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Resumo -

O objetivo do presente estudo, foi avaliar a atividade antibacteriana dos extratos organico e
aquoso de mukua e mulala. Para tal, foi utilizada uma metodologia modificada a partir de Vuyst,
Callewaert & Pol (1996), utilizando como indicadores Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
Enteritidis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Escherichia coli. O extrato
organico de mulala demonstrou ter efeito inibitorio em P. aeruginosa, S. Enteritidis e S. aureus
e ndo evidenciou nenhum efeito inibitdrio sobre L. monocytogenes e E. coli. No caso do extrato
aquoso de mukua, observou-se um efeito inibitorio em P. aeruginosa, S. Enteritidis e E. coli,
ndo tendo sido registado efeito inibitério em S. aureus e L. monocytogenes. Posteriormente,
realizou-se um ensaio experimental de aplicagdo dos extratos de mikua e mulala no fabrico de
um preparado de carne tendo-se utilizado como modelo almondegas. Para avaliar o efeito
antimicrobiano sobre a microbiota da carne, adicionou-se 5%, de extrato de mukua e 1,5% de
extrato de mulala. As alméndegas foram embaladas em atmosfera protetora e em acrobiose
sendo conservadas a 4 °C durante 22 dias. Efetuaram-se contagens de microrganismos aerobios
totais a 30 °C, Brochothrix thermosphacta, bactérias acido lacticas, Enterobacteriaceae e
Staphylococcus coagulase-negativa ao longo do periodo de armazenamento (0, 4, 8, 12, 18 e
22 dias). Nas almondegas adicionadas de 5% de mukua observou-se um maior efeito inibitorio
para todos os grupos de microrganismos estudados, sendo maior nas Enterobacteriaceae,
Staphylococcus coagulase-negativa e B. thermosphacta. Realizou-se um segundo ensaio com a
aplicacdo do extrato de 1% de mukua em salsichas embaladas em atmosfera protetora,
conservadas a 7 °C durante 30 dias. Efetuaram-se contagens de microrganismos aerobios totais
a 30 °C, Enterobacteriaceae ¢ bactérias acido lacticas ao longo do periodo de armazenamento
(0, 5, 10, 20 e 30 dias). Os extratos vegetais utilizados, mostraram ser efetivos na inibi¢éo dos
microrganismos patogénicos e de deterioracdo estudados, tendo-se revelado o extrato aquoso
com adicdo de 5% de mukua o melhor candidato como aditivo natural a utilizar em produtos
carneos. Os resultados evidenciaram que a adi¢do de mUkua aos preparados de carne durante o
armazenamento reduziu o pH do produto, o que favorece a inibigdo da multiplicacdo bacteriana.
Os resultados demonstraram que a cor ndo foi influenciado significativamnete P>(0,05) pelos
diferentes tipos de embalagem (aerobiose e atmosfera protetora) a que foram sujeitos os
preparados de carne durante os dias de armazenamento. Nas salsichas adicionadas de 1% de
mukua observou-se um efeito inibitorio nas Enterobacteriaceae no dia 20 mas de modo geral
ndo ocorreu qualquer inibi¢do da microbiota presente.

Palavras-chave: Adansonia digitata, Euclea natalensis, atividade antibacteriana, conservante

natural.



Abstract -

The aim of this study was to evaluate the antibacterial activity of organic and aqueous
extracts mikuaand mulala. Therefore, a modified method of Vuyst, Callewaert Pol (1996),
was employed to test their inhibitory effect using Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
Enteritidis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, and Escherichia coli as
indicators. The organic extract of mulala demonstrated an inhibitory effect on P. aeruginosa,
S. Enteritidis and S. aureus but did not shown any inhibitory effect on L. monocytogenes and
E. coli. In the case of the aqueous extract of mukuawas shown an inhibitory effect on P.
aeruginosa, S. Enteritidis and E. coli but no effect on S. aureus and L. monocytogenes. In
the case of the aqueous extract of mikua, an inhibitory effect was observed in P. aeruginosa,
S. Enteritidis and E. coli; no inhibitory effect was observed on S aureus and L.
monocytogenes. Subsequently, an experimental test of mukua and mulala extracts
application was carried out in the manufacture of a prepared meat product using meatballs
as an model. To evaluate the antibacterial effect on the meat microbe added 5% of extract
mukua and 1,5 % extract mulala was added. The almondegas were packed in a protected
atmosphere and aerobiose being conserved at 4° C during 22 days. The total microorganism
aerobic at 30 ° C, Brochothrix thermosphacta, lactic acid bacteria, Enterobacteriaceae and
S. coagulase-negative counts were performed, during the storage period (0, 4, 8, 12, 18 and
22 days). A strong inhibitory effect for all groups of microorganisms studied were observed
in 5% mukua meatballs, mainly on Enterobacteriaceae, coagulase-negative staphylococci
and Brochothrix thermosphacta. A second experimental application with 1% mukua extract
in sausages packed in a protected atmosphere and stored at 7 °C for 30 days was assessed.
The total microorganism aerobic at 30 °C, Enterobacteriaceae and lactic acid bacteria counts
were evaluated throughout the storage period (0, 5, 10, 20 and 30 days). In the meatballs
with 5% muakua was observed an inhibitory effect on microbiota development, which may
be considered a good candidate as natural preservative. The results showed that addition of
mukua to the meat pre-cooked during storage reduced the pH of the product, increasing the
inhibition of bacterium multiplication. The results showed that the color was not signicantly
influenced P> 0, 05 by the different types of aerobic packaging and protetive atmosphere to
which the meat preparations were subjected during storage days. In the added sausages with
1% mukua an inhibitory effect was observed on Enterobacteriaceae at day 20, but generally
no inhibition occurred in the present microbiota
Palavras-chave: Adansonia digitata, Euclea natalensis, antibacterial activity, natural

preservatives.
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Introducéo

E direito das pessoas, terem a expectativa de que os alimentos que consomem s&0 seguros e
adequados para o consumo. As doencas e 0s danos provocados por alimentos ndo seguros séo,
na melhor das hipoteses, desagradaveis, e, na pior das hipéteses, fatais. Portanto, um controlo
eficaz da qualidade higiosanitaria dos alimentos torna-se imprescindivel para se evitar
consequéncias prejudiciais na saude e na economia. Assim, todos 0s intervenientes na cadeia
alimentar tém a responsabilidade de garantir que o alimento seja seguro e adequado para
consumo (Codex Alimentarius, 2006).

Neste contexto, 0 uso de antibacterianos naturais, nos quais se incluem os compostos de
origem vegetal com capacidade para inibir a multiplicacdo de microrganismos, incluindo
bactérias, fungos e virus, constituem cada vez mais uma nova e promissora forma de garantir
alimentos seguros, mantendo-se inalteradas a sua qualidade nutricional e organolético. Estes
compostos vegetais podem conter substancias com propriedades benéficas, como o0s
flavondides, taninos e outras substancias com acdo antibacteriana (Food Ingredients Brasil
[FIB], 2010; Kamatou, Vermaak, & Viljoen, 2011).

Adansonia digitata L., ou simplesmente o embondeiro, é uma arvore presente nas zonas de
savanas quentes e secas de Angola e de alguns outros paises Africanos. Com o seu fruto,
vulgarmente conhecido em Angola por mukua, preparam-se algumas bebidas refrescantes
(sumo), doces, geleias e gelados, como aplicacdes mais comuns. O seu interesse vem crescendo
nos ultimos anos, reconhecendo-se-lhe como provam alguns estudos cientificos, accédo
antibacteriana, anti-inflamatoria, analgésica e antioxidante (Rahul et al., 2015).

Segundo alguns autores, a midkua é muita rica em vitamina C (&cido ascorbico) tendo
aproximadamente um teor sete vezes superior ao da laranja (Kaboré, et al., 2011; Kamatou et
al., 2011), além do que deve as suas potenciais propriedades benéficas, a substancias com
triterpenos e compostos fendlicos, incluindo flavonoides e taninos entre outros. Estes
compostos secundarios presentes no fruto do embondeiro parecem contribuir para a sua
capacidade antibacteriana, o que podera justificar o seu uso popular no tratamento de muitas
doengas com sinais clinicos associados de febre, diarreias, disenterias (Kubmarawa, Ajoku,
Enwerem, & Okorie, 2007; Kamatou et al., 2011).

Outra espécie vegetal com potenciais propriedades antibacterianas é a Euclea natalensis
A.DC, que é muito utilizado por alguns povos de Africa, sobretudo em Mogambique, na higiene
bucal (dentes) e para fins terapéuticos, em particular pelos terapeutas tradicionais, por
apresentarem na sua composicdo substdncias como as naftoquinonas, em particular 7-
metiljuglona, diospirina e triterpenos pentaciclicos que lhe conferem propriedades
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antibacterianas (Filipe, Gomes, Serrano & Silva, 2008). A E. natalensis A.DC, vulgarmente
conhecida por mulala em Mogambique e por Pau-Preto em Angola, é uma arvore da familia
Ebenaceae que se distribui nos tropicos da Africa subtropical, sendo muito comum na costa
leste da Africa do Sul (Xavier, 2011).

A utilizacdo e valorizacdo destas espécies vegetais devido as suas propriedades
antibacterianas, poderdo, eventualmente extender-se aos alimentos, pelo que se levou a cabo o
presente trabalho cujos objetivos s&o:

o Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos de mukua e mulala sobre algumas
espécies microbianas potencialmente deterioradoras ou patogénicas, presentes nos alimentos,
nomeadamente nos produtos carneos;

o Avaliar o efeito da aplicacdo de extratos de mukua e de mulala, no controlo da
deterioragdo microbiana de um preparado de carne — modelo as almondegas, selecionando o
extrato que se adeque melhor para aumentar o periodo de conservagao deste produto carneo
em condicdes de armazenamento em embalagem protetora e em aerobiose mantida em
refrigeracdo a 4 °C durante 22 dias.

. Aplicar o extrato vegetal com maior potencial antibacteriano em salsichas frescas

embaladas em atmosfera protetora e mantidas em refrigeracdo a 7 °C durante 30 dias.



1 Reviséo bibliografica
1.1 Caracterizacdo botanica da Mukua e da Mulala

1.1.1 A arvore Embondeiro ou imbondeiro

Adansonia digitata L., € 0 nome cientifico atribuido a &rvore do embondeiro, pertencente a
familia Malvaceae. Esta designacdo Adansonia foi atribuida em homenagem a Michel Adanson
(1727-1806), que descreveu a arvore pela primeira vez, depois de uma viagem realizada ao
Senegal (Rahul et al. 2015). E uma &arvore originaria das savanas quentes e secas da Africa
Central e Austral. Este género é constituido por oito espécies, sete encontram-se no continente
africano das quais seis so restritasa da ilha de Madagascar, nomeadamente A. madagascariensis,
A. perrieri, A. fony, A. za, A. suarezensis, A.grandidieri, uma de Africa A. digitata e uma
endémica da Australia a A. Gregorri (Kamatou, et al., 2011; Sanchez, Osbhom & Hag, 2010).

A arvore, em funcdo do povo ou regido onde se encontra possui muitos nomes comuns,
sendo o Baobab, 0 nome mais conhecido em muitos paises africanos e o seu fruto é conhecido
por baoba. Em Angola, a arvore é conhecida pelo nome de embondeiro ou imbondeiro (Figura

1) e o seu fruto é denominado de mukua ( Kuende, 2010).

Figura 1 - A arvore do embondeiro no municipio de Belas, bairro projeto Nova Vida, Luanda- Angola.

O embondeiro apresenta folhagem muito caduca, atingindo alturas entre 5 a 25 metros e
mais excecionalmente 30 metros; o tronco robusto e espesso na base, pode apresentar 7 metros
de perimetro podendo por vezes atingir 11 metros (Magaia, 2015). Podem viver milhares de

anos, provavelmente pela capacidade de armazenar até 120.000 litros de agua. As
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arvoresprosperam em florestas e savanas até aos 1500 metros de altitude acima do nivel do

mar, com uma precipitagdo anual de 300 a 500 mililitros (Wickens, 2008).

1.1.1.1 Distribuicdo geogréafica e comercializacdo de mukua.

A A. digitata L., ou simplesmente a arvore do embondeiro é amplamente distribuida por toda
a floresta e savana quente da Africa subsariana (Caluwé, Halamova & Van Damme, 2010). Na
Africa Austral, é comum encontrar a arvore do embondeiro em Malawi, Zimbabwe, Angola,
Mocambique e principalmente na Africa do Sul. Na Africa oriental, o embondeiro é encontrado
no Quénia, Uganda e Tanzania, podendo ainda ser encontrado na parte noroeste de Africa,
nomeadamente no Mali, Benin, Senegal, Costa do Marfim, Camardes e Burkina Faso (Venter
& Witkowski, 2010a). Na Figura 2 estd representada o mapa de paises onde se encontra
distribuida a A. digitata L.

Figura 2 - Distribuicdo da A. digitata L.(Venter & Witkowski, 2010a)
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1.1.1.2 O fruto de Adansonia digitata L. (MUkua)

Os frutos do embondeiro, designados por muikua, quando maduros, medem de 12 a 40 cm
de comprimento, com formatos variaveis, ovoides a cilindricos. O fruto apresenta uma capsula
resistente, epicarpo, tal como representado na Figura 3, variando entre 7,5- 54 c¢cm de
comprimento. A polpa comestivel (Figura 3b) apresenta coloragdo esbranquicada ou rosa,
textura farinhenta seca, desfaz-se na boca e possui um sabor ligeiramente &cido, (Kivoloka,
2015).

Figura 3 - O fruto do embondeiro (mukua) (a) fruto do embondeiro aberto (b) (originais)

Os frutos ndo abrem na época da maturacdo, sao abertos quando quebrados ou se cairem sobre
uma superficie dura. A colheita dos frutos é efetuada trepando nas arvores ou utilizando varas
compridas, ou recolhendo-os do chdo, caidos naturalmente ou por influéncia do vento
(Kivoloka, 2015).

Estes frutos, atualmente, tém merecido especial atencéo por parte dos investigadores devido
as inimeras propriedades que parecem possuir (Kuende, 2010).

As sementes do fruto estdo envolvidas pela polpa (Figura 4a) apresentando uma coloragdo
castanho-escura ou preta avermelhada, em forma de rim, engquanto as fibras sdo vermelhas ou

esbranquicadas, dividindo a polpa (Figura 4b) em segmentos (Wickens, 2008).

Figura 4 - Sementes de mukua envolvidas na polpa (a) Fibras e sementes de mukua (b) (originais)




1.1.1.3 Nomes vernaculos de Adansonia digitata L.

Em Angola, a arvore é maioritariamente conhecida como embondeiro ou imbondeiro, tendo
cada regido outras formas de o denominar, conforme a lingua praticada em cada um desses
povos. Assim, € denominada Nkondo pelos habitantes das provincias do Zaire e Uige
(Mokongos), e os da provincia de Cabinda (Fiotes). Ja o povo Umbundo, da provincia de
Benguela e Huila, chama-lhe Ukwa e o povo Kimbundo, nas provincias de Luanda e Malange,
denominam a arvore de Mbondo (E. NKombo, comunicacédo pessoal, novembro 15, 2015).

Na lingua tigrigna da Etiopia a arvore € conhecida por Momret e em Suali como Muou,
Mkuu, Hapingwa, Mkuu hafungwa e Muuyu. Pelos povos da lingua Hausa, da Africa Ocidental,
é conhecida por Kuka. Na lingua Francesa é denominada por “arbre de mille ans” (arvore de
mil anos) ou “calebassier du Senegal,”nome que deu origem a “Calabaceira” em Portugués, tal
como é conhecida pelos povos de Guiné- Bissau e Cabo Verde. Também pode ser chamada de
arvore de creme tartaro (Kuende, 2010).

No entanto, entre a comunidade cientifica o embondeiro ¢ designado como “Chemistry tree”
(&4rvore da quimica) (Kuende, 2010). Outros nomes de cardcter menos cientifico foram
atribuidos ao embondeiro tais como: arvore do rato morto, devido a forma como os frutos se
encontram na arvore; arvore do macaco- pao, devido a associacéo feita a pele do macaco e pelo
seu interior seco semelhante a farinha; arvore de cabeca para baixo devido a morfologia dos
ramos esparsos se assemelharem a uma raiz; arvore garrafa porque pode armazenar no seu caule
até 120.000 litros de agua (Rahul et al., 2015; Waldman, 2015).

O fruto é maioritariamente conhecido em Angola como mikua. Ja na Africa ocidental é
conhecido como baoba provavelmente proveniente da palavra arabe bu-hibab que significa
fruto de muitas sementes (Kuende, 2010). Em Mogambique a designa¢do varia sendo em

algumas regides Mulambe e noutras Ulapha (D. Cabral, comunicacdo pessoal, maio 2, 2016).

1.1.1.4 Lendas e mitos de Adansonia digitata L.

Uma das lendas africanas mais conhecidas sobre a origem dos embondeiros conta que no
momento da criagdo, Deus presenteou todos os animais com a semente de uma arvore. O
babuino, um macaco conhecido pela sua preguica, recebeu as sementes da mdkua e, ao inves
de as plantar, jogou-as na terra. As sementes germinaram de cabeca, deixando as raizes da
arvore a descoberto e a sua copa enterrada. Alguns povos africanos atribuem a aparéncia da

arvore a esta incrivel lenda.



Uma segunda lenda diz que a arvore reinava sobre a Africa, mas o embondeiro era tdo
soberbo que os deuses se enfureceram e colocaram-no de cabega para baixo como castigo. A
lenda narra ainda que aqueles que comerem do seu fruto serdo amaldicoados com a morte pela
boca de um ledo (Eder & Rezende, 2012).

1.1.2 A planta Euclea natalensis A.DC (Mulala)

A E. natalensis A.DC é um arbusto ou uma pequena arvore da familia Ebenaceae,
pertencente ao género Euclea. Em Mocambique é conhecida como mulala e em algumas
regides de Angola é conhecida pelo nome de pau preto em outras de Mukonki. Os arbustos ou
pequenas arvores tem de 0,5-1,8 metros de altura, com folhagem verde-escura, onduladas,
longas e direitas. Crescem em regifes até 1525 metros de altitude acima do nivel do mar
(Xavier, 2011)

1.1.2.1 Distribuicdo geogréafica e comercializagdo de Mulala

A E. natalensis A.DC encontra-se distribuida em regides da Africa subtropical e é comum
na costa leste da Africa do Sul. Estdo também presentes e utilizados em Angola, Zambia,
Zimbabwe e em outros paises da zona leste da Africa Austral. Em Mogambique, a E. natalensis
é mais abundante no distrito de Matutuine. Além da madeira muito apreciada algumas regides
de Africa utilizam a raiz como medicamento. A sua comercializaco é realizada, por varios

povos de Africa, em mercados informais ou em zonas rurais (Retief, Siebert & Van Wyk, 2008

1.1.2.2 A planta de Euclea natalensis A.DC (Mulala)

A Euclea natalensis A.DC apresenta pequenos arbustos com folhagens verde-escuras,
onduladas, direitas e longas, com superficies externa crenada e com alguns pelos epidérmicos.
As suas raizes (Figura 5) podem ser cortadas em fragmentos de 30-40 centimetros de
comprimentos. A superficie externa da raiz varia de castanha escura a preta, e a medula de
castanho clara a alaranjado. Apresenta uma textura fibrosa, com um odor a terra caracteristico,

tendo um sabor amargo e adstringente que causa dorméncia na lingua (Filipe, et al. 2008).



Figura 5 - A raiz de E. natalensis A.DC.

1.1.2.3 Nomes vernaculos de Euclea natalensis A.DC(Mulala)

A E. natalensis A.DC dependendo da zona geografica recebe varios nomes. Em
Mogambique é conhecida pelo nome popular de mulala, kitana, mcriparipa, uchangula (Silva,
Izidine & Amude, 2004). Em Angola, os povos que as utilizam, em particular os da zona rural,
tém designacdes diferentes conforme cada grupo étnico. Assim, o povo Umbundu, habitantes
da provincia de Benguela e Namibe, denomina-a de Mumboto, Jimboto, Mboto.

Ja no povo Ganguela, a raiz € designada por Antinum, ou Otinu. O povo Lunyaneka chama-

Ihe Omokunia ou Omuhime, Omonyime, Otyntiko; por dltimo o povo Mukunhantinu
denominam-a Omundine ou Otyime (Lopes, 1972).
Na comunidade Zulu (Africa do Sul) é apelidada de ichitamuzi, isinzimane, umshekisane,
ilizimane. Na lingua inglesa tem os nomes de Hairy guarri, Natal gwarri, Natal ebony, large-
leaved guarri, Natal guarri, large- leaved euclea (Loffler & Loffler, 2005). Em Afrikaans
chama-lhe Natalghwarrie, bergghwarrie, swartbashoom. No Sotho do Norte toma os nomes de
mohlakola; em Setswana chamam-lhe motlhakola, molthakola- o- montsho, motlhakola-wa-
kgomo, mossawane (Xavier, 2010).

1.1.2.4 Lendas e mitos de Euclea natalensis A.DC (Mulala)

Antigamente, varios povos africanos, utilizavam a raiz da mulala para a lavagem dos dentes.
Esta pratica continua a ser utilizada por muitos povos de Africa, porque acreditam que a raiz é
mais eficiente do que a pasta de dentes, acreditando que a mesma chega a manter os dentes
intactos até a velhice. Em algumas comunidades, realizam-se rituais para exaltar a beldade
feminina, sobretudo em ocasifes festivas. Por exemplo, uma mulher ¢ embelezada ao ser

apresentada ao noivo e a familia, para tal é recolhida a raiz da mulala fresca que é utilizada



como batom natural e bronzeador do rosto de modo a tornad-la mais atraente (N. Kombo,

comunicacgéo pessoal, novembro 15, 2015).

1.1.3 Caracterizacdo quimica da Mukua e Mulala

Os compostos fitoquimicos, sdo compostos quimicos, biologicamente ativos, presentes em
alguns vegetais e que apresentam efeitos benéficos para a salde ou tém um papel ativo na
melhoria do estado de salde de individuos com enfermidades (Nhukarume, chikwambi,
Muchuweti & Chipurura, 2010).

A identificacdo destes compostos fitoquimicos em algumas espécies vegetais tem sido
explorada nos ultimos anos, devido a crescente popularidade dos medicamentos fitoterapicos e
pela procura dos consumidores por alimentos com caracteristicas bioativas (Lessa, 2011). Estas
fitomoléculas possuem caracteristicas quimicas diversas e algumas vezes apresentam alto grau
de complexidade, ndo interferindo nas funcdes vitais das espécies vegetais, ao contrario do que
ocorre no metabolismo primario, onde os seus constituintes quimicos fazem parte da atividade
celular de praticamente todos os seres vivos. No metabolismo secundério os compostos
fitoquimicos sdo encontrados em apenas alguns grupos de vegetais (Silva, 2012).

Os vegetais possuem dois tipos de metabolismo, primario e secundario. Os metabdlitos
primarios respondem pela sobrevivéncia do vegetal, exercendo funcdo ativa nos processos de
fotossintese, respiracdo e assimilacdo de nutrientes. Os metabolitos secundarios estdo
intimamente associados a estratégias de defesa das plantas por apresentarem atividade biolégica
contra herbivoros e microrganismos. A sua funcao ndo € melhorar a qualidade dos alimentos
mais sim manté-la (Silva, Costa, Santana, & Koblitz, 2010).

Entre as vérias fungdes, dos compostos vegetais estudados, destacam-se 0s compostos
fendlicos, onde se incluem os fenois (flavonoides e taninos), os terpenos (carotenoides) e a
vitamina C, que possuem propriedades antioxidantes, sendo recomendados como fontes de
compostos antioxidantes (Severo et al. 2010). Muitos dos compostos acima referidos, estdo
presentes em algumas espécies da familia Malvaceae.

Existem poucos estudos sobre a importancia destes frutos na nutricdo humana, bem como
sobre 0s seus aspetos botanico e fitoquimico. Até a data, a espécie que maior atencdo tem
merecido por parte dos investigadores é a A. digitata L. (Ibrahima, et al., 2013).

Estudos realizados por Lockout (2002) e Soloviev (2004) citados por Kamatou et al. (2011)
observaram que a polpa do fruto de makua representa 14 a 28% do total do peso do fruto sendo

baixo o teor de dgua da polpa.



O fruto mukua possui grande quantidade de hidratos de carbono, e a polpa, folhas e as
sementes sao excelentes fontes de minerais, tais como, potassio, calcio, magnésio, manganésio,
sodio, fosforo, ferro, zinco e cobre. Na polpa pode-se ainda encontrar vitaminas como, a
vitamina A, C, B1l, B2, B3, B6, e outros compostos benéficos para a saude (Chadare,
Linnemann, Hounhouigan, Nout & Van Boekel, 2009; Assogbadjo, Chadare, Kakai, Fandohan
& Baidu-Forson, 2012; Kamatou et al., 2011). Na Tabela 1 apresenta-se a composicao
fitoquimica da polpa de mdkua.

Tabela 1 - Composicdo quimica da polpa de mukua (adaptado por Kamatou et al., 2011).

Humidade % <15
Cinza % 57
Fibra % 11,2
Proteina % 2,2
Matéria gorda % 0,4
Hidratos de carbono % 70
Calcio mg/100g 344,2
Potassio mg/100g 1578,5
Ferro mg/100g 10

A polpa de makua, por apresentar um indice elevado de calcio, é considerada uma fonte
natural de suplementacéo de calcio para as mulheres gravidas ou em amamentacéo, tal como,
para criancas e adultos em geral (Kamatou et al., 2011). Outros compostos importantes para a
alimentacdo humana foram identificados na polpa de mikua dos quais se destacam terpenos,
flavonoides e aminoacidos essenciais tais como arginina, glicina, lisina, metionina, prolina,
serina, valina (United Nations Conference on Trade and Development [UNCTAD], 2005).

Alguns estudos tém demonstrado o uso de E. natalensis (mulala) pelos terapeutas
tradicionais no tratamento de algumas doencas, devido ao seu potencial antimicrobiano sobre
microrganismos na cavidade bucal (Xavier, 2011). Filipe et al. (2008), relacionam a atividade
antimicrobianas da mulala com a presenca de compostos fitoquimicos tais como as
naftoquinonas, em particular a 7 metiljuglona, diospirinas e isodiospirina. Outros compostos

que também foram identificados nesta espécie vegetal séo os triterpenos pentaciclicos.
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1.1.4 Atividade antioxidante da Mikua

Uma das vantagens no consumo de alimentos ricos em compostos fendlicos e outros
fitonutrientes relaciona-se com as suas propriedades antioxidantes, definidas como a acédo de
substancias que, quando estdo presentes em baixas concentracfes, atrasam ou previnem de
forma significativa a oxidag@o do substrato (Severo et al., 2010). Em tecidos vegetais, estas
biomoléculas podem ser enzimas, vitaminas, carotenoides e compostos fendlicos (Dias, et al.,
2015).

Os antioxidantes alimentares, particularmente os vegetais, sdo eventualmente de grande
interesse para os consumidores, o consumo de alguns deles tem sido associado a um menor
risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares e cancro (Dias et al.,2015).

Os alimentos ricos em compostos fenolicos e outros fitonutrientes podem ter um papel inibitdrio
sobre os radicais livres e outros prooxidantes que ocorrem naturalmente, durante a atividade
catalitica de certas enzimas, no metabolismo celular ou pela exposicao a fatores exdgenos. Estes
radicais livres e outros prooxidantes podem causar stress oxidativo, causando danos teciduais
e 0 aparecimento de doengas degenerativas cronicas como cancro, doencas cardiovasculares,

cataratas, disturbios do sistema imunitario, disfuncGes cerebrais e outros (Silva et al., 2010).

1.1.4.1 Acido ascorbico (vitamina C)

O é&cido ascorbico, também conhecido por vitamina C, € uma vitamina hidrossoluvel
importante na nutricdo humana. Esta € uma das vitaminas mais importantes presente nos frutos
e habitualmente usada como agente antioxidante. No entanto, quimicamente é uma vitamina
fotossensivel e termolabil (Compaoré et al., 2011; Parkouda et al., 2012).

A polpa de mukua tem um elevado teor de &cido ascorbico e fibra, apresentando por esta
razdo um particular interesse quando se compara com outros frutos. Na Tabela 2 podem
observar-se os teores de vitamina C presentes na mukua em comparacao aos de outras frutas. O
teor de vit. C da mukua pode variar entre 280-300mg/100g, sendo sete a dez vezes superior ao
valor encontrado noutros frutos (Kamatou et al., 2011).

O consumo de 40 g de polpa de mukua pode proporcionar 100% de ingestdo diaria de
vitamina C em mulheres gravidas de 19-30 anos (Kamatou et al.,2011).

A mukua é comumente utilizado em Africa como complemento do leite materno, uma vez que

a sua riqueza em vitamina C promove a absorcdo do ferro e do célcio (Wickens, 2008).
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Tabela 2 - Comparacdo dos teores de vitamina C (mg/100 g) presentes na mikua e noutros frutos.

Vitamina C
Referéncia
(mg/100g)
Mukua Adansonia digitata L. Kamatou et al., 2011
280- 300

Kiwi Actinidia chinensis

72

) ) ) colINSA, 2006

Laranja Citrus sinensis 57

1.1.5 Importéncia econémica e potenciais aplicacdes de Adansonia digitata L. e Euclea
natalensis A.DC

1.1.5.1 Adansonia digitata L.

A grande importancia do embondeiro reveste-se no facto de se poder aproveitar, varias partes
da planta, nomeadamente, folha, casca, semente e polpa da fruta que tem sido muito utilizada
pelos habitantes de Africa para o seu consumo e fins terapéuticos.

Venter & Witkowski (2010b) defendem que a A. digitata L. contribui de forma importante
para a subsisténcia das populagdes, servindo como alimento e medicamento no tratamento de
doencas, principalmente em zonas rurais.

Os frutos de mukua e os seus produtos, em particular o 6leo das sementes, sdo exportados
para paises fora de Africa, principalmente para Europa, Canada e EUA. Estes produtos s&o
também
trocados e vendidos em mercados locais informais, bem como em centros urbanos. Os extratos
de makua tornaram-se populares e prevé-se que a sua procura aumente (Buchamann, Prehsler,
Hart & Volg, 2010).

Em Cabo Verde e em outros paises de Africa, é usada a polpa de mukua seca, misturada com
4gua e acUcar, resultando num sumo altamente nutritivo. E também utilizada esta polpa para a
preparacdo de bebidas espirituosas com baixo teor de alcool, misturadas com aguardente de
cana-de-agucar e outros componentes para fazer uma bebida com o nome de ponche de
Kalbisera; a polpa ¢ também utilizada para preparar doces e geleias (Malta, 2013).

Em alguns paises da Africa Ocidental, as folhas, polpa de frutas e sementes s&o ingredientes
de molhos, sopas, papas e bebidas tradicionais, néctares e barras de cereais. No entanto, existem
outras finalidades, incluindo 6leo das sementes, cordas e tecidos a partir da fibra da casca,
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tanino extraido da casca da arvore utilizado no tratamento de peles, cola extraida dos gréos de
polen das flores, etc (Yusha'u, Hamza & Abdullahi, 2010; Parkouda et al., 2012).

A polpa seca é comummente usada para preparar um sumo de fruta com niveis mais elevados
de vitamina C e célcio do que os da laranja ou do leite, respetivamente (Assogbadjo et al.,
2012).

O fruto do embondeiro, constitui uma fonte de renda de muitos povos de Africa, para além
de servir de alimentos e medicamentos; alguns embondeiros oferecem também prote¢éo no mau
estado de tempo e providenciam agua nas aldeias do oeste de Africa, principalmente na época
de seca. Estima-se que o tronco tem capacidade de armazenar até 120.000 litros de 4gua (Venter
& Witkowski, 2010b). Neste contexto, em 2008 a Unido Europeia aprovou a utilizacdo e o
consumo de fruto de embondeiro como ingrediente alimentar em barras de cereais com niveis
entre 10 a 15% (Buchamann et al., 2010).

Em 2009, a FDA (Food and Drug Administration) nos Estados Unidos da Ameérica,
reconheceu como seguro o uso da polpa do fruto como ingrediente alimentar (Kamatou et al.,
2011).

Buchamann et al. (2010), referem que a Phyto Trade Africa, organizacdo sem fins lucrativos,
comercializou o fruto em beneficio de cerca de 2,5 milhdes de familias pobres na Africa
Austral.

O volume de negdcios de medicamentos botanicos e suplementos dietéticos quase duplicou
de 12,4 bilhdes em 1994, para 20,3 bilhdes em 2003 (UNCTAD, 2005).

Sdo varios os estudos feitos, com extratos preparados a partir de diferentes plantas, sobretudo
aquelas que demonstram ter na sua composicdo diversos compostos fitoquimicos
nomeadamente; fendis (flavonoides), terpenos (carotenoides), vitamina C, minerais e outros.

Todos estes compostos contribuem de certo modo para o bem-estar do homem devido as

atividades bioldgicas que possuem (Kaboré et al. 2011; Severo et al., 2010).
A Tabela 3 apresenta os diversos usos na medicina tradicional e partes da planta utilizada pelos
povos de Africa no tratamento de varias doencas. Entre as propriedades conhecidas da A.
digitata, podem ser mencionadas: propriedades antioxidantes, devido ao elevado teor de
vitamina C presente na polpa do fruto, propriedades imuno-estimulante, anti-inflamatoria,
analgesica, antissética e repelente, pesticida, antifingica, antiparasitaria, antiviral e outras
(Vimalanathan & Hudson, 2009; Kamatou et al., 2011).
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Tabela 3 - Algumas aplicagdes da arvore A. digitata na medicina tradicional em Africa (Kamatou et al.,

201).

Usos terapéuticos

Parte da planta
utilizada

Pais

Referéncia

Dores de dentes, gengivas

Malaria

Cicatrizacdo de feridas

Diarreia, febre, doencas renais, bexiga,
asma

Anemia

Febre, desenteria

Doencas microbianas

Diarreia, febre,
renais

inflamacéo, doencas

Tanicos, diuréticos, cistites, disturbios
hepaéticos, hipogalactia

Desenteria, diarrea, febre, haemoptisis

Diarreia, parasitas, refrescantes

Sudurese, xarope

Rins, bexiga, picada de insetos

Febre e diarreia

Tosse

Desenteria, febre, refrescantes

Maléria e febre

Folhas

Casca e folhas

Casca

Folhas

Extrato de casca

Folhas e raizes

Frutas

Folhas

Casca com carne

Frutas e
sementes

Folhas, sementes
e frutas

Folhas

Folhas

Sementes

P6 de sementes

Sementes e frutas

Folhas

Burkina Faso

Nigéria

Mali

Tanzania

Nigéria

Sudao

Nigéria e

Senegal

Africa do Sul

Burkina Faso

Tanzania

Cote d” lvoire

Quénia

Quénia

Africa do Sul

Africa do Sul

Camardes e R.C.
Africana

Serra Leoa

Tapsoba & Deschamps,
2006

Ajaiyeoba et al., 2004

Inngjerdingen et al., 2004

Brendler et al., 2003

Adesanyaet al., 2002

Gebauer et al., 2002

Hostettmann et al., 2000

Van wyk & Gericke, 2000

Kerharo & Adam, 1974,
Nacoulma, 1999

FAO, 1993

Aké Assi, 1992

Abbiw, 1990

Wickens, 1982

Watt & Breyer- Brandwijk,
1962

Watt & Breyer- Brandwijk,
1962

Watt & Breyer- Brandwijk,
1962

Watt & Breyer- Brandwijk,
1962
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1.1.5.2 Euclea natalensis A.DC

Os produtos naturais, sdo uma fonte importante de compostos quimicos com propriedades
relevantes Filipe et al. (2008), relataram que a mulala tem atividade antibacteriana contra varios
microrganismos da flora bucal. De facto, a raiz de Euclea natalensis A.DC tem sido muito
utilizada por alguns povos de Africa.

Apesar da sua utilizagdo ndo ser muito frequente nas zonas urbanas, em algumas zonas rurais
de Mocambique a mulala é amplamente utilizada sobretudo pelos terapeutas tradicionais que
utilizam a raiz de E. natalensis A.DC no tratamento de algumas doencas, como: febre, dores de
cabeca, hemorragias e malaria. E também utilizada tradicionalmente como batom natural, uma
vez que apds o seu uso, deixa uma coloracdo alaranjada na boca e nos dentes, que desaparecem
ao fim de algumas horas (Matope, 2012).

Utilizam — se também as cascas queimadas ou pulverizadas em p6 fino no tratamento de
Ulceras, febre, amarela, cefaleias, distlrbios gastricos, lesdes cutaneas, gonorreia, distarbios
ginecoldgicos, hemorragias, lepra e como emético. Pode ainda ser utilizado como purgante,
estimulante sexual e em algumas doengas venereas (Xavier, 2010).

As aplicacGes medicinais ndo sdo, todavia, as unicas referidas na literatura. Ha indicacGes
sobre 0 uso desta planta na cortimenta da pele. E na Tanzéania, um corante negro dela extraido

é utilizado em tinturaria (Lopes, 1972).

1.2 Caraterizacdo de preparados de carne

1.2.1 Definicdo de preparado de carne

Quando a carne fresca, incluindo carne fragmentada, é adicionada de outros géneros
alimenticios, condimentos ou aditivos, ou é submetida a um processamento que nao é capaz de
alterar a estrutura das suas fibras musculares e eliminar as suas caracteristicas de carne fresca,
é considerada um preparado de carne (Regulamento UE 853/2004). Este conceito diferencia-se
de carne picada, carne desossada que foi picada e que contém na sua composi¢ao menos de 1%
de sal (Regulamento UE 853/2004).
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1.2.1.1 Definigéo de salsicha fresca

A salsicha fresca é um preparado de carne. De acordo com a NP 723/2006, trata-se de um
enchido cru, de massa granulosa, constituido por carne e gordura de porco frescas, adicionadas
de condimentos (sal refinado e especiarias), aditivos nomeadamente aromatizantes,
emulsionantes, estabilizadores, reguladores de acidez, antioxidantes, intensificadores de sabor,
conservantes, agua potavel (gelo) e corantes. Pode-se utilizar, facultativamente, sangue ou
plasma fresco em quantidades ndo superior a 2% do total da matéria-prima e alguns aditivos
autorizados pelo Regulamento (UE) n°® 1129/2011.

Tem formato cilindrico com didmetro e comprimento variavel, apresentando-se em cadeia,
por simples tor¢do de tripa natural de ovino. A salsicha fresca tem cor rosada, brilhante e de
aspeto marmoreado, caracteristica mais percetivel quando se realiza uma avaliagdo do interior
do enchido, onde se verifica um contraste de cor-de-rosa e branco, resultante da presenca de
carne e gordura respetivamente.

O produto deverd conter no minimo 11% de proteina total e 30% de gordura livre no
méaximo. Pode ainda conter proteinas ndo carneas no maximo de 5%, do total de ingredientes.
A humidade do produto desengordurado, ndo deve ser superior a 84% (NP 723/2006).

O sal comum tem um papel preponderante na massa dos produtos da salsicharia, bem como
em todos os produtos carneos. Para além de realcar o sabor do produto, facilita a solubilidade
das proteinas, inibe o crescimento microbiano com a reducdo da atividade da agua e reduz a
atividade de algumas enzimas, reduzindo também o processo de oxidacdo. Para a elaboracédo
da massa final da salsicha, o sal ndo devera ultrapassar a concentracdo de 1,5 a 2%, tendo em

conta que o sal proprio da carne é de aproximadamente 1% (Ruiz, 2007).

1.2.2 Adicao de especiarias ou outros condimentos em preparados de carne

As especiarias e outros condimentos tem origem em plantas que pelo seu contetdo natural
em substancias saborizantes e aromatizantes s&o indicadas como ingredientes para condimentar
ou potenciar o sabor (Banach, Stratakou, van der Fels - Klerx, Besten & Zwietering, 2016).

O pimentdo doce, o cravo da India, o alecrim, o orégdo, o tomilho, o cravinho, a erva- doce,
0 cominho, entre muitos outros, sdo substancias frequentemente utilizadas como especiarias.
Estas substancias sdo conhecidas pela sua eficacia na prevencdo da oxidacdo lipidica,
propriedade decorrente da presenga de compostos fendlicos, flavonoides e antioxidantes na sua
composicao (Zotte, Celia, C & Szendro, 2016).
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Algumas especiarias ou 0s seus Oleos essenciais podem também ter propriedade
antimicrobianas. O alho contém componentes ativos volateis como aliina e alicina e que
contribuiem para um efeito antibacteriano sobre E. coli, Clostridium perfringens, Salmonella
thyhi e outros. Os efeitos antimicrobianos dos 6leos esséncias derivam especialmente de
componentes ativos especificos. A pimenta preta, o cravo, 0 geranio, a noz-moscada, 0 orégao
e o tomilho, conttm um componente antimicrobiano comum, o carvacrol sendo eficazes na
inibicdo de Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella pullorum, Staphylococcus

aureus, e Yersinia enterocolitica (Zotte et al., 2016)

1.2.1.1.Aditivos

Sao vérios os aditivos utilizados na industria de carnes, desempenhando fungdes de
conservacao, melhoria das qualidades organoléticas, transformacdo, como no seu rendimento.
Deve-se ter em conta que o0s aditivos podem ser tdxicos para os consumidores quando utilizados
em doses elevadas. Os aditivos permitidos na elaboragéo de salsichas frescas tais como sulfitos,
corantes ou outros, estéo referidos no Regulamento (UE) n® 1129/2011.

1.2.3 Carateristicas de higiene e seguranca

Os cuidados com a higiene na manipulagéo de alimentos, séo fundamentais para controlar a
contaminagdo por microrganismos, evitando assim as possiveis toxinfecdes alimentares. A
carne crua das varias espécies animais € considerada como veiculos potencial de infecGes
alimentares em seres humanos (Doulgeraki, Ercolini, Villani, John & Nycha, 2012). A carne é
um dos alimentos mais pereciveis, devido a sua composicdo quimica, favorecendo a
proliferacdo de uma vasta gama de espécies microbianas. O numero real de infecBes alimentares
atribuidas ao consumo de carne, € dificil de avaliar com precisdo, principalmente porgue apenas
uma pequena porcao de casos de doenca é oficialmente relatada. Por outro lado, mesmo dos
casos relatados apenas um namero limitado permite a identificagdo do alimento que esteve na
origem da infec¢do. Os dados de surtos constituem uma interessante fonte de informacgéo,
permitindo associar aos casos de doencas transmitidas por alimentos, a identificagdo dos
respetivos veiculos alimentares e agentes causais. A presenca de um grande nimero de
microrganismos na carne crua, provoca-lhe alteragcdes quimicas e sensoriais, tornando-a por

vezes inaceitavel para consumo humano (Niyonzima et al. 2015).
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A microbiota inicial na carne, depende do status da matéria prima, assim como da sua
exposicdo a outros fatores como a temperatura ou outras condi¢cdes que possam ter sido
introduzidas na fase do
processamento ou armazenamento e durante a distribuicdo, factos que podem também
influenciar o grau de deterioracdo da carne (Safarpour, 2014).

Sé&o sobretudo as condic¢des de armazenamento da carne, que permitem que os diferentes
grupos de microrganismos se desenvolvem e potenciem a deterioracéo da carne (Doulgeraki et
al., 2012).

Entre os microrganismos que predominam na carne fresca encontram-se Micrococcacea,
Corynebacteriaceae, Enterobacteriaceae, Enterococcus spp, Lactococcus spp, Bacteroides
spp, Clostridium spp, Pseudomonadaceae, Acynectobacter spp, Aeromonas spp, Brochothrix
thermosphacta, fungos e outros (Doulgeraki et al., 2012).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) aponta como principais perigos na carne, 0S
contaminantes quimicos e bioldgicos, com maior enfase nas bactérias tais como Salmonellas e
E.coli (Doulgeraki et al., 2012). Ja na Unido Europeia, as carnes picadas e preparados de carne,
séo dos produtos mais implicados a casos de salmonelose sendo frequentemente considerados
ndo conformes nas inspecades.

Entre os graves surtos de gastroenterite, a Salmonellose tem sido reportada como a segunda
doenca mais frequente segundo a Autoridade Europeia para a seguranca Alimentar (European
Food Safety Agency [EFSA], 2012).

1.2.3.1 Indicadores microbiolédgicos de qualidade higiénica do processo de fabrico e de

seguranca de géneros alimenticios

A utilizacdo de indicadores higiénicos sanitarios visa avaliar a higiene do processo
tecnologico de fabrico dos géneros alimenticios. Neste sentido, utilizam-se grupos de
microrganismos indicadores que normalmente podem fornecer informacgGes sobre a
contaminagé@o de origem fecal, falhas de refrigeracdo ou processuais, potencial presenca de
agentes patogénicos, indicando as condic¢Oes sanitarias durante o processamento, producéo ou
armazenamento do alimento. Um critério essencial para a qualidade microbiologica da carne é
seu status higiénico, que é decisivamente determinado pela presenca e multiplicagdo de
microrganismos (Mingura, Hendriksen, Fraile & Aarestrup, 2014). Os microrganismos
indicadores associados as praticas de higiene incluem, entre outros, a contagem dos

microrganismos aerébios mesofilos a 30°C, a contagem de Enterobacteriaceae, a contagem de

18



E. coli, e de S. aureus. Os microrganismos aerobios mesofilos e as Enterobacteriaceae
permitem ter um conhecimento mais abrangente da eficicia da higienizacdo das instalagoes,
superficies e equipamentos e dos processos tecnologicos aplicados (Lues & Van Tonder, 2007).
Conforme o Regulamento (CE) n.° 1441 de 2007, os critérios microbiologicos usados como
indicadores de

seguranca e de higiene de processo para os preparados de carne, sdo respetivamente
Salmonella e E. coli, pertencentes a familia das Enterobacteriaceae.

1.2.3.1.1 Microrganismo aerobios totais a 30°C

O reconhecimento de que as bactérias- indicadoras sdo um instrumento eficaz na avaliagdo
da higiene dos processos foi bem documentada pela EFSA (2012). Em particular, a contagem
de microrganismos aerobios mesdéfilos a 30°C, cujo intervalo 6timo de multiplicacdo bacteriana
se situa entre 0s 30°C e os 45 °C é usada geralmente para avaliar a higiene de todo o processo
de producéo tecnoldgico (Barco, Belluco, Roccato & Ricci, 2015).

Tém sido utilizados como indicadores microbiol6gicos de qualidade, proporcionando uma
ideia sobre o tempo de vida Util, apontando matérias-primas contaminadas ou processamento
insatisfatorio, potenciais riscos para a salde do consumidor, ou tempo ou temperatura
inadequados durante a producdo ou 0 armazenamento, sem especificar qual o tipo de bactéria
presente. Ainda assim, elevadas contagens de mesoéfilos revelam a existéncia de condicdes
favoraveis para o desenvolvimento de agentes patogénicos como por ex. E. coli, L.

monocytogenes, Yersinia enterocolitica e outros (Barco et al., 2015).

1.2.3.1.2 Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae caracteriza-se por possuir bactérias com uma parede celular
do tipo Gram-negativo, serem aer6bias ou anaerobias facultativas, imdéveis ou mdveis por
flagelos peritriquios e ndo formadores de esporos. Geralmente sdo catalase positiva e oxidade
negativa e bioquimicamente caracterizam-se pela capacidade de reduzir nitratos a nitritos e
fermentar a glicose com producdo de acido e/ou gas (Quinn, Markey,Carter, Donnelly &
Leonard, 2005).

Os membros da familia Enterobactericeae sdo usados vulgarmente, como microrganismos

indicadores para avaliar a higiene do processo dos alimentos. Estas bactérias sdo amplamente
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distribuidas na natureza, na agua, solo, plantas e intestino de varios animais, incluindo o homem
(Drebes, Majolo & Frode, 2012).

Como a familia das Enterobacteriaceae engloba muitos géneros de origem ndo fecal, a
contagem dos mesmos € usada mais como um indicador da qualidade higiosanitaria dos

alimentos, do que como um indicador de contaminacao de origem fecal (Barco et al., 2015).

1.2.3.1.3 Bactéria acido lactico

As bactérias cido lacticas (BAL) sd@o um grupo de bactérias Gram-positivas, de diferentes
géneros, que surgem como cocos ou bacilos ndo formadores de esporos, catalase negativo e
anaerobias facultativas. Podem ser encontradas em qualquer ambiente, principalmente se for
rico em hidratos de carbono. No corpo humano e animal, as BAL fazem parte da microflora
normal do trato gastrointestinal (Mozzi, Roya & Vignolo, 2010). Entre os géneros BAL de
maior importancia contam-se, Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Weissela, Carnobacterium, Tetragenococcus, Vagococcus e outros
(Lima et al., 2012). Embora as BAL englobem diversos géneros, agrupam-se em
homofermentativas e heterofermentativas, com base no produto final da sua fermentagéo. As
homofermentativas produzem acido lactico como produto final da sua fermentacdo e as
heterofermentativas, produzem, a partir da fermentacdo da glucose, acido lactico, e também
outras substancias, como dioxido de carbono, &cido acético, etanol, ou sdo capazes de decompor
0s agucares como fonte de energia no metabolismo (Martins et al., 2006; Alcantara, Morais,
Matos & Sousa, 2012).

Quando a carne é embalada a vacuo ou é usada uma atmosfera protetora com mais de 20%
de CO2, a multiplicagdo de Pseudomonas spp. é suprimido. Contudo, sob estas condicoes,
durante o armazenamento dos produtos embalados em atmosfera protetora e conservados em
refrigeracdo, as BAL multiplicam-se rapidamente e sdo frequentemente 0s microrganismos
dominantes (Leroi, Fall, Pilet, Chevalier & Baron, 2012).

As BAL desempenham um papel importante na fermentacdo contribuindo para uma maior
variedade de alimentos fermentados, como iogurtes e queijos, bem como no processamento de
bebidas alcodlicas e vegetais fermentados. Além de conferirem aos géneros alimenticios
caracteristicas sensoriais particulares, permitem a sua conservacdo e ainda podem ser usadas
como probidticos. Os probidticos sdo bactérias vivas existentes nos alimentos que apds ingestao
exercem efeitos benéficos ao hospedeiro (Martins et al, 2006). No entanto, em algumas

situacbes as BAL também podem ser responsaveis pela producdo de aromas e sabores

20



indesejaveis nesses produtos fermentados (Lima et al., 2012). Além da importancia industrial,
algumas BAL, particularmente os Enterococcus, também séo relevantes para a satde publica,
uma vez que tém sido implicados como agentes etioldgicos de doengas como endocardites,

bacteriémia e septicemias em pacientes como o sistema imuno debilitados.

1.2.3.1.4 Brochothrix thermosphacta

B. thermosphacta é geralmente associado a deterioragdo de produtos carneos, sendo
responsavel pelo aparecimento de odores desagradaveis, descoloragdo e producgéo de gés. O seu
potencial deteriorativo resulta da capacidade de metabolizar glucidos presentes na carne e da
sua atividade proteolitica (Vasilopoulos,Vuyst & Leroy, 2015).

O B. thermosphacta, pertence ao género Brochothrix, caracterizado por serem bactérias em
forma de bacilos ou cocobacilos Gram positivos, catalase positivos e oxidase negativos, sem
mobilidade. Sdo microaerofilos e crescem a temperaturas que variam entre 20 e 25 °C podendo,
no entanto, crescer no intervalo de temperatura entre 0 e 30 °C (Nowak, Rygala, Oltuszak-
Walczak & Walczak, 2011).

Este genero partilha vérias caracteristicas com Lactobacillus e Listeria spp. Na auséncia de
oxigeénio, algumas bactérias tidas como deterioradoras da carne, como as Pseudomonas, nédo se
desenvolvem e nestas condi¢des 0s microrganismos microaerofilos, como B. thermosphacta e

Lactobacillus, sdo 0s que mais predominam (Alcantara et al., 2012).

1.2.3.1.5 Pseudomonas spp.

As bactérias Pseudomona. spp. sdo bacilos Gram-negativos, moéveis, ndo fermentadores de
hidratos de carbono, produtores de pigmentos hidrossolUveis e estdo amplamente distribuidos
no solo e na agua (Alcantara et al., 2012).

Pseudomonas spp. utilizam preferencialmente a glicose disponivel. Quando a glicose €
esgotada, os organismos iniciam o catabolismo dos aminoacidos. Enquanto os produtos do
metabolismo da glicose sdo inofensivos, os do catabolismo de aminoacidos, tais como amonia,
aminas e sulfuretos organicos, resultam em odores e sabores questionaveis, mesmo quando em
pequenas quantidades Alcantara et al., 2012). Entre os defeitos causados por microrganismos
em condi¢Oes de aerobiose podemos citar a morrinha superficial, alteracdo na cor dos

pigmentos da carne (hemopigmentos) e rancificacdo. A ocorréncia da morrinha esta relacionada
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com a temperatura de armazenamento e com a quantidade de agua disponivel no produto
(Franco & Landgraf, 2008).

1.2.3.1.6 Staphylococcus aureus

S. aureus é um microrganismo potencialmente patogénico, comensal da pele e mucosas dos
animais, podendo atuar como patogenico oportunista, ao causar desde infecGes cutaneas a
doencas invasivas graves e potencialmente fatais. Este microrganismo emergiu como um
importante patogénico tanto para infe¢des nosocomiais como para infecdes adquiridas nas
comunidades (Kadariya, Smith & Thapaliya, 2014). S. aureus ndo formam esporos, sao
anaerobios facultativos, imoveis, catalase positiva, oxidade negativa, e podem contaminar 0s
produtos alimentares durante a sua preparagédo e processamento (Quinn et al., 2005).

S. aureus podem multiplicar-se a uma temperatura 6tima de 30 a 37°C, com um pH que varia
entre 4,2 a 9,3 podendo desenvolver-se em elevada concentracdo de cloreto de sodio (NaCl),
até 15%. E um microrganismo tolerante & dessecacdo, com capacidade de sobreviver em
ambientes potencialmente secos e stressantes, como na pele e superficies inanimadas. Estas
carateristicas favorecem a multiplicacdo do microrganismo em muitos produtos alimentares,
podendo permanecer viaveis nas maos e superficies ambientais por tempos prolongados
(Kadariya, et al., 2014).

As toxinfeces provocadas por este microrganismo sdo devidas a ingestdo de enterotoxinas
produzidas e libertadas pela bactéria durante a sua multiplicacdo no alimento e representando
um perigo para a saude publica. A enterotoxina estafilococica é termoestavel e pode estar
presente no alimento mesmo ap6s a cozedura, possibilitando desta forma, a instalacdo de um
quadro de toxinfecdo de origem alimentar. Sendo este agente responsavel duma grande parte
das toxinfecdo alimentares no mundo, as suas presencas estdo nos alimentos, quando um
manipulador de alimentos os contamina e em seguida o alimento ndo é devidamente
refrigerado. Outras fontes de contaminagdes dos alimentos incluem os equipamentos, e

superficies em que os alimentos sdo preparados (Casey, Kim, Larsen, Price & Nachman, 2015).

1.2.3.1.7 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes é o agente responsavel pela Listeriose. E uma doenca infeciosa e

potencialmente fatal de animais, passaros, peixes, crustdceos e humanos onde a septicemia e a
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encefalite podem ser observadas. Na maioria das vezes, € uma infecdo subclinica em animais,
mas as formas graves podem também ocorrer. A doencga caracteriza-se por septicemia,
encefalite, meningite, meningoencefalite, aborto, morte fetal infecbes perinatais e
gastroenterite. O organismo tem um ciclo de vida intracelular podendo atravessar a barreira
sanguinea, o que explica a sua patogénese e sinais clinicos (Dhama et al., 2015).

Dhama et al. (2015), relatam que a Listeriose € causada por membros do género Listeria,
que atualmente tem 17 espécies, a L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi, L. marthii, L. rocourtiae
, L. floridensis, L aquatica, L. cornellensis, L. riparia, L grandensi, L. booriae, L. newyorkensis,
L. innocua, L. fleischmannii, L. weihens tephanensis, L .ivanovii e L. monocytogenes. No
entanto, apenas duas espécies sdo consideradas patogénicas a L. monocytogenes para 0 homem
e animais e a L. ivanovii para os ruminantes, e ocasionalmente humanos.

A L. monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, anaerobia facultativa, saprofita, mével
por flagelos. Distribui-se de forma ubiqua no ambiente, ndo forma esporos e é pleomorfa com
capacidade de variar de forma de acordo com as condi¢cbes ambientais, saprofito a outro
potencialmente patogénico e fatal. Esta bactéria possui importantes fatores de viruléncia,
produzindo hemolisina, listeriolisina, e internalina fosfolipase, que sdo necessarias a adesao
celular e a patogenicidade e sdo primariamente reguladas pela proteina PrfA (Vera, Gonzalez,
Dominguez & Bello, 2013).

A bactéria pode tolerar uma vasta gama de pH e temperaturas. A multiplicacdo bacteriana
da-se a temperaturas 6timas entre os 30 e 37 ° C, mas pode multiplicar-se dos 4 aos 45 °C. Em
relacdo ao pH, pode crescer a valores de 4,5 a 9.6, no entanto a sua multiplicacdo é minima a
baixo pH e baixas temperaturas. O tratamento térmico efetivo para destruir a Listeria é
pasteurizacdo com temperaturas de 72 °C, e durante 15-20 minutos (Rotariu, Thomas.
Goodburnc, Hutchison & Strachana, 2013).

1.2.3.1.8 Salmonella spp

Salmonella entérica representa um importante patogénico de origem alimentar e zoonotico,
e constitui o agente causador de gastroenterites e febre tifoide. Entre 1 de maio e 12 de outubro
de 2016, foram notificados 148 casos de Salmonellose na Bélgica, Holanda, Noruega,
Dinamarca, Suecia, Luxemburg, Croacia e Reino Unido, dos quais 112 foram confirmados,
resultando em uma morte possivelmente associada a este caso (European Food Safety Agency
[EFSA], 2016).
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O reservatorio comum de Salmonella é o trato gastrointestinal de uma ampla variedade de
animais domésticos e selvagens. Por essa razdo, uma grande gama de produtos alimentares,
incluindo os de origem animal e vegetal, podem ser uma fonte de infeg&o. A transmisséo da
doenca geralmente ocorre quando 0s organismos sao introduzidos nas areas de preparagédo de
alimentos e se multiplicam nos mesmos, consequéncia de quebras de temperatura,
armazenamento inadequado, alimentos mal cozidos ou contaminagéo cruzada com alimentos
prontos-a-comer (Quinn, et al., 2005). A utilizacdo de agua contaminada com fezes de animais
de sangue quente, incluindo o homem sera outro veiculo de infecéo.

A dose infeciosa depende da idade e da saude do hospedeiro, bem como das diferentes
estirpes. Considera-se toxinfecéo alimentar declarada, se for efetuada a ingestdo de um grande
nimero de bactérias vidveis (cerca de 10°) sendo o periodo de incubagéo, nos casos mais
agudos, apenas de 12 horas, ou até 4 a 5 dias em casos menos graves. Os sintomas e a infecdo
duram, geralmente, alguns dias. A mortalidade derivada a Salmonella é geralmente baixa e

menos de 1% dos casos tornaram-se fatais (EFSA, 2012).

1.2.3.1.9 Escherichia coli

E. coli é uma bactéria Gram negativa, anaerdbia facultativa, pertencente a familia das
Enterobacteriaceae. E um bacilo ndo esporulante, geralmente mével, com flagelo peritricos,
estas bactérias tém a capacidade de reduzir o nitrato a nitrito e de fermentar glicose. Sdo oxidase
negativa e catalase positiva. Sdo capazes de metabolizar uma ampla variedade de substancias
tais como hidratos de carbono, proteinas, aminoacidos, lipidos, e acidos organicos e utilizar
amoniaco como a Unica fonte de carbono e azoto (Vidotto, Lima, Fritzen, Freitas, Venéacio &
Ono, 2009).

Embora a bactéria E. coli faca parte da microflora normal de espécies animais e em humanos,
algumas estirpes sdo patogénicas devido a caracteristicas especificas. Estas podem ser
classificadas em seis grupos, nomeadamente E. coli enteropatogénica (EPEC); E. coli entero-
hemorragica (EHEC); E. coli toxinogénica (ETEC); E. coli entero agregativa (EAEC); E. coli
entero invasiva (EIEC) e E. coli (Quinn et al., 2005).

As Enterobacteriaceae e Escherichia coli séo mais frequentemente usadas para avaliar a
contaminag&o entérica ao longo do processo de fabrico dos alimentos. Os produtos alimentares
podem constituir uma importante fonte de transmissdo deste microrganismo (Barco et al.,
2015).
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2 Avaliacdo da atividade antibacteriana de Adansonia digitata L. e

Euclea natalensis A.DC: sua potencial aplicacdo num produto carneo

2.1 Justificagéo e objetivos

A. digitata L.(mukua) e a E. natalensis A.DC (mulala), sdo consumidos ou utilizados com
fins terapéuticos por algumas comunidades em Africa, em particular em Angola e em
Mocambique, desde tempos remotos. As suas virtudes, quer usados como alimento (mukua),
quer como uso curativo (mukua e mulala), sdo desde hd muito narradas com frequéncia no seio
das comunidades angolana e mogambicana, mesmo sem sustentacao cientifica.

Entretanto, na literatura cientifica mundial vdo surgindo indicadores que véo, de alguma
forma, sustentando as afirmacdes destas comunidades.

Foi neste sentido, e considerando a necessidade de se satisfazer importantes nichos de
consumidores no mundo, que exigem cada vez mais a utilizacdo de aditivos naturais em
substituicdo dos aditivos quimicos, que se desenvolveu o presente trabalho para determinar o
potencial da mUkua e da mulala como aditivos naturais. Assim, os objetivos propostos foram:
. Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos de mukua € mulala sobre as espécies
microbianas potencialmente deterioradoras ou patogénicas, presentes nos alimentos,
nomeadamente nos produtos carneos;

. Avaliar o efeito da aplicagdo de extratos de mukua e de mulala, num preparado de carne
—modelo, as almdndegas, no controlo da deterioragdao de origem microbiologica, selecionando
aquele que se adeque melhor para aumentar o periodo de conservacdo deste produto carneo
quando mantido em condi¢des de armazenamento sob embalagem protetora e

. em refrigeracdo a 4°C durante 22 dias.

o Aplicar o extrato vegetal com maior potencial antibacteriano em salsichas frescas

embaladas em atmosfera protetora e mantidas em refrigeracdo a 7 ° C durante 30 dias.

2.2 Materiais e métodos
2.2.1  Desenho experimental

De modo a cumprir os objetivos preconizados, o presente trabalho foi dividido em trés fases
diferentes: a) avaliacdo da capacidade antibacteriana dos extratos de mukua e mulala sobre
algumas bactérias patogénicas e de deterioracdo pertencentes a colecdo de estirpes do

laboratorio de Tecnologia de Produtos Animais da FMV; b) aplicagdo experimental dos extratos
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de mdkua e mulala para avaliacdo do potencial antimicrobiano em alm6ndegas, embaladas em
atmosfera protetora e em aerobiose, conservadas em camara de refrigeragéo a 4°C durante 22
dias. Os testes microbiologicos realizados incluiram a contagem de microrganismos aerobios
totais (A.T), a 30 °C Enterobacteriaceae, Bactérias do &cido lactico (BAL), Brochothrix
thermosphacta e Staphylococcus coagulase negativa, nos dias 0, 4, 8, 12, 18 e 22; c) aplicacao
experimental do extrato de mukua em salsicha fresca. Elaboracdo de salsichas frescas com
adicdo de 1% de extrato de mukua, as quais foram embaladas em atmosfera protetora e
conservadas em camara de refrigeracdo a 7 ° C. Os testes microbioldgicos incluiram a contagem

de microrganismos A.T a 30 °C, Enterobacteriaceae e BAL nos dias 0, 5, 10, 20 e 30.

2.2.2 Colheita de mukua e das raizes de mulala

A colheita dos frutos do embondeiro makua, foi realizada em 2015, na regido de Icolo e
Bengo, aldeia de Cassoneca, a 190 km da cidade de Luanda. Os frutos foram embalados em
sacos de polietileno de recolha da amostra, acondicionados em caixas isotérmicas e
transportados para Portugal por via aérea. A recolha dos frutos foi feita de forma aleatdria.

As raizes de Euclea natalensis A.DC, conhecida em Mogambique como mulala, foram
colhidas a norte de Mocambique, na regido de Nampula. Acondicionados em sacos de recolha

de amostras, foram transportadas para Portugal por via aérea.

2.2.3  Preparagdo de mikua e das raizes de mulala

O fruto do embondeiro mdkua, esta revestido por uma capsula externa muito resistente. Os
frutos foram cortados, removeu-se a sua casca dura e separou-se a polpa da fibra.

Para a separacdo da semente envolvida pela polpa, recorreu-se a utilizacdo de um almofariz
e um pildo. Em seguida, a polpa foi macerada, reduzida a pd, e passada numa peneira; 0 po
obtido (cerca de 250q) foi transferido para um saco de polietileno de recolha de amostra.

As raizes da planta E. natalensis A.DC, mulala foram submetidas a um processo de secagem
a temperatura ambiente por 3 dias, depois retirou-se a casca, seguiu-se uma reduc¢do a p6 com
auxilio de um ralador metélico. Pesaram-se aproximadamente 250 g para saco de polietileno de
recolha de amostra.
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2.2.4  Preparacdo dos extratos

Procedeu-se a preparacdo dos extratos aquoso e organico, seguindo a técnica descrita por
Predrag et al. (2005). Pesaram-se numa balanca analitica (Sartorius analytic A-200S,
Alemanha) 25g do p6 de cada uma das amostras (mukua ou mulala) para baldo de Soxhlet, e
adicionaram-se 250 mL de etanol a 96% ou 250 mL de &gua destilada fervente para obtencéo
dos extratos organico e aquoso, respetivamente. Os extratos foram homogeneizados durante 30
minutos em vortex (IKA C-MAG HS7, USA) e incubados a temperatura ambiente, ao abrigo
da luz, durante 72 h. Em seguida, procedeu-se a uma filtracdo com papel de filtro n°® 1 (Machery-
Nagel, Alemanhd). O extrato organico foi concentrado num rota-evaporador (Buchi - RE 111,
Suica) e seco em estufa a 37 ° C durante meia hora. Apds secagem conservou-se a 4 ° C. O
extrato aquoso, depois de filtrado, foi congelado a -80 ° C e posteriormente liofilizado
(Liofilizador Scanvac cool sate, Dinamarca). Apds a liofilizacdo, o extrato aquoso foi
conservado a -18 ° C até posterior utilizacdo. A Figura 6 resume o procedimento utilizado para

obtencdo dos extratos de mukua e de raizes de mulala.

2.2.5 Preparacdo e diluicdo dos extratos

Os extratos de mukua e de mulala foram preparados numa gama de diferentes concentracfes
a serem testadas.

Para a preparacao dos extratos organicos de midkua e de mulala, procedeu-se a pesagem de
0,5g dos extratos acima referidos por forma a obter a concentracdo inicial de 500mg/mL.
Posteriormente foram diluidas em 1ml da solucdo de dimetilsulféxido a 50% (DMSO 50%,
Sigma- Aldrich, Brasil). Foram realizadas dilui¢cdes sucessivas para obtencao das concentragdes
250 mg/mL; 150 mg/mL e 50 mg/mL.

Relativamente ao extrato aquoso, procedeu-se a pesagem de 1g de cada um dos extratos
mukua e mulala, diluidos em 5mL de agua destilada estéril de modo a obter a concentracdo
inicial de 200mg/ml e posteriormente foram efetuadas as dilui¢@es sucessivas 175 mg/mL; 150
mg/mL; 125 mg/mL em agua destilada estéril.
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Figura 6 - Procedimento utilizado para obtencéo dos extratos de mukua e das raizes de mulala.
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2.2.6 Ensaio da atividade antibacteriana do extrato organico e extrato aquoso de mukua e

mulala

Para avaliacdo da capacidade antibacteriana dos extratos orgéanico e aquoso, procedeu-se,
numa primeira fase, a cultura das estirpes indicadoras. Para tal, foram utilizadas as estirpes da
colecdo do laboratério de Tecnologia de Produtos Animais/FMV conservadas na camara de
congelacdo a -80 ° C, em caldo de infuséo de cérebro e coragdo BHI (Brain Heart Infusion,
Scharlau, Espanha) com 15% de glicerol. Foram selecionadas como indicadores, estirpes
bacterianas de agentes patogénicos Gram positivos e Gram negativos (Tabela 4). As estirpes
foram descongeladas e retirou-se 0,1 mL de cada uma das culturas das estirpes selecionadas
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para tubos de ensaio com 5mL de caldo (BHI). Procedeu-se a homogeneiza¢do com um agitador
orbital (Geninus 3, Alemanha) e incubou-se na estufa durante 24 ha 42 °C, paraa E. coli, e a
37 ° C para o resto das estirpes selecionadas. Apods a incubagdo, os tubos foram novamente
homogeneizados e retirou-se 0,1 mL dos indculos para novos tubos de ensaio com 5 mL de
caldo BHI tendo sido incubados as mesmas temperaturas, respetivamente.

Em seguida, retirou-se uma aliquota de indculo de cada tubo com uma ansa del0uL e semeou-
se por estria em caixas de Petri contendo o meio de cultura Triptona de soja com 1,5% de agar
(TSA,Scharlau, Espanha). As caixas de Petri inoculadas foram incubadas de 24 a 48 h, tendo

em conta a temperatura étima de incubacéo para cada uma das estirpes selecionadas.

Tabela 4 - Identificacdo das estirpes selecionadas para o estudo.

Estirpes Cadigo
Staphylococcus aureus 25923 ATCC
Listeria monocytogenes 4ACECT 934
Salmonella Enteritidis CECT 40300
E. coli ATCC
Pseudomona aeruginosa ATCC 15442

2.2.7  Metodologia para avaliagdo da atividade antibacteriana

Para a determinacdo da atividade antibacteriana dos extratos procedeu-se em conformidade
com a metodologia descrita por Vuyst et al.1996, com ligeiras adaptacdes.

Preparou-se uma suspensdo, a partir de uma cultura de 24 h das estirpes em estudo, tendo
sido ajustada a sua densidade 6tica (D. O.) entre 0,8 e 1,0, a um comprimento de onda de 625
nm, utilizando um espetrofotometro (Ultrospec-2000 Pharmacia Bisteca, Inglaterra).

Foram retirados 300 L dessa suspenséo para tubos de ensaio com 6 mL de meio de cultura
BHI com 0,7% de agar, previamente fundido. Os tubos foram mantidos em placas de
aquecimento a uma temperatura de 45+1 °C (Digital Heatblock, USA). Apds a homogeneizagéao
da suspensdo no meio de cultura, este foi transferido para caixas de Petri contendo meio de
cultura de Triptona de soja com 1,5% de agar (TSA) e deixou-se solidificar durante meia hora.

Posteriormente, depositou-se a superficie do meio 10 pL da solucdo de extrato nas
concentragcdes de 500 mg/mL; 250 mg/mL; 150 mg/mL e 50 mg/mL para 0 extrato organico
reconstituido em dimetil sulfoxido DMSO a 50% (Sigma- Aldrich, Brasil) e 200 mg/mL; 175

mg mL; 150 mg/mL; 125 mg/mL do extrato aquoso reconstituido em agua destilada estéril.
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Apds um periodo de secagem de meia hora, as caixas de Petri foram incubadas na estufa

durante 24 h, de acordo com as exigéncias de temperatura de cada microrganismo indicador

selecionado. A Figura 7, ilustra a técnica utilizada para o processo de avaliacdo da atividade
antibacteriana dos extratos de mukua e de mulala.

Como controlos positivos, foram utilizadas as preparacoes das solucfes dos extratos e para
controlos negativos, utilizou-se a solugdo de DMSO a 50% para o0 extrato organico, e dgua
destilada estéril para o extrato aquoso. A observacdo dos halos de inibicdo foi feita por
apreciacdo qualitativa. A inibicdo considerou-se positiva na presenca de halo e negativa na sua

auséncia.
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Figura 7 - Processo de avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos mukua e de mulala, adaptado
de Vuyst, et al. (1996).
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2.2.8 Aplicacdo do extrato de mukua e mulala em preparado de carne embalado em
atmosfera protetora e em aerébios

Neste estudo pretendeu-se verificar o efeito antibacteriano do extrato aquoso de mukua e
mulala aplicada a um preparado de carne. Para tal foram realizadas duas formulagdes
experimentais de alméndegas com adicao de 5% de extrato aquoso de mukua e 1,5% de mulala,
embaladas em atmosfera protetora e em aerobiose e conservadas em camara de refrigeracéo a

4°C. Este ensaio de elaboracdo das almdndegas com adigéo de 5% de extrato de mukua e 1,5%
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de extrato de mulala foi repetido trés vezes em dias de trabalho diferentes. Na Tabela 5 estéo
representadas as formulagdes aplicadas.

Os testes microbioldgicos realizados incluiram a contagem de microrganismos aerdbios
totais a 30 °C (A.T), Enterobacteriaceae, Bactérias do acido lactico (BAL), B. thermosphacta

e S. coagulase negativo, aos dias 0, 4, 8, 12, 18 e 22.

2.2.8.1 Procedimento tecnologico para a elaboracdo de alméndegas

O processo de fabrico das alméndegas, teve em conta as boas praticas de higiene que
contribuem para a obtenc&o de um alimento seguro.

Na Tabela 5, estdo representadas as matérias primas e respetivas quantidades utilizadas na
formulacdo das almdndegas. A Formulacao (1) corresponde a amostras controlo sem adicdo de
mukua e mulala. A formulacao (I1) representa a mistura de carne picada com adicdo de 1,5%
de sal, agua gelada e 5% de extrato de mukua. A formulacdo (111) representa a mistura de carne
picada com adi¢do de 1,5%, de sal , &gua gelada e 1,5% de extrato de mulala.

Selecionaram-se aparas de porco (trimmings) 80:20, mistura de carne magra (80%) e
gordura (20%).

As aparas passaram pelo disco de 7-8mm da picadora (Braher P22, Espanha). Procedeu-se
a pesagem de 500g da carne picada numa balanca (Bizerba EC130E, Brasil) e de todos os
ingredientes de acordo com a formulacdo descrita na Tabela 5. A adicdo de 1,5% de sal foi
efetuada apds prévia solubilizacdo em agua gelada. A homogeneizacao da mistura foi efetuada
em misturadora de eixo planetério.

As almondegas foram moldadas e colocadas em sacos de alta barreira, resistentes a tragao,
com excelente vedacdo dos residuos do produto, ampla faixa de temperatura de vedacao,
excelente brilho e clareza do produto, com velocidade de transferéncia de Oz (OTR) de 3 cc/m?/
dia, COz e vapor de agua (WVTR) de 7g /m?/ dia, TOPLEX HB- L- PE FP 80 (Plastopil, Israel).
Os sacos foram selados posteriormente a injecdo de uma mistura de gases ALIGAL*13, COz a
30% e N2 a 70% (atmosfera protetora), (Air liquide, Portugal) utilizando-se a méaquina

(Henkovac T4, Holanda). Um segundo grupo de amostras foi embalado em aerobiose.
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Tabela 5 - Matéria prima e quantidades utilizadas na elaboracéo das alméndegas

Formulacdo Almondegas
Matérias primas I-Testemunha I1-Mdkua I11-Mulala
Carne picada de porco 500g 5009 5009
Sal comum 7,59 7,59 7,59
Agua gelada 50g 50g 50g
Mukua - 25¢ -
Mulala - - 7,59

2.2.9  Aplicacdo do extrato com adicdo de 1% de mukua em salsicha fresca

Neste estudo pretendeu-se verificar o efeito antibacteriano com adicao de 1% de extrato de
mukua aplicada a salsichas frescas. Para tal foram realizadas duas formulaces de salsichas
frescas, uma testemunha e outra com adicdo de 1% de extrato de mukua, embaladas em
atmosfera protetora e conservadas em camara de refrigeracdo a 7 ° C. Este ensaio de elaboracao
das salsichas com adi¢do de 1% de extrato de mukua, foi repetido trés vezes em dias de trabalho
diferentes. Na Tabela 6 estdo representadas 2 formulacGes aplicadas no processo de fabrico de
salsicha fresca. Os testes microbioldgicos incluiram a contagem de microrganismos A. T a 30
°C, Enterobacteriaceae e BAL nos dias 0, 5, 10, 20 e 30 dias. Avaliou-se também a cor através
dos sistemas CIELab e o pH das amostras em estudo. Para as amostras embaladas em atmosfera

protetora foi medida a percentagem de Oz e CO».

Tabela 6 - Matérias primas e quantidades utilizadas na elaboracao das salsichas

Formula Salsichas

Matérias primas Testemunha Muikua
Carne picada de porco 1000g 1000g
Sal comum 159 159
Agua gelada 200g 200g
Pimenta branca

1g 19
Corante E- 120 29 29
Muikua i 10g
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2.2.9.1 Procedimento tecnolégico para a elaboragéo de salsicha

Para elaboracéo da salsicha fresca pesaram-se 1000 g de aparas de carne de porco que foram
picadas numa picadora (Braher P22, Espanha). A carne foi colocada numa misturadora de eixo
planetario, na qual se dispersou o sal e condimentos dissolvidos em agua gelada, (corante E-
120, Espanha) e pimenta branca em pd. A massa obtida foi colocada numa enchedora (TALSA
H15, El, USA) procedendo-se ao seu enchimento em tripas de carneiro dessalgadas, de calibre
22/24, sendo porcionadas por tor¢cdo. As salsichas obtidas foram acondicionadas em sacos de
alta barreira (Toplex Hb L- PE PF 80, Plastopil, Israel) e embaladas em atmosfera protetora na
maquina (Tecnotrip, Portugal) conforme ilustra a Figura 8a (salsicha fresca) e a Figura 8b
(salsicha fresca com 1% de mukua), numa mistura de CO2 a 30% e N2 a 70% (Air liquide,

Portugal) sendo posteriormente mantidas em refrigeracdo a 7 ° C.

Figura 8. Aspeto da salsicha fresca embalada: testemunha (a) com adicéo de 1% de mukuaa (b)

2.2.10 Anélises Microbiol6gicas

2.2.10.1 Preparacgao da amostra

Para a realizacdo das andlises microbioldgicas, as amostras foram preparadas no
laboratério de microbiologia, respeitando todos os cuidados de assepsia recomendados e de
acordo com a norma ISO 6887-2/1999. Pesaram-se 10 g da amostra em estudo para um saco de
Stomacher e adicionaram 90 mL do soluto de Triptona sal. Procedeu-se a homogeneizacao da
suspensdo —inicial (10) no homogeneizador Stomacher (Bag Mixer 400 P, Interscience,
Franca) durante dois minutos. Procedeu-se de seguida a dilui¢des seriadas tal como preconizado
pela norma.
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2.2.10.2 Contagem de microrganismos aerobios totaisa 30 ° C

A contagem de microrganismos A.T a 30 ° C, foi realizada com sementeira por
incorporacdo de 1 mL de cada diluicdo decimal em caixas de Petri. Posteriormente, foi
adicionado o meio de cultura TGA-“Tryptona Glucose Extrato Agar” (Scharlau, Espanha)
previamente fundido e mantido em banho-maria a 45+1 ° C. As placas foram incubadas na
estufa a 30 ° C durante 48 a 72 h conforme a NP 4405: 2002. Apos este periodo, efetuaram-se
as contagens de unidades formadoras de colonias (ufc) sendo os resultados expressos em

log.ufc/g.

2.2.10.3 Contagem de bactérias acido latico

A contagem das BAL foi realizada por sementeira por incorporacao de 1 mL de cada dilui¢cdo
decimal em caixas de Petri. Em seguida foi adicionado o meio de cultura MRS “De Man Rogosa
and Sharpe.”(Scharlau, Espanha), suplementado com 1 mL de suplemento 2-3-5
trifeniltetrazolio a 1% por cada 100 mL do meio e 2 mL de acetato de talio a 5% por cada 100
mL do meio de cultura. As placas foram incubadas na estufa a 30 ° C durante 48 ha 72 h no
interior de uma caixa de anaerobiose, em que se colocaram geradores de anaerobiose GENbox
anaer (Biomérieux SA, Franca), conforme rege a norma ISO 15214: 1998. Apds este periodo
foram efetuadas contagens das col6nias caracteristicas de coloracdo amarela e os resultados

foram expressos em log.ufc /g.

2.2.10.4 Contagem de Brochothrix thermosphacta

A contagem de Brochothrix thermosphacta, foi realizada com uma sementeira por
incorporacgdo de 1 mL de cada diluicdo decimal em caixas de Petri. Em seguida foi adicionado
0 meio de cultura STAA-agar “Streptomycin-thallous-acetate-actidione agar”(Oxoid,
Inglaterra), enriquecido com o suplemento seletivo de STAA liofilizado (Oxoid LTD,
Inglaterra), diluido com 2 mL de &gua destilada estéril, por cada 500 mL do meio de cultura
STAA. As placas semeadas foram incubadas na estufa a 25 °C em microaerofilia, conforme a
norma ISO 13722: 1996. Apls este periodo foram efetuadas contagens das coldnias
caracteristicas, brilhantes redondas ou circulares, com coloracdo amarela e os resultados foram

expressos em log.ufc/g.
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2.2.10.5 Contagem de Enterobacteriaceae

A contagem de Enterobacteriaceae foi realizada, com sementeira por incorporagéo de 1 mL
de cada diluicdo decimal em caixas de Petri, adicionando o meio de cultura VRBD — agar
“Crystal-violet neutral-red bile dextrose agar” (Scharlau, Espanha), e incubando na estufa a 37°
C durante 48 h, de acordo com a ISO 21528-2: 2004. Apo6s este periodo foram efetuadas
contagens das coldnias caracteristica, de coloracdo vermelha e os resultados foram expressos

em log.ufc/g.

2.2.10.6 Contagem de Staphylococcus coagulase negativa

A contagem de Staphylococcus coagulase negativa foi realizada com sementeira por
incorporagdo de 1 mL de cada diluicdo decimal em caixas de Petri, adicionando o meio de
cultura MSA agar “Mannitol Salt Agar” (Scharlau, Espanha), enriquecido com gema de ovo
(Scharlau, Espanha), incubado a 37 ° C durante 48 a 72 h conforme a NP 4400-2: 2002. Ap6s
este periodo foram efetuadas contagens das coldnias caracteristicas com coloracdo amarela e

0s resultados foram expressos em log.ufc/g.

2.2.11 Anélises fisico-quimicas

2.2.11.1 Determinacdo do pH

A determinagdo do pH foi realizada de acordo com a NP 3441 (2008), utilizando um
potenciometro Portatil HI 9023 (HANNA Instrumento, Italia), munido de um elétrodo de
perfuracdo do mesmo fabricante. O valor do pH foi calculado a partir da média aritmética de

trés medigdes consecutivas.

2.2.11.2 Determinacdo da cor

Para a determinacdo da cor das amostras em estudo foi utilizado um colorimetro (CR-400
Minolta, Jap&o), que mede a luz refletida em cada comprimento de onda e quantifica os dados

espetrais para determinar as coordenadas da cor do objeto no espaco. Este método baseia-se
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num espaco tridimensional de modos que cada cor € representada por um Unico ponto, esse
espaco é definido pelas coordenadas L*a*b*onde:
Eixo L* representa a luminosidade numa escala de O (preto) a 100 (branco).
Eixo a* representa uma escala de tonalidade de vermelho (0+a) a verde (0-a).

Eixo b* representa uma escala de tonalidade amarela (0+b) a azul (0-b).

O valor da média da cor obteve-se pela determinacdo aritmética de trés valores
consecutivos, dando comprimento do requisito da repetibilidade. E os resultados sdo dados em

termos numéricos.

2.2.11.3 Determinacéo do gas Oz e CO3

Para a medicdo do gas foi utilizado um medidor de gas portéatil (Oxbaby- M+i O2/CO,
Alemanha) munido de uma agulha hipodérmica de perfuracdo, e um autoadesivo de apoio. A

leitura dos resultados da % de oxigénio e didxido de carbono é dada em termos numéricos.

2.2.12 Analise estatistica dos resultados

No tratamento dos resultados obtidos recorreu-se a analise descritiva e representacdo grafica
utilizando o Microsoft Excel® versdo 2016 e o IBM-SPSS® Statistcs 23.

Para o estudo do efeito dos fatores tipo de extratos utilizados nas alméndegas e condicdes
de embalagem, em tempos fixos de armazenamento, utilizou-se 0 modelo de analise General
L.r Model Multivariate; recorrendo ao programa IBM-SPSS Statistics 23. Quando o valor F foi
significativo recorreu-se ao teste de Tukey a 95% de significancia (IBM-SPSS Statistics 23)
para testar comparacdes mdltiplas. Na comparacdo entre periodos de armazenamento, e
considerando as diferentes condicGes, efetuou-se analise de variancia univariada one-way
ANOVA para amostras independentes.

Os resultados relativos ao efeito da atividade antibacteriana com adi¢do de 1% de mdkua na
salsicha fresca foram analisados estatisticamente pelo teste de varidncia univariada one-way
ANOVA, com niveis de confianca de 95%, utilizando o programa IBM-SPSS Statistics 23.
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3 Resultados e Discussao
3.1 Ensaio da atividade antibacteriana dos EO e EA de mulala e mika

No presente trabalho estudou-se o efeito da atividade antibacteriana dos extratos organico e
aquosos da raiz de mulala e da mukua sobre os microrganismos S. aureus, L. monocytogenes,
P. aeruginosa, S. Enteritidis e E. coli.

Na Figura 9 podem-se observar os resultados da avaliacdo do efeito do extrato organico da
mulala em cinco espécies de microrganismos. S para 3 dos microrganismos indicadores se
observou atividade antibacteriana em todas as concentra¢es de mulala em teste, sendo o caso
de S. aureus, S. Enteritidis e P. aeruginosa. Neste Gltimo indicador apenas as concentragdes

mais elevadas mostraram efeito inibitorio (500 e 250 mg/mL).

Figura 9 - Atividade do extrato organico de mulala na inibi¢do de S. aureus, P. aeruginosa, S. Enteritidis
e E. coli

A

Staphylococcus Listeria Pseudomonas Salmonella
aureus monocytogenes aeruginosa Enteritidis Escherichia coli

| =
B = -

Inibicdo na mutiplicacao
bacteriana

Mutiplicagdao
bacteriana

B Extrato Organico mulala 500 mg/mL W Extrato Organico mulala 250mg/mL

<

Extrato Orgénico mulala 150mg/mL ® Extrato Orgénico mulala 50mg/mL

Estes resultados estdo de acordo com os resultados observados por outros autores que
verificaram que 0s compostos quimicos presentes na raiz de E. natalensis, tais como 7-
metiljuglona, os seus dimeros (diospirinas, isodiospirina, neodiodpirina), e 0s tripterpenos
pentaciclicos, apresentam atividade antibacteriana (Lagnika, Sanni, Djimon & Anago, 2011).
O extrato organico de E. natalensis ndo apresentou efeito inibitorio sobre L. monocytogenes e
E. coli. (Figura 9). Contudo, estes resultados contrariam o estudo efetuado por Lall & Meyer

(2000) que referem um efeito inibitorio sobre E. coli.
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Relativamente a L. monocytogenes ndo foram encontradas quaisquer referéncias acerca do
efeito inibitério do extrato organico de mulala.

Tal como se pode observar na Figura 10, contrariamente aos resultados do extrato organico,
0s resultados obtidos com o extrato aquoso da raiz de mulala ndo mostraram evidéncias de
terem qualquer efeito inibitdrio sobre 4 dos 5 microrganismos testados. Apenas para S. aureus
se observou inibig&o de multiplicagdo em todas as concentragOes testadas do extrato aquoso de
mulala. Estes resultados sdo concordantes com estudo efetuado por Neves (2010), que

comprovou o efeito inibitorio do extrato aquoso de mulala sobre S.aureus.

Figura 10 - Atividade do extrato aquoso de mulala na inibigdo de S. aureus, P. aeruginosa, S. Enteritidis
e E. coli.

Staphylococcus Listeria Pseudomonas Salmonella
aureus monocytogenes aeruginosa Enteritidis Escherichia coli

Inibicdo na mutiplicagcdo
bacteriana

Mutiplicacao
bacteriana

m Extrato Aquoso Mulala 200 mg/mL m Extrato Aquoso Mulala 175 mg/mL

m Extrato Aquoso Mulala 150 mg/mL m Extrato Aquoso Mulala 125 mg/mL

Para o extrato organico de mukua (Figura 11) ndo foi observado qualquer efeito na inibicdo
de multiplicacdo bacteriana. Os resultados obtidos ndo estdo de acordo com o estudo efetuado
por Yagoub, (2008) que também avaliou a atividade antibacteriana do extrato organico de
mukua, tendo evidenciado efeito inibitorio sobre S. aureus, P. aeruginosa, e E. coli.

Estudos realizados por Kubmarawa et al. (2007) demonstraram que 0 uso de extratos
aquosos e organico de diversas partes de plantas do embondeiro ndo tem efeito antibacteriano
sobre P. aeroginosa, S. aureus, Candida albicans e Bacillus subtilis. Em parte, estes resultados
foram contrariados por Yagoub (2008) que investigou a atividade antibacteriana dos extratos

aguosos e
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organico de diversas partes de plantas do embondeiro tendo demonstrado o efeito inibitorio
sobre E.coli. Neste sentido, os nossos resultados (Figuras 11 e 12) diferem dos resultados
obtidos por este autor, quando afirma que o extrato organico e aquoso do embondeiro tem efeito

inibitorio sobre E.coli.

Figura 11 - Atividade do extrato organico de mlkua na inibicdo de S. aureus, P. aeruginosa, S.
Enteritidis e E. coli

Staphylococcus Listeria Pseudomonas Salmonella
aureus monocytogenes aeruginosa Enteritidis Escherichia coli

LD

M Extrato orgdnico Muikua 500 mg/mL M Extrato orgdnico Mukua 250mg/mL

cteriana

a

Multiplicagao
b

m Extrato orgdnico Mukua 150mg/mL m Extrato orgdnico Mukua 50mg/mL

Figura 12 - Atividade do extrato aquoso de mukua na inibigao de S. aureus, P. aeruginosa, S. Enteritid
e E. coli

A

Staphylococcus Listeria Pseudomonas Salmonella
aureus monocytogenes aeruginosa Enteritidis Escherichia coli

]||||

® Extrato aquoso mukua 200 mg/mL ® Extrato aquoso mukua 175 mg/mL

Inibigdo na mutiplicagdo
bacteriana

Mutiplicagdo
bacteriana

<

B Extrato aquoso mukua 150 mg/mL m Extrato aquoso mukua 125 mg/mL
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3.2 Efeito da aplicacdo dos extratos aquosos de mulala e de mikua num preparado de

carne-modelo

O efeito da aplicacdo dos extratos aquosos de mulala e mdkua em preparados de carne-
almoéndegas, foi avaliado em dois tipo de embalagem (atmosfera protetora e aerobiose) atraves
de (i) indicadores microbioldgicos com contagens microbianas (log.ufc /g) de aerdbios totais a
30°C, Enterobacteriaceae, Staphylococcus coagulase negativa, Brochothrix thermosphacta e
Bactérias do acido lactico (BAL); (ii) parametros fisico-quimicos: pH, percentagem de COg, e
de O2 e indices de cor (L*a*b*).

A Figura 13 mostra a evolugdo em media dos diferentes grupos microbianos, (a)- A.T a30°C
b)-Enterobacteriaceae c)-S. coagulase negativa e d)- BAL, nas almondegas com 1,5% de
extrato aquoso de mulala e 5% de extrato aquoso de mukua, durante um periodo de
armazenamento pré-estabelecidos (0, 4, 8, 12, 18 e 22 dias) para as trés formulacdes de

almondegas (Testemunha, 1,5% de Mulala e 5% de Mukua).

Figura 13 - Evolugdo ( médias dias) de diferentes grupos microbianos (a), (b), (c) e (d) em almdndegas
(Testemunha, 1,5% de Mulala e 5% de Mukua embaladas em atmosfera protetora e aerobiose
armazenadas a 4°C durante 22 dias.
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*|letras diferentes ( a, b, ¢ ) correspondem a diferencas significativa (P <0,05) entre médias em cada

periodo de tempo.

De um modo geral, observou-se a mesma tendéncia de multiplicacdo nas trés condigcdes em
estudo, similar a classica curva sigmoide de multiplicacdo microbiano. Contudo, verificou-se
que a formulacéo de alméndegas com adi¢do de mukua apresentou consistentemente médias de
log.ufc/g inferiores as das restantes formulagGes, para 0s quatro grupos microbianos.

As almondegas testemunha e com mulala apresentam valores médios de A.T a 30°C
semelhantes e significativamente mais elevados dos apresentados pelas almdndegas com makua
aos 8, 12 e 18 dias. As almdndegas com mukua demonstraram maior aptiddo para inibir a
multiplicacdo microbiana. No dia 22, ha diferencas significativa (P<0,00) entre as médias
obtidas com a mukua e a mulala, sendo os valores da mukua inferiores aos da mulala.

Entretanto, ndo se observaram diferencas significativas (P>0,05) entre as médias dos dois
tratamentos (mikua e mulala) e a média da testemunha. A contagem de A.T a 30 ° C, permite
estimar a totalidade dos microrganismos aerébios ou anaerdbios facultativos, sem, contudo,
especificar a que grupo mais restrito pertencem. A garantia da qualidade microbiol6gica no
preparado da carne € essencial para que o produto seja apto para o consumo. Neste sentido, 0s
critérios microbiolégicos de qualidade estabelecidos no regulamento da (CE) n° 1441/2007
devem ser rigorosamente cumpridos por todos os operadores.

Em termos de durabilidade verificou-se mediante os resultados obtidos na formulacdo da
almondega testemunha o valor inicial de A.T a 30°C no dia zero de 4,43 log.ufc/g, tendo
aumentado no dia 4 para 5,32 log.ufc/g. De acordo com o estudo efetuado por Vasilopoulos et
al., 2015, o limite de aceitabilidade para A.T é de 10° ufc /g, assim estabeleceu-se como prazo
de validade da almdndega testemunha, se conservadas a uma temperatura entre 0 e 4° C, 5 dias.

Este mesmo critério pode ser aplicado para a formulacdo da alméndega com adicdo de
mulala por apresentar valores similares de A.T a 30°C. A adicdo de mukua parece indicar um
melhor desempenho na redugéo do teor microbiano. Observou-se que no dia zero revelou um
valor de 3,92 log.ufc /g e no dia 12 o valor de 6, 35 log.ufc/g.. Estabeleceu-se entdo como prazo
de durabilidade 10 dias, aproximadamente, desde que conservadas a uma temperatura entre 0 e
4°C. Na Tabela 1 Anexo 1, estdo representados os valores das médias e desvio padrdo obtidos
nas trés formulacdes.

Em relacdo ao B. thermosphacta, ndo foram quantificados microrganismos durante os 22
dias de armazenamento, nas alméndegas, adicionadas de mikua. De acordo comVasilopoulos
et al (2015) o valor aceitavel das B.thermosphacta situa-se entre 10° e 10 “ufc/g.

Quanto a contagem de Enterobacteriaceae € de realcar a evolucdo das diferencas

encontradas entre as contagens obtidas nas alm6ndegas com mukua e as das restantes
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formulac@es, que aumentaram para mais do dobro (almdndega testemunha e com mulala), entre
os dias 4 e 22 de armazenamento. Confirmou-se a tendéncia da mukua adicionada nas
almondegas inibir com maior preponderancia a multiplicagdo microbiana. Os resultados
obtidos coincidem com os estudos efetuados por Yagoub (2008) e de Kaboré et al (2011), que
confirmaram o efeito inibitorio do extrato de mdkua para Enterobacteriaceae.

Relativamente a Staphylococcus coagulase negativa (Figura 13- ¢) demonstrou-se que as
médias de contagem nas almoéndegas com mulala e com mukua exibiram uma diferenca
significativa (P<0,01) com os resultados das contagens obtidos com as almdndegas testemunha
aos 4 dias de armazenamento. Contudo, aos 8 e 12 dias observou-se uma subida substancial dos
valores médios de contagem de Staphylococcus nas alméndegas com mulala sendo
significativas as diferencas com os resultados obtidos nas alméndegas com mukua (P<0,00).
No dia 18 observaram-se diferencas significativas entre as médias obtidas nas alméndegas das
trés formulacdes (P<0,01), sendo a almdndega com mukua a que exibiu os valores mais baixos.

Estes resultados coincidem com estudos efetuados por Yagoub (2008) que demonstraram 0
efeito inibitério do extrato aquoso de mukua sobre Staphylococcus. Contrariamente,
Kubmarawa et al. (2007) demonstraram que o extrato aquoso de mukua ndo tem efeito inibitorio
sobre Staphylococcus.

Quanto as contagens obtidas no grupo BAL (Figura 13- d), observou-se que o seu
comportamento era idéntico nas alméndegas das trés formulagdes ao longo tempo. Apenas no
dia 8 houve diferencas significativas entre a mukua e as restantes formulacdes (P<0,03).

Relativamente as contagens de B. thermosphacta, (Figura 14-a) observou-se que na
formulagdo de alméndegas com mukua esta foi inferior a 10 ufc /g. Nas formula¢fes com
mulala e testemunha, a multiplicacdo desta bactéria ndo mostrou diferencas significativas
durante o tempo de armazenamento (P>0,05). Na mesma (Figura, 14- b) observa -se a contagens
de B. thermosphacta, para a totalidade das almdndegas, em funcdo do tipo de embalagem,
tendo-se evidenciado para o dia 8 diferengas significativas entre os dois tipos de embalagem (P
<0,00). Neste sentido, foram as alméndegas com mukua sob influéncia da embalagem protetora
que exibiram os valores mais baixos de multiplicagdo microbiana. Estes resultados estdo de
acordo com os estudos efetuados por Vasilopoulos et al (2015) que observaram que as
embalagens com atmosfera protetora favorecem a estabilizagcdo do teor microbiano, controlam
as reacOes enzimaticas atrasando a degradacao e aumentam a conservacgao da carne durante um

periodo de tempo mais longo.
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Figura 14 - Multiplicacdo (log /g) de Brochothrix thermosphacta, para as trés formulacdes de
almdndegas (a) e por tipo de embalagem (b)

o
1

condi¢ido 10,0
I Testemunha
go- I Camne picada + 1.5% de Mulala

Carne picada + 5% de Mitkua

Embalagem

I Aerobiose
I Atmosfera modificada

7.5

-
o
1

5.0

257

w
o
1

o
L

0.0

Média Brochothrix termosphacta (LOG UFC/g)
Média Brochothrix termosphacta (LOG UFC/g)

b b b b b b
1.0 T T T T T T T T T T T T
0 4 8 12 18 22 0 4 8 12 18 22
Tempo (dias) Tempo (dias)
Barras: +/- 1 DP Barras: +/- 1 DP

Os resultados deste trabalho mostraram as potencialidades dos metabolitos secundarios
presentes na mudkua como aditivo natural na reducdo da multiplicacdo de algumas espécies
microbianas potencialmente patogénicas, tal como foi demonstrado nos estudos efetuados por
Assogbadjo et al. (2012), que observaram que a mukua possui compostos fitoquimicos como,
terpenos, flavonoides e taninos, substancias com propriedades antibacterianas. Resultados
similares foram previamente obtidos por Masola, Mosha & Wanbura (2009), que também
atribuiram a atividade antibacteriana da mukua sobre microrganismos patogénicos a presenca
destes compostos.

Quando se analisou o comportamento do pH nas trés formulacbes de almdndegas
(testemunha, mulala e makua), tal como se mostra na Figura 15, observaram-se diferencas

significativas P < 0,05).

Figura 15 - Avaliacdo do pH nas trés formulac6es de almbndegas
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Os valores médios de pH da almdndega adicionada de mukua foram consistentemente mais
baixos comparativamente as restantes formulac6es (Testemunha e mulala) durante o periodo
de armazenamento, sendo os valores de pH superiores na formulacdo da alméndega
testemunha.

O ligeiro aumento do pH da almbndega adicionada de mukua no dia 22, pode estar
relacionado
com a carga microbiana nesta fase de armazenamento. Estudos efetuados por Hernandez-
Macedo, Barancelli & Conteras - Castillo (2011), determinaram as carateristicas da microbiota
em carne embaladas em atmosfera protetora e a vacuo concluindo que a presenca de bactérias
anaerobias facultativas em produtos refrigerados e embalados nas condigdes referidas séo
capazes de metabolizar os aminoacidos para produzirem aminas e amoniacos, podendo causar
0 inicio do processo de deterioracdo da carne.

Em relacdo ao efeito da cor das almbndegas, os resultados demonstraram que os tipos de
embalagens (atmosfera protetora e aerobiose) a que foram sujeitas as trés formulagcbes de
preparado de carne (testemunha, mulala e mukua) durante os dias de armazenamento, ndo
influenciaram significativamente este parametro fisico-quimico (P>0,05). Estes resultados
podem ser atribuidos ao efeito das misturas de gases contidas nas embalagens, sendo 30% CO;
e 70% de N2 (Holley & Gill, 2005).

A anélise de variancia dos valores obtidos para a cor, avaliada pela luminosidade L*,
intensidade do vermelho a* e intensidade de amarelo b*no preparado de carne (almdéndegas)
em estudo esté representada na Figura 16 Foram observadas variag@es entre as trés formulacoes
de alméndegas (testemunha, mulala e mukua) durante o periodo de armazenamento. A

interacdo entre os fatores foi significativa em todos os parametros da cor.
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Figura 16 - Avaliacdo da cor nas trés formulacfes de almdndegas
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Quanto a medicao do indice L* verificou-se um valor ligeiramente baixo para a formulacéo
contendo mulala (+56,7) quando comparado com as formulagdes testemunha (+60,7) e
formulacdo com muakua (+70,9) durante os 22 dias de armazenamento. Porém, os resultados
obtidos neste estudo evidenciaram diferencas significativas (P<0,00) nos dias 0, 8 e 12 entre as
trés formulagdes. No dia 22 os resultados revelaram diferencas significativas (P<0,02) entre a
formulacdo com adicdo de mulala e a formulacdo com adicdo de mukua. A cor das alméndegas
com a adicdo de mukua aparece rosa clara explicando-se esta diferenca comparativamente com
atestemunha pela acdo do pH na carne induzida pela mikua ao provocar desnaturacao proteica e
maior reflex&o da luz. Por outro lado, a adi¢cdo de mulala torna o preparado mais escuro.

Estudos, realizados por Teixeira, Carvalho, Neves, Lima & Perreira (2013) com extratos de
vegetais adicionados a preparados de carne, registaram valores de luminosidade relativamente
baixos, estes autores concluiram que valores mais baixos de L* indicam produto mais escuro.
Os nossos resultados corroboram aos resultados obtidos por estes autores.

Quanto a intensidade do amarelo b* verificou-se que a formulacdo de 1,5% de mulala
inicialmente apresentou o valor mais baixo (+1,9) tendo aumentado gradualmente ao longo do
tempo até 6,7 no dia 22, apesar da formulacdo testemunha apresentar um valor ligeiramente
mais baixo (+6,4). Contudo nédo foram evidenciadas diferencas significativas (P>0,05) entre 0s
dias 18 e 22.

No dia zero os resultados obtidos revelam diferencas significativas P<0,04 entre as trés
formulacBes. No dia 8 a formulacdo com adigdo de mukua difere das duas formulacGes
(testemunha e mulala) ja no dia 12 observou-se diferenca significativa (P<0,03) entre a
formulagdo com adigdo de mukua e a formulagdo com adicdo mulala e estas ndo diferem da
testemunha. Segundo Alcantara et al. (2012), um dos fatores que podem influenciar este
parametro, é a oxidac&o lipidica, que é uma das principais causas de deterioracéo dos alimentos,

podendo conduzir a modificagdo de cor, do sabor e da textura. E muitas destas alteracdes
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causadas por reacdes oxidativas sdo por vezes dificeis de serem controladas devido a
complexidade e variabilidade das reagGes envolvidas, a variagdo do pH também pode
influenciar.

Relativamente ao parametro a*, observou-se no dia zero diferencas significativas (P[10,01)
entre a formulacdo testemunha (+11,7) com as formula¢ées mulala (+4,5) e mukua (+7,7),
apesar das formulagcdes mulala e mikua ndo serem diferentes entre si. No entanto, nos dias 8 e
18, ndo foram observadas diferencas P>0,05 no parametro a* nas trés formulacGes. J& no dia
12, observaram-se diferencas significativas entre a testemunha e as formulages mulala e
mukua apesar destas ndo diferenciarem entre si. No dia 22, observou-se que a formulacédo
testemunha foi apenas diferente P<0,02 da formulagdo com mulala mas ndo com formulagéo

contendo mukua.Efeito da aplicacdo do extrato aquoso a 1% de mikua na salsicha fresca

Os resultados obtidos com este trabalho mostram que a mukua foi efetiva na inibicdo da
multiplicacdo microbiana, pelo que se aplicou este extrato aquoso a 1 % na formulacdo da
salsicha fresca.

De acordo com a Figura 17, observou-se uma mesma tendéncia de multiplicagdo dos A.T. a
30°C nas duas condi¢fes em estudo (curva classica sigmoide de multiplicacdo microbiana).

Contudo, ndo foram observadas diferencgas significativas (P>0,05) entre as médias das duas

formulacgoes.

Figura 17 - Curva de multiplicacdo de A.T a 30° C e BAL em duas formulagfes de salsichas frescas
(testemunha e adicionada de 1% mukua) armazenadas ao longo do tempo de armazenamento
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As contagens de A.T. a 30 ° C na salsicha fresca (testemunha), no tempo zero, é de 3,95
log.ufc/g e na salsicha adicionada de mukua € de 4,06 log.ufc/g. No dia 5, o valor de A.T. a 30
°C passou a ser de 5,25 log.ufc/g na salsicha fresca (testemunha) e de 5,20 log.ufc/g na salsicha
com mukua (Tabelan® 1, anexo 2). Se o teor de aerdbios totais a 30 °C for estimado em 10°,logo
0 prazo de durabilidade para as duas formulagdes é de 4 dias.

Relativamente as BAL, observou-se também a mesma tendéncia de multiplicacdo nas duas
condicdes em estudo. Isto revela que estes microrganismos apresentam uma multiplicacéo
exponencial, o que revela uma boa adaptacdo ao produto carneo. Este resultado pode ter sido
influenciado por diversos fatores entre os quais se destacam o teor microbiano inicial, pH da
microbiota, métodos de processamento e o ambiente. Para as BAL, ndo se observaram
diferencas significativas (P>0,05 entre as duas formulacBes e durante o periodo de

armazenamento. Estes
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resultados podem ser explicados em parte pela capacidade de competicdo das BAL com grande
adaptacdo as matrizes carneas conforme evidenciado por Alcantara et al. (2012).

Ao que parece, a mUkua ndo inibiu os diferentes grupos de microrganismos aqui estudados,
jaque os resultados das analises de microrganismos A.T a 30 °C e BAL efetuadas em salsichas
com mukua nao mostraram diferencas significativas (P>0,05) com a testemunha.

Observou-se uma tendéncia similar na multiplicagéo das Enterobactereaceae (Figura 18)
entre as duas condicBes de salsicha (testemunha e salsicha com muakua). S6 ao fim de 20 dias
de armazenamento, a contagem de Enterobacteriaceae na salsicha com mdkua foi

significativamente superior P<0,04) a salsicha fresca (testemunha).

Figura 18 - Curva de multiplicacdo das Enterobacteriaceae, em duas formulagGes de salsichas frescas
armazenadas ao longo do tempo de armazenamento
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A julgar pelos resultados obtidos, a adicdo de mukua na percentagem utilizada ndo foi
satisfatdria quanto a sua capacidade inibitdria nesta familia de microrganismo. No entanto, esta
quantidade de apenas 1 % de mikua teve como objetivo ndo introduzir alteracdes drasticas na
cor do produto.

Quando se analisou o0 comportamento do pH nas duas formulagdes da salsicha (Figura 19),
observaram-se diferencas significativas no dia 20 (P<0,04), sendo os valores na salsicha
testemunha sempre superiores ao obtidos com salsicha com mukua. Entre o dia 0 e 10, o valor

médio de pH na salsicha testemunha diminui e a partir do dia 10 aumentou.
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Figura 19 - Avaliacdo do pH nas duas formulacdes de salsichas frescas
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Contrariamente, o pH na salsicha com mdkua mostrou um comportamento oposto, tendo
aumentado ligeiramente entre o dia 0 e 10, depois diminui do dia 10 ao dia 20 e voltou a
aumentar até ao dia 30. Esta diminui¢do do pH na salsicha com mukua entre o dia 10 e 20, ndo
chegou a criar uma situacdo acentuada de acidez de modo a provocar a inibi¢do da microbiota
do produto.

Analisando os resultados obtidos nos pardmetros da cor, verificou-se pelas médias iniciais,
que as salsicha frescas possuem tons claros (L*), avermelhados a* e *b amarelos, sendo que
estes valores, ndo apresentaram diferencas significativas entre tipos de embalagens para
P(>0,05).

Os valores iniciais de L* entre as duas formulacdes, salsichas (testemunha) e salsicha
adicionada de mukua, demonstraram valores superiores nos preparados de carne durante os 30
dias de armazenamento, tendo a salsicha (testemunha) apresentado valor (+61,0) ligeiramente
superior no de salsicha adicionada de mukua que registou o valor de (+60,9).

A medicdo dos valores do parametro a* é considerado como um dos melhores parametros
para estudar a estabilidade da cor sendo um atributo de qualidade com maior influéncia na
decisdo de compra dos consumidores (Alcantara et al., 2011). Este conceito também foi
verificado neste estudo, pois o parametro a* apresentou valores relativamente superiores na
salsicha (testemunha) com valores de (+17,7). Contudo verificou-se que a salsicha adicionada
de mukua evidenciou diferenca significativa no valor de a* no tempo 10 para um P< 0,01

comparado ao apresentado pela salsicha testemunha.
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Os valores do parametro b* na salsicha testemunha foram ligeiramente baixos. Contudo nao
foi observada diferenca significativa entre ambas as formulagGes. Na Tabela 2 do anexo 2, estao

representadas as médias dos referidos parametros

A Figura 20 mostra os resultados das analises realizadas para avaliacdo dos gases, existentes

nas embalagens protetoras usada para salsichas testemunha e salsichas com1% de mukua.

Figura 20 - Avaliacéo dos gases Oz e CO; presente nas salsichas frescas
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Observou-se que no dia 0, a concentracdo de CO2 na embalagem das salsichas com mukua
era de 28,1%, enquanto que na salsicha testemunha o valor era de 28,5. No referido periodo, a
presenca de O foi residual nas duas formulagdes. Estes valores estdo de acordo com os valores
recomendados para este tipo de embalagens demonstrando as vantagens da utilizacdo deste tipo

de embalagens no prolongamento da vida util da carne (Holley & Gill, 2005)
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4 Conclusoes

Os extratos vegetais utilizados, mostraram ser efetivos na inibi¢cdo dos microrganismos
patogénicos e deterioradores.

Entre os extratos utilizados para comprovar a atividade antibacteriana, o extrato aquoso com
adicdo de 5% de mukua, mostrou ser o melhor candidato como aditivo natural no produto
carneo-modelo. Contudo, podera ser otimizada a sua incorporagéo para se conseguir esse efeito
sem gue se produzam alteracdes nas caracteristicas organoléticas.

O extrato aquoso adicionado numa concentracdo de 1% de mukua mostrou ser insuficiente para

inibir a multiplicacdo da microbiota com aumento do periodo de vida das mesmas. Contudo, a
sua incorporacdo poderd ser otimizada para se conseguir esse efeito sem que se produzam

alteracdes nas caracteristicas organoléticas.

4.1 Recomendac0es

Aprofundar os estudos comprovativos da atividade antibacteriana de extratos vegetais,
em particular da mdkua e da mulala.
Realizar ensaios de otimizacdo da aplicacdo da mukua em produtos carneos.
Incentivar as pesquisas locais sobre 0 nosso patriménio natural com pesquisas cientificas, de
modo a que as informac6es sejam documentadas para posterior uso.
Avaliar a potencial utilizacdo de outros extratos vegetais, ainda ndo estudados, como aditivos

naturais.
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6 Anexos

Anexo 1

ALMONDEGAS

Medidas de Aerdbios totais

Tempo (dias)

Condicéo 0 4 8 12 18 22 Total
Testemunha  Aerobiose N 3 3 3 3 3 3 18
Media | 4.433| 5.323| 7.083| 7.710| 7.313| 7.663 6.588
DP 0.483| 1.729| 0.846| 0.956| 0.660| 0.785 1.536
Atmosfera N 3 3 3 3 3 15
protetora  p¢dia 5170| 7.013| 7.307| 7.383| 7.723 6.919
DP 1.488| 0.857| 0.989| 0.755| 0.857 1.274
Total N 3 6 6 6 6 6 33
Média | 4.433| 5.247| 7.048| 7.508| 7.348| 7.693 6.738
DP 1 0483| 1.445| 0.763| 0.898| 0.636| 0.736 1.411
Carne picada Aerobiose N 3 3 3 3 3 3 18
K/Iuliiz% de Média | 4.210| 5.737| 6.767| 8.093| 8.477| 8.340 6.937
DP 0.219| 1.149| 0.012| 0.237| 0.531| 1.401 1.733
Atmosfera N 3 3 3 3 3 15
protetora \gdia 5.343| 6.747| 8.340| 8.347| 8.227 7.401
DP 0.885| 0.127| 0.312| 0.306| 1.330 1.386
Total N 3 6 6 6 6 6 33
Média | 4.210| 5540| 6.757| 8.217| 8.412| 8.283 7.148
DP 0.219| 0.942| 0.081| 0.282| 0.394| 1.223 1.578
Carne picada Aerobiose N 3 3 3 3 3 3 18
K/IUkL?a% de Média | 3.927| 3.877| 4.920| 6.353| 5.840| 6.693 5.268
DP 0.237| 1.154| 1.298| 0.081| 1.164| 0.350 1.357
Atmosfera N 3 3 3 3 3 15
protetora  \gdia 4.103| 4.257| 6.220| 5.203| 6.563 5.269
DP 0.855| 1.801| 0.166| 1.724| 0.381 1.443
Total N 3 6 6 6 6 6 33
Meédia | 3.927| 3.990| 4.588| 6.287| 5.522| 6.628 5.269
DP 0.237| 0.917| 1.450| 0.138| 1.361| 0.335 1.374
Total Aerobiose N 9 9 9 9 9 9 54
Média | 4.190| 4.979| 6.257| 7.386| 7.210| 7.566 6.264
DP 0.364| 1.458| 1.274| 0.933| 1.352| 1.090 1.684
Atmosfera N 9 9 9 9 9 45
protetora nedia 4872| 6.006| 7.289| 6.978| 7.504 6.530
DP 1.127| 1.653| 1.058| 1.689| 1.099 1.625
Total N 9 18 18 18 18 18 99
Média | 4.190| 4.926| 6.131| 7.337| 7.094| 7.535 6.385
DP 0.364| 1.265| 1.438| 0.969| 1.489| 1.062 1.655
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Anexo 2

AT
Tempo (dias)
Condicao 0 5 10 20 30 Total
Salsicha N 3 3 3 3 3 15
Media 3.953 5.250 6.743 7570 9.083 6.520
DP 0.473 1.264 1.405 1.273| 0.780 2.067
Salsicha + N 3 3 3 3 3 15
1% de A
. Media 4.067 5.207 6.543 7.747|  8.690 6.451
Mukua DP
0.414 0.850 1.348 0.832| 0.823 1.889
Total N 6 6 6 6 6 30
Media 4.010 5.228 6.643 7.658| 8.887 6.485
DP 0.402 0.963 1.236 0.967| 0.749 1.946
SALSICHAS
Médias Aerdbios totais a 30
Médias do parametro da luminosidade
L
Tempo (dias)
Condicao 0 5 10 20 30 Total
Salsicha N 3 3 3 3 3 15
Media 68.006 65.019 61.720 60.728 60.967 63.288
DP 5.149 6.700 4.293 7.270 1.804 5.417
Salsicha + 1% N 3 3 3 3 3 15
de Mikua Média 66.456| 65450 65.674| 62.208| 61.091| 64.176
DP 2.869 2.728 5.435 5.013 2.065 3.933
Total N 6 6 6 6 6 30
Media 67.231 65.234 63.697 61.468 61.029 63.732
DP 3.823 4581 4.887 5.644 1.736 4.673
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Médias do parametro a*

A
Tempo (dias)
Condicéo 0 5 10 20 30 Total
Salsicha N 3 3 3 3 3 15
Média 17.658 15.687 16.942 | 15.390 12.809 |  15.697
DP 2.131 2.234 0.213|  1.309 1.245 2.190
Salsicha + 1% de N 3 3 3 3 3 15
Mukua Média 16.844 |  14.414 14.816| 13.953 14.403|  14.886
DP 1.430 2.860 0.369| 0.303 2.451 1.860
Total N 6 6 6 6 6 30
Média 17.251 15.051 15.879 | 14.672 13.606 15.292
DP 1.683 2.399 1.196| 1.158 1.946 2.039
Médias do parametro b”*
B
Tempo (dias)
Condicéo 0 5 10 20 30 Total
Salsicha N 3 3 3 3 3 15
Média 8.882 5.836 5112 4.991 5.663 6.097
DP 3.513 0.474 1.116| 1.568 1.501 2.198
Salsicha+ 1% de N 3 3 3 3 3 15
Mukua Média 7930|  7500|  6412| 5557| 5216 6523
DP 2.222 1.415 1.607| 0.325 0.514 1.616
Total N 6 6 6 6 6 30
Média 8.406 6.668 5.762| 5.274 5.439 6.310
bP 2.680 1.312 1.427|  1.059 1.033 1.908
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