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RESUMO: Como o emprego de aditivos químicos na indústria de alimentos tem sido alvo de questionamentos quanto a sua segurança, as pesquisas encontram-se voltadas para a busca de compostos naturais que exibam esta propriedade funcional. Neste trabalho, o efeito do uso de extrato de marcela (Achyrocline satureioides) como antioxidante natural em salsichas elaboradas com carne mecanicamente separada de tilápia foi avaliado. O nível de compostos fenólicos no EM foi de 114,1 ± 2,9 mg GAE/g de extrato e a atividade sequestradora do radical livre DPPH foi de 94,95% ± 1,34. A adição de 0,5 e 0,75% de ME diminuiu significativamente a oxidação lipídica. A qualidade sensorial não foi afetada pela adição do ME e a adição de 0,75% impediu a diminuição da aceitação sensorial durante o armazenamento. 
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INTRODUÇÃO

Apesar de ter um baixo valor econômico, o resíduo da filetagem da tilápia possui uma porção muscular de boa qualidade que pode ser utilizada para alimentação humana. No entanto, a retirada manual é difícil e economicamente inviável. Desta forma, para se separar a carne que fica aderida na carcaça é necessário utilizar máquinas despolpadoras. O produto obtido, o qual é conhecido como carne mecanicamente separada (CMS) apresenta uma alta qualidade nutricional (Neves et al., 2004).

Devido à qualidade sensorial, baixo custo de comercialização, praticidade e conveniência, a salsicha é um produto cárneo emulsionado amplamente acessível e de grande aceitação pelos consumidores e estudos já mostraram que este produto tem grande potencial para a aplicação da CMS de tilápia (Oliveira Filho et al., 2010, 2012). No entanto, a maioria dos lipídeos presentes na CMS de tilápia são compostos por ácidos graxos insaturados muito susceptíveis à oxidação, formando compostos que causam alterações na cor, sabor e aroma (Burt & Hardy, 1992). 
Como o emprego de aditivos químicos na indústria de alimentos tem sido alvo de questionamentos quanto a sua segurança, as pesquisas encontram-se voltadas para a busca de compostos naturais que exibam esta propriedade funcional (Govaris et al., 2010). Estudos mostraram que o extrato da marcela (Achyrocline satureioides) apresenta elevado teor de polifenóis, podendo possuir portanto potentes efeitos antioxidantes e antimicrobianos (Pereira et al., 2008; Takeuchi et al., 2009). O extrato de macela teve sua ação antioxidante comprovada em estudos realizados com salame (Campagnol et al., 2011). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do extrato de marcela (Achyrocline satureioides) como antioxidante natural em salsichas elaboradas com CMS de tilápia. 
MATERIAL E MÉTODOS
Elaboração do extrato de marcela: O produto vegetal seco (inflorescências da marcela) foi homogeneizado com solvente, transferido para um béquer e deixado em agitação durante 1 hora à temperatura ambiente. Transcorrido este período procedeu-se a filtração utilizando-se papel de filtro Whatman no 6. A parte sólida foi submetida a mais duas extrações sucessivas, com o objetivo de extrair totalmente o princípio ativo da matéria-prima. Os 3 filtrados foram recolhidos e concentrados em rotaevaporador (Rotavapor® RE 120 - Büchi, Flawil, Suiça) até a evaporação do etanol. O volume do extrato foi ajustado para 50 mL com água destilada. O extrato foi mantido sob refrigeração em frasco de vidro, ao abrigo da luz. Na elaboração do extrato a relação líquido-sólido foi de 12:1. Na primeira extração o solvente empregado foi uma mistura de etanol 95% com água destilada (12:1) e nas duas seguintes etanol 95% (Campagnol et al., 2011).

Compostos fenólicos totais e atividade sequestradora do radical livre DPPH: A determinação dos compostos fenólicos totais e da atividade sequestradora do radical livre DPPH do extrato de marcela foram realizadas em triplicata. A determinação dos compostos fenólicos totais foi realizada segundo a metodologia de Ozsoy et al. (2008) e a atividade sequestradora do radical livre DPPH foi determinada de acordo com a metodologia de Blios (1958). 

Aplicação do extrato de marcela em salsicha de carne mecanicamente separada de tilápia: Foram elaborados quatro tratamentos para determinar o efeito do extrato de marcela na oxidação lipídica, qualidade microbiológica e sensorial de salsichas elaboradas com CMS de tilápia. Os tratamentos foram elaborados de acordo com a formulação descrita na Tabela 1. 
	Tabela 1 - Formulação das salsichas de CMS tilápia produzidas com três níveis de extrato marcela

	(%)
	Controle
	M0,25
	M0,5
	M0,75

	CMS de tilápia*
	81,17
	81,17
	81,17
	81,17

	Toucinho**
	10
	10
	10
	10

	Extrato de marcela
	-
	0,25
	0,5
	0,75

	Cloreto de sódio 
	2,00
	2,00
	2,00
	2,00

	Carragena
	0,25
	0,25
	0,25
	0,25

	Glutamato monossódico 
	0,38
	0,38
	0,38
	0,38

	Sal de cura
	0,25
	0,25
	0,25
	0,25

	Tripolifosfato de sódio 
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2

	Fixador de cor
	0,25
	0,25
	0,25
	0,25

	Alho em pó 
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2

	Pimenta preta
	0,1
	0,1
	0,1
	0,1

	Pimenta Jamaica
	0,1
	0,1
	0,1
	0,1

	Cebola em pó
	0,1
	0,1
	0,1
	0,1

	Gelo
	5
	4,75
	4,5
	4,25

	Total
	100
	100
	100
	100

	*Carne mecanicamente separada de tilápia (média±desvio padrão): Umidade (78,5%±1,02); Lipídeos (5,02%±0,85); Proteínas (16,05%±0,65) e Cinzas (1,5%±0,36).**Toucinho: Umidade (13.39%±0.68); Lipídeos (78,50%±1,25); Proteínas (8,02%±0,32) e Cinzas (1,5%±0,36).


Processo de fabricação da salsicha de CMS de tilápia: Primeiramente a CMS de tilápia e o cloreto de sódio foram colocados no cutter (Modelo KJ20, Jamar, Brasil) para a extração das proteínas miofibrilares. Quando a temperatura da mistura alcançou 8°C, os demais ingredientes e o toucinho foram lentamente adicionados e procedeu-se a cominuição até a completa homogeneização. A mistura foi embutida em tripas de celulose (Viskase, Brasil) de 20 mm de diâmetro com auxílio de uma embutidora manual (Modelo EJV15, Jamar, Brasil). As salsichas foram cozidas em água de acordo com o seguinte ciclo de cozimento: 60ºC por 30 minutos, 70ºC por 30 minutos e 80ºC até a temperatura interna do produto atingir 72ºC. Após o cozimento, as salsichas foram imediatamente resfriadas em banho de gelo e então, as tripas foram retiradas e os tratamentos foram embalados a vácuo (Seladora Selovac 200, Selovac, Brasil). As amostras foram armazenadas sob refrigeração (4±1ºC) durante 28 dias. 

Análise de TBARS: A extensão geral da oxidação lipídica foi determinada em triplicata pelo índice de TBARS (Raharjo et al., 1992), que foi expresso em miligramas de malonaldeído por kg de amostra.  Os valores de pH, cor e TBARS foram determinados após zero, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento.

Análise sensorial: Foi realizado um teste sensorial de aceitação utilizando-se uma escala hedônica estruturada de nove pontos, variando de desgostei muitíssimo a gostei muitíssimo. Assim, os atributos de cor, aroma, sabor, textura e aceitação global das amostras foram avaliados por 60 consumidores não treinados, mas consumidores habituais de produtos à base de pescado (Meilgaard et al., 1999). As amostras foram avaliadas por cada consumidor de forma monádica em duas sessões e a ordem de apresentação seguiu um delineamento balanceado conforme descrito por Macfie et al. (1989). As salsichas foram aquecidas em água por 5 minutos, cortadas em pedaços de 2 cm de comprimento e servidas juntamente com água na temperatura ambiente e biscoito de água e sal. Os provadores com idades entre 18 e 60 anos foram recrutados entre estudantes, funcionários e professores do Instituto Federal do Triângulo Mineiro, Campus Uberaba. As análises sensoriais foram realizadas logo após a fabricação (dia 0) e após 14 e 28 dias de armazenamento refrigerado.

Análise estatística: Os resultados foram analisados pela análise de variância (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey, considerando o nível de significância de 5% (p ≤ 0,05), utilizando o pacote estatístico Statistica 7.0.
RESULTADOS E DISCUSSÃO

O nível de compostos fenólicos no EM foi de 114.1 ± 2.9 mg GAE/g de extrato e a atividade sequestradora do radical livre DPPH foi de 94.95% ± 1.34. A alta atividade sequestradora do radical livre DPPH e o alto nível de compostos fenólicos do EM já foi reportado em estudos anteriores (Pereira et al., 2008; Takeuchi et al., 2009).
O teste de TBARS é o método mais usual para acompanhar a evolução da oxidação lipídica em carnes e produtos cárneos. De acordo com Gray e Pearson (1987), o gosto de ranço é inicialmente detectado em produtos cárneos entre os valores de TBARS de 0,5 a 2,0 mg de malonaldeído por quilograma de amostra. As mudanças nos valores de TBARS das salsichas de CMS de tilápia adicionadas de extrato de marcela são apresentadas na Tabela 2. Os valores de TBARS em todos os tratamentos aumentaram significativamente durante o armazenamento e este aumento pode ser atribuído à desidratação parcial das salsichas e aumento da oxidação dos ácidos graxos insaturados (Mendes et al., 2009). O pequeno aumento dos valores de TBARS durante os 28 dias de armazenamento pode ser atribuído a embalagem à vácuo, já que nesta embalagem existe menos oxigênio disponível para oxidação.

Nos dias 0, 7 e 14 não se observou diferença significativa nos valores de TBARS entre os tratamentos. No 21º dia de armazenamento os tratamentos adicionados de extrato de marcela apresentaram valores de TBARS significativamente menores que o controle. Uma diferença significativa também foi observada entre o tratamento M0,75 e os tratamentos M0,25 e M0,5. Comportamento similar também foi observado no 28º dia de armazenamento, onde os tratamentos M0,5 e M0,75 apresentaram valores de TBARS inferiores ao controle (p≤0,05). 

Os resultados do presente estudo mostraram que a adição do extrato de marcela protegeu as salsichas de CMS de tilápia da oxidação lipídica. Isto pode ser atribuído ao alto teor de compostos fenólicos presentes no extrato, já que estudos têm demonstrado a relação positiva entre o teor de compostos fenólicos e atividade antioxidante (Velioglu et al., 1998). A atividade antioxidante dos compostos fenólicos está associada com o grupo hidroxila ligado ao anel aromático, o qual é capaz de doar elétrons com átomos de hidrogénio e neutralizar os radicais livres. Esse mecanismo bloqueia futuras degradações para formas oxidantes mais ativas, como o malonaldeído (Radha krishnan et al., 2014).
	Tabela 2 - Valores de TBARS durante o armazenamento das salsichas de CMS de tilápia adicionadas de extrato de marcela

	
	Dias
	Controle
	M0,25
	M0,5
	M0,75

	TBARS (mg MDA/kg amostra)
	0
	0,044±0,040Ae
	0,019±0,020Ae
	0,035±0,010Ad
	0,026±0,001Ac

	
	7
	0,096±0,009Ad
	0,055±0,036Ad
	0,049±0,014Acd
	0,044±0,015Abc

	
	14
	0,124±0,024Ac
	0,089±0,024Ac
	0,067±0,023Ac
	0,069±0,023Ab

	
	21
	0,318±0,035Ab
	0,150±0,055Bb
	0,119±0,006Bb
	0,08±0,006Cb

	
	28
	0,370±0,047Aa
	0,319±0,030Aba
	0,268±0,032BCa
	0,201±0,017Ca

	Média ± Desvio Padrão. Médias na mesma linha acompanhadas de mesma letra em maiúsculo não diferem significativamente pelo teste de Tukey (p>0,05). Médias na mesma coluna acompanhadas de mesma letra em minúsculo não diferem significativamente pelo teste de Tukey (p>0,05). Controle (0% extrato de marcela); M0,25 (0,25% extrato de marcela); M0,5 (0,5% extrato de marcela); M0,75 (0,75% extrato de marcela).


Os resultados da aceitação sensorial das salsichas de CMS de tilápia adicionadas de extrato de marcela são apresentados na Tabela 3. Segundo Labuza & Schmidl (1988), considera-se o final da vida útil do produto quando ocorre uma diminuição de 1,5 pontos nas notas do atributo aceitação global. Neste experimento isto não ocorreu em nenhuma amostra, indicando que todos os tratamentos podem ser considerados aceitáveis até o 28º dia de armazenamento. O extrato de marcela não influenciou significativamente nenhum dos atributos sensoriais analisados. Resultados semelhantes foram obtidos por Campagnol et al. (2011) ao analisarem o efeito do extrato de marcela na qualidade de salames. O controle e o tratamento M0,25 apresentaram uma redução significativa nas notas de todos os atributos durante os 28 dias de armazenamento. Já o tratamento M0,5 apresentou uma redução significativa nas notas de aroma durante o armazenamento, enquanto que nenhum dos atributos sensoriais analisados foi afetado significativamente pelo tempo de armazenamento no tratamento M0,75. 
	Tabela 3 - Resultados da aceitação sensorial durante o armazenamento das salsichas de CMS de tilápia adicionadas de extrato de marcela

	
	Dias
	Controle
	M0,25
	M0,5
	M0,75

	Cor
	0
	7,78±0,94Aa
	7,56±1,44Aa
	7,16±1,61Aa
	7,39±1,71Aa

	
	14
	6,61±1,52Ab
	6,67±1,73Ab
	6,64±1,55Aa
	6,60±1,81Aa

	
	28
	6,17±1,94Ab
	6,06±2,03Ab
	6,60±1,66Aa
	6,84±1,92Aa

	Aroma
	0
	7,94±0,88Aa
	7,66±1,41Aa
	7,71±1,35Aa
	7,23±1,52Aa

	
	14
	6,65±1,68Ab
	6,63±1,71Ab
	6,34±1,95Ab
	6,44±1,95Aa

	
	28
	6,48±1,83Ab
	6,16±2,12Ab
	6,35±1,86Ab
	6,35±1,90Aa

	Sabor
	0
	7,84±1,05Aa
	7,59±1,24Aa
	7,32±1,22Aa
	7,19±1,72Aa

	
	14
	6,76±1,82Ab
	6,94±1,95Aab
	6,94±1,35Aa
	7,04±1,69Aa

	
	28
	6,48±1,79Ab
	6,55±1,98Ab
	6,63±1,79Aa
	6,67±1,84Aa

	Textura
	0
	7,44±1,32Aa
	7,25±1,41Aa
	6,87±1,65Aa
	6,94±1,63Aa

	
	14
	6,50±1,73Ab
	6,70±1,79Aab
	6,70±1,67Aa
	6,42±1,92Aa

	
	28
	6,00±1,83Ab
	6,00±1,94Ab
	6,15±1,88Aa
	6,14±1,99Aa

	Aceitação global
	0
	7,44±1,11Aa
	7,78±1,36Aa
	7,19±1,40Aa
	7,45±1,55Aa

	
	14
	6,72±1,56Ab
	6,89±1,51Ab
	6,86±1,51Aa
	6,86±1,58Aa

	
	28
	6,63±1,78Ab
	6,53±1,92Ab
	6,46±2,00Aa
	6,67±1,90Aa

	Média ± Desvio Padrão. Médias na mesma linha acompanhadas de mesma letra em maiúsculo não diferem significativamente pelo teste de Tukey (p>0,05). Médias na mesma coluna e no mesmo atributo acompanhadas de mesma letra em minúsculo não diferem significativamente pelo teste de Tukey (p>0,05). Controle (0% extrato de marcela); M0,25 (0,25% extrato de marcela); M0,5 (0,5% extrato de marcela); M0,75 (0,75% extrato de marcela).


CONCLUSÃO
O extrato de marcela nas concentrações de 0,5 e 0,75% reduziu os valores de TBARS durante a vida útil de salsichas elaboradas com CMS de tilápia. A qualidade sensorial não foi afetada pela adição do extrato e a adição de 0,75% impediu a diminuição da aceitação sensorial durante o armazenamento. Portanto, devido a suas propriedades antioxidantes o extrato de marcela é uma alternativa para tornar este produto mais seguro para os consumidores.
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