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Resumo

O mercado agropecudrio brasileiro tem crescido e ocupado cada vez mais espaco na economia mundial. O Brasil é 0
segundo maior produtor e consumidor de carne bovina, atras apenas dos Estados Unidos. Os fatores intrinsecos da
carne contribuem para a proliferacdo microbiana e rapida deterioragdo, surgindo a necessidade produzir uma
alternativa natural para a conservacdo de alimentos, sendo acessivel e com baixo custo para a populagdo. O trabalho
teve por objetivo avaliar o potencial de conservacdo do gel da Manihot esculenta adicionado 6leo essencial de copaiba
(Copaifera officinalis) e extrato de beterraba (Beta vulgaris L.) na extensdo da vida de prateleira da carne bovina. O
potencial antimicrobiano do éleo de copaiba foi determinado com a difusdo em disco, determinacéo das concentragdes
inibitérias e bactericidas minimas do éleo por microdilui¢do, composi¢do quimica, vida de prateleira através da cor,
pH e microbiota durante o periodo de armazenamento das amostras controles e tratamento. Dentre os resultados, o pH
inicial da amostra controle foi 5,25 + 0,05 e final 5,93 + 0,03, a amostra OCB 5,28 + 0,01 ao final 5,37 + 0,008 e a
amostra BET entre 5,21 + 0,08 a 5,39 + 0,05. J4, a analise microbioldgica inicial da amostra controle dos mesofilos
aos 20 minutos de 3,06 para 5,27 log UFC/g no 7° dia, a amostra OCB iniciou 3,26 para 5,14 log UFC/g e a amostra
BET, partiu de 3,39 a 4,73 log UFC/g. Os resultados obtidos despertam proximos estudos para exploragdo de novas
dosagens nesta matriz.

Palavras-chave: Carne bovina; Vida de prateleira; Oleo balsamo; Copaifera officinalis; Manihot esculenta.

Abstract

The Brazilian agricultural market has grown and occupies more and more space in the world economy. Brazil is the
second largest producer and consumer of beef, behind only the United States. The intrinsic factors of meat contribute
to microbial proliferation and rapid deterioration, and there is a need to produce a natural alternative for food
preservation, being accessible and at a low cost to the population. The objective of this work was to evaluate the
conservation potential of Manihot esculenta gel added with copaiba essential oil (Copaifera officinalis) and beet
extract (Beta vulgaris L.) in extending the shelf life of beef. The antimicrobial potential of copaiba oil was determined
by disc diffusion, determination of the minimum inhibitory and bactericidal restrictions of the oil by microdilution,
chemical composition, shelf life through color, pH and microbiota during the period of storage of controls and control.
Among the results, the initial pH of the control sample was 5.25 + 0.05 and the final 5.93 + 0.03, the OCB sample
5.28 £ 0.01 at the end 5.37 £ 0.008 and the BET sample between 5 , 21 + 0.08 to 5.39 + 0.05. An initial
microbiological analysis of the control sample of mesophiles at 20 minutes from 3.06 to 5.27 log UFC / g on the 7th
day, the OCB sample started 3.26 to 5.14 log UFC / g and the BET sample, started from 3.39 to 4.73 log UFC / g. The
results obtained arouse studies to explore new dosages in this matrix.
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Resumen

El mercado agricola brasilefio ha crecido y ocupa cada vez mas espacio en la economia mundial. Brasil es el segundo
mayor productor y consumidor de carne vacuna, solo detras de Estados Unidos. Los factores intrinsecos de la carne
contribuyen a la proliferaciéon microbiana y al rapido deterioro, y existe la necesidad de producir una alternativa
natural para la conservacion de alimentos, accesible y de bajo costo para la poblacién. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el potencial de conservacion del gel de Manihot esculenta agregado con aceite esencial de copaiba (Copaifera
officinalis) y extracto de remolacha (Beta vulgaris L.) para extender la vida Util de la carne vacuna. El potencial
antimicrobiano del aceite de copaiba se determind mediante difusion en disco, determinacién de las restricciones
minimas inhibitorias y bactericidas del aceite por microdilucién, composicién quimica, vida util a través del color, pH
y microbiota durante el periodo de almacenamiento de controles y control. Entre los resultados, el pH inicial de la
muestra de control fue 5.25 = 0.05 y el final 5.93 £ 0.03, la muestra OCB 5.28 + 0.01 al final 5.37 + 0.008 y la
muestra BET entre 5, 21 £+ 0,08 a 5,39 £ 0,05. Un analisis microbiologico inicial de la muestra de control de
mesofilos a los 20 minutos de 3.06 a 5.27 log UFC / g en el séptimo dia, la muestra de OCB comenzé 3.26 a 5.14 log
UFC / gy la muestra BET, comenz6 de 3,39 a 4,73 log UFC / g. Los resultados obtenidos despiertan estudios para
explorar nuevas dosificaciones en esta matriz.

Palabras clave: Carne; Duracion; Aceite de balsamo; Copaifera officinalis; Manihot esculenta.

1. Introducéo

A atividade pecuéria possui grande relevancia para economia brasileira. Esse setor vem ganhando destaque no cenério
nacional e mundial, devido a constante evolucdo e expansdo no mercado. Dados registrados pela Associacdo Brasileira das
Industrias Exportadoras de Carnes (ABIEC) demonstram que Produto Interno Bruto (PIB) e o valor monetario arrecadado no
ano de 2018, superaram positivamente o ano anterior (ABIEC, 2019).

Desde o ano de 2015, o rebanho bovino brasileiro é considerado o maior no mundo para fins comerciais, além de ser
considerado o segundo maior consumidor e exportador da carne bovina, atras apenas dos Estados Unidos (Carvalho & Zen,
2017).

Em virtude de suas caracteristicas intrinsecas que a tornam um produto de alta perecibilidade, é mais suscetivel ao
surgimento de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA). Desse modo, a carne bovina pode sofrer contaminacao
microbioldgica e acelerar a degradacdo de glicogénio por via endbgena, quando o animal ainda estd vivo e de maneira
exogena, no periodo apds a morte, denominado de post mortem (Palma, 2017).

No Brasil, em 2018, pelo menos 18.992 pessoas foram expostas as DTA, sendo contabilizados 503 casos de surtos e
731 hospitalizagdes resultando em 9 ébitos, cujas andlises confirmaram a Escherichia coli (E. coli) como agente etiol6gico em
41 surtos e a Salmonella spp em 13 surtos, sendo estes 0s patdgenos mais preocupantes (Brasil, 2019). Segundo a legislacao
vigente, os niveis toleraveis de microrganismos sdo 25g de Salmonella spp em carnes bovinas “in natura”, resfriadas ou
congeladas (ANVISA, 2001). Embora ndo haja a quantificacio exata dos gastos publicos com essas doencas, hé a necessidade
de politicas publicas efetivas, que visem garantir 0 acesso a alimentos seguros, saudaveis e proprios para 0 consumo humano
(Gomes, 2015).

Em relacdo a deterioracdo, sabe-se que a partir do armazenamento e processamento inadequados, a carne bovina
refrigerada torna-se mais propensa a deterioragdo microbiana de psicotréficos como Pseudomonas (P. aeruginosa),
Acinectobacter, Moxarella e Aeromonas, pois, possuem maior afinidade com a temperatura de resfriamento de 0° a 7 °C
(Soares, Silva & Gais, 2017).

Neste sentido, no processo de conservacdo, a embalagem é indispensavel tanto para garantia da seguranca
microbioldgica, como para a qualidade nutricional e sensorial (cor, sabor, aroma) da carne bovina (Moraes & Junior, 2016).
Com esse propésito, é crescente 0 emprego de embalagens ativas, sendo biodegradaveis, capazes de absorver umidade, reduzir

o desperdicio, aumentar a qualidade do produto e sua vida de prateleira (Nolléto, 2018).
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Para aprimorar as embalagens biodegradaveis, ha o acréscimo de outras substancias. O extrato de beterraba roxa (Beta
vulgaris L.), por sua vez, é um produto natural e possui alta concentragdo de betalaina em sua composicéo (Gongalves, et al.,
2015; Guerreiro-Rubio, et al., 2020). Esse composto pigmentoso é responsavel por conferir coloracdo e sabor marcantes e
exerce atividades antimicrobiana, antioxidante, antitumoral, anti-inflamatéria (Sarker, et al., 2018; Guerreiro-Rubio, et al.,
2020).

No mesmo contexto, os 6leos essenciais sdo capazes de promover atividade antimicrobiana, associados ou ndo a
outras substancias. Dentre eles estdo, o éleo de copaiba balsamo (Copaifera officinalis), amplamente utilizado no Brasil em
virtude de suas fungdes: anti-inflamatoria, antisséptica, cicatrizante em feridas e lesdes (Sousa, 2018).

Desse modo, o presente trabalho visou contribuir com alternativas naturais para a conservacdo de alimentos e que
possuam baixo custo e facil acesso para a populagdo. Ao utilizar o dleo de copaiba balsamo (Copaifera officinalis) com o
extrato da beterraba (Beta vulgaris L.) e o gel da fécula de mandioca (Manihot esculenta) no combate a deterioracdo das

carnes, buscou estender sua vida de prateleira e evitar alteragdes indesejaveis no produto.

2. Metodologia
Desenho do estudo

Trata-se de um estudo experimental, cujos tratamento se deram através da utilizacdo de um gel produzido com fécula
de mandioca (Manihot esculenta), extrato de beterraba (Beta vulgaris L.) e adicionado de 6leo de copaiba balsamo (Copaifera
officinalis). Desse modo, as amostras foram definidas como: amostra controle (sem nenhum tipo de tratamento), OCB, ou seja,
amostras foram tratadas com gel da fécula de mandioca (Manihot esculenta) contendo 15% de extrato de beterraba e 6leo
balsamo de copaiba (Copaifera officinalis) a 10u/mL, e amostras BET, as quais foram tratadas apenas com o gel de fécula de

mandioca contendo 15% de extrato de beterraba.

Obtencdo e caracterizagdo quimica do 6leo de copaiba balsamo (Copaifera officinalis)

O o6leo de copaiba balsamo (Copaifera officinalis) utilizado foi obtido através da Ferquima Inddstria e Comércio
LTDA. Sua composicdo quimica foi realizada por cromatografia gasosa, utilizando cromatégrafo de gas AGILENT 7820A
(GC) com uma coluna capilar HP-5 (30m x 0,32mm x 0,5 um). O detector FID foi utilizado a temperatura de 250 °C e com

energia de ionizacdo de 70 eV, no modo de impacto de elétrons.

Teste de difusdo em meio solido

O método difusdo em disco foi utilizado na verificacdo do efeito inibitdrio dos 6leos contra microrganismos como
Listeria monocytogenes, P. aeruginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Dessa maneira, o método foi utilizado para
detectar a sensibilidade dessas cepas bacterianas, as quais foram utilizadas contendo aproximadamente 1,5 x 108 UFC/ml, e
inoculadas em meio agar Mueller Hinton (Kasvi, Italia).

Com a solidificacdo do meio, houve o acréscimo de discos de papel filtro estéril (Oxoid) de 6 mm de didmetro
embebidos com 10uL do 6leo, outro disco em &gua deionizada estéril e outro com antibiético Meropenem (10 mg, Oxoid),
estes dois Gltimos como controles negativo e positivo, respectivamente. Em seguida, as placas foram incubadas a 37 °C por 24
horas.

Apo6s o periodo de incubagdo, houve a aferigdo das medidas do didmetro das zonas de inibicdo e o didmetro dos
discos, ambos em milimetros. Foi utilizada a classificagdo de Ponce, et al., (2003) que indica a sensibilidade das cepas

bacterianas ao 6leo, sendo considerada ndo sensivel, quando diametro total for menor que 8 mm, sensivel para diametro total
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entre 9 a 14 mm, muito sensivel para diametro total de 15 a 19 mm e extremamente sensivel, quando o didmetro total superou

20 mm. Os ensaios foram realizados em duplicata.

Determinacéo da concentracgdo inibitéria minima (cim) e concentracao bactericida minima (cbm)

As cepas padrao foram cedidas pelo Laboratdrio experimental de analise de alimentos (LEAAL) do Departamento de
Nutri¢do, da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Os in6culos das cepas bacterianas foram preparados a partir da suspensao em solugdo salina estéril (NaCl) a 0,85%,
logo apds, as bactérias foram descongeladas e crescidas durante a noite em caldo BHI a 37 °C (Carvalho, et al., 2015, Silva al.,
2019). A turbidimetria foi ajustada para 0,5 da escala McFarland e padronizada sob espectrofotdmetro (KAZUAKI, IL-592-
LC). Para determinar a CBM e CIM, a suspensao bacteriana e o 6leo foram submetidos a microdiluicdo em microplacas de 96
pogos contendo caldo Mueller Hinton (Kasvi, Italia) e incubadas a 37 + 1 °C por 24 horas.

Ap0s esse periodo de incubag@o, houve o acréscimo de uma aliquota de 30 puL de resazurina (0,01%, m/v) (INLAB,
Brasil) preparada em solucéo aquosa e adicionada ao pogo como descrito por Carvalho, et al., 2015. Por volta de 20 minutos de
incubacdo percebendo-se mudanca visual da coloracéo, onde, incialmente era azul modificando para rosa ou roxo, indicando

crescimento bacteriano.

Efeito da adigédo do dleo de copaiba balsamo (Copaifera officinalis) no tempo de vida de prateleira da carne bovina: PH,
cor, andlise microbioldgica
Producéo do gel da fécula de mandioca (Manihot esculenta)

A fécula de mandioca foi o amido escolhido para o presente estudo. Adquirida em um supermercado no municipio de
Petrolina — PE. Para a elaborag8o do gel foi utilizada uma panela antiaderente, adicionada a fécula de mandioca acrescida da
agua destilada em aquecimento constante e em seguida adicionado o éleo na proporcao de 10 pL/g para o éleo balsamo de

copaiba (Copaifera officinalis).

Preparo das amostras de carne

A carne bovina (Longissimus dorsi) foi adquirida em mercado local, de marca conhecida e consolidada no mercado
consumidor, visando a melhor condicao higiénico-sanitaria e microbiolégica do produto. Posteriormente foram fracionadas em
porcdes de 10 g e mergulhadas no gel, com exce¢do da amostra controle. Apds secagem por 10 minutos em capela de fluxo
laminar, foram colocados em saco estéril para analise de alimentos (Nasco), em duplicatas, e em seguida, armazenadas sob

refrigeracédo (4 = 1 °C) por 20 minutos, 4 e 7 dias.

Analise de pH

A medicdo do pH foi realizada no intervalo de 20 minutos, 4 e 7 dias, em que as amostras controle e as tratadas, foram
mensuradas por meio da potenciometria de acordo com a metodologia descrita pela AOAC (AOAC, 1995), utilizando um
medidor de pH digital (Tecnopon, MPA 210).

Andlise de cor

Um fator a ser observado como garantia do tempo de vida de prateleira adequado € a coloragéo da carne, com isso, a
cor da carne foi avaliada durante 0 armazenamento aos 20 minutos, 4 e 7 dias, usando o colorimetro digital e portatil (Landtek
CM-2005, China) equipado com uma luz D65, a uma geometria do angulo de visdo de 0° de acordo com as coordenadas de
refletancia (L*, a*, b*; CIE 1976).
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Analise microbioldgica

As andlises microbioldgicas foram realizadas no periodo de 20 minutos, 4 e 7 dias, sendo contadas as bactérias P.
aeruginosa em meio agar cetrimide (Merck, Alemanha, 25 °C por 48h), os coliformes totais e E. coli obtidas a partir da analise
das placas 3M Petrifilm ™ (3M, Estados Unidos) e as contagens mesofilas aerobias totais realizadas em meio Plate Count
Agar (PCA; Merck, Alemanha; 35°C por 48 h), de acordo com os métodos oficiais de anadlise OMA #998.08 para aves

domeésticas, carnes e frutos do mar. Todas analises foram realizadas em duplicata.

Analise estatistica

Para melhor estrutura¢do, um banco de dados foi elaborado por meio do software EXCEL (versdo office home, 2018).
As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa Prism versdo 5.0 (GraphPad, USA) através da estatistica
descritiva (média e desvio padrdo, onde o nivel de significAncia p < 0,05 foi adotado para todos os dados experimentais. E
utilizado o two-way ANOVA com pds-teste de Bonferroni para analisar o efeito do tratamento de inibicdo do 6leo contra os

microrganismos analisados sobre pH, coloracdo e o tempo de vida de prateleira.

3. Resultados e Discusséo
Composicao quimica do dleo de copaiba balsamo (Copaifera officinalis)

A andlise da composi¢do quimica do 6leo de copaiba balsamo (Copaifera officinalis), evidenciou maiores
concentragdes dos componentes B-cariofileno (70%) e humuleno (10%) (Tabela 1).

O B-cariofileno € um dos terpendides presentes em abundancia no dleo de copaiba balsamo (Copaifera officinalis), os
quais sdo divididos em: cariofileno, humuleno e copaeno, que sdo compostos volateis, diterpenos que possuem aspecto

resinoso como 0s &cidos caurendico, copalico e polialitico, os quais sdo compostos ndo volateis (Arruda, et al., 2019).

Tabela 1 - Composicdo quimica (%) do 6leo de copaiba béalsamo (Copaifera officinalis).

Copaifera officinalis Composicgdo (%) Outros estudos™
[-cariofileno 70 40 - 57
Humuleno 10 4,27 -5,4
a-copaeno 7 0,5-5,65
Gemacreno d 2 15,86
A-cadileno 2 1,57 -3,17
y-cadileno 1 1,57

B-clemento 1 1,15

*Dias et al. (2012), Guimardes-Santos et al. (2012), Sousa et al. (2020). Fonte: Ferquima (2020).

Apesar da diferenca entre as espécies, estudos ja comprovam que o B-cariofileno é o composto presente em maior
proporc¢do no 6leo de copaiba balsamo (Copaifera officinalis), sendo considerado um sesquiterpeno natural e possui um carater
antimicrobiano, cicatrizante e anti-inflamatorio, de extrema relevancia para a salde. Enquanto o 6leo do estudo apresentou
aproximadamente 70% dessa substancia, em outros estudos (Dias, et al., 2012; Guimaraes-Santos, et al., 2012; Ferro, et al.,
2018; Arruda, et al., 2019; Francomano, et al., 2019; Sousa, et al, 2020) evidenciaram a presenca de apenas 40% a 57% de j3-
cariofileno. As diferentes concentragdes relatadas, podem ser atribuidas a época de colheita e sua fonte geogréafica (Boskovic,
et al., 2015), a época da extracdo do Oleo, se no periodo ou apds a floracdo, sendo no primeiro caso a atividade a

antimicrobiana mais forte (Burt, 2004).
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Teste de difusdo em meio solido e determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida
minima (CBM)

Ao observar a sensibilidade das cepas bacterianas as substancias analisadas, por meio do teste de difusdo em meio
solido, pode-se notar que as P. aeruginosa nao sdo sensiveis ao antibiético Meropenem, pois a média do diametro foi de 8 mm
(DP + 0) e em relacédo ao 6leo de copaiba balsamo (Copaifera officinalis), com média de 7,5 mm (DP + 1,5, ndo sensivel).

De acordo com resultados relatados por Kamarezi, et al., (2012), a P. aeruginosa também néo foi sensivel aos 6leos
essenciais de Curcuma aeruginosa, Curcuma mangga e Zingiber cassumunar, por ser gram-negativa, a sua morfologia é mais
resistente a agdo de antimicrobianos, tanto aos antibi6ticos como aos dleos essenciais.

No entanto, a cepa de Staphyloccus aureus foi extremamente sensivel ao antibiotico, apresentando 23 mm de diametro
(DP % 3), e sensivel ao 6leo, com didmetro 10 mm (DP * 0). Esse resultado pode confirmar o fato de as bactérias gram-
positivas serem mais sensiveis a determinados compostos do que as gram-negativas, o que pode ser atribuido a sua estrutura
celular mais simples (Kamarezi, et al., 2012; Pombo, et al., 2018).

A cepa de Listeria monocytogenes foi extremamente sensivel para ambos compostos, com halo de inibicdo de 21,5
mm (DP % 0,5) de didmetro para o tratamento com o antibiético, e de 20,5 mm (DP x 0,5) quando tratada com éleo de copaiba
balsamo (Copaifera officinalis). Resultados favoraveis sobre os 6leos essenciais também foram observados no estudo de
Rasooli, et al. (2006) em relagdo ao dleo essencial de tomilho (Thymus spp.) contra a cepa de Listeria monocytogenes, cujo
didmetro do halo de inibicdo variou de 19 a 38 mm, partindo da categoria sensivel para extremamente sensivel. Silva, et al.
(2019) utilizando 6leo essencial de tea tree (Melaleuca alternifolia) contra cepas de Listeria monocytogenes, constatou halo de
inibicdo de 30 + 8.8 mm, extremamente sensivel. Estes resultados sdo relevantes, pois a listeriose é uma toxinfecgdo que apesar
da baixa prevaléncia, possui alto risco morte para a populagéo (Shourav, et al., 2020).

Apos a realizagdo dos testes de microdiluigdo, foi constatada uma CIM de 5 pL/ml e CBM de 10 pL/ml em relagéo ao
6leo de copaiba balsamo (Copaifera officinalis) contra a cepa Listeria monocytogenes, a qual devido a sua gravidade foi

tomada como referéncia.

Valores de pH e cor durante 0 armazenamento

O pH é um pardmetro fundamental para determinar a qualidade e estabilidade da carne, podendo inferir a integridade
das proteinas (Alarcon-Rojo, et al., 2019). Neste sentido, o pH da carne prépria para o consumo deve ser mantido de 5,8 a 6,4.
Durante 0 armazenamento, esse pH tende a aumentar em torno de 6,5 a 7,5 indicando o estagio inicial de deterioracdo da carne,
em virtude da proliferacdo microbiana (Franco & Landgraf, 2008; Soares, et al., 2017; Martins, 2017). No estudo presente

estudo, conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2 — Valores de pH das amostras de carne em armazenamento, durante 20 minutos, 4 e 7 dias sob

temperatura de 4 + 1 °C.

Amostra 20 minutos* 4 dias* 7 dias*
Controle? 5,25 + 0,054 5,55+ 0,15 5,93 + 0,03
ocBP 5,28 + 0,01 52+0 5,37 £ 0,008
BET® 5,21 +0,08 5,45 £ 0,05 5,39 £ 0,05

aControle (apenas fécula de mandioca)

bOCB (6leo+gel+extrato de beterraba)

°BET (somente o extrato)

*Valores expressos em média e desvio-padrdo
Fonte: Autores.
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E notavel que apesar de manter um pH inicial de 5,2 e final de 5,9 para amostras controle, e de 5,3 para as amostras
tratamento, ndo houve variagdes significativas (p > 0,05), e assim para este pardmetro as amostras se mantiveram dentro dos
valores considerados aceitaveis. O aumento do pH da amostra controle permaneceu constante partindo aos 20 minutos do
5,25+ 0,05 para 5,93 + 0,03 ao 7° dia. Ja, a amostra OCB (6leo, gel e extrato de beterraba) de 5,28 + 0,01 para 5,37 + 0,008,
indicando uma maturacdo da carne comum nesse periodo. E a amostra BET, apesar de haver um pico com leve aumento no 4°
dia, se manteve também constante.

Comparando os resultados do estudo, com os outros semelhantes (Pereira, et al., 2006; Limoni, et al., 2017; Zhang, et
al., 2018), pode-se notar que o leve aumento do pH ou sua estabilidade podem ocorrer devido a redugdo das reservas de
glicogénio ainda presente no musculo.Em relagdo a coloragdo, este € um dado que deve ser considerado devido a importancia
comercial ja que o consumidor, ao comprar géneros alimenticios, é atraido pelo aspecto visual (Kim, et al., 2020; Rodrigues &
Pozza, 2020; Saluefia, et al., 2019). Neste sentido, os valores de a*>0 indicam que foram positivos e predominaram a

coloracdo vermelha, caracteristica da carne e mais atraente na hora da compra, estes dados podem ser observados na Figura 1.

Figura 1 — Valor de a* durante o armazenamento 20 minutos, 4 e 7 dias de armazenamento, de amostras de carne controle e
tratadas com 10 puL/g de dleo copaiba balsamo (Copaifera officinalis).
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Fonte: Proprio autor, 2020

Os valores de a*, apresentados na Figura 1, da amostra controle foram de 34,45 + 0,11 aos 20 minutos, partindo para
8,75+ 1,68 a0 4° dia e ao 7° dia, 6,9 *+ 4,46, indicando assim, que através da reducao dos valores a*, a coloracdo da carne pode
ter sido estabilizada e mantida devido a presenca do gel, que fornece uma barreira contra a penetracdo de oxigénio somado a
temperatura de armazenamento (Cardoso, 2011).

Ao analisar a Figura 1, pode-se perceber que a amostra OCB apresenta aos 20 minutos a* 38,98 + 0,65 e uma cor mais
brilhante e intensa, que pode estar relacionado a presenga do gel, 6leo e do extrato beterraba (Beta vulgaris L.). Porém, é
observada reducdo de a* ao 4° dia, 11,26 + 1,6 e ao 7° dia, 5,2 + 0,36.

Os resultados da amostra de BET foram aparentemente melhores nos dois primeiros tempos (20 minutos e 4 dias),
mas, nao houve diferenca significativa ao 7° dia. Onde, aos 20 minutos, o valor de BET foi 33,7 £ 0,96, ja ao 4° dia, 10,61 +
1,71 e ao 7° dia, 13,68 + 0,28.

Assim como no estudo de Saluefia, et al. (2019), os valores de a* podem ter sofrido uma reducdo em detrimento da

maturacdo da carne em consequéncia da oxidacéo, tendo sido essa reducéo significativa (p<0,001).
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A Figura 2 indica os valores de b* que apresentaram diferenca estatistica em todos os tempos, quando comparadas as
amostras controle (p < 0,001). Assim, como a*, os valores foram positivos e reduzidos conforme o tempo de armazenamento
(Al-Hijazeen, et al., 2016). Todavia, b* indica a coloragdo azul e amarela. A mudanca na coloracdo pode ser resultado da
oxidagdo lipidica (Rimini, et al., 2014; Saluefia, et al., 2019), variacdo na concentragdo de mioglobina e ainda ser afetada, pelo
pigmento de hemoglobina presente nos musculos conforme descrito por Tekce, et al., (2020).

Figura 2. Valor de b* durante o armazenamento 20 minutos, 4 e 7 dias de armazenamento, de amostras de carne controle e
tratadas com 10 pL/g de 6leo copaiba balsamo (Copaifera officinalis).
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Fonte: Préprio autor, 2020

Para os valores de L* (Figura 3), que representam a luminosidade e leveza da carne, a amostra controle apresentou

perda sucessiva no seu brilho e na luminosidade (aos 20 minutos 33,28 * 2,28, ao 4° dia, 25,61 + 3,65 e ao 7° dia, 23,45 £
0,88).

Figura 3 — Valor de L* durante o armazenamento 20 minutos, 4 e 7 dias de armazenamento, de amostras de carne controle e
tratadas com 10 puL/g de dleo copaiba balsamo (Copaifera officinalis).
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Fonte: Proprio autor, 2020
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A amostra OCB apresentou uma maior estabilidade em seus valores, iniciando com 42,7 = 0,8 aos primeiros 20
minutos, ao 4° dia, 41,55 + 0,91 e ao 7° dia, 40,58 + 7,11. No entanto, a amostra BET, por sua vez, apresentou uma oscilagéo
em seus valores de L* (26,85 + 0,05 aos 20 minutos, 53,36 + 2,36 ao 4° dia e 26,25 + 4,21 ao 7° dia) durante seu
armazenamento. De acordo com Cardoso (2011), estas variagdes podem ocorrer em filmes biodegradaveis por se tornam
menos translicidos e mais suscetiveis a perda do brilho. No entanto, Tekce, et al. (2020) descreve que 0s antioxidantes
presentes no préprio éleo quando em contato com a 4gua podem alterar o brilho da carne. O tempo de armazenamento também
tem sido relatado como fator capaz de interferir negativamente os valores L* (Al-Hijazeen, et al., 2016; Kim, et al., 2020).
Desse modo, estes fatores podem ter atuado concomitantemente na alteragdo dos valores de L* (Figura 3) encontrados no

presente trabalho.

Analises microbioldgicas

Ao realizar as andlises microbiolégicas nos tempos de 20 minutos, 4 e 7 dias, verificou-se que nenhum dos
tratamentos se mostraram melhores em relagdo a amostra controle (p > 0,05), ou seja, a dosagem utilizada ndo foi suficiente
para criar uma diferenca significativa em relagdo a amostra controle, como indicado nas Figuras 4, 5 e 6.

Desse modo, entre as amostras de mesdfilos aerdbios para as amostras controle verificou-se um aumento na populagao
desses microrganismos de 3,06 a 5,27 log UFC/g a temperatura de 4 + 1°C no periodo de armazenamento, correspondente aos
20 minutos e se estendendo até o 7° dia. Na amostra OCB, também foi possivel observar aumento, partindo de 3,26 a 5,14 log
UFC/g. E na amostra BET, partindo de 3,39 a 4,73 log UFC/g para o periodo e condi¢des de armazenamento ja citadas. Vale
destacar, que os valores permaneceram limitrofes para as aerébias mesdfilas (até 10° UFC/g) conforme preconizado pela

Instru¢do Normativa n° 60, de 23 de dezembro de 2019, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Figura 4 — Aerdbias mesofilas durante o armazenamento 20 minutos, 4 e 7 dias, de amostras de carne controle e tratadas com
10 pL/g de 6leo copaiba balsamo (Copaifera officinalis).
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Na Figura 4, pode-se perceber que desde o periodo inicial de 20 minutos, ndo houve diferenca significativa entre as
amostras (p>0,05) perdurando até o final do armazenamento (7 dias). Estes achados também foram relatados por Quesada, et
al., (2016) aplicando o 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.) em filme para aumento da vida de prateleira de carne

bovina, constatando um aumento no nimero de aerébias mesofilas, sendo este resultado atribuido a auséncia do contato da
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carne com o revestimento, e consequentemente com o 6leo. Ja, no estudo realizado por Thanissery e Smith, (2014) aplicando a
combinacao do 6leo de tomilho com o de laranja em frango, foi observada a reducéo dos meséfilos, sendo atribuida a auséncia
de pele do frango, que foi mais suscetivel a acdo da combinacdo dos 6leos. No presente estudo, supde-se que a dosagem tenha
sido baixa para a composicdo da carne ou mesmo néo tenha ocorrido a ruptura adequada da capsula formada pela rede de
amido e 6leo sob estudo.Em relacdo aos coliformes totais, a ANVISA néo preconiza dados sobre a sua presenca em alimentos,

apenas na agua. No entanto, foi avaliado a presenca de 108 UFC/mI de coliformes totais (Figura 5).

Figura 5 — Coliformes totais durante o armazenamento 20 minutos, 4 e 7 dias, de amostras de carne controle e tratadas com 10

pL/g de 6leo copaiba balsamo (Copaifera officinalis).
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Na Figura 5, nota-se um crescimento de coliformes totais equivalente entre as trés amostras: controle, OCB e BET,
ndo havendo diferenca significativa (p>0,05) entre elas.

No estudo de Adaszynska-Skwirzynska E Szczerbinska (2018), o 6leo essencial de lavanda (Lavandula
angustifolia) foi utilizado na agua potavel, e verificou-se que as bactérias intestinais (coliformes totais e Escherichia coli)
tiveram reducdo, sendo atrelado aos seus compostos fenolicos e antioxidantes. Por outro lado, Silveira (2012) afirma que os
coliformes totais foram reduzidos de maneira significativa (p<0,05) em amostras de linguicas, utilizando o 6leo essencial de
louro (Laurus nobilis L.).

Desse modo, os resultados encontrados no presente estudo podem estar relacionados a baixa dosagem, uma vez que
segundo Burt (2004), para obter resultados favoraveis podem ser necessarias mais que duas vezes a dosagem bactericida
encontrada in vitro para aplicacdo efetiva nos alimentos.

Apesar ter sido analisados, ndo foi encontrada a presenca de Escherichia coli em nenhuma das amostras, 0 que pode
ser explicado pela origem e qualidade da carne assim como a manipulagdo adequada da carne. E assim, para este pardmetro
também conseguiu-se seguir o determinado pela Instrugdo Normatiza n°60/2019, ANVISA.

Ao analisar a presencga de P. aeruginosa nota-se que também ndo houve diferenca significativa entre as trés amostras

(p>0,05) (figura 6).
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Figura 6. Contagem de Pseudomonas aeruginosa durante o armazenamento 20 minutos, 4 e 7 dias, de amostras de carne

controle e tratadas com 10 pL/g de 6leo copaiba balsamo (Copaifera officinalis).
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Na Figura 6, é possivel observar que no tempo 20 minutos em nenhuma das amostras foi detectada a presenca de P.
aeruginosa, sendo constatadas apenas a partir dos 4 dias de armazenamento sob refrigeracdo, e contagens crescentes em todas
amostras até o tempo 7 dias. A deteccdo tardia pode ser atribuida aos préprios requisitos de crescimento da Pseudomonas
aeruginosa, cujo melhor desenvolvimento se da nas temperaturas de 0 a 30 °C e pH 6,0 (Alcantara, et al., 2012; Soares, et al.,
2017; Thanissery & Smith, 2014). Este fato observado também reforca a necessidade do respeito aos prazos de validade e
demonstraram a veracidade do binémio tempo e temperatura na conservagéo dos alimentos.

De acordo com a Portaria CVS 5, de 09 de abril de 2013, os produtos carneos quando mantidos até 4°C possuem
validade de 3 dias, esses valores de temperaturas e dias de armazenamento, também sdo confirmados pela Instru¢cdo Normativa
DIVISA/SVS N° 4 de 04 de dezembro de 2014. Ou seja, os resultados encontrados ratificam a necessidade de seguimento a
estes requisitos, tendo em vista aumento considerdvel em todos os microrganismos analisados a partir de 4 dias de
armazenamento. No entanto, é importante ressaltar que nesse estudo apesar dos nimeros terem sido crescentes, ainda assim no

final dos 7 dias de armazenamento as contagens estavam dentro dos padrées brasileiros estabelecidos.

4. Concluséo

A utilizagdo do 6leo de copaiba balsamo Copaifera officinalis) e o extrato de beterraba (Beta vulgaris L.) no gel da
fécula de mandioca (Manihot esculenta) apresentou resultado favoravel para a manutencdo da qualidade organoléptica da
carne, contribuindo para a seguranca alimentar e nutricional dos consumidores. Desse modo, os resultados podem servir como
base para novos estudos em busca de alternativas para conservacdo natural de matrizes alimentares e no controle de

microrganismos patégenos e deteriorantes em alimentos.
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