da oxidagdo, reduzindo assim a velocidade da oxidacdo e
mantendo a qualidade do produto por um tempo maior (Barros et al., 2021).

Dentre os principais agentes antioxidantes utilizados na produ¢do de hamburgueres,
encontram-se o Beta Hidroxiacido (BHA), o eritorbato de sodio e o ascorbato de sodio. O BHA
consiste em uma mistura de dois isdmeros, o 2-terc-butil-4-hidroxianisol e o 3-terc-butil-4-
hidroxianisol, formados a partir do 4-metoxifenol e do isobutileno. Destaca-se pela sua eficacia
na prevencdo da oxidacdo em gorduras animais, embora seja menos eficaz em 6leos vegetais.
O eritorbato de sddio, também chamado de D-Isoascorbato de sddio, é o sal do acido eritorbico.
Além de atuar como antioxidante, desempenha um papel estabilizador, contribuindo para a
manuten¢do da estrutura desejada do produto (Rego et al., 2021).

O ascorbato de sddio ¢ um composto salino derivado do acido ascorbico. A sua producao
envolve a dissolugdo do acido ascorbico em agua, seguida pela adicao de bicarbonato de sodio
em quantidades equivalentes. Reconhecido como um aditivo alimentar, contém
aproximadamente 11,6% de sddio na sua composigao total. Sua aplicagdo em produtos carneos
¢ devida principalmente a sua fungdo antioxidante (Orvalho, 2010).

Os estabilizantes sdo compostos que impedem a ocorréncia de alteracdes fisicas e
quimicas no produto final. Isto ¢, sdo empregados para preservar a estrutura desejada do
produto, ajustando a sua viscosidade e textura. Na industria de processamento de carnes, alguns
dos principais estabilizantes incluem as gomas (como carragena, xantana e guar), a
metilcelulose, o pirofosfato de sodio e o tripolifosfato de sodio (Rego et al., 2021).

O tripolifosfato de sédio ¢ um composto quimico formado por soédio e fosforo,
pertencente a familia dos polifosfatos, substancia que permitem a dispersdo uniforme de duas
ou mais substancias imisciveis num mesmo alimento, tornando-os excelentes estabilizantes. De
modo geral, eles atuam na formacao de peliculas na superficie de separagao, além de funcionar
como coldides protetores (Queiroz, 2006).

O tripolifosfato de sodio € o inico dos tripolifosfatos que tem importancia tecnologica,
sendo produzido & escala comercial. E obtido através da desidratagio térmica de uma mistura
de fosfatos dissodicos e monossodicos, mediante reagdo entre acido fosforico e uma base
alcalina, como soda cdustica ou carbonato de sodio (Long et al., 2011).

Trata-se de um aditivo amplamente utilizado na industria alimentar para produtos
carneos, como processados, defumados e congelados, bem como em vegetais enlatados e

produtos a base de ovos. O tripolifosfato de sédio previne a perda de liquido da proteina,
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aumentando o pH local e a forca i6nica, o que resulta numa significativa redugdo da perda de
liquido durante o descongelamento e o cozimento, possibilitando a manutencdo das

propriedades originais (Pizon, 2022).

2.1.3. Aditivos naturais para hamburguer bovino

Nos ultimos anos, consumidores, industrias de alimentos, politicas governamentais ¢ a
midia em geral tem despertado interesse cada vez maior nos alimentos nutricionalmente
saudaveis. Dentre as areas de investigagdo, o uso de aditivos naturais ¢ uma das principais, em
substitui¢ao dos aditivos sintéticos que, embora sejam de suma importancia para o modelo atual
de alimentagdo, como, por exemplo, para aumentar o tempo de prateleira, conservando o sabor,
aroma e textura por um tempo maior, também estdo documentados como responsaveis por
problemas de saude (Lachno et al., 2019).

De acordo com Albuquerque et al. (2012), um aditivo alimentar natural tem a mesma
fun¢do que um aditivo tradicional, ou sintético. A diferenca ¢ que o natural ¢ obtido sem a
necessidade de sintese quimica, ocorrendo natural ou recuperado de uma fonte natural, a
exemplo de vegetais ou produtos de origem animal.

Os aditivos naturais em alimentos vao de encontro a tendéncia mundial de aliar
praticidade na alimentacdo com aspectos como saudabilidade, bem-estar e sustentabilidade.
Tem aumentado a procura por produtos alimenticios de “rétulo limpo”, isto €, sem aditivos
sintéticos, substituido por aditivos naturais, e que utiliza técnicas tradicionais com um
processamento minimo (Galanakis, 2022).

Os aditivos de origem natural podem ter funcdes de preservacao, cor, agdo antioxidante,
melhoria no sabor e, inclusive, trazer vantagens para a saude. Estes extratos naturais podem
substituir parcial ou integralmente os aditivos sintéticos na formula¢do de diversos produtos
alimentares, incluindo os hamburgueres bovinos industrializados e outros produtos carneos
(Manea et al., 2022).

Dentre os aditivos naturais mais estudados para aplicagdo em produtos carneos,
destacam-se os que apresentam propriedades conservante, antioxidante e estabilizantes. Entre
0s conservantes, salientam-se o extrato de orégano, extrato de canela, 6leo essencial de cravo-
da-india e soro de leite. Em relagdo aos antioxidantes naturais, destacam-se os extratos de
alecrim, laranja e limdo. Como estabilizantes, reportam-se a fibra citrica, proteina de carne
desidratada, casca de manga e fibra de bambu. Entre os corantes, tem-se urucum, clircuma,

betacaroteno, caramelo, entre outros (Delgado-Pando et al., 2021). Além destes, a propolis
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também vém sendo investigada como aditivo alimentar devido as suas propriedades, que iremos

apresentar seguidamente.

2.2.  Propolis

A propolis ¢ uma substincia resinosa, adesiva e aromatica, produzida por abelhas a
partir resinas vegetais, como liquidos secretados no inicio do desenvolvimento de botdes florais
e foliares, pdlen e exsudados de certas plantas. A essas resinas, as abelhas adicionam enzimas
salivares, especialmente a enzima B-glucosidase, que transforma os flavonoides glicosilados
em agliconas. Posteriormente, as abelhas adicionam a cera, tornando a substancia moldéavel
(Campos et al., 2021).

Segundo Silva et al. (2023) a propolis € composta por 50% de resinas, 30% de ceras,
10% de Oleos essenciais, 5% de polen e 5% detritos. No entanto, essa distribuicdo de
componentes pode ser influenciada pelas espécies de plantas que as abelhas polinizam e pelo
uso especifico na colmeia. Para Salgueiro (2016), a composi¢ao da propolis varia da seguinte
forma: resinas e balsamos vegetais (30-40%), cera de abelha (20-30%), oleos essenciais (5-
10%), graos de polen (1-5%), outras substancias organicas (1-5%), detritos de madeira e terra
(1-5%). Além disso, pode incluir microelementos como aluminio, célcio, ferro, estroncio,
cobre, manganés, vitaminas B1, B2, B6, C e E.

A propolis € utilizada pelas abelhas para reparar os alvéolos de criagdo, proteger a
colmeia contra infecgdes, fechar pequenas fendas e até embalsamar insetos mortos que nao
podem ser removidos, prevenindo a propagagdo de doencas. Além disso, possui uma acao
importante contra proliferagcdo de bactérias e fungos, criando um ambiente -limpo, atua também
como isolante térmico, mantendo a temperatura quase que constante no seu interior. A sua cor
varia conforme a sua origem floral, geografica e com o tempo de armazenamento, variando de
o amarelo claro até castanho-escuro/preto (Foguel, 2019).

Historicamente, o uso da propolis pelo ser humano € de longa data. Os antigos egipcios,
por exemplo, utilizavam-na para a preserva¢do de corpos devido as suas propriedades
antiputrefativas. Na era moderna, o seu uso terapéutico popularizou-se entre as décadas de 1950
e 1960, inicialmente na Europa e espalhando-se depois para os demais continentes (Moreira et
al., 2011).

A partir da década de 1980, a propolis assumiu uma relevancia significativa na medicina
complementar e alternativa, sendo atualmente incorporado na industria farmacéutica. Em

reconhecimento de sua importancia, tem havido uma série de estudos sobre a propolis,
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abrangendo melhorias nos processos de extracdo, medidas de controlo de qualidade e possiveis

aplicagdes em diferentes setores (Funari et al., 2006).

2.2.1. Composi¢ao quimica da propolis

A composi¢do quimica da propolis ¢ altamente complexa e esta sujeita as caracteristicas
fitogeograficas do local onde as colmeias estao localizadas, bem como da época de recolha da
resina. Segundo Sousa et al. (2019), a sua composi¢ao quimica ¢ fungdo do periodo de recolha
da resina, com diferencas significativas entre colmeias, da disponibilidade de resinas, da origem
geografica das substancias presentes, das variagcdes sazonais ao longo do ano (como chuvas,
variagoes de temperatura e floragdo) e até mesmo da variabilidade genética das abelhas rainhas.

De acordo com Cabral et al. (2019), em concordancia, sdo inimeros os fatores que
afetam a composi¢do quimica da préopolis, como o tempo em que foi produzido, a flora da regiao
e a sua utilizagdo dentro da colmeia. Segundo Marcucci & Custdédio (2021), com o passar do
tempo, a propolis sofre perdas em sua atividade microbiana, nas caracteristicas sensoriais
(aroma, sabor, coloracdo) e na sua composi¢do quimica. Além disso, a propolis produzida em
regides tropicais, geralmente, ¢ biologicamente mais rico do que a produzida em zonas
temperadas, devido a maior variabilidade e disponibilidade vegetal nesses locais.

Em relagdo as diferencas que ocorrem pelo seu uso especifico na colmeia, salienta-se
que, quando aplicada para reforgar os favos, ¢ adicionada uma quantidade maior de cera a
propolis para conferir maior resisténcia, enquanto que para reparar outras superficies da
colmeia, é empregue uma proporgdo menor de cera. E desejavel a presenca de teores elevados
de resinas vegetais, pois as atividades bioldgicas da propolis estdo associadas as substancias
presentes na sua composi¢do (Marini et al., 2009). De fato, existe uma grande variedade da
propolis, cuja classificacdo, geralmente, ¢ realizada pela sua cor.

No Quadro 1 ¢ apresentada uma relagdao entre a cor, regido em que ¢ encontrado e

principais compostos quimicos de alguns tipos de propolis comerciais.
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Quadro 1 — Principais tipos de propolis, regido geografica, origem botanica e principais
compostos.

Cor/Tipo Regido geografica Origem botanica Principais compostos
América do Norte,
Asia, Europa e Nova Populus spp. Flavonas, flavanonas,
Alamo Zelandia acidos cindmicos e
i i seus ésteres
Argentina, Urugual e Populus alba
Brasil
Bétula Russia Betula verrucosa Flavona e flavonois
Clusia Cuba e Venezuela Clusia spp. Ber.lzofeponas
polipreniladas
Acidos p-cumarico
Verde Brasil Baccharis spp. prenilados, acidos
diterpénicos
. Dalbergia Fenilpropanoides
Brasil .
ecastophyllum prenilados
Clusia rosea, Benzofenonas
Vermelha Cuba Dalbergia . )
poliisopreniladas
ecastophyllum
) Benzofenonas
Venezuela Clusia spp. polipreniladas
Flavonoides, acidos
Marrom Brasil Amucarzg Spp. _ cinamicos e
Baccharis spp. diterpérpenicos e seus

ésteres

Fonte: Adaptado de Kolc (2014)

Lustosa et al. (2008), destacaram que ja foram identificados mais de 200 compostos
quimicos em diferentes amostras de propolis, sendo que, em média, uma amostra contém mais
de 100 compostos. De acordo com Menezes (2022), os principais substancias quimicas isolados
da préopolis até o momento podem ser agrupados em categorias, como: acidos e ésteres
alifaticos, acidos e ésteres aromaticos, agtcares, alcoois, aldeidos, acidos graxos, aminoacidos,
esteroides, cetonas, chalconas e di-hidrochalconas, flavonoides (flavonas, flavondis e
flavononas), terpenoides, proteinas, além das vitaminas (B1, B2, B6, C e E) e minerais.

Segundo Salgueiro e Castro (2016), foram identificadas mais de trezentas substancias
na propolis, destacando-se os flavonoides, os aldeidos aromaticos (como vanilina e isovanilina),
as cumarinas, os acidos fendlicos, os acidos organicos (como acido benzoico), os acidos e
¢ésteres alifaticos e aromaticos, os agucares, os alcoois, os acidos graxos, os aminoacidos, 0s
esteroides, as cetonas, as chalconas e dihidrochalconas, os terpenoides e as proteinas.

Dentro desses componentes, merecem destaque os compostos fenolicos, metabolitos
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secundarios encontrados em varias partes das plantas, como folhas, flores, frutos e outros
tecidos vegetais. Na propolis, os compostos fenodlicos mais significativos incluem os
flavonoides e os acidos fenolicos. Os flavonoides sao um grupo de substancias naturais, que
ndo sao produzidas pelos animais, caracterizados pela presenca de dois anéis benzénicos
aromaticos ligados por uma cadeia de trés atomos de carbono, formando a estrutura basica Ce-

C3-Cs, conforme se pode observar na Figura 1 (Arruda, 2013).

Figura 1 - Estrutura quimica basica dos flavonoides.
Fonte: Lima & Bezerra (2012, p. 118)

Os principais flavonoides encontrados na préopolis incluem flavonas, flavonoides e
flavondis, como galangina, crisina, tectocrisina, pinocembrina, canferol e quercetina (Lustosa
et al., 2008). J4 os 4cidos fendlicos podem ser divididos em duas classes: os 4cidos cinamicos,
compostos por nove atomos de carbono, com estrutura Ce¢-C3, € 0s acidos benzoicos, compostos

por sete atomos de carbono, com estrutura Cs-C; (Fig.2).

N OH

OH

Figura 2 - Estrutura quimica bésica do acido cinamico (2 dir.) e do &cido benzoico (a esq.).
Fonte: Bertoldo (2020, p. 09)

Os 4cidos fenolicos mais relevantes na propolis sdo o acido cafeico, 4cido fertlico, acido
cindmico e acido p-cumdrico. A importancia destes compostos reside no fato de serem
antioxidantes eficazes, além de exibirem atividade antimicrobiana, sobretudo contra bactérias
e fungos (Lustosa et al., 2008). Cabe ressaltar que, embora esses componentes da propolis sejam
amplamente estudados, ndo sdo os Unicos responsaveis por suas propriedades bioativas, pois
pesquisas indicam a relevancia da interagao entre os compostos fenolicos e outros para conferir

estas propriedades (Salgueiro & Castro, 2016).
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2.2.2. Propriedades bioativas do propolis

O conhecimento sobre as propriedades bioativas da propolis € antigo, uma vez que esta
substancia ¢ utilizada para diferentes fins terap€uticos desde a antiguidade. Na atualidade, ele
vem sendo alvo de diversos estudos que visam investigar estas capacidades, como acao
antimicrobiana, anti-inflamatdria, antioxidante, imunomoduladora, antiviral, anticancerigena,
entre outras (Menezes, 2022). Essas caracteristicas estdo diretamente relacionadas com a
composi¢ao quimica da propolis, especialmente aos seus teores de flavonoides e acidos
fenolicos, bem como ao sinergismo entre os seus outros componentes (Lustosa et al., 2008).

Assim, iremos seguidamente descrever algumas de suas principais propriedades.

2.2.2.1. Atividade antimicrobiana

A capacidade da propolis de inibir o crescimento de microrganismos ¢ a propriedade
mais amplamente reconhecida e alicercada pela ciéncia. Embora, conforme ja salientado, a
composic¢ao do propolis apresente grandes variacdes, a sua atividade antimicrobiana € bastante
similar entre os diferentes tipos (Queiroz et al., 2021).

De acordo com Scazzocchio et al. (2006), a capacidade antimicrobiana pode ser
atribuida, principalmente, a presenga de componentes como a flavonona pinocembrina, o
flavonol galangina e o éster feniletil do acido cafeico, que atuam inibindo a RNA-polimerase
bacteriana. Além disso, outros componentes, como os flavonoides, acido cafeico, acido
benzoico e 4cido cinamico, agem na parede celular dos microrganismos, causando danos
funcionais e estruturais.

Especificamente sobre a atividade antibacteriana, diversos estudos apontam para uma
maior eficacia da propolis contra bactérias Gram-positivas do que contra as Gram-negativas.
Antunes et al. (1996), realizaram testes de antibiose com propolis contra 10 bactérias Gram-
positivas e 20 Gram-negativas, tendo constatado que a substdncia ¢ mais eficaz contra as
bactérias Gram-positivas.

Vargas et al. (2004), reportaram que o extrato etanolico de propolis (EEP), a 50%,
demonstrou atividade antibacteriana in vitro, inibindo o crescimento de 67,70% de diferentes
bactérias, incluindo Nocardia asteroides, Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Rhodococcus equi, Salmonella spp., Escherichia coli, Proteus mirabilis ¢ Pseudomonas
aeruginosa. As bactérias Gram-positivas mostraram maior sensibilidade (92,6%) ao extrato

testado em comparacdo com as Gram-negativas (42,5%).
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Até o momento, ainda ndo s3o claros os mecanismos responsaveis pela maior resisténcia
das bactérias Gram-negativas. No entanto, especula-se que esteja ligado ao fato de que estas
bactérias possuem uma parede celular mais complexa quimicamente ¢ um teor lipidico mais
elevado, o que lhes confere maior resisténcia aos compostos da propolis em comparagao com
as Gram-positivas (Vargas et al., 2004).

Além disso, a propolis tem demonstrado excelentes atividades fungistaticas e fungicidas
(Longhini et al., 2007). Segundo Sobreira et al. (2020), os componentes ativos da propolis
demonstraram uma significativa capacidade fungicida contra varias espécies de leveduras,

incluindo Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida krusei e Candida tropicalis.

2.2.2.2. Capacidade antioxidante

A propolis também apresenta efeitos antioxidantes, sobretudo pela presenca de
compostos fendlicos, que agem na captura de radicais livres, e consequentemente, reduz o efeito
oxidativo em matéria organica. Dentre estes compostos, os flavonoides sdo considerados os
antioxidantes mais prevalentes e eficazes, sendo varios investigadores observaram uma relagao
direta entre os altos niveis de flavonoides totais € a capacidade de neutralizagdo de radicais
livres de extratos de propolis (Salgueiro & Castro, 2016).

De-Melo et al. (2014), sugerem que os flavonoides desempenham um papel significativo
na atividade antioxidante da propolis, embora outros fatores também possam influenciar esta
capacidade. Mani et al. (2006), salientam ainda que os EEPs (extrato etanolico) se destacaram
por apresentar grande atividade antioxidante e por ser o tipo de extrato mais comum, entretanto,
0 extrato aquoso também apresenta uma atividade antioxidante notdvel, atribuida ao elevado
teor de compostos fenolicos, por vezes, superior ao do EEP.

Alves & Kubota (2013), em seis amostras comerciais de propolis, verificaram que os
produtos possuiam compostos fendlicos, expressos em miligramas (mg) de acido galico, e
flavonoides, expressos em mg de quercetina, bem como capacidade antioxidante, comprovada
pela atividade quelante de metais e sequestrante de radicais livre de extratos etandlicos e
aquosos das amostras testadas. Além disso, constatou-se que o extrato aquoso apresentou

atividade antioxidante superior ao etandlico.

2.2.2.3. Propriedade imunomodular

A imunomodulacdo trata-se da ativacdo ou supressdo de componentes do sistema
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imunologico de um determinado organismo. Nesse contexto, o uso da prépolis como agente
imunomodulador tem sido considerado uma alternativa viavel para a prevengao e tratamento de
diversas enfermidades. A imunomodulacao levada a cabo pela propolis ¢ complexa e por vezes
contraditoria, sendo descrita tanto como estimulante quanto como inibidora de certos eventos
imunologicos. Esses efeitos antagonicos podem ser atribuidos, em parte, a diversidade quimica
da propolis (Fischer et al., 2021).

A eficacia da imunomodulagao pela propolis também pode estar relacionada ao método
de extracdo dos seus compostos bioativos. Convém salientar que a combinag@o dos diferentes
compostos naturais presentes na propolis e os seus efeitos sinérgicos sdo relevantes (Bankova,
2005).

Algumas das atividades da propolis no sistema imunoldgico incluem a ativacdo de
macrofagos, o aumento da atividade citotdxica contra células tumorais e a estimulagdo da
produgdo de anticorpos. Sy et al. (2006), reportaram que o uso do extrato de propolis reduz as
inflamacdes das vias aéreas em ratos, possivelmente devido a sua capacidade para modular a
producdo de citocinas. Isto, sugere que pode ser considerado um novo agente terapéutico no

tratamento da asma.

2.3. Utilizacao da propolis na industria alimentar

Nos ultimos anos, o uso da prépolis na industria alimentar tem se destacado, dando
particular relevancia as suas propriedades antimicrobiana e antioxidante. Dentre as principais
aplicagdes neste setor, destacam-se o seu uso como aditivo alimentar natural e na elaboracdo
de biofilmes e embalagens para protecao de alimentos (Lustosa et al., 2008).

Como aditivo alimentar natural, varios estudos indicam uma variedade de possiveis
aplicagdes para a propolis. Silici e Karaman (2013), investigaram o impacto da propolis na
redug¢do da patulina, um contaminante natural (micotoxina) encontrado no suco de maga,
formado principalmente pelo fungo Penicillium expansum. Neste trabalho foi avaliado o efeito
do extrato etanolico (80%) de propolis turca (EPT) na diminui¢do da patulina, comparando-o
com o conservante sintético benzoato. Adicionando diferentes concentragoes do EPT (0,1; 1 ¢
2 mg/ml) aos sucos de maca contaminados com a cepa de P. expansum, foi observado um
significativo efeito inibitorio na producao de patulina, similar ao obtido com o benzoato (0,35
mg/ml), sugerindo o potencial da propolis como alternativa aos conservantes sintéticos.

Loebler et al. (2018), investigaram a utilizagdo de extratos de propolis para estender a

conservagao pos-colheita de morangos. Os autores observaram uma elevada suscetibilidade dos
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morangos a deterioracdo ap6s a colheita, devido a a¢do de fungos como Botrytis cinérea e
Colletotrichum spp., representando perdas acentuadas no transporte e na comercializagdo. Com
o proposito de avaliar a capacidade antifungica do extrato de propolis na conservagdo pds-
colheita de morangos, foram realizados testes in vitro e in vivo, incluindo a pulverizagdo do
EEP em diferente concentragdes sobre os morangos apds a colheita e o armazenamento a 2°C
por 12 dias. Nos testes in vitro, todas as concentragdes de propolis demonstraram capacidade
de inibir o crescimento de Botrytis cinérea e Colletotrichum spp. Esses resultados foram
confirmados pelos testes in vivo, evidenciando uma prolongada conservagdo dos frutos em
comparagdo com 0s que ndo receberam tratamento, além das alteragdes fisicas e quimicas dos
produtos tratados serem menos acentuada (Loebler et al., 2018).

Ainda sobre a sua utilizagdo como aditivo, Vasilaki et al. (2019), avaliaram o uso do
extrato de propolis verde (EPV) como substituto do sorbato em bebidas nao carbonatadas.
Analisaram dois grupos: um contendo EPV a 30% como agente de preservagdo e outro com
sorbato de potassio a 0,03%. As amostras foram armazenadas a temperaturas de 4, 25 e 45°C
durante 4 meses. As amostras contendo EPV mostraram uma atividade antioxidante maior,
independentemente da temperatura de armazenamento, e uma eficdcia na inibicdo do
crescimento de microrganismos de aproximadamente de 77%

Outra area de destaque para o uso de propolis na industria alimentar ¢ na producao de
biofilmes/embalagens para a prote¢do de alimentos, a fim de aumentar a sua conservagao por
meio de acdo antimicrobiana/antioxidante. Em relacdo a este tema, Cunha (2017) explorou a
viabilidade e o desenvolvimento de embalagens bioativas feitas de amido de mandioca e
incorporados com EEP em diferentes concentracdes: 0, 30% e 60%. Foram realizadas
avaliagdes da atividade antioxidante e antimicrobiana do biofilme, além de suas caracteristicas
mecanicas. O biofilme demonstrou atividades antioxidante e antimicrobiana, bem como acao
bactericida e bacteriostatica, contra S. aureus (Gram-positivo) e E. coli (Gram-negativo). A
incorpora¢do do EEP nos filmes melhorou a sua flexibilidade e extensibilidade, tornando-os
mais homogéneos e menos asperos. Além disso, os filmes demonstraram conter compostos
fendlicos e atividade antioxidante na matriz polimérica. Os testes realizados nos filmes
evidenciaram o seu potencial para serem utilizados como embalagens ativas de alimentos,
contribuindo para reduzir a necessidade de antioxidantes sintéticos na conservagao de alimentos
(Cunha, 2017).

Moreno et al. (2020), avaliaram o efeito da utiliza¢do de préopolis na elaboragdo de um
biofilmes comestiveis antifingico para revestimento de framboesas. Fungos (P. digitatum, P.

expansum, P. italicum, A. alternata, A. carbonarius ¢ B. Cinerea) foram isolados e cultivados
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para posterior contaminacdo das framboesas. As amostras contaminadas foram revestidas com
filmes com e sem EEP e armazenadas por 7 dias sob refrigeragdo a 5°C. Apos 7 dias, as
framboesas revestidas apresentaram apenas 20% de incidéncia de doenga, enquanto o grupo
controle apresentou incidéncia de 87%. Assim, a incorporac¢ao de extrato de propolis nos filmes
de gelatina demonstrou resultados satisfatorios, controlando significativamente os fungos nas
framboesas.

Maia et al. (2012), investigaram o potencial antimicrobiano de biofilmes de amido
incorporado com propolis vermelha, utilizado como embalagem protetora de folhas de alface.
Para tal, folhas de alface inoculadas com Bacillus cereus, contaminante muito comum em
hortaligas, revestidas com o biofilme, contendo extrato hidroalcéolico de propolis vermelha
(EHPV), lacradas e armazenadas sob refrigeracdo durante 5 dias. A contagem bacteriana foi
realizada antes e ap6s o periodo de refrigeragdo. Os resultados demonstram que o biofilme
contendo o EHPV foi eficaz na reducdo da carga microbiana de Bacillus cereus, indicando a
possibilidade da sua utilizagao na protecao de alface e outras hortalicas.

Pires et al. (2019), estudaram o tempo de vida de prateleira de ovos revestidos com um
filme feito a base de proteina de arroz e propolis. Os ovos foram imersos em solugdes de
proteina de arroz contendo 5% e 10% de extrato de propolis e armazenados a temperatura
ambiente durante 6 semanas.

Ap0s esse tempo, observaram que o revestimento apresentava um nivel satisfatorio de
hidrofobicidade (tanto para 5% quanto para 10% de EP), proporcionando a vedagdo necessaria
e impedindo possiveis perdas de massa devido a desidratacdo, o que contribuiu para aumentar
a sua durabilidade durante o armazenamento. Uma outra aplicacdo da propolis na industria
alimentar ¢ como aditivo em produtos carneos, em que as suas propriedades antioxidantes sdao

as mais relevantes (Pires et al., 2019).

2.4. O uso do propolis como antioxidante em produtos carneos

Em produtos a base de carnes, uma das principais preocupacdo no que tange a sua
conservacao estd relacionada com o processo de oxidagao lipidica/proteica, o qual, conforme
ja salientado, resulta na redu¢do da qualidade geral do produto e até mesmo na sua perda total.
Assim, o uso de aditivos antioxidantes ¢ muito comum em tais alimentos, proporcionando um
maior tempo de vida de prateleira. Neste aspeto, a propolis se destaca como potencial aditivo
natural, em substitui¢do aos sintéticos, para alimentos carneos, gragas a sua acao antioxidante,

além da atividade antimicrobiana, devido a alta concentragao de compostos fenolicos (Lacerda

19



etal., 2011).

De acordo com Assis (2020), o uso de antioxidantes ¢ um dos métodos mais faceis e
eficazes para a redugdo da oxidacao lipidica/proteica em alimentos carneos, ao passo que estes
processos sao um dos fatores mais influentes que limitam o seu prazo de validade. Assim, a
propolis vem sendo analisada como possivel antioxidante natural para carnes e produtos a base
de carne, em substitui¢do aos antioxidantes sintéticos, sendo essa uma tendéncia de mercado,
com o aumento na procura por alimentos com rétulo limpo.

Diversas investigagdes tém sido conduzidas para avaliar o potencial da propolis como
aditivo natural. Kunrath et al. (2017), realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a
capacidade antioxidante do extrato hidroalcoolico de propolis (EHP) a 70% na producdo de
salame tipo italiano. Foram testadas quatro formulagdes de salame: 1 (sem antioxidante), F2
(com adi¢do de BHT 0,01%), F3 (com adicao de EHP 0,01%) e F4 (com adi¢ao de EHP 0,05%).
A formulagdo F4 (com adicdo de EHP 0,05%) obteve os melhores resultados em comparacao
com as formulagoes F3 e F1. No entanto, a formulagdo F2 (0,01% de BHT) apresentou o menor
valor de oxidagdo lipidica. Os resultados indicaram que a propolis € capaz de inibir a a¢do
oxidativa, podendo ser adicionado em produtos carneos como um antioxidante natural.

Alves (2009) realizou um estudo sobre o uso de diferentes concentracdes (0,1%, 0,2%,
0,3% e 0,4%) de extrato aquoso de propolis (EAP) como aditivo antioxidante em linguica
toscana. Para tanto, as linguigas adicionadas com concentragdes do extrato aquoso de propolis
foram armazenadas sob refrigeracdo a 4°C por 27 dias, tendo o valor de Substancia Reativas ao
Acido Tiobarbitarico (TBARS) avaliadas nos dias 0, 5, 10, 15, 20 e 27. Os resultados
demonstraram que, até o dia 20, todas as concentragdes mantiveram o valor de malonaldeido
abaixo de 0,50 mg/Kg, indicando a eficacia no controle do processo oxidativo. Ja no dia 27,
apenas a amostra contendo 0,2% de extrato de propolis manteve um nivel de malonaldeido
aceitavel, sendo essa concentragdo, portanto, mais eficaz. Também foi analisado o aspecto
microbiologico das linguicas com adi¢do de propolis. Observou-se que a inclusdao de 0,1%,
0,2% e 0,3% de extrato aquoso de propolis foi eficaz na reducdo da contagem de
microrganismos aerdbios mesofilos, mantendo-a proxima dos valores iniciais ao longo dos 27
dias de armazenamento refrigerado a 4°C (Alves, 2009).

Gutiérrez-Cortés & Suarez (2014) realizaram um estudo para avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro de EEP, além da a¢do antioxidante quando adicionada a linguiga fresca.
Para a analise da atividade antimicrobiana, foi realizado um teste de difusao in vitro contra S.
aureus, Salmonella spp., E. coli e Clostridium spp. com EEP em concentragdes de 0,8, 1,2 e

1,6 mg/ml, além de um controle negativo com alcool 96%. Para a andlise da atividade
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antioxidante, as linguigas foram preparadas de acordo com os seguintes tratamentos: EEP em
concentragdo de 0,8 mg/ml; 0,2 g/Kg de nitrito de sddio e eritorbato de sddio; e alcool 96%
(controle). O teor de acido tiobarbitarico (TBA), bases nitrogenadas volateis (TVB-N),
propriedades sensoriais € pH foram determinados a cada oito dias, durante quatro semanas. Os
resultados da atividade antimicrobiana demonstraram inibi¢do das bactérias patogénicas em
todas as concentracdes, sem diferengas significativas. Quanto a atividade antioxidante, nao
foram observadas diferencas significativas entre as concentragdes de EEP e o tratamento com
nitrito de sddio e eritorbato de sdédio nos parametros de pH, TVB-N ou propriedades sensoriais
(p > 0,05). No entanto, foram observadas diferencas significativas nos valores de TBA (p <
0,05). Assim, concluiram que o extrato de propolis pode ser utilizado como aditivo,

apresentando atividade antioxidante e antimicrobiana (Gutiérrez-Cortés & Sudrez, 2014).

2.4.1. Tempo de vida de prateleira e bioatividade de hamburguer incorporado com prépolis

Especificamente sobre hamburguers, alguns estudos tém demonstrado que a propolis
pode ser utilizada como aditivo antioxidantes para estes produtos. Vargas-Sanches et al. (2019)
investigaram o uso de EEP, BHT e 4cido ascorbico contra a oxidagdo lipidica e proteica de
hamburgueres de carne bovina e suina cruas durante o armazenamento refrigerado (9 dias a 2
°C/). O teor fenolico total (TPC), a capacidade de poder redutor (RPA) e a atividade de
eliminagdo de radicais livres (FRSA) do EEP foram avaliados. Amostras de carne foram
avaliadas quanto a oxidacao lipidica (TBARS) e oxida¢do proteica (Carbonyls). Os resultados
indicaram que o EEP ¢ rico em conteudo fenolico e atividade antioxidante, e sua incorporacdo
em hamburgueres de carne bovina e suina reduziu (a oxidagado lipidica e proteica (80% de e
30,6%, respectivamente) ao final dos 9 dias, em relag@o ao controle (sem aditivos). Além disso,
ndo houve diferenca significativa em relagdo aos resultados de TBARS obtido com o BHT e o
acido ascorbico, ao passo que o EEP foi mais efetivo contra a oxidagdo proteica, para ambas as
carnes. Esses resultados demonstram a possibilidade de substitui¢ao de tais aditivos sintéticos
antioxidantes por EEP na composi¢ao de hambtrgueres suino e bovino (Vargas-Sanches et al.,
2019).

Em outro estudo, Vargas-Sanches et al. (2014), buscaram avaliar a eficacia do EP na
redugdo da oxidagao lipidica e do crescimento microbiano em hamburgueres de carne durante
o armazenamento refrigerado. Os hamburgueres de carne foram produzidos incorporando o EP
em 4 tratamentos diferentes: Controle (sem adi¢cdo de PE); EP comercial 1 (2% p/p); EP

comercial 2 (2% p/p); e, EP ndo comercial (2% p/p). Os hambtrgueres crus foram embalados
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com cloreto de polivinila e armazenados a 2 °C por 8 dias. O teor fenolico total (TPC), a FRSA
e o teor polifenolico do EP foram avaliados usando cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC).

A TBARS, dienos conjugados (CnDs), metamioglobina (MetMb), variacao de pH e o
crescimento microbiano (bactérias mesofilicas e psicrotréficas) das amostras de hamburguer
foram medidos. O tratamento EP ndo comercial demonstrou a maior FRS (64,8% a 100 pg/ml),
o que se correlacionou com o TPC e a presenca de compostos polifenolicos. A oxidagao lipidica
(78,54%, TBARS; 45,53%, CnD; 58,57%, MetMb) e o crescimento microbiano mesofilico e
psicrotrofico (19,75% e 27,03%, respectivamente) foram reduzidos pelos tratamentos com EP
em amostras refrigeradas apds 8 dias, sendo que o tratamento com EP ndo comercial apresentou
os melhores resultados. Estes resultados indicam que o PE tem grande potencial como aditivo
natural antioxidante e antimicrobiano para estender a vida util de hamburgueres de carne
(Vargas-Sanches et al., 2014).

Reis et al. (2016) avaliaram a atividade antioxidante, caracteristicas fisico-quimicas do
extrato de propolis microencapsulado (MPC) e seu efeito antioxidante na carne de hamburguer
durante o armazenamento congelado a -15°C por 28 dias. A eficiéncia do processo de
microencapsulagdo (76,86%), em termos de conteudo de compostos fenolicos, foi alta, com
destaque para o acido p-cumdrico e a epicatequina. Para andlise do efeito antioxidantes e de
estabilidade oxidativa, foram preparadas trés amostras de hamburguer: T1, com 0,3g de MPC
por kg; T2, com 0,1g de eritorbato de sodio por kg; e, T3, sem adi¢ao de antioxidante (controle).
O efeito antioxidante foi avaliado pelo aumento de malonaldeido (MDA Kg ! de carne), no dia
do processamento e semanalmente durante 28 dias de armazenamento congelado. Os resultados
demonstram que os valores de malonaldeido aumentaram para todas as amostras, sendo que o
controle (T3) apresentou o maior aumento, seguido do tratamento com eritorbato (T2) e MPC
(T1), todos com diferenga estatisticamente significativas. T1 mostrou valores mais baixos de
malonaldeido durante qualquer dia de armazenamento do T2 e T3. Ainda, em T1, o maximo de
valor de malonaldeido (1,08 £+ 0,02 mg de malonaldeido por kg) foi alcangado em 14 dias de
armazenamento, enquanto no T3 o valor maximo (1,21 + 0,06 mg de malonaldeido por kg) foi
alcancado em 7 dias de armazenamento. Apos 14 dias de armazenamento, os valores
malonaldeido diminuiram com o tempo de armazenamento em T1 e mostraram em quantidades
significativamente menores (p < 0,05) em 28 dias de armazenamento (0,95 + 0,06 mg de
malonaldeido por kg) em comparagdo com T2 e T3. Esses resultados indicam um forte efeito
antioxidante do MPC na carne de hamburguer, provavelmente ¢ devido a liberacdo gradual dos

compostos bioativos do MPC, corroborando com o uso em substituicdo aos antioxidantes
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sintéticos (Reis et al., 2016).

Na pesquisa de Rodrigues (2019), foram elaborados e avaliados revestimentos
biodegradaveis e aditivos alimentares a base de extratos de trés tipos de propolis, aplicados em
hamburgueres para conservagao. Os extratos foram caracterizados quanto ao perfil quimico por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e utilizados na elaboracdo de hamburgueres
bovinos, posteriormente armazenados a -18°C por 120 dias. Foram realizadas analises fisico-
quimicas, microbiologicas e sensoriais a cada 30 dias. Os resultados indicaram que os
hamburgueres aditivados com extratos de propolis apresentaram caracteristicas similares aos
tradicionais, atendendo aos padrdes de composicdo estabelecidos pela legislagdo. Os extratos
de propolis também mostraram potencial para reduzir a oxidagao lipidica e manter estaveis os

parametros de pH e acidez, sem afetar as caracteristicas sensoriais do produto.
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CAPITULO 3

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Amostra

A amostra de propolis usada neste estudo foi coletada na Serra de Bornes, situada no
Norte de Portugal, especificamente na regido do Alto Trés-os-Montes, distrito de Braganca.
Proveniente de varias colmeias de um apiario local, a propolis estava no estado sélido e
apresentava diversas impurezas em sua composi¢ao, como abelhas, pedagos de madeira, favos,
folhas, tragas, entre outros materiais. Dessa forma, foi necessario proceder a remogao fisica
dessas impurezas antes de utiliza-la para andlise. Na Figura 3 apresenta-se a amostra antes e

depois do processo de purificagdo.

Figura 3 — Amostra de propolis.
Fonte: A autora (2024)

3.1.1. Preparacgdo do extrato de propolis

Inicialmente, pesaram-se 100,05 g da propolis que foram dissolvidas numa solugdo de
etanol a 80% (v/v). De seguida, a mistura foi transferida para um copo com agitador magnético,
mantendo-se em agitacdo constante por cinco horas em temperatura ambiente. Depois dessa
etapa, a amostra foi filtrada com papel de filtro Whatman n° 4 e deixada em processo de filtragao
durante uma noite. Este processo foi repetido mais quatro vezes, com o objetivo de absorver a

maior quantidade de compostos fenolicos (Fig. 4).
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Figura 4 — Preparacdo do extrato de propolis.
Fonte: A autora (2024)

Posteriormente, usou-se um evaporador rotativo com banho-maria para remover o
solvente, mantendo a temperatura a 40°C e uma velocidade de 220 rpm (Fig. 5). O frasco com
o extrato foi, entdo, colocado em estufa e pesado repetidamente até atingir peso constante. Na

figura 6 ¢ demonstrado o extrato de propolis durante a evaporagao e obtido ao final do processo.

Figura 5 — Extrato da prépolis no evaporador rotativo.
Fonte: A autora (2024)
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Figura 6 - Extrato de prépolis.
Fonte: A autora (2024)

3.2. Analises quimicas do extrato de prépolis

3.2.1. Preparacdo da solucao de propolis

Para a preparagdo da solugdo de propolis, foram pesados 0,2 g do extrato, que foram
dissolvidos num baldo volumétrico de 25 ml contendo etanol a 80% (v/v). A partir dessa solugao
inicial, retirou-se 1 ml, que foi transferindo para outro baldo volumétrico de 25 ml, que foi
completado com agua deionizada. Essa solucao foi preparada da mesma forma para as analises
de fenois totais, flavonoides totais e atividade antioxidante (DPPH). Na figura 7 apresentam-se

as solugdes de propolis concentrada e diluida.

Figura 7 - Solugdes de propolis.
Fonte: A autora (2024)

3.2.2. Determina¢do de compostos fendlicos totais

Para a determinagdo dos fendis totais, utilizou-se o método de Folin-Ciocalteu,
conforme descrito por Singleton, Orthofer & Lamuela-Raventos (1999), com ligeiras

modifica¢des. Em tubos de ensaio, adicionaram-se 0,5 ml da amostra (descrita no item 3.2.1),
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2,7 ml do reagente Folin-Ciocalteu a 10% (v/v) e 2 ml de carbonato de sodio (75g/L), que foram
colocados em agitacdo em vortex. Em seguida, os tubos foram mantidos em repouso, ao abrigo
da luz, durante 2 horas. Apos esse periodo, mediu-se a absorvancia a 760 nm. Todos os ensaios

foram efetuados em triplicado, incluindo o branco com 5 ml de agua desionizada (Fig. 8).

F‘\:E’ 1=5|"'b S.E- #‘

Figura 8§ - Andlise de compostos fendlicos.
Fonte: A autora (2024)

Para estabelecer a curva de calibragdo (curva-padriao) dos fendis totais, o acido galico
(AG) foi utilizado como padrio. A solugdo-mae foi preparada dissolvendo-se 0,1013 g de AG
em 100 ml de dgua desionizada. As concentragdes foram obtidas a partir da medi¢do de volumes
de 0,5, 0,6, 0,75, 1, 2, 3 e 4 ml da solugdo-mae, transferidos para baldes volumétricos de 25 ml
que foram completados com agua desionizada. Em cada tubo de ensaio, adicionaram-se 0,5 ml
(descrita no item 3.2.1), 2,7 ml do reagente Folin-Ciocalteu a 10% (v/v) e 2 ml de carbonato de
sodio (75g/L). O processo foi repetido para cada concentragdo. Para solugdo em branco foi
substituida a amostra por 0,5 ml de 4gua desionizada. Apds o periodo de 2 horas, as leituras de

absorvancia foram realizadas a 760 nm.

3.2.3. Determinagao de flavonoides totais

Para a determinacgdo dos flavonoides totais, utilizou-se o método de Woisky & Salatino
(1998), com modificagdes. Em tubos de ensaio, foram adicionados 2,5 ml da amostra (descrita
no item 3.2.1) e 2,5 ml de AICl; (cloreto de aluminio) a 2% (v/v). Os tubos foram mantidos ao
abrigo da luz por 1 hora, e posteriormente leu-se a absorvancia a 420 nm. As soluc¢des foram
preparadas em triplicado, incluindo um branco com 5 ml de etanol a 80% (v/v).

Para efetuar a curva de calibragdo para a analise dos flavonoides totais, utilizou-se
quercetina (Q) como composto padrado. Para a solugao-mae, dissolveu-se 0,010 g de quercetina
em um baldo volumétrico de 10 ml com etanol a 100% (v/v). As concentragdes foram ajustadas
medindo-se volumes de 10, 20, 40, 80, 160, 200, 300 e 400 pl da solugdo-mae, transferindo-os
para baldes volumétricos de 10 ml e completando com etanol a 80%(v/v). Em seguida, em tubos

27



de ensaio, foram adicionados 2,5 ml da amostra e 2,5 ml da solucao de AICIs, repetindo-se o
procedimento para cada concentragdo. Para o branco, misturou-se 2,5 ml de etanol com 2,5 ml

de AICI3. Ap6s um periodo de 1 hora, realizaram-se as leituras de absorvancia a 420 nm.

3.2.4. Determinagdo do poder redutor pelo método do DPPH

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método do bloqueio de radicais livres
utilizando 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), de acordo com o reportado por Hatano et al.
(1988). Primeiramente, preparou-se uma solu¢do com 1,2 g de DPPH diluidos em etanol a 80%
(v/v) completando o volume num baldo volumétrico de 50 ml. Apos a diluigdo, a solugdo foi
submetida a ultrassom.

Em seguida, 0,3 ml da amostra (descrita no item 3.2.1) foram adicionados a tubos de
ensaio junto com 2,7 ml da solugdo de DPPH. As amostras foram deixadas em repouso no
escuro por 60 minutos e, entdo, a absorvancia foi medida a 517 nm. Todas as solugdes foram
preparadas em triplicado, incluindo o branco com 5 ml de etanol a 80% (v/v) e um controle
contendo 0,3 ml de etanol a 80% (v/v) e 2,7 ml de DPPH.

Para determinar a curva de calibragdo do DPPH, foi utilizado o trolox como padrao. A
solucao-mae foi preparada dissolvendo-se 0,0063 g de trolox num baldao volumétrico de 50 ml,
ajustado com etanol a 80% (v/v). As concentracdes foram obtidas transferindo-se volumes de
1,2, 4,6 e 8 ul da solugdo-mae para baldes volumétricos de 10 ml e completando-os com etanol

a 80% (v/v).

3.3. Producio do hamburguer

A producdo do hamburguer e as analises ocorreram na Escola Superior Agraria do
Instituto Politécnico de Braganga, em Portugal. O hamburguer foi dividido em trés por¢des,
resultando nas seguintes subamostras: (FO) Hamburguer Convencional (controle), com adi¢do
de 0,01% (p/p) de ascorbato de sodio; (F1) Hamburguer com 1% (p/v) de extrato de propolis;
e (F2) Hamburguer com 2% (p/v) de extrato de prépolis. Para a preparagdo, utilizou-se uma
mistura de 80% (p/p) de carne bovina e 20% (p/p) de gordura suina (toucinho), e outros
ingredientes adquiridos numa grande superficie, em Bragancga, Portugal.

Inicialmente, todos os ingredientes foram pesados numa balanga analitica. Em seguida,
foram adicionadas as quantidades especificadas de carne moida, gordura, sal, alho em po,

cebola em pd, ascorbato de sddio e extrato de propolis, resultando em trés formulagdes,
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conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Formulagdes dos hamburgueres bovino.

Formulagoes (%)

Matéria-prima

FO (controle) F1 (propolis 1%) F2 (propolis 2%)

Carne bovina 80 80 80
Gordura suina 20 20 20
Sal 1 1 1

Alho em po 0,15 0,15 0,15

Cebola em po 0,15 0,15 0,15
Pimenta preta 0,1 0,1 0,1
Ascorbato de sédio 0,01 0 0
Extrato da propolis 0 1 2

Fonte: A autora (2024)

Apo6s a homogeneizacao dos ingredientes de cada formulacdo, os hamburgueres foram
manualmente prensados e moldados, resultando em unidades com aproximadamente 70 g de
peso liquido cada. As amostras foram entdo armazenadas em placas de Petri de vidro até o

momento das analises, como demonstrado na Figura 9.

Figura 9 — Amostras de hamburguer.
Fonte: A autora (2024)
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3.4. Avaliacido da qualidade microbioldgica da propolis e do hamburguer

No laboratorio, foram realizadas analises microbioldgicas da propolis bruta e dos
carneos. A qualidade microbiologica dos hamburgueres foi avaliada nos dias 0, 4, 8 e 12 apds
a producdo mantidos em refrigeracdo a 4° C. Estas analises tiveram como objetivo garantir a
seguranca e a qualidade do produto, estabelecendo os produtos estavam livres de contaminagdes
que possam afetar a satide dos consumidores.

Assim, a avaliagdo periodica ao longo do tempo permitiu monitorar possiveis alteragdes
na qualidade microbioldgica do hamburguer e da matéria-prima, fornecendo dados relevantes
para se realizar o controle de qualidade e para entender a viabilidade da propolis enquanto

agente antimicrobiano para produtos carneos. Foram avaliados diferentes pardmetros:

3.4.1. Contagem total de bolores e leveduras

Para a contagem total de bolores e leveduras, realizada apenas na propolis bruta,
utilizou-se 0 meio Rose Bengal CAF Agar, conforme reportado na ISO 21527-2:2008. A
preparacdo das placas comecou com a diluicdo do meio em agua destilada, seguindo as
proporcdes indicadas pelo fabricante. A mistura foi agitada e, em seguida, esterilizada em
autoclave a 121°C por aproximadamente 15 minutos. Apds o resfriamento a 45-50°C, a solugao
foi novamente misturada com cuidado para evitar a formagdo de espuma e distribuida de forma
asséptica em placas de Petri.

O procedimento analitico foi realizado em duplicado, inoculando-se 0,1 ml das dilui¢des
de 102 a 10* da amostra de propolis. As placas de Petri foram incubadas a 25°C por 5 dias,
com observagdes do crescimento das culturas iniciando apds 48 horas. Esta analise foi
conduzida pelo método de espalhamento. Os resultados foram expressos em unidades

formadoras de coldnias por grama de amostra (UFC/g), utilizando a seguinte férmula:

UFC/g=Xc¢/[V x (n + 0,1 no) x d]

Onde:
e X c-soma das colonias em todas as placas contadas;
e V - volume de in6culo semeado em cada placa;

e ;- namero de placas da primeira dilui¢do contada;
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e ny- nimero de placas da segunda dilui¢ao contada;

e d - diluicdo a partir da qual se obtiveram as primeiras contagens.

3.4.2. Contagem total de aerébios mesoéfilos totais

Para a contagem dos mesofilos totais presentes na propolis bruta e nos hamburgueres,
foi empregue o meio de cultura Plate Count Agar (PCA) e o método de incorporagao da amostra,
conforme reportado na norma NP 4405:2002. O procedimento comecou com a adi¢do, em
duplicata, de 1 ml de cada diluicdo (107, 10, 107 e 10°®) das amostras em placas de Petri
esterilizadas, quer para a amostra de propolis quer para as amostras de hamburguer.

Em seguida, foram adicionados de 15 a 20 ml do meio PCA, e as placas foram agitadas
suavemente com movimentos circulares para garantir a homogeneizagao. Apos a solidificacao
do meio, as placas foram invertidas e incubadas em estufa a 30°C por um periodo de 48 a 72

horas.

3.4.3. Pesquisa e contagem Escherichia coli/coliformes totais

Para a pesquisa e quantificagcdo de coliformes e Escherichia coli na propolis bruta e nos
hamburgueres, foi utilizado o kit SimPlate (Biocontrol®) (Biorrad), aprovado pelo método
oficial AOAC 989.13 e desenvolvido pelas empresas BioControl e Ambifood. O meio foi
preparado seguindo as orientagdes do fabricante. Primeiramente, adicionou-se 1 mililitro das
amostras, nas dilui¢des (107! e 102), a 9 mililitros do meio em tubos de ensaio. Em seguida, o
conteudo foi transferido para placas com 84 pocos e incubado a 37°C por 24 horas.

A quantificacdo dos coliformes foi realizada contando os pocos que apresentaram
mudanga na colora¢ao do meio. A presenca de E. coli foi confirmada pela observacao dos pogos
sob luz ultravioleta (UV) a 365 nm, verificando-se a fluorescéncia. A contagem dos coliformes
totais e de E. coli foi feita mediante a tabela de conversdo fornecida pelo fabricante. Os

resultados foram expressos em unidades formadoras de colonias por grama de amostra (UFC/g).

3.4.4. Pesquisa e contagem de Staphylococcus aureus

A pesquisa e quantificacdao de Staphylococcus aureus foi realizada inoculando 0,1 ml
de cada diluigdo decimal da amostra de propolis e de hamburguer, inoculadas em placas

contendo o meio seletivo Baird-Parker (Merk, Alemanha) enriquecido com gema de ovo. As
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placas foram incubadas a 37°C por um periodo de 24 a 48 horas. Os resultados foram
apresentados em unidades formadoras de coldnias por grama da amostra (UFC/g), de acordo

com as diretrizes estabelecidas na norma NP 4400-1:2002.

3.4.5. Pesquisa e contagem de Bacillus Cereus

A pesquisa e quantificagdo de Bacillus cereus foi feita apenas na propolis bruta,
utilizando a técnica de contagem em placa, conforme a norma ISO 7932:2004. Para isso, 0,1
ml de cada diluicdo decimal foi espalhado na superficie de placas de Petri contendo agar
seletivo para B. cereus. As placas foram incubadas a 30°C por um periodo de 24 a 48 horas. Os

resultados foram expressos em unidades formadoras de coldnias por grama de amostra (UFC/g).

3.4.6. Contagem de esporos de clostridios sulfito-redutores

A investigacdo e quantificagdo de esporos de clostridios sulfito-redutores, tanto para a
propolis bruta como para as amostras de hamburgueres, foi realizada seguindo a norma ISO
15213:2003, utilizando o método de incorporacdo. Inicialmente, 1 ml de cada amostra, nas
dilui¢des (107 e 10%) foi adicionado a tubos de ensaio estéreis, que foram submetidos a um
banho-maria a 80°C por 10 minutos. Apds o resfriamento, o meio de cultura seletivo e
diferencial foi adicionado a amostra. Os tubos foram incubados a 37°C por 5 dias. Apos esse

periodo, foram contadas as colonias negras que se formaram (Fig. 10).

Figura 10 — Procedimento de contagem de esporos de clostridios sulfito-redutores.
Fonte: A autora (2024)
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3.4.7. Pesquisa de Salmonella spp.

A pesquisa de Salmonella spp., realizada apenas nos hamburgueres, foi feita com o uso
do kit 1-2TEST, aprovado pelo método oficial AOAC 989.13 e desenvolvido pelas empresas
BioControl e Ambifood. O procedimento inicia com o pré-enriquecimento da amostra em agua
peptonada a 37°C por 24 horas. Apds esse periodo, o teste foi realizado conforme as orientagdes
do fabricante e mantido a 37°C por mais 24 horas. Os resultados foram avaliados visualmente
pela presenga de uma banda de imunoprecipitagdo. Na Figura 11 estdo representados os kits de

detecgdo de Salmonella spp. ja inoculados.

Figura 11 - Pesquisa de Salmonella spp.
Fonte: A autora (2024)

3.5. Testes fisico-quimicos nos hamburgueres
3.5.1. pH

Para realizar o teste de pH, utilizou-se um medidor digital. Foram pesados 5 g de cada
amostra das formulagdes de hamburguer, que foram entdo dissolvidas em 50 ml de 4gua

destilada para a analise do pH.
3.5.2. Teor de proteina

Para a determinacdo do teor de proteina total no hamburguer, foi adotado o método
descrito na AOAC — Andlise do Método Oficial 950.36. O procedimento comegou com a
digestdo da amostra, pesando-se 5 g de cada amostra homogeneizada e colocados num tubo
Kjeldahl. Posteriormente, adicionou-se 20 ml de 4cido sulftrico concentrado e duas pastilhas
de catalisa¢do (composi¢ao de 99,9% K.SO4 e 0,1% Se).

Os tubos foram entdo submetidos a mineralizacio numa unidade de aquecimento
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(modelo DK 8-Heating Digester) a uma temperatura de 420°C durante 60 minutos. Apos o
arrefecimento das amostras (aproximadamente 50°C), deu-se inicio ao processo de destilagao
numa unidade destiladora (modelo UDK-Semi-Automatic Distillation Unit), seguido pela
titulagado com HCl a 0,2 N. Para calcular a porcentagem de proteina presente nas amostras de
hamburguer, foi primeiramente determinado o percentual de nitrogénio livre nas amostras

utilizando a seguinte férmula:

v x[HC x 0,014
m

% azoto = 100

Apds a quantificagdio da porcentagem de nitrogénio, procedeu-se ao célculo da

porcentagem de proteina utilizando a seguinte equagao:

% proteina = % azoto X 6,25
p

Utilizando o fator de conversao de f= 6,25 para amostras de carne.

3.5.3. Determinacao do teor de gordura

O teor total de gordura nas amostras de hamburguer foi analisado segundo o método
AOAC 920.85, que envolve a extracao de gordura em um aparelho Soxhlet (modelo Behrotest),
utilizando éter de petroéleo como solvente. Foram pesados cerca de 2 g da amostra , que foram
colocada num cartucho Soxhlet. O cartucho foi, entdo, posicionado no extrator, que foi
acoplado a um baldo de fundo achatado previamente tarado a 105°C. Foram adicionados 170
ml de éter de petrdleo, e o sistema foi equipado com um condensador. O aquecimento foi
mantido com uma manta elétrica durante 6 horas.

Ap6s esse periodo, o cartucho foi removido, o solvente foi destilado e o baldo com o
residuo extraido foi colocado em uma estufa a 105°C por uma hora. Apos o arrefecimento até
se atingir a temperatura ambiente, o baldo foi pesado. A porcentagem de gordura foi calculada
utilizando a seguinte formula:

Mginal — Minicial

x 100

% teor de gordura = =
amostra
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3.5.4. Determinagao do teor de umidade

A quantificagao do teor de umidade efetuada pela técnica de perda de peso em estufa a
105°C. Inicialmente, os cadinhos foram calcinados e, em seguida, arrefecendo num dessecador
até atingirem a temperatura ambiente. No final, foram pesados para determinar a massa do
cadinho vazio (m¢). Em seguida, aproximadamente 4 gramas da amostra (massa inicial, mj)
foram colocadas em cadinhos devidamente identificados. Os cadinhos foram pesados em
intervalos regulares até peso constante (massa final, my). Os resultados foram expressos em

percentagem de umidade, utilizando a seguinte formula:

O 1 _ M My
% umidade = x 100

m; — me
Em que:
e m; - massa inicial do cadinho com a amostra (g);
e ms- massa do cadinho com a amostra apds secagem (g);

e mc- massa do cadinho vazio (g).
3.5.5. Determinagao do teor em cinzas

O teor de cinzas foi avaliado pelo método de incineragdo, de acordo com a norma oficial
n°® 923.03 da AOAC. Os testes foram realizados em duplicado. Para tal, os cadinhos vazios
foram inicialmente colocados numa estufa a 105°C por 1 hora. Apds esse periodo, foram
arrefecidos num dessecador até a temperatura ambiente e pesados (massa do cadinho vazio,
m¢). Em seguida, cerca de 2 g de cada amostra foram colocadas nos cadinhos identificados
(massa inicial, m;). Os cadinhos foram, entdo, transferidos para uma mufla (modelo Box
Furnace 51894) e incinerados a 600°C por 12 horas. Apds a incineragao, estes foram resfriados
novamente no dessecador até a temperatura ambiente e pesados (massa final, ms). Os resultados

foram expressos em percentual de cinzas utilizando a seguinte férmula:

. m; — mf
% cinza = —— x 100
m; — mg

Em que:
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e m; - massa inicial do cadinho com a amostra (g);
e my¢- massa do cadinho com a amostra apds secagem (g);

e m.- massa do cadinho vazio (g).

3.6.  Analise sensorial das amostras de hamburguer

A andlise sensorial das amostras de hamburguer foi realizada com a participacao
voluntaria de 20 alunos e professores do Instituto Politécnico de Braganca - IPB, com idades
entre 18 ¢ 65 anos. O método de investigagdo utilizado foi uma ficha de avaliagdo contendo
cinco parametros de analise sensorial: cor, aroma, sabor, textura ¢ impressao global. Para cada
parametro, os participantes atribuiam uma nota de 1 a 5, correspondendo as seguintes opgdes
de avaliagao:

e 1: Desgostei muito;

e 2: Desgostei moderadamente;

e 3: Nem gostei, nem desgostei;

4: Gostel moderadamente.

5: Gostei muito.

Para a realizacdo da avaliagdo, cada participante degustou uma amostra dos
hamburgueres e atribuiu uma nota correspondente a sua experiéncia em relacdo a cada
parametro analisado. Para garantir imparcialidade, as amostras foram codificadas,
possibilitando um teste cego. Os codigos utilizados foram: A1 — Hamburguer tradicional
(adicionado de ascorbato de sodio); B2 — Hamburguer com 1% de extrato de prépolis; C3 —
Hamburguer com 2% de extrato de propolis.

Antes da degustacdo, os participantes foram questionados sobre possiveis alergias
alimentares. Somente aqueles que ndo apresentaram restricoes a nenhum dos ingredientes ou
aditivos utilizados puderam participar da avaliacdo. Para evitar interferéncias no paladar entre
as amostras, entre cada degustacao, foi disponibilizado no local bolachas de dgua e sal e agua.
Na figura 12 apresenta-se a ficha de avaliagdo utilizada, enquanto na figura 13 ¢ ilustrado o

local preparado para a analise sensorial.

36



Nome: Idade:

Vocé esta recebendo trés amostras de hamburguer bovino. Avalie cada uma das amostras codificadas e
use a escala abaixo para indicar o quanto gostou ou desgostou de cada uma.

5-Gostei muito
4 - Gostei moderadamente
3 -~ Nem gostei, nem desgostei
2 - Desgostei moderadamente

1- Desgostei muito

Amostra Cor Aroma Sabor Textura Impressao Global

Comentarios:_

Figura 12 — Ficha de avaliacdo sensorial.
Fonte: A autora (2024)

Figura 13 — Local de avaliagao.
Fonte: A autora (2024)
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CAPITULO 4
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Composicao quimica do extrato de propolis
Os resultados das analises de composi¢cdo quimica do extrato de propolis confirmaram
a presenca de compostos fendlicos na propolis utilizada na pesquisa, os quais segundo o
reportado na literatura (Salgueiro & Castro, 2016) sdo responsaveis pelas capacidades
antioxidante, antimicrobiana e outros beneficios que sao atribuidos a este produto apicola. Na

Tabela 3 observam-se os resultados obtidos.

Tabela 3 — Resultados da andlise da composicao quimica do extrato de propolis

Fenois Totais Flavonoides DPPH
(mg eq. Acido Galico/g)  (mg eq. Quercetina/g) (mg eq. Trolox/g)
Extrato da propolis’ 433 £ 8,33 65 +£1,65 4,26 + 0,030

! Resultados expressos em média + desvio-padrao.
Fonte: A autora (2024)

Na globalidade, os resultados obtidos eram esperados, considerando que a presenga de
compostos fenolicos, flavonoides e a capacidade antioxidante da propolis, demonstrada pela
analise DPPH, sdo amplamente documentadas na literatura, corroborando os nossos resultados.
Conforme descrito por Sousa et al. (2019), embora a composi¢ao quimica da propolis possa
variar em funcao de diversos fatores, como origem geografica, tipo de abelha, uso dentro da
colmeia e disponibilidade de resinas, a presenga de compostos fenolicos € uma caracteristica
inerente a esta substancia.

Isto deve-se ao fato de a propolis ser formada, em parte, por materiais vegetais
provenientes de diferentes plantas, as quais possuem naturalmente compostos fendlicos na sua
estrutura. Alguns destes compostos t€ém demonstrado efeitos benéficos, incluindo propriedades
antioxidantes, anti-inflamatdrias, antimicrobianas, entre outros (Bertrams et al., 2013).

Os compostos fenolicos tém sido amplamente investigados nos ultimos anos,
especialmente para formulagdo de fitoterapicos e outras aplicagdes em diversas areas. Sua
principal vantagem reside no fato de serem uma substancia naturalmente produzida pelas
plantas, eliminando a necessidade de processos quimicos complexos para a sua sintese

(Albuquerque et al., 2021). Essa caracteristica atende a crescente demanda por alternativas
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naturais e de baixo impacto ambiental em substituicdo aos produtos quimicos convencionais
amplamente utilizados na industria em diversos setores (Araujo et al., 2016).

No caso especifico da propolis, durante a sua produgdo pelas abelhas, os compostos
fendlicos sao incorporados a partir das resinas vegetais utilizadas na sua produg¢ao, conferindo
ao produto as suas propriedades bioativas caracteristicas (Sousa et al., 2019).

Em relagdo aos resultados obtidos, outros estudos também identificaram a presenca de
compostos fenolicos em extrato de propolis, com uma variacdo nas quantidades, o que ¢
inerente a substancia. Araujo et al. (2016), avaliaram a composicdo quimica da prépolis
produzia por trés espécies de abelhas (Apis mellifera, Melipona scutellaris e Melipona
fasciculata). Em relacdo ao total de fendis, os autores relataram valores variando de 121 + 3,05
mg eq. AG/g (4. melifera) a 631 + 4,22 mg eq. AG/g (M. fasciculata).

Cabral et al. (2019) indentificaram a presenca de fenois totais, com teor de 257 mg eq.
AG/100 g, em extrato etanolico de propolis vermelha produzida por abelhas A. mellifera no
Brasil. Franz et al. (2018) observaram um valor de 61,15 + 11,60 mg eq. AG/g de fenois totais
para propolis bruta produzida por abelhas A. mellifera em apiérios localizados no bioma
Pantanal, no Brasil. Alves e Kubota (2013) compararam seis amostras comerciais de extrato de
propolis quanto ao teor de fenois totais tendo obtido valores que variaram de 70,60 + 0,24 mg
eq. AG/100g a 539 + 1,5 mg eq. AG/100g.

Santini et al. (2021), ao analisarem o impacto da concentracdo da solucdo etanolica
utilizada no processo de extragdo sobre o teor de compostos fenolicos em extratos etanodlicos
de propolis verde, observaram teores de fenois totais que variaram entre 121,54 + 2,13 (extrato
etanolico de propolis com 50% de etanol na solucao) a 103,27 + 3,67 (extrato com 90% de
etanol na solucdo).

Assim, constate-se que, embora a presenga de compostos fenolicos seja uma
caracteristica inerente a propolis, a sua concentrag¢do pode variar amplamente devido a fatores
que influenciam a sua composicao quimica. Além disso, como sugere o estudo de Santini et al.
(2021), o processo de extracdo também pode interferir na concentragdo destas substancias em
extratos de propolis.

Relativamente aos flavonoides, sdo um subgrupo dos compostos fendlicos que se
destacam pela sua capacidade antioxidante. A capacidade antioxidante dos flavonoides esta
associada a sua atuacdo na neutralizacdo de radicais livres, principais responsaveis pelo
processo oxidativo (Arruda, 2013).

Os radicais livres sdo moléculas cujos 4&tomos possuem niimero impar de elétrons, o que

os torna altamente reativos. Os flavonoides desempenham seu papel antioxidante ao inativar

39



esses radicais tanto em organelos celulares lipofilicos quanto hidrofilicos. Estes possuem a
capacidade de doar atomos de hidrogénio, interrompendo, assim, as reacdes em cadeia
desencadeadas pelos radicais livres (Lima & Bezerra, 2012).

Como observado nos resultados deste estudo, o extrato de propolis analisado possui
flavonoides na sua composi¢do, com teores de 65 + 1,65 mg eq. Quercetina/g. Franz et al.
(2018), observou um teor de 11,15 £ mg eq. Quercetia/g de amostra em extrato de propolis
verde. Ja Alves e Kubota (2013) constataram um teor de flavonoides que variou de 48,95 £ 0,13
a 114,50 + 0,13 mg eq. Quercetina/100g. Deste modo, os flavonoides embora estejam sempre
presentes, também apresentam variagoes entre os diferentes tipos de propolis.

Por fim, o extrato de propolis analisado também demostrou potencial antioxidante,
como evidenciado nos resultados obtidos pelo método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil).
Segundo Oliveira (2015), a molécula de DPPH ¢ um radical organico livre estavel, amplamente
utilizada para medir a capacidade antioxidante de diversas substancias. Geralmente, o0 método
consiste em quantificar a capacidade da amostra testada em neutralizar o DPPH, o que reflete
diretamente seu potencial antioxidante.

Neste estudo, observou-se um valor de 4,26 + 0,030 mg eq. Trolox/g, o que demonstra
que o extrato de propolis utilizado possui potencial antioxidante, como esperado considerando
os teores de compostos fenolicos e, sobretudo, o de flavonoides observados, sendo que estes
ultimos se destacam pela elevada capacidade antioxidante. Esse resultado também foi
corroborado por outros autores que evidenciaram o potencial antioxidante de diferentes extratos
de propolis, como Santini et al. (2021) (6,49 £0,11 a 23,45+ 0,12 pg/mL) e Aragjo et al. (2016)
(29,81 + 2,49 a 845,38 + 31,60 pg/mL).

4.2.  Analise microbioldgica da propolis e do hamburguer

4.2.1. Analise microbioldgica da propolis bruta

Nas analises microbiologicas realizadas na propolis bruta, foi observada a presenga da
maioria dos microrganismos investigados (contagem total de bolores e leveduras, contagem
total de Bacillus cereus, pesquisa e contagem de coliformes totais e Escherichia coli e contagem
total de aerdbios mesoéfilos) com exce¢do de contagem de esporos de clostridios sulfito-
redutores e contagem de Staphylococcus aureus (coagulase positiva), conforme se pode

demonstrar na Tabela 4
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Tabela 4 — Resultados da andlise microbiologica da propolis bruta

. Clostridios
Bolores e Bacillus . .
sulfito- Coliformes . Mesofilos
Amostra AENER cereus redutores totais 15, e £ T totais (lo
(log (log og (UFCim)  (UFC/mL) (UFCAmL) (pe /mL)g
UFC/mL)  UFCAnL) peit
Prépolis 3,65 2,50 <10 1,45x10*  2,20x10? <10 5,89
bruta

Fonte: A autora (2024)

Essa contaminacdo da prépolis bruta por microrganismos justifica-se, considerando as
condigdes inerentes ao seu processo de producao e manipulagdo. A colmeia, como ambiente
natural, abriga ndo apenas abelhas, mas também uma diversidade de fungos e bactérias,
provenientes quer das plantas de onde as resinas sdo coletadas quer do proprio ecossistema
interno (Souza, 2015). Além disso, as plantas utilizadas podem conter esporos de fungos e
bactérias oriundas do solo, do ar ou de outros fatores ambientais (Santos, 2007).

A recolha também pode acarretar contaminagdes. Praticas inadequadas de coleta, como
o uso de ferramentas ou recipientes ndo higienizados, ¢ o armazenamento em condi¢des
improprias, como locais umidos ou sujos, aumentar os riscos de contaminacao. O transporte da
propolis em ambientes contaminados ou recipientes mal vedados pode acarretar a exposi¢ao a
patogenos (Breyer et al., 2016).

Outra possibilidade ¢ a propria composi¢ao natural da propolis que, devido a sua textura
pegajosa, facilita a retencdo de particulas de poeira e microrganismos do ar ou do ambiente.
Além disso, fatores climaticos, como alta umidade e temperaturas inadequadas, favorecem o
crescimento microbiano, especialmente de fungos e bactérias (Costa et al., 2020). Desta forma,
mesmo que a propolis possua propriedades antimicrobianas, que inibem o crescimento de
muitos patdgenos, essas caracteristicas ndo garantem completa protecdo contra contaminagdes.

Relativamente aos parametros microbioldgicos analisados, os bolores e leveduras tém
relevancia em alimentos, seja pela produgao de micotoxinas prejudiciais aos seres humanos ou
pela decomposicdo de alimentos (Lima et al., 2023).

A presenga de bolores e leveduras na propolis ¢ amplamente relatada na literatura, sendo
uma observagdo comum em amostras de propolis bruta. Neste estudo, o valor encontrado foi de
logio 3,65 UFC/mL (4,3 x 10° UFC/mL, aproximadamente). Lima (2015) verificou a presenca
destes microrganismos em amostras de geopropolis de Mellipona scutellaris provenientes de
dois meliponarios distintos, com médias de 6,6 x 107 UFC/g e 1,1 x 10® UFC/g. Santos (2007)
também constatou o crescimento de fungos em geopropolis de M. scutellaris. Ferreira (2021)
constactou que as contagens de bolores e leveduras na geopropolis de M. q. anthidioides
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variaram entre 2,0 x 10 UFC/g e 8,1 x 10> UFC/g.

A presenca de bolores e leveduras na propolis estd relacionada com diversos fatores.
Em periodos de escassez, as abelhas podem recorrer a diferentes substratos, como fungos, solo
e matéria organica, para atender as suas necessidades. Algumas espécies, apesar do valor
nutricional serem inferior, utilizam fungos como alternativa ao pdlen, devido a sua elevada
disponibilidade (Meireles, 2018).

Além disso, a microbiota associada as abelhas, composta por fungos e leveduras,
desempenha papéis essenciais, como a complementagao alimentar, a conservagao de alimentos
e a prote¢do da coldnia contra parasitas (Tiago, 2017). Leveduras do género Candida, por
exemplo, contribuem para a preservacdo do podlen, enquanto outras, como Scaptotrigona
depilis, sao fundamentais para o desenvolvimento das larvas. Adicionalmente, as, leveduras sao
organismos amplamente disseminados no natureza, quer por vias naturais, como vento €
insetos, quer por agdes humanas, como a migragao (Paludo et al., 2018).

Outro microrganismo analisado foi Bacillus cereus, uma bactéria formadora de esporos
e aerdbia facultativa, frequentemente encontrada em diversos alimentos crus ou processados.
Esse microrganismo ¢ conhecido por sua capacidade de produzir toxinas, sobretudo
enterotoxinas. A ingestdo de alimentos com concentracdes superiores a 10° UFC/g dessa
bactéria, valor abaixo do detectado nesta pesquisa, pode levar a casos de intoxicagao alimentar
(Ferreira, 2021). Essa espécie esta entre as principais responsaveis por surtos alimentares,
sendo associada a sintomas como diarreia e vOomitos, causados pela acdo de suas enterotoxinas
(Barretto & Silva, 2006). Nestes estudo, a andlise microbioldgica da propolis antes da extragdo
revelou uma valor de logio 2,50 UFC/mL, ou 3,0 x 10> UFC/mL, aproximadamente. Na
pesquisa realizada por Ferreira (2021), foram observados niveis deste microrganismos em
geopropolis de M. q. anthidioides variando entre 1,0 x 10% e 9,6 x 10> UFC/g. De maneira
similar, Ramos (1997) investigou a flora microbiana em coldnias de M. scutellaris, observando
contagens de Bacillus cereus de 5,3 x 10° UFC/g em geopropolis. A presenca de bactérias do
género Bacillus na propolis pode ser explicada pela sua participacdo em processos de
fermentagdo, como as fermentagdes acéticas e lacticas, que ocorrem no mel e no podlen
(Menezes, 2015).

Os coliformes sao um grupo de bactérias que habitam o trato intestinal do homem e dos
animais, portanto, sdo indicadores essenciais para contaminacdo ambiental. Entre os
coliformes, a Escherichia coli destaca-se no ambito da saiide humana (Barretto & Silva, 2006).
Embora a maioria das estirpes de E. coli integre a flora comensal do intestino de animais de

sangue quente, algumas variantes sdo patogénicas. A infec¢do por E. coli ¢ transmitida
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principalmente por trés vias: contato direto com animais infectados, interacdo com outros seres
humanos e ingestao de alimentos contaminados (Noronha et al., 2019).

Neste estudo, os niveis de coliformes totais e E. coli detectados na préopolis bruta foi de
1,45 x 10* e 2,2 x 10> UFC/g, respectivamente. Resultados semelhantes foram relatados por
Lima (2015), que observou a presenca dessas bactérias em amostras de geoprdopolis de M.
scutellaris, com contagens variando de 9,1 x 107 a 2,8 x 10® UFC/g para coliformes totais e de
8,1 x 107 a 1,4 x 108 UFC/g para E. coli. Ferreira (2021) também registrou a presenga de
coliformes totais e E. coli em geopropolis de abelhas do género M. q. anthidioides, apresentando
valores de 2,1 x 10° NMP/g (Numero Mais Provavel por grama) para coliformes totais ¢ 4,0
NMP/g para E. coli. O autor salientou ainda que a presenca de coliformes termotolerantes, isto
¢, de origem intestinal, como E. coli, em alimentos ndo implica necessariamente contaminagao
de origem fecal. Entretanto, pode ser um indicador de falhas na higiene durante o processo de
coleta ou de contaminagdo apds o processamento (Ferreira, 2021).

Outra andlise realizada foi a contagem total de aerdbios mesofilos. Os mesofilos
correspondem a um grande grupo de bactérias e, no ambito da seguranca alimentar, a sua
contagem ¢ um parametro utilizado para controlar a qualidade comercial dos alimentos (Lozano
et al., 2021). Ferreira (2021) destaca que, embora os microrganismos mesofilos nao estejam
diretamente relacionados com a presenga de patdogenos ou toxinas, eles sdo importantes para
avaliar a seguranca dos alimentos, pois podem indicar falhas nas condigdes sanitarias. No nosso
trabalho para os mesofilos totais, registaram-se valores de logio 5,89 UFC/mL, equivalente a
7,5 x 10° UFC/mL. Ferreira (2021) detectou um valor de 1,9x10* UFC/g para as bactérias
aerobias mesofilas em amostras de geopropolis da M. q. anthidioides. Lima (2015), por sua vez,
reportou uma concentragdao de 1,0 x 10 UFC/g na geopropolis de M. scutellaris. Dias et al.
(2012), em propolis produzida em Portugal, observaram valores médios de 7,16 x 10* UFC/g
para microrganismos aerobios mesofilos.

Por fim, Salmonella spp. e esporos de clostridios sulfito redutores estavam ausentes na
amostra analisada, o que também foi observado por Lima (2015) e Ferreira (2021). As bactérias
do género Salmonella estdo amplamente distribuidas em todo o mundo, sendo comuns em
ambientes de producdo animal, o que as torna um importante problema sanitario para a saude
publica (Domingos et al., 2015).

Ja os clostridios sulfito-redutores sdo bactérias anaerobicas que atuam na redugdo de
sulfatos a sulfetos (Pereira et al., 2024). Assim, a auséncia de Salmonella spp. ou de esporos de
clostridios sulfito-redutores na propolis bruta, pode indicar que ha forte atividade

antimicrobiana da propolis contra esses microrganismo e/ou que eles nao encontraram um
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ambiente adequado para proliferagdo neste tipo de substrato.

4.2.2. Analise microbioldgica das amostras de hamburgueres

Os resultados da analise microbiologica das amostras de hamburgueres demonstram a
eficacia do extrato de propolis como aditivo antimicrobiano, tanto na concentracao de 1% (F1)
quanto na de 2% (F2). A inclusdo do extrato de propolis nas formulacdes foi capaz de inibir a
presenca de Salmonella spp., clostridios sulfito-redutores, coliformes totais, E. coli e S. aureus
aos oito dias, tanto nas amostras F1 e F2 quer na amostra controle (F0), a qual foi adicionado
ascorbato de sodio a 0,01%. No dia 12, observou-se a presenca de clostridios sulfito-redutores
apenas nas amostras FO (controle) e F1 (propolis 1%), com auséncia dessa contaminagdo na F2
(propolis 2%), o que esté correlacionado com a maior concentragdo do extrato de propolis.

Quanto aos mesofilos totais, todas as amostras apresentaram contagens semelhantes no
inicio do estudo (dia 0), com logio 7,59 UFC/mL para FO, logio 7,70 UFC/mL para F1 e
logi07,33 UFC/mL para F2. No dia 12, a amostra FO apresentou valores muito elevados. A
amostra F1 apresentou uma contagem de logi010,38 UFC/mL, um aumento de 2,68 logio
UFC/mL em relacao ao dia 0, embora ainda inferior ao aumento observado no controle. A F2
destacou-se com uma contagem de 8,30 logio UFC/mL, registando um aumento de apenas 0,97
logio UFC/mL durante este periodo. Esses resultados indicam que o extrato de propolis ¢ mais
eficaz que o ascorbato de so6dio no controle da proliferacdo de mesoéfilos totais no hamburguer,
sendo que uma concentragdo maior de propolis intensifica a inibi¢do dessas bactérias.

Na Tabela 5 apresentam-se os resultados da andlise microbiologica das varias

formulacdes de hamburgueres.
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Tabela 5 - Resultados da andlise microbioldgica das amostras de hamburguer

Clostridios . Mesofilos
Tempo Salmonella Coliforme . q
Amostra (dias) s sulfito- s totais E. coli S. aureus  totais (log
Pp- redutores UFC/mL)
0 ausente <10 <10 <10 <10 7,59
4 ausente <10 <10 <10 <10 8,16
Fo!
8 ausente <10 <10 <10 <10 9,29
12 ausente positivo <10 <10 <10 Incon.
0 ausente <10 <10 <10 <10 7,70
4 ausente <10 <10 <10 <10 7,22
F1?
8 ausente <10 <10 <10 <10 8,80
12 ausente positivo <10 <10 <10 10,38
0 ausente <10 <10 <10 <10 7,33
4 ausente <10 <10 <10 <10 7,40
F23
8 ausente <10 <10 <10 <10 7,56
12 ausente <10 <10 <10 <10 8,30

! Hamburguer com adi¢do de ascorbato de sodio (0,01%). 2 Hamburguer incorporado com extrato de propolis a
1% da composigdo. > Hamburguer incorporado com extrato de propolis a 2% da composigéo.

Os resultados obtidos demonstram que o extrato de propolis apresenta potencial
antimicrobiano significativo quando incorporado em produtos carneos, como hamburgueres. A
auséncia de microrganismos patogénicos — Salmonella spp., coliformes totais, Escherichia
coli e Staphylococcus aureus — em todas as amostras durante os 12 dias de armazenamento
indica condi¢des higiénico-sanitarias adequadas na preparacdo dos produtos, mas também
sugere que os compostos bioativos presentes na propolis podem contribuir para a inibi¢ao do
crescimento de microrganismos contaminantes.

No caso dos esporos de clostridios sulfito-redutores, a sua detecdo apenas ao 12.° dia
nas amostras FO (controlo com ascorbato de sodio) e F1 (1% de extrato de propolis), mas nao
na F2 (2% de extrato de propolis), reforca a hipotese de que o efeito antimicrobiano do extrato
¢ dose-dependente. A capacidade da propolis em inibir germinacdo e desenvolvimento de
esporos poderd estar relacionada com a presenca de compostos fendlicos e flavonoides, os quais
atuam por mecanismos como a desestabilizacdo da membrana celular, inibigdo enzimatica e
interferéncia no metabolismo microbiano (Juneja, Marks, 2002).

Adicionalmente, a andlise da carga microbiana aerobia mesofila revelou uma tendéncia

decrescente do crescimento microbiano em fun¢do do aumento da concentragdo de extrato de
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propolis. A amostra FO apresentou a maior carga microbiana, seguida da F1 e, por ultimo, da
F2. Este comportamento sugere que o extrato nao s6 prolonga a estabilidade microbiologica do
produto, como também podera atuar retardando o crescimento de flora deterioradora, o que ¢
fundamental para a extensdo da vida util de produtos carneos minimamente processados
(Bankova, 2005).

Estes resultados vao de encontro ao reportado na literatura em relagdo a capacidade do
extrato de propolis enquanto aditivo com capacidade bactericida e bacteriostatica. Cunha
(2017) observou que o biofilme produzido com extrato etanolico de propolis (EPP), método de
extragdo utilizado nesta pesquisa, foi capaz de inibir a presenca de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. Gutiérrez-Cortés & Suarez (2014) também obtiveram resultados positivos
para a inibi¢do in vitro de S. aureus, Salmonella spp., E. coli e Clostridium spp. com EEP.
Vargas et al. (2004) observaram que a adicdo de EEP demonstrou atividade antibacteriana in
vitro, inibindo o crescimento de bactérias, como Staphylococcus spp., Salmonella spp. e E. coli.

Especificamente como aditivo para produtos carneos, Vargas-Sanches et al. (2014)
avaliaram a eficacia do extrato de propolis no crescimento microbiano em hamburgueres de
carne durante o armazenamento refrigerado. Os seus resultados estdo de acordo com os obtidos
neste estudo, em que o extrato de propolis reduziu a populagdo de mesofilos totais em 19,75%,
apos 8 dias de armazenamento refrigerado, em comparacao com o hamburguer sem adigao de
conservantes.

Rodriguez et al. (2023), investigaram o efeito da adicdo de extrato de propolis a 0,5%
na contagem total de S. aureus em hamburgueres feitos com carne de alpaca durante um més.
Os resultados revelaram que a contagem inicial, inferior a 10 UFC/g na primeira semana,
aumentou para 15 UFC/g na quarta semana. O desempenho foi considerado indicativo da
eficdcia do extrato de propolis como agente bacteriostatico para a bactéria testada, uma vez que
o limite maximo permitido para S. aureus em alimentos carneos no Peru, pais de origem do
estudo, ¢ de 10° UFC/g.

Pereira (2009) investigou o efeito antimicrobiano da incorporagdo de extrato aquoso de
propolis em Carne Mecanicamente Separada (CMS) de aves. Os resultados indicaram que o
extrato apresentou acdo inibidora sobre mesofilos totais, Salmonella spp., S. aureus, Bacillus
spp., Clostridium perfringens, coliformes totais e E. coli, destacando-se pela eficacia contra os
trés ultimos.

Viera et al. (2016), avaliaram o efeito antimicrobiano do extrato hidroetandlico de
propolis incorporado em linguica toscana. Foram realizadas anélises de contagem de mesofilos

e psicrotroficos, coliformes, Staphylococcus (coagulase positiva e negativa), clostridio sulfito-

46



redutor e Salmonella spp. Os resultados demonstraram agao bactericida e bacteriostatica do
extrato de propolis para todos os microrganismos, sendo capaz de prolongar a vida util da
linguiga toscana por 56 dias em armazenamento refrigerado.

No Brasil, a Instru¢do Normativa — IN n°® 161, de 1° de julho de 2022, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria estabelece os padrdes para a qualidade microbiologica dos
hamburgueres de bovino. No entanto, apenas estabelece limites para Sa/monella spp. e E. coli.
Segundo este regulamento, Sa/monella spp. tem de estar ausente em 25 gramas, enquanto que
para E. coli o limite permitido ¢ de 10°* UFC/g (Anvisa, 2022).

Na Unido Europeia, aplica-se as determinagdes da Regulamento da Comissdo (CE) n°
2073/2005, a qual também se foca nas bactérias Salmonella spp. e E. coli, em que ambos devem
estar ausentes no hambtrguer (Unido Europeia, 2005). Com base nestas informacdes, ¢ possivel
dizer que as amostras com incorpora¢ao de propolis avaliadas neste estudo se encontram de
acordo com ambas as norma, pois Salmonella spp. e E. coli estavam ausentes nas amostras

analisadas.

4.3. Valores obtidos nos parametros fisico-quimicos das amostras hambirguer

Os resultados obtidos nas analises fisico-quimicas efetuadas as amostras de
hamburgueres bovinos nos dias 0 e 12 apresentam-se na Tabela 6. De modo geral, os resultados
atestam a possibilidade de uso do extrato de propolis como aditivo neste tipo de alimento no
que concerne os seus parametros fisico-quimicos, uma vez que os valores encontrados para as
amostras incorporadas com extrato de propolis a 1% e 2% sdo idénticos aos obtidos na amostra

controle.
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Tabela 6 — Resultados da andlise fisico-quimica das amostras de hamburguer bovino

Tempo

Amostra (dias) % proteina* % gordura % umidade % cinzas pH
) 0 21,42+£0,04  20,99+13,99 42,74 +0,01 1,72 +£ 0,00 5,17+ 0,01
0 12 17,80 £+ 0,00 19,15+ 0,56 41,08+0,02  2,31+0,00 5,62+0,01
, 0 15,50 £ 0,01 16,14+ 12,37  41,43+0,01 1,72+ 0,00 5,26 0,06
H 12 18,00 £ 0,01 20,15+ 1,65 39,05+0,00 1,91 +0,00 5,21+0,02
. 0 15,95 £ 0,02 23,45+327 45,62+0,01  2,26+0,00 5,31 +£0,06
- 12 21,20 + 0,00 15,14 £ 1,96 38,76 £0,00 1,71+ 0,00 5,17+0,06

! Hamburguer com adi¢do de ascorbato de sodio (0,01%). 2 Hamburguer incorporado com extrato de propolis a
1% da composi¢do. * Hamburguer incorporado com extrato de propolis a 2% da composigdo.* Para cada pardmetro
(proteina, gordura, umidade, teor de cinzas e pH) foi realizada uma andlise em duplicato e o valor disposto ¢ a
média aritmética dos valores obtidos em cada ensaio.

Fonte: A autora (2024)

Os valores encontrados nas amostras para percentual de proteina e gordura estao dentro
dos parametros aceitaveis do mercado para hamburgueres bovinos, que variaram entre 15-20%
de proteina e 10-25% de gordura (Guerreiro, 2021). De acordo com a legislacdo brasileira
(Portaria SDA n° 724/2022), o hamburguer bovino deve conter, no minimo, 15% de proteina e,
no maximo, 25% de gordura (Ministério da Agricultura, 2022).

Em relacgdo ao percentual de umidade, os valores e as variagdes entre os dias 0 e 12 sdo
similares entre as amostras. A umidade no tempo 0 foi de 41,91% para F0, 40,26% para F1 e
42,19% para F2. Todas as amostras apresentaram perda de umidade ao longo do tempo, com a
maior variagcdo observada em F2 (-6,86%), seguida de F1 (-2,38%) e FO (-1,66%). Esses dados
sugerem uma possivel relacdo entre a incorporacdo do extrato de propolis no hamburguer
bovino e uma redug¢do no seu teor de umidade com o tempo, uma vez que a menor variagao
ocorreu na amostra controle (F0), na qual foi incorporado o conservante tradicional, seguido de
F1, com 1% de extrato de propolis, € F2, com 2% de extrato de propolis. No entanto, ndo
existem outros estudos que investiguem esse aspecto para comparagdo e confirmacao desta
diminui¢do. Além disso, devido a baixa variacdo observada, € possivel que se trate de um erro
amostral. Outro aspecto relevante diz respeito a umidade de todos os hamburgueres produzidos
para a realizagdo deste estudo foi inferior a dos hamburgueres adquiridos no mercado. Lopes et
al. (2021), observou que os valores da umidade dos hamburgueres industrializados e artesanais
foi de bovinos de 67,9% e 72,8%, respectivamente. Da mesma forma, Borba et al. (2013)
observaram um valor de 60,29% de umidade em hamburgueres bovinos artesanais. E de

salientar que, conforme reportado por Borba et al. (2013), a umidade ¢ um parametro crucial

48



para o aspecto comercial do hamburguer bovino, uma vez que uma umidade reduzida no
produto cru resulta num produto mais seco apos o preparacao, especialmente devido a perda de
umidade durante a coc¢do, que varia conforme o método utilizado.

Em relacdao ao teor de cinza, os valores encontrados nas amostras apresentaram uma
variagdo pequena, indicando que a incorporagdo do extrato de propolis ndo afetou
acentuadamente este parametro. O teor de cinza para FO foi de 2,01%, com variagdo de 0,59%.
Para F1, a média foi de 1,81%, com variagao de 0,19%, e para F2, a média encontrada foi de
1,98%, com variacao de -0,55%. Lopes et al. (2021) encontraram valores de 2,5% ¢ 2,6% para
hamburgueres industrializados e artesanais, respectivamente.

Por fim, em relagdo ao pH, os resultados indicaram que o extrato de propolis contribuiu
para a estabilizagcdo do pH no produto. A menor variagao ocorreu em F1 (-0,05, com média de
5,23), seguida de F2 (-0,14, média de 5,24) e FO (0,45, média de 5,39). Os valores encontrados
estdo proximos aos observados por Silva et al. (2014), que registraram um pH de 5,5 para
hamburgueres bovinos. De acordo com Boldori et al. (2021) a medi¢ao do pH ¢ essencial para
determinar a deterioragdo dos alimentos, incluindo o crescimento de microrganismos, a
atividade enzimadtica, a retengdo de sabor e odor. Alteragdes no pH podem indicar mudangas
nas caracteristicas fisico-quimicas do produto, o que pode reduzir o seu tempo de vida de

prateleira.
4.4. Analise sensorial das amostras de hamburguer

A andlise sensorial foi efetuada por 20 participantes que avaliaram os parametros: cor,
aroma, sabor, textura e impressao sensorial global. Em relacdo a idade dos intervenientes,

no Grafico 1 apresenta-se distribuigdo por faixa etdria, enquanto que no Grafico 2 ¢ apresentado

a distribuicdo por sexo bioldgico.
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Faixa etaria

5%
10%
5% = 18 a 25 anos
= 26 a 30 anos
50% 31 a 35 anos

= 36 a 40 anos

= Acima de 40 anos
30%

Grafico 1 — Faixa etaria dos participantes.
Fonte: A autora (2024)

Sexo

35,0%

= Masculino

= Feminino
65,0%

Grafico 2 - Sexo bioldgico dos participantes.
Fonte: A autora (2024)

Como pode ser observado nos graficos, a maior parte dos participantes sdao jovens entre
18 a 25 anos (50%), seguidos dos que possuem entre 26 a 30 anos (30%). Apenas 20% dos
elementos tinham mais de 30 anos. J4 em relagdo ao sexo bioldgico, a maior dos participantes

era do sexo feminino (65%; 13 participantes).
44.1. Cor
Nos Graficos 3, 4 e 5 sdo apresentados os resultados obtidos para a cor das amostras Al

(hamburguer tradicional, com adi¢do de ascorbato de s6dio), B2 (hamburguer com 1% de

extrato de propolis) e C3 (hamburguer com 2% de extrato de propolis), respectivamente.
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Cor - Amostra Al

= 5 - Gostei Muito

= 4 - Gostei Moderadamente
50% 3 - Nem gostei, nem desgostei

= 2 - Desgostei moderadamente

= | - Desgostei muito

50%

Grafico 3 — Resultado sobre a cor da amostra A1 (hamburguer tradicional).
Fonte: A autora (2024)

Cor - Amostra B2
5%

25%

25% = 5 - Gostei Muito
= 4 - Gostei Moderadamente

3 - Nem gostei, nem desgostei
= 2 - Desgostei moderadamente

= | - Desgostei muito

45%

Grafico 4 — Resultado sobre a cor da amostra B2 (hamburguer com 1% de extrato de
propolis).
Fonte: A autora (2024)

Cor - Amostra C3
5%

15% 25%

= 5 - Gostei Muito
= 4 - Gostei Moderadamente

3 - Nem gostei, nem desgostei
= 2 - Desgostei moderadamente

= ] - Desgostei muito
25%

30%

Grafico 5 - Resultado sobre a cor da amostra C3 (hamburguer com 2% de extrato de propolis).
Fonte: A autora (2024)

Como demonstrado nos graficos, os participantes apresentaram uma resposta negativa

em relacao a cor dos hamburgueres com adigdo de extrato de propolis. De um total de 100
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pontos (cendrio em que todos os participantes atribuissem nota 5 — “gostei muito”), o somatorio
de notas para as amostras no que tange a cor foi: A1 — 90 pontos; B2 — 78 pontos; C3 — 71
pontos.

Assim, os resultados revelam um aumento progressivo de avaliagdes negativas ao
comparar a amostra Al (hamburguer tradicional) com a B2 (contendo 1% de extrato de
propolis) e, posteriormente, com a C3 (contendo 2% de extrato de propolis). Esses dados
sugerem que a inclusdo do extrato de propolis influenciou negativamente a percepgao da cor do
produto, evidenciando uma relagdo direta, isto €: quanto maior foi a concentragao de prépolis,
maior foi o nimero de opinides desfavoraveis relacionadas a cor do hamburguer.

Conforme observado na Figura 9, as amostras dos hamburgueres preparadas com a
adicao de propolis apresentaram uma perda da colora¢dao avermelhada caracteristica da carne e
aparecimento de tons acastanhados e amarelados. Esta diferenca também se destacou nas
amostras apods a coc¢ao, conforme ilustrado na Figura 13. Enquanto a amostra A1 (hamburguer
tradicional) manteve a cor tradicional apds a preparagdo (castanho), as amostras B2 e C3,
contendo propolis, apresentaram coloragdes mais claras, com tonalidades tendendo ao amarelo.
Essas altera¢des visuais podem justificar o menor desempenho sensorial das amostras nas quais
foi incorporado o propolis, considerando uma associacdo do consumidor entre cor e qualidade

percebida.

4.42. Aroma

Nos Graficos 6, 7 e 8 estdo apresentados os resultados obtidos para o aroma das amostras

Al, B2 e C3, respectivamente.
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Aroma - Amostra Al

5%

= 5 - Gostei Muito

= 4 - Gostei Moderadamente
50% 3 - Nem gostei, nem desgostei

= 2 - Desgostei moderadamente

= | - Desgostei muito
35%

Grafico 6 - Resultado sobre o aroma da amostra Al (hamburguer tradicional).
Fonte: A autora (2024)

Aroma - Amostra B2
5% 10%

25% ‘
20% = 5 - Gostei Muito
= 4 - Gostei Moderadamente
3 - Nem gostei, nem desgostei
= 2 - Desgostei moderadamente

= | - Desgostei muito

40%

Grafico 7 - Resultado sobre o aroma da amostra B2 (hambutrguer com 1% de extrato de
propolis).

Fonte: A autora (2024)

Aroma - Amostra C3
5%

25%
= 5 - Gostei Muito
= 4 - Gostei Moderadamente
40% 3 - Nem gostei, nem desgostei

= 2 - Desgostei moderadamente
= | - Desgostei muito

30%

Grafico 8 - Resultado sobre o aroma da amostra C3 (hambutrguer com 2% de extrato de
propolis).
Fonte: A autora (2024)

Assim como a cor, a adi¢ao de propolis também influenciou negativamente a percepcao

dos participantes em relagdo ao aroma dos hamburgueres. Conforme demonstrado nos graficos,
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houve um aumento das respostas negativas de A1 (hamburguer tradicional) para B2 (com 1%
de extrato de propolis) e de B2 para C3 (com 2% de extrato de propolis). O somatdrio de notas
para as amostras em relagdo ao aroma foi: A1 — 86 pontos; B2 — 61 pontos; C3 — 45 pontos.
Isso revela que o aroma foi ainda mais influenciado pela adi¢dao do extrato de propolis do que
a cor.

Esses resultados indicam nao apenas uma pior percep¢ao do aroma entre o hamburguer
tradicional e aqueles com adicdo de propolis, mas também que essa percepcdo negativa se
intensifica com o aumento da concentragio do extrato no produto. E importante destacar que o
extrato de propolis possui um aroma caracteristico e bastante pronunciado (Soares et al., 2017),
que, mesmo em baixas concentragdes, como nas amostras avaliadas, tende sobressair. No
contexto deste estudo, essa caracteristica resultou numa avaliagdo negativa do aroma pelos
intervenientes, sugerindo que o odor peculiar do propolis ndo foi bem aceite no produto carneo

final.

4.4.3. Sabor

Nos Graficos 9, 10 e 11 sdo apresentados os resultados obtidos para o sabor das amostras

Al, B2 e C3, respectivamente.

Sabor - Amostra Al
5%

5%

= 5 - Gostei Muito
= 4 - Gostei Moderadamente
3 - Nem gostei, nem desgostei
55% = 2 - Desgostei moderadamente
= | - Desgostei muito

35%

Grafico 9 - Resultados sobre o sabor da amostra A1 (hamburguer tradicional).
Fonte: A autora (2024)
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Sabor - Amostra B2
5%

5%

20%

= 5 - Gostei Muito
= 4 - Gostei Moderadamente
3 - Nem gostei, nem desgostei
35% = 2 - Desgostei moderadamente
= | - Desgostei muito

35%

Grafico 10 - Resultado sobre o sabor da amostra B2 (hamburguer com 1% de extrato de
propolis).
Fonte: A autora (2024)

Sabor - Amostra C3
10%

= 5 - Gostei Muito
= 4 - Gostei Moderadamente

3 - Nem gostei, nem desgostei
= 2 - Desgostei moderadamente
= | - Desgostei muito

40%

50%

Grafico 11 - Resultado sobre o sabor da amostra C3 (hamburguer com 2% de extrato de
propolis).
Fonte: A autora (2024)

De maneira semelhante aos parametros anteriores, a percep¢ao de sabor das amostras
de hamburguer foi acentuadamente influenciada pela adicdo de extrato de propolis. Como
ilustram os graficos apresentados, o sabor foi o parametro sensorial mais afetado, evidenciando
uma forte relacdo negativa entre a presenga de propolis e a aceitacdo pelos participantes. O
somatorio de notas para as amostras no que tange o sabor foi: A1 — 87 pontos; B2 — 48 pontos;
C3 — 36 pontos.

Na amostra A1 (hamburguer tradicional), 55% dos participantes (11 pessoas) atribuiram
nota 5 (gostei muito), e apenas 5% deram nota 1 (desgostei muito). Por outro lado, na amostra

C3 (hamburguer com 2% de extrato de propolis), a maior nota foi 4 (gostei moderadamente;
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10%, dois participantes), enquanto 50% (10 pessoas) atribuiram nota 2 (desgostei
moderadamente) e 40% (8 participantes) deram nota 1 (desgostei muito).

Além disso, observa-se uma relagdo clara entre o aumento da concentragao de propolis
nas amostras e a reducdo na aceitagdo do sabor. Segundo Soares et al. (2017), o sabor da
propolis € uma de suas caracteristicas sensoriais mais marcantes, descrito frequentemente como
amargo ¢ picante. Embora existam variagdes entre os diferentes tipos de propolis, essas
caracteristicas sdo predominantes e podem explicar o impacto negativo sobre a percepcao do
sabor nas amostras adicionadas com o extrato. Neste contexto, € possivel dizer que o forte sabor

caracteristico do propolis influenciou a aceitagdo sensorial do produto.

4.4.4. Textura

Nos Graficos 12, 13 e 14 podem observar-se os resultados obtidos para a textura das

amostras A1, B2 e C3, respectivamente.

Textura - Amostra Al

10%

5%

N

40% = 5 - Gostei Muito
= 4 - Gostei Moderadamente
3 - Nem gostei, nem desgostei
= 2 - Desgostei moderadamente

30% = | - Desgostei muito

15%

Grafico 12 - Resultados obtidos para textura da amostra A1 (hamburguer tradicional).
Fonte: A autora (2024)
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Textura - Amostra B2
15%

= 5 - Gostei Muito
= 4 - Gostei Moderadamente
3 - Nem gostei, nem desgostei
= 2 - Desgostei moderadamente
30% = | - Desgostei muito

Grafico 13 - Resultado obtidos para a textura da amostra B2 (hamburguer com 1% de extrato
de propolis).
Fonte: A autora (2024)

25%

Textura - Amostra C3
10% 15%
0
20% ' = 5 - Gostei Muito
= 4 - Gostei Moderadamente
. 3 - Nem gostei, nem desgostei
25% = 2 - Desgostei moderadamente
= | - Desgostei muito
30%
Grafico 14 - Resultado sobre a textura da amostra C3 (hamburguer com 2% de extrato de
propolis).

Fonte: A autora (2024)

A adicdo de extrato de prdopolis também influenciou negativamente a textura do
hamburguer, embora esse impacto tenha sido menos acentuado em comparagdo com os demais
parametros analisados. O somatorio de notas para as amostras no que concerne a textura foi:
A1l — 74 pontos; B2 — 66 pontos; C3 — 63 pontos.

Tal como observado para os outros parametros sensoriais também se verificou uma
reducdo nas notas atribuidas pelos participantes entre as amostras Al (hamburguer tradicional)
e B2 (com 1% de extrato de propolis) e entre B2 e C3 (com 2% de extrato de propolis). Isso
demonstra que o aumento na concentracdo do extrato no produto afetou negativamente a

percepcao de textura.
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4.4.5. Impressao global

Nos Gréficos 15, 16 e 17 sdo apresentados os resultados obtidos sobre a impressao

global das amostras A1, B2 e C3, respectivamente.

30%

Impressao global - Amostra Al

5%

45%

= 5 - Gostei Muito
= 4 - Gostei Moderadamente

3 - Nem gostei, nem desgostei
= 2 - Desgostei moderadamente

= | - Desgostei muito

Grafico 15 - Resultados sobre a impressao global da amostra A1 (hamburguer tradicional).
Fonte: A autora (2024)

15%

25%

Impressao global - Amostra B2

5%

55%

= 5 - Gostei Muito
= 4 - Gostei Moderadamente

3 - Nem gostei, nem desgostei
= 2 - Desgostei moderadamente
= | - Desgostei muito

Grafico 16 - Resultado sobre a impressao global da amostra B2 (hamburguer com 1% de

extrato de propolis).
Fonte: A autora (2024)
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Impressao global - Amostra C3

5%

15%

= 5 - Gostei Muito

= 4 - Gostei Moderadamente

35%

3 - Nem gostei, nem desgostei
= 2 - Desgostei moderadamente

= | - Desgostei muito

45%
Grafico 17 - Resultado sobre a impressao global da amostra C3 (hamburguer com 2% de

extrato de propolis).
Fonte: A autora (2024)

Conforme ilustrado nos graficos e corroborado pelos resultados anteriores, a introdugao
do extrato de propolis afetou negativamente a impressao sensorial global do hambtrguer, com
uma clara rela¢do entre o aumento da concentra¢ao do extrato ¢ a reducdo na avaliacdo da
qualidade sensorial pelos participantes. O somatério de notas das amostras para apreciacao
global foi: A1 — 82 pontos; B2 — 50 pontos; C3 — 39 pontos.

Estes resultados evidenciaram que a adigdo de extrato de propolis ao hamburguer bovino
gera um efeito negativo na percepcao sensorial, abrangendo atributos como cor, aroma, sabor
e textura. Este resultado ¢ relevante, pois, uma avaliagdo sensorial positiva ¢ crucial para a
aceitagdo e comercializagdo de produtos alimentares. No caso deste estudo, os resultados
indicam a inviabilidade do uso do extrato de propolis, nas condi¢des testadas, como aditivo
alimentar para hamburgueres. A inclusdo do extrato prejudicou as caracteristicas sensoriais
essenciais para o apelo comercial do produto, o que pode influenciar negativamente sua
aceitacao no mercado.

Além disso, observou-se que a concentragdo do extrato de propolis influencia
diretamente esta percep¢do. A amostra C3, contendo 2% de extrato, apresentou as menores
notas em todos os parametros sensoriais quando comparada a amostra B2, com 1% de extrato.
A amostra com melhor desempenho sensorial foi A1, o hamburguer tradicional com adi¢do de
ascorbato de sédio, sem propolis. Neste sentido, € possivel constatar que o uso da propolis
enquanto aditivo alimentar deve considerar as alteragdes sensoriais que causa, sendo necessario,
portanto, encontrar formas de incorpora-lo e a0 mesmo tempo manter as caracteristicas

sensoriais tradicionais do hamburguer bovino.
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Uma alternativa promissora para resolver o problema identificado nesta pesquisa € o
uso da técnica de microencapsulacdo. Esta abordagem envolve o revestimento de particulas
solidas, liquidas ou dispersdes com uma fina camada de material protetor, resultando na
formagao de microcapsulas. Essas microcapsulas permitem a libertacao controlada do contetido
encapsulado (Alves, 2018). Entre os beneficios do microencapsulamento estdo a prote¢ao
contra condi¢cdes ambientais adversas, como luz, umidade, oxigénio e radiacio UV, a
preservacao de componentes sensiveis durante o armazenamento, o mascaramento de sabores
indesejaveis, a manuten¢do do aroma, tornando o produto mais atraente para o consumidor
(Nascimento, 2018).

Dessa forma, a aplicagdo do extrato de propolis microencapsulado no hamburguer
bovino apresenta-se como uma possivel solucdo para minimizar as alteragdes sensoriais
causadas pela adigao direta do extrato, a0 mesmo tempo que permite preservar as propriedades
antibacterianas e antioxidantes da propolis que a tornam uma opgao eficaz, e natural, como

aditivo alimentar.
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CAPITULO 5

5, CONCLUSAO

Conforme tem sido evidenciado, nos ultimos anos tem-se verificado um aumento do
interesse, quer por parte dos consumidores quer da industria alimentar, por substancias de
origem natural passiveis de serem utilizadas como aditivos alimentares, em substituicdo dos
conservantes quimicos sintéticos tradicionalmente utilizados na preservacao de alimentos.

No nosso trabalho, no que respeita a composi¢do quimica do extrato de propolis,
verificou-se que este contém quantidades significativas de compostos fendlicos totais,
flavonoides e apresenta uma expressiva capacidade antioxidante, avaliada através do ensaio
com o radical DPPH. Estas propriedades poderao conferir ao extrato funcionalidades bioativas
relevantes, designadamente atividades antimicrobianas e antioxidantes, as quais se revelam
particularmente pertinentes no contexto da sua potencial aplicagdo como aditivo alimentar.

A andlise microbioldgica das amostras de hamburguer permitiu avaliar a eficacia das
substancias presentes no extrato de propolis. Os resultados obtidos para Salmonella spp.,
coliformes totais, Escherichia coli e Staphylococcus aureus foram negativos em todas as
amostras ao longo do periodo experimental (do dia 0 ao dia 12). No que respeita aos esporos
de clostridios sulfito-redutores, observaram-se resultados negativos do dia 0 ao dia 8, tendo-se
registado positividade no dia 12 para as amostras FO (hamburguer tradicional com ascorbato de
sodio) e F1 (hamburguer com 1% de extrato de propolis). Importa salientar que a amostra F2
(hamburguer com 2% de extrato de propolis) manteve resultados negativos durante todo o
periodo avaliado. Relativamente a contagem de microrganismos mesoéfilos totais, verificou-se
um crescimento progressivamente inferior nas amostras F0O, F1 e F2, respetivamente.

Esses dados indicam que o extrato de propolis possui acdo antioxidante comparavel a
do conservante alimentar tradicional (ascorbato de sédio). Além disso, demonstrou-se que
concentragcdes mais elevadas de propolis na formulacdo do hamburguer proporcionam maior
eficdcia antimicrobiana, embora essa superioridade tenha sido notada apenas nos resultados
para clostridios sulfito-redutores e mesoéfilos totais.

Na andlise fisico-quimica das amostras de hamburguer, ndo foram observadas grandes
variagdes entre os grupos, exceto no teor de umidade. Verificou-se uma tendéncia de redugao
da umidade ao longo do tempo nas amostras com extrato de propolis, especialmente em F2. Os
demais parametros analisados (teor de proteina, gordura, cinzas e pH) apresentaram valores

dentro das faixas esperadas para hamburgueres bovinos.
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A analise sensorial, revelou uma possivel inviabilidade da utilizagdo do extrato de
propolis, quando incorporado diretamente, em hamburgueres bovinos. Em todos os parametros
avaliados (cor, aroma, sabor, textura e impressdao global), a amostra de hamburguer bovino
tradicional apresentou desempenho sensorial superior em relagcdo as amostras contendo extrato
de propolis. Além disso, observou-se que o aumento da concentragdo do extrato intensificou o
impacto negativo nos atributos sensoriais. Entre os aspectos analisados, o aroma e o sabor foram
os mais afetados pela adi¢ao do extrato de propolis. Convém salientar que a aceitagdo sensorial
¢ um fator determinante para a comercializacao de produtos alimenticios. Assim, a perda de
qualidade sensorial decorrente da incorporagao direta do extrato de propolis pode inviabilizar a
sua utilizagdo como aditivo alimentar, apesar dos seus beneficios em termos de conservacao.

Nesse contexto, conclui-se que o extrato de propolis possui potencial para ser utilizado
como aditivo alimentar em hamburgueres bovinos, devido a sua capacidade para prolongar o
shelf life do produto por meio de agdo antimicrobiana e antioxidante. Contudo, a sua
incorporagdo direta ¢ invidvel, uma vez que resulta em perdas significativas na qualidade
sensorial, comprometendo a atratividade comercial.

Futuros estudos devem explorar técnicas alternativas de incorporagdo do extrato de
propolis em hamburgueres bovinos que minimizem o impacto negativo na qualidade sensorial,
nomeadamente o uso de microencapsulacao. Além disso, seria pertinente investigar a sua

aplicacdo noutros tipos de produtos carneos, como embutidos e carnes processadas.
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