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RESUMO

PASSOS, R. S. F. T. Efeito da adigdo de extrato de cha verde (Camellia sinensis) nos
parametros de qualidade de hambuarguer de frango. 2020. 67 f. Dissertacdo

(mestrado) — Faculdade de Farmécia, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2020.

Foi avaliado os efeitos da adicdo de extrato de ch& verde (Camellia sinensis) nas
caracteristicas de qualidade de hamburgueres elaborados com carne de frango e
armazenados em temperatura de refrigeracao (4 °C) durante 10 dias. Foram realizadas
andlises de teor de compostos fendlicos e flavonoides totais de extratos obtidos em
diferentes condi¢des de extracdo. No extrato com maior teor de compostos fendlicos
(121.55 mg GAE/mL) foi realizada anélise de atividade antioxidante através do ensaio de
DPPH antes da sua aplicacdo nos produtos. Posteriormente, os hamburgueres foram
confeccionados e divididos em trés grupos: controle e tratamento com adigéo de 0,5% de
1,0% de extrato de cha verde. Foram realizadas também andlises de perda de peso por
coccdo, composicdo centesimal, oxidacdo lipidica, pH, cor, pardmetros de textura,
parametros microbioldgicos e analise sensorial. Os resultados mostraram que o extrato
aplicado nos hamburgueres apresentou capacidade antioxidante in vitro, e ndo alterou a
composic¢do nutricional dos produtos (P > 0,05). Também foi observado que o extrato
reduziu a oxidacéo lipidica no produto em ambas concentracdes utilizadas (P < 0,05), e
os valores de pH se mostraram menores que 6, o que é indicado para este tipo de alimento.
A adicdo de extrato de cha verde nas duas concentracdes reduziu os valores de vermelho
nos produtos (P < 0,05), reduziu os parametros de dureza e mastigabilidade e aumentou
o0 parametro de coesividade (P < 0,05) no tratamento com 1,0% de chéa verde. Contudo, 0
extrato ndo demonstrou atividade antimicrobiana no modelo carneo. Os hamburgueres de
frango com aplicacdo de extrato de cha verde foram bem avaliados sensorialmente. Em
relacdo ao indice de aceitacdo, os tratamentos com adicdo de extrato de cha apresentaram
valores acima de 70 %. Assim, pode-se afirmar que o extrato de cha verde representa uma

boa alternativa natural para antioxidantes em produtos carneos.

Palavras-chave: Antioxidante natural, Camellia sinensis, conservantes naturais, extrato

natural.



ABSTRACT

PASSOS, R. S. F. T. Effect of green tea (Camellia sinensis) extract on chicken burger
quality parameters. 2020. 67 f. M. Sc. Dissertation — Faculdade de Farmécia,
Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2020.

The effects of green tea extract addition on quality parameters of chicken burgers during
storage for 10 days at 4°C were evaluated. Total phenolic content, total flavonoids content
and antioxidant capacity through DPPH assay were performed on extracts before
application on meat products. Then, chicken burgers were made and 0.5% and 1.0% green
tea extract were applied to their formulations. Analyzes of cooking yield, proximate
composition, lipid oxidation, pH, instrumental color, texture parameters, microbiological
parameters and sensory analysis were also performed. The results showed in vitro
antioxidant capacity of the extract used in this study, and did not change the proximate
composition of the chicken burgers (P > 0.05). It was also observed that green tea extract
application reduced the lipid oxidation in both concentrations (0.05% and 1.0%) (P <
0.05), and the pH values were lower than 6, which is indicated for this kind of meat
product. The addition of green tea extract affected redness values of burgers, reduced
hardness and chewiness parameters and increased cohesiveness parameter (P < 0.05) in
the treatment with 1.0% green tea extract addition. However, no antibacterial effect was
observed in chicken burgers during storage time. Chicken burgers with green tea extract
addition were well evaluated on sensory analysis. Regarding acceptability index,
treatments with addition of tea extract had values higher than 70 %. Thus, within the
experimental conditions of this study, green tea extract represents a good natural

alternative for preserving meat products.

Keywords: Camellia sinensis, Natural antioxidants, Natural extracts, Natural

preservatives.
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1. INTRODUCAO

Dentre os diversos grupos alimentares, 0s que estdo mais propensos aos processos
oxidativos sdo aqueles que possuem muitos lipidios, principalmente os que apresentam
alto grau de instauracdo, como carnes e seus produtos derivados (Gémez-Estaca et al.,
2014). A oxidagdo lipidica nesses alimentos acarreta em perda de nutrientes, devido a
degradacéo de vitaminas e acidos graxos essenciais, além de causar alteragcdes sensoriais
repulsivas ao consumidor (Gomez, & Lorenzo, 2012). Estes produtos também estdo
propicios a contaminacdo e proliferacdo de microrganismos que encontram nestes
alimentos um substrato ideal para crescimento, devido as suas composi¢des nutricionais
(GOomez-Estaca et al., 2014; Echegaray et al., 2018). Para combater este problema, sdo
utilizados conservantes alimentares na elaboracdo e processamento de alimentos.
Contudo, com a mudanca de habito de consumo da populagéo, onde tem se exigido um
produto mais natural possivel, é importante para a industria alimenticia buscar
alternativas naturais para substituicdo de conservantes sintéticos, garantindo ainda, que
os produtos comercializados tenham durabilidade e atendam as demandas dos
consumidores. Neste contexto vem-se investindo em novas pesquisas, afim de se buscar
alternativas mais naturais, saudaveis e eficazes para a conservacgdo dos alimentos (Nam,
Jo, & Lee, 2010).

O antioxidante alimentar pode ser definido como uma substancia que é capaz de
retardar ou impedir o desenvolvimento de oxidagdo, e consequentemente, as alteracdes
causadas por esse processo, como a rancificagdo (Ganiari, Choulitoudi, & Oreopoulou,
2017). O BHT (Hidroxitolueno butilado) € um antioxidante sintético amplamente
utilizado na indudstria alimenticia por ser barato de se produzir, ser solivel em gordura e
estavel em altas temperaturas. Apesar das vantagens, 0 uso deste e de outros antioxidantes
sintéticos vem sendo questionado, ja que 0 seu consumo em grandes quantidades pode
trazer riscos para saude, como aparecimento de tumores e doengas cardiovasculares
(André, Larondelle, & Evers, 2010; Kumar, & Langoo, 2015; Gorji et al., 2016; Carocho,
Morales, & Ferreira, 2018; Gomez et al., 2018). Em contrapartida, existem compostos
antioxidantes naturais como os polifendis, fenois, vitaminas, betacaroteno, aminas e
aminoéacidos (Nirmala et al., 2018). Essas substancias costumam ser incorporadas a dieta
da populacdo através de vegetais, cereais, mel, chocolate e legumes. Pesquisas vem

demonstrando que estas substancias naturais estabilizam os radicais livres, impedindo
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processos oxidativos em alimentos (Scalbert, Johnson, & Saltmarsh, 2005; Badolato et
al., 2017; Carocho, Morales, & Ferreira, 2018; Araujo et al., 2019; Imran et al., 2019).

As plantas podem possuir compostos fenolicos com capacidade antibacteriana,
como carvacol, eugenol e tymol que vém sendo estudadas como alternativas para
aumentar o tempo de prateleira de varios alimentos e impedir a proliferacdo bacteriana
(Zapata-Alvarez, Mejia, & Restrepo-Molina, 2019). Dentre as plantas estudadas
atualmente, Camellia sinensis se destaca por apresentar altas concentraces de compostos
de interesse para conservacgdo de produtos carneos tanto no aspecto antioxidante quanto
no aspecto antimicrobiano.

A Camellia sinensis € um arbusto ou arvore de pequeno porte possui origem
asiatica e pertence a familia Theacea (Duarte & Menarim, 2006; Mahmood, Akhtar, &
Khan, 2010). Apesar de ser cultivada a nivel global, sabe-se que essa planta se desenvolve
melhor em climas tropicais e subtropicais, com umidade alta, grandes concentracfes
anuais de chuva e solo &cido (Anesini, Ferraro, & Filip, 2008; Mahmood, Akhtar, &
Khan, 2010; Ho, Zeng, & Li, 2015). Diferentes tipos de chas podem ser produzidos de
acordo com o tratamento que as folhas e brotos passam. Para a producdo do cha verde,
uma das bebidas mais consumidas no mundo, as folhas s&o colhidas, secadas, enroladas
e aquecidas rapidamente para prevenir a degradacdo enzimatica e a perda de compostos
antioxidantes (Komes et al., 2010; Nishiyama et al., 2010). A adicdo de extrato de cha
verde em produtos carneos ja vem sendo relatada com resultados promissores,
aumentando o tempo de prateleira destes alimentos (Price et al., 2013; Pateiro et al., 2014;
Soncu, & Kolsarici, 2017; Bellés et al., 2019), contudo, poucos estudos abordam o

processo de extracao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Obter extratos de cha verde e verificar a viabilidade do seu uso na formulacéo de
hamburgueres de carne de frango.

2.2 Objetivos especificos

o Desenvolver extratos de cha verde (Camellia sinensis) utilizando agua e
etanol (&lcool de cereais) como solventes e aplicando diferentes tempos e temperaturas
para extracao;

. Determinar compostos fendlicos e flavonoides totais dos extratos de cha
verde (Camellia sinensis) e avaliar atividade antioxidante in vitro do extrato que possuir
maior teor total destes compostos;

. Avaliar a atividade antioxidante do extrato de cha verde (Camellia
sinensis) em diferentes concentracdes na estabilidade oxidativa de hambdrguer de carne
de frango;

o Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato de cha verde (Camellia
sinensis) em diferentes concentracdes na estabilidade microbiana de hamburguer de carne
de frango;

. Verificar o efeito do extrato de cha verde (Camellia sinensis) sobre as

caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais de hamburguer de carne de frango.
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CAPITULOI
REVISAO DE LITERATURA

1. Hambudrguer

Entre os alimentos preparados, os produtos carneos tem o consumo amplamente
difundido, sendo encontrados facilmente em supermercados e feiras livres. Por sua
variedade, praticidade e preco acessivel, esses produtos se tornaram uma op¢ao crescente
nas escolhas dos consumidores brasileiros (Oliveira et al., 2013). Produtos carneos sao
todos aqueles obtidos de carne, de mitdos e de partes comestiveis das diferentes espécies
animais, onde as caracteristicas originais das matérias-primas sdo modificadas por meio
de tratamento fisico, quimico ou bioldgico, ou através da combinacdo destes métodos, em
processos que podem envolver a adi¢do de ingredientes, aditivos ou coadjuvantes de
tecnologia. Alguns dos produtos carneos sdo salsichas, linguicas, salames, mortadelas,
almoéndegas, chouricos e hamburgueres (Brasil, 2017).

Dentre os produtos carneos, o hamburguer € uma opcdo que atinge diversos
segmentos da sociedade. Seu consumo estd associado a sua praticidade e as suas
caracteristicas sensoriais, que possuem grande aceitabilidade por parte de pessoas de
diferentes faixas etarias. Assim, este alimento atrai muitos consumidores em
supermercados, em redes de fast-food e restaurantes de todo o mundo. Uma Unica rede
de fast-food vende anualmente cerca de 100 bilhGes desse produto mundialmente, com
uma taxa de producdo de 75 hamburgueres por segundo (Spencer; Frank, & Mcintosh,
2005; Prado et al., 2019).

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade, o hamburguer
caracteriza-se como um produto céarneo industrializado obtido da carne moida dos
animais de acgougue, adicionado ou ndo de tecido adiposo e ingredientes, moldado e
submetido a processo tecnoldgico adequado. E classificado e comercializado como um
produto cru, semi-frito, cozido, frito, congelado ou resfriado, tendo que por
obrigatoriedade respeitar o limite minimo de 15% de proteina e o limite maximo de 23%
de gordura em sua composicao. Ainda, deve ter textura, cor, sabor e odor caracteristicos.
Podem ser adicionados também ingredientes opcionais como gordura vegetal, agua, sal,
outras proteinas de origem animal e/ou vegetais, leite em po, acucares, maltodextrina,
aditivos intencionais, condimentos, aroma e especiarias, além de vegetais, queijos e

outros recheios (Brasil, 2000).
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O hamburguer de frango é uma alternativa bem aceita ao hamburguer
convencional de carne bovina. Seu consumo é bastante popular por dois motivos: a carne
de frango é mais barata quando comparada a carne bovina e possui caracteristicas
nutricionais importantes para o consumidor como baixo teor lipidico e alta concentracao
de &cidos graxos poli-insaturados, quando comparada a carne vermelha (Longato et al.,
2017). Assim, para acompanhar a demanda do mercado por produtos que ndo sejam
apenas saudaveis e nutritivos, mas também agreguem beneficios ao consumidor, vem-se
pesquisando a adicdo de extratos e outros compostos naturais em produtos carneos,
sobretudo em hamburgueres de frango (Carvalho et al., 2019). Esses aditivos naturais
podem incrementar o sabor do alimento, enriquecer nutricionalmente o produto e também

atuar como conservantes naturais.

2. Oxidacao lipidica e contaminacé@o microbiol6gica em produtos carneos

Diversos fatores influenciam o processo de oxidacdo em produtos carneos como
a presenca de agentes pré-oxidantes como a mioglobina presente nos mausculos,
composicdo proteica e composicao de acidos graxos (Ribeiro, et al., 2019). Além disso,
0s processamentos tecnoldgicos do alimento, como a moagem, cozimento ou
armazenamento, podem favorecer que os agentes pro-oxidantes tenham contato com as
suas moléculas alvos, desencadeando reacGes quimicas oxidativas. Assim, este processo
ird influenciar negativamente nas caracteristicas sensoriais dos produtos, como o
aparecimento de sabor rangoso (Gray & Monahan, 1992; Guyon, Meynier, &
Lamballerie, 2016).

A oxidacdo lipidica acontece em trés fases: iniciagdo, propagacdo e terminagéo.
Na primeira etapa, atomos de oxigénio ativados irdo reagir com o acido graxo insaturado
iniciando assim a reacdo de oxidacdo. A segunda fase, a da propagacéo, é caracterizada
por reacdes que sé terminam quando estiverem esgotadas as reservas de acidos graxos
insaturados e oxigénio. Os perdxidos formados nesta fase servem de indice de oxidacao
lipidica em alimentos. As reagdes de terminagdo sdo caracterizadas pela formacéo de
produtos finais ou ndo-reativos como alcoois, aldeidos, cetonas e outros hidrocarbonetos
(Ferrari, 1998; Carocho, Morales, & Ferreira, 2018).

Outro tipo de deterioragdo em alimentos € causado por microrganismos como
bactérias e fungos. Estes podem ainda acarretar em doencas veiculadas por alimentos que

sdo importantes para a saude publica (Franz, et al., 2018). Bactérias com potencial
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patogénico como Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Escherichia coli ja foram
isoladas de carne (Norrung, & Buncic, 2008; Tafida et al, 2013; Silva et al., 2014; Atnafie
etal., 2017). Esta contaminacao pode ser proveniente de uma variedade de irregularidades
durante o abate (como uso de utensilios contaminados ou esfola e evisceracao incorretas),
processamento (falhas nas boas préticas de higiene dos manipuladores), transporte ou
armazenamento inadequado do alimento ja expostos para venda (Norrung, & Buncic,
2008; Tafida et al., 2013).

3. Camellia sinensis e o cha verde

Os chas sao muito utilizados pela medicina alternativa por possuirem propriedades
benéficas a salide, dentre estes, destaca-se 0s chas verde, branco e preto, que sdo obtidos
através das folhas da Camellia sinensis. Membro da familia theaceae, Camellia sinensis
(Figura 1) é um arbusto de altura entre 0,6 m e 1,5 m, que produz folhas verde-claras, de
margem serrilhada, com cerca de 4 cm de largura (Mahmood, Akhtar, & Khan, 2010).
Apesar de ser cultivada a nivel global, sabe-se que essa planta se desenvolve melhor em
climas tropicais e subtropicais, com umidade alta, grandes concentragdes anuais de chuva
e solo &cido (Anesini, Ferraro, & Filip, 2008; Mahmood, Akhtar, & Khan, 2010; Ho,
Zeng, & Li, 2015). No Brasil, a planta se desenvolve bem devido as condi¢6es climaticas
e de solos (Nishiyama et al., 2010). O tipo de cha obtido dependera do processamento
dado as folhas da planta. O cha verde é produzido pelas folhas maduras, recém coletadas
e ndo fermentadas. Essas folhas s@o aquecidas, desativando enzimas pré-oxidantes, tendo
a clorofila (responsavel pela coloracdo caracteristica do produto) e os demais
componentes do chd, como compostos fendlicos, conservados. Para a producgdo do cha
branco, sdo utilizados brotos e folhas novas, mas com processo similar ao do cha verde.
Ja o ché preto, € produzido através da oxidacdo e fermentacdo prolongada das folhas
maduras (Duarte & Menarim, 2006; Nishiyama et al., 2010).

Apesar de ter origem asiéatica, se observa que seu consumo se difundiu em outras
partes do mundo, sendo 0 consumo de cha verde superior nos paises orientais enquanto o
consumo de ché preto € maior nos paises ocidentais (Nishiyama et al., 2010). Existem
outras variacdes de chas produzidos a partir da Camellia sinensis como o cha amarelo
(Horzi¢ et al., 2012), 0 Oolong (Sun et al., 2018) e o cha vermelho (Granato et al., 2014).
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Figura 1 — Camellia sinensis - Galhos com folhas, flores e sementes.

Camellia sinensis (L.) Kuntze

Fonte: Pagina de Camellia sinensis na Wikipedia®

4. Compostos fendlicos e extratos naturais

As fontes vegetais e os residuos agroindustriais representam uma fonte importante
de compostos de interesse, como os fendlicos (ou polifendis), que possuem ampla
utilidade para a industria farmacéutica e de alimentos, por exemplo (Medina-Torres et al.,
2017). Esses compostos (Figura 2) podem ser encontrados em diversas fontes como
cereais: milho, arroz, cevada, centeio e aveia, frutas e vegetais como maca, laranja,
ameixa, uva, abacaxi, alecrim, café e na propria Camellia sinensis (Goodman et al., 2013;
Shahidi, & Ambigaipalan, 2015; Gutiérrez-Grijalva et al., 2016).

Os compostos fenolicos sdo metabolitos secundarios de plantas e vegetais
derivados de fenilalanina e tirosina (Soto-Vaca et al., 2012). Sabe-se ainda que estes
compostos apresentam beneficios a salde, devido principalmente a sua capacidade
antioxidante (Ranilla et al., 2010). Na industria de alimentos, sobretudo, esses polifendis
séo utilizados na forma de extrato, principalmente na aplicacdo em outros alimentos.

Ainda, segundo Zhao e colaboradores (2019), dentre os tipos de cha elaborados a
partir de Camellia sinensis, o cha verde apresenta 0 maior teor de compostos fenolicos,
seguido do cha amarelo, oolong, cha preto e cha branco. No mesmo trabalho, 16
compostos fendlicos foram isolados dos tipos diferentes de cha, sendo 8 catequinas, 3

acidos fenolicos, 2 flavondides, 2 flavonoides glicosideos e teaflavina. As catequinas

1 Disponivel em: < https://pt.wikipedia.org/wiki/Camellia_sinensis>. Acesso em: 27 ago. 2020.
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representam 30% do peso de matéria seca nas folhas de Camellia sinensis. sendo a ECGC
0 maior componente fendlico do cha verde (Pérrez-Burrillo et al., 2018).

Figura 2 — Estrutura quimica dos compostos fenélicos de cha verde.
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Fonte: Goodman et al. (2013)

Entende-se por extrato vegetal as preparacdes liquidas ou em po obtidas através
da retirada dos principios ativos de plantas, por diferentes metodologias. O uso desses
extratos € uma das formas mais antigas da préatica da medicina, que ainda hoje é muito
exercida, principalmente por povos orientais (Marques, 2005; Veiga Junior; Pinto, &
Maciel, 2005; Sagar et al., 2018).

4.1 Extragédo de compostos de Camellia sinensis

A extracdo de compostos bioativos a partir de fontes naturais é de extrema
importancia quando o objetivo € sua aplicacdo em alimentos em geral. Desta forma,
diversas técnicas utilizando solventes (agua, etanol e/ou metanol), temperaturas (entre 30
°C e 100 °C) e equipamentos (banho maria, agitador magnético, rotoevaporador,
ultrassom e micro-ondas) podem ser utilizados (Mbata, Debiao, & Saikia, 2008; Spigno,
& De Faveri, 2009; Horzi¢ et al., 2012; Lorenzo et al., 2014; Pateiro et al., 2014;

Jayawardana et al., 2019). Assim, a extracdo de compostos bioativos a partir de vegetais
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e outras fontes naturais vem sendo bastante estudada nos ultimos anos. O uso de vegetais
e solventes organicos ¢ um dos principios da “Green Extraction” (extrac¢do utilizando
recursos renovaveis), justificando assim o interesse crescente por pesquisas na area nos
ultimos anos (Chemat, Vain, & Cravotto, 2012; Panic et al., 2019).

Diferentes metodologias s&o utilizadas visando maximizar a extracdo de
compostos da Camellia sinensis. Ja foi demonstrado que extragdes prolongadas a altas
temperaturas (100 °C/2 horas) ocasiona degradacdo das biomoléculas do cha (Banerjee,
& Chatterjee, 2015). Assim, é importante ajustar o binbmio tempo/temperatura para que
0 extrato obtido possua concentracdes de polifendis capazes de exercer acdo antioxidante
e antimicrobiana (Saeed et al., 2017).

Além da extracdo convencional, método considerado antigo, realizado com o uso
de solventes e altamente dependente de tratamento térmico, novas tecnologias vém sendo
empregadas como o uso de ultrassom, micro-ondas e extracdo com fluido supercritico.
Essas técnicas se enquadram no principio da “Green Extraction” por serem sustentaveis
e sdo caracterizadas por taxas de extracdo mais rapidas, uso de menores quantidades de
solventes, menor consumo de energia e um produto de melhor qualidade (Hu et al., 2019).

A extracdo com auxilio de ultrassom é baseada no mecanismo de propagacao de
ondas de pressdo do ultrassom dentro do meio, seguido da formacdo de bolhas de
cavitacdo por pressdo negativa. As bolhas implodem dentro das células vegetais,
causando micro turbuléncias e rompendo a membrana celular. Assim, é acelerada a
dissolucdo do solvente e a extracdo das biomoléculas (Banerjee, & Chatterjee, 2015).
Uma boa performance de extragdo de fendlicos de Camellia sinensis foi observada com
0 uso de ultrassom combinado com etanol 75% (HorzZi¢ et al., 2012). Neste trabalho, os
pesquisadores conseguiram extrair flavonoides na concentracdo de 2957,73 mg/L
equivalente de GAE no extrato obtido através de extracdo durante 30 minutos. Este
método apresenta vantagens em relacdo a temperatura de extragéo, pois quando se utiliza
técnicas convencionais com uso de calor, extragdo por tempo prolongado em altas
temperaturas ndo sao eficientes (Banerjee, & Chatterjee, 2015).

A extragdo realizada com o auxilio de micro-ondas vem sendo bastante utilizada
em materiais vegetais. A onda eletromagnética emitida, quando penetra a biomassa do
material a ser extraido, eleva drasticamente a temperatura causando vaporizagdo no
interior da célula e a destruicdo da sua membrana, facilitando a permeabilidade do
solvente. Contudo, o calor gerado pelo processo pode acarretar em degradagéo dos

compostos fenolicos (Banerjee, & Chatterjee, 2015; Roohinejad et al., 2016). Além disso,



23

foi mostrado em estudo que a extragdo utilizando micro-ondas caseiro ndo alterou a
atividade antioxidante dos compostos extraidos de chad verde (Spigno, & De Faveri,
2009), representando assim uma alternativa acessivel e eficaz para extracao.

A extracdo com fluido supercritico vem se tornando uma técnica popular, limpa e
segura para extracdo de compostos para a industria alimenticia. Este método utiliza alta
pressdo e fluidos supercriticos como solventes de extragdo (Banerjee, & Chatterjee,
2015). A técnica ja foi utilizada para extracdo de catequinas de cha e pode ser empregada
para extracOGes industriais (Sokmen, Demir, & Alomar, 2018). Porém, ainda s&o
necessarios mais estudos onde estes extratos sdo aplicados a produtos carneos.

Alguns trabalhos revelam que diversas partes de vegetais (folhas, caules, galhos,
raizes, flores e frutos) podem apresentar biomoléculas de interesse para a industria
(Lorenzo et al., 2018; Soriano et al., 2018; Firuzi et al., 2019; Gostin & Waisundara,
2019; Mattje et al., 2019). Em relacdo a Camellia sinensis, saponinas extraidas de suas
raizes j& apresentaram potencial anti-inflamatério, analgésico e antioxidante
(Chattopadhyay et al., 2004). Extrato etandlico obtido da casca da semente de cha verde
também apresentou atividade antioxidante (Sung et al., 2016). Em outro estudo, o caule
de Camellia sinensis (quando extraidos com acetona, etanol, metanol e agua) apresentou
atividade antibacteriana maior que as folhas e raizes, enquanto o extrato das raizes da
planta, elaborado com n-hexano, apresentou atividade antioxidante maior que os outros
componentes (Shah et al., 2018). As flores de Camellia sinensis também ja foram
estudadas. Lin e colaboradores (2003) verificaram que as flores da planta apresentam
quantidades de catequinas e cafeina muito proximas as encontradas nas folhas. Assim,
residuos da producéo de cha verde podem ser aproveitados na elaboracgéo de aditivos para
a industria alimenticia, favorecendo pequenos e médios produtores. Contudo, atualmente
a maioria dos trabalhos com extracgéo e aplicacdo de Camellia sinensis usa as folhas como
biomassa.

Para se realizar a extracdo, é necessario o uso de solventes. Agua é um solvente
amplamente utilizado para extracdo, mas os resultados produzidos costumam ser menores
que os resultados obtidos por etanol ou metanol. Como o etanol e metanol s&o menos
polares que a 4gua, consequentemente séo mais eficientes na degradacao da parede celular
das folhas e sementes. Ainda, comparando o etanol e o metanol, a diferenca de compostos
extraidos pelos dois é pequena, mas para 0 uso na industria de alimentos o etanol é uma
melhor opcdo (Lapornik, Prosek, & Wondra, 2005). Outros autores relatam que etanol

tem sido um solvente eficiente na extracdo de polifendis em cha verde e outras plantas
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medicinais, exibindo resultados melhores em relacdo a atividades antioxidante e
antibacteriana (Rusak et al., 2008; Patra et al., 2018).

O método de infusdo das folhas no meio extrator também foi discutido (Xi, Liu,
& Su, 2012). Foi observado que mergulhar as folhas em agua fervente por determinado
periodo (“Boilling method”) extraiu mais compostos que deixar as folhas de cha
maceradas, em infusdo de agua quente (“Steeping method”). E importante salientar que,
neste estudo, a extracdo nao durou mais que 15 minutos, devido as altas temperaturas
utilizadas nos processos.

Para 0 uso em embutidos suinos ndo-curados, cha verde e cha preto foram
extraidos utilizando-se &gua como solvente, na concentragdao 1:10 g/mL, por 5 minutos
em agua fervente. Neste estudo, como a temperatura de extracdo foi alta, o tempo do
processo foi menor para manter a qualidade final do produto. Apds a extracdo, observou-
se que a proporcao total de polifendis foi de 30,01% e 42,41% para 0s extratos de cha
preto e verde, respectivamente. Ainda no mesmo estudo, as analises de DPPH
demonstraram que o extrato de cha verde apresentou capacidade antioxidante in vitro
significantemente maior que a do extrato de cha preto (Jayawardana et al., 2019). Esses
resultados podem ser justificados devido ao tratamento de fermentacao que as folhas de
Camellia sinensis sofrem para a producao do ché preto, ocasionando assim em perdas de
compostos fendlicos. Em outro estudo, extrato comercial de Camellia sinensis foi
preparado com agua destilada. Em relacdo ao total de polifendis, o extrato apresentou
concentracdo de fendlicos totais de 66,0 + 2,11 mg TAE/g do extrato em po. Esse
resultado foi superior ao extrato de Aloe vera (1,9 = 0,03 mg TAE/g), pesquisado no
mesmo estudo (Kumar, & Langoo, 2015). Comparando cha verde com carvacrol, fenélico
de origem no orégano, o extrato de Camellis sinensis apresentou concentracdo de
compostos fendlicos de 108,25 + 3,2 mg GAE/g enquanto o Carvacrol apresentou 77,78
+ 2,8 mg GAE/g, mostrando que mesmo dentre os extratos vegetais, 0 cha verde tem
funcionalidade destacada (Bellés et al., 2019).

Ap0s extracdo de cha verde com etanol a 70%, uma concentragdo de 390,9 + 8,6
mg GAE/qg foi obtida (Pateiro et al., 2014; Lorenzo et al., 2014). Outros trabalhos também
mostram a extragdo de Camellia sinensis utilizando-se etanol como solvente e com
aplicabilidade em alimentos. Os resultados de compostos fenolicos e flavonoides, assim
como DPPH, de extratos alcodlicos, mostraram resultados superiores aos extratos onde
agua foi o solvente principal (Nirmal, & Benjakul, 2011a; Nirmal, & Benjakul, 2011b).

Foi encontrado também nos extratos testados a presenca de catequina, CG, EC, ECG,
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EGC, EGCG e GCG. A presenca desses compostos nédo varia de acordo com o solvente
utilizado, apenas a sua concentracdo. Nos extratos alcoolicos, a concentracdo destes
compostos foi maior, e estes resultados evidenciam as propriedades antioxidantes de
Camellia sinensis (Nirmal, & Benjakul, 2011a; Nirmal, & Benjakul, 2011b; Soncu, &
Kolsarici, 2017; Shtay et al., 2019).

5. Uso de extrato de Camellia sinensis como antioxidante natural em produtos

carneos

No passado, substancias sintéticas com capacidade antioxidante, como o BHT,
eram comumente utilizadas em alimentos. Porém, estudos demonstram que 0 USO
excessivo destes compostos quimicos pode produzir substancias toxicas que sdo
prejudiciais a saude. O uso de grandes concentracOes desses aditivos foi associado, em
ratos, ao desenvolvimento de cancer (André, Larondelle, & Evers, 2010; Kumar &
Langoo, 2015).

As propriedades antioxidantes de cha verde vém sendo relatadas na literatura. O
grupo hidroxila, presente nos polifendis do cha, pode interromper a cadeia de oxidacao
lipidica, no estagio de propagacéo, através da doacdo de a&tomos de hidrogénio que vao
estabilizar os radicais livres (Sundararajan et al., 2011).

A adicdo direta de extratos e catequinas de cha verde vem sendo estudada e
apresenta resultados positivos em relacdo ao prolongamento do tempo de prateleira,
retardacdo de processos oxidativos e reducdo na formacgdo de compostos como aminas
biogénicas e acrilamida (Jongberg et al., 2013; Price et al., 2013; Kumar & Langoo, 2015;
Wang et al., 2015; Soncu & Kolsarici, 2017; Jayawardana et al., 2019). Contudo, apesar
dos inumeros beneficios, quando aplicado em emulsdo de carne, observou-se que apesar
do efeito do extrato ser dose dependente em relacdo a atividade antioxidante, a sua adi¢do
em altas concentragcdes pode interferir nas caracteristicas emulsificantes da emulséo
(Jongberg et al., 2015).

A adicgdo direta de extrato de cha verde combinado com outros extratos naturais
também vem demonstrando resultados positivos. Em hambdrguer de carne de cordeiro, 0
extrato de cha verde associado ao carvacrol reduziu a oxidagéo lipidica. A combinagéo
dos dois extratos se mostrou eficiente, devido a atividade antioxidante e antimicrobiana
das duas fontes vegetais (Bellés et al., 2019). Em linguica suina frescal, a combinacao de

diferentes concentracdes de extrato de chd verde com extrato de alecrim suprimiu a
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oxidacdo lipidica do produto. Sabe-se que, isoladamente, o extrato de alecrim ja
demonstrou atividade antioxidante em produtos carneos, assim como o extrato de
Camellia sinensis. Portanto, o sinergismo dos dois extratos € um fator importante a ser
considerado na adi¢do em produtos (Schilling et al., 2018).

Quando comparados aos antioxidantes sintéticos, como BHT, o extrato de cha
verde apresenta resultados que sugerem substituicdo total ou parcial dos produtos
sintéticos por extratos vegetais. Em hamburguer de carne suina, a adicdo do extrato de
Camellia sinensis (1000 mg/kg) foi capaz de estender a vida de prateleira dos produtos
em 20 dias sob refrigeracéo, apresentando ainda resultado melhor que o BHT (50 mg/kg)
(Lorenzo et al., 2014). Em paté de figado suino, a adi¢do do extrato de cha verde (1000
mg/kg) apresentou resultados melhores que os obtidos pelo conservante sintético BHT
quando utilizado na concentracdo de 200 mg/kg (Pateiro et al., 2014).

A adicdo de extrato de cha verde como antioxidante vem sendo utilizada também
em outros alimentos de origem animal, como pescados. Para o controle de oxidagéo
lipidica em peixes “Red drum”, cobertura de quitosana suplementada com polifenois
previamente isolados de cha verde foi capaz de reduzir os valores de TBARS de 0,992
para 0,252 mg de malonaldeido por kg de amostra (MDA/kg) ao longo de 20 dias de
armazenamento em refrigeracdo (Li et al.,2013). Em camardes, a aplicacdo de extrato de
cha verde de forma direta e combinada com tecnologias de armazenamento sob atmosfera
modificada foi capaz de reduzir a oxidacdo lipidica ao longo de 10 dias de armazenamento
(Nirmal, & Benjakul, 2011a; Nirmal, & Benjakul, 2011b). A retardacdo da oxidacao
lipidica nos camardes tratados com extrato de cha verde é atribuida a capacidade de
eliminacdo dos radicais livres que o extrato possui. Além disso, o extrato de cha verde
pode atuar como quelante dos ions metalicos pro-oxidantes presentes nos musculos do
camardo e como resultado, o estdgio de propagacdo da oxidacdo é impedido e o

aparecimento de sabor rangoso no alimento é prevenido (Nirmal, & Benjakul, 2011b).

6. Uso de extrato de Camellia sinensis como antimicrobiano natural em produtos

carneos

Além dos microrganismos deterioradores, os alimentos podem ser contaminados
por microrganismos patogénicos, como Salmonella spp. e Escherichia coli
enteropatogénicas (Rohde et al., 2017; Franz et al., 2018). Os principais alimentos

envolvidos nos casos de doengas veiculadas por alimentos sdo os de origem animal, como
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pescados (crustaceos, peixes, moluscos e seus derivados), carnes de aves e carne vermelha
(Franz et al., 2018). Sabe-se também que a contaminacdo dos alimentos por
microrganismos acarreta em perdas e prejuizos econémicos, principalmente para paises
em desenvolvimento (Lung et al., 2015). Assim, evidencia-se a importancia de um
rigoroso controle em relacdo a qualidade microbioldgica de alimentos.

Substéancias sintéticas como nitratos, benzoatos, sulfitos, sorbatos, propionatos e
formaldeidos séo utilizadas, na forma de acidos organicos fracos ou sais, em alimentos
para impedir ou combater o crescimento microbioldgico. Contudo, sabe-se que essas
substancias podem apresentar efeitos adversos para o consumidor (Fu et al., 2016; Quinto
et al., 2019). Dentre os 36 antimicrobianos aprovados para o0 uso em alimentos pela
European Food Safety Authority, 33 deles sdo de origem sintética (Fu et al., 2016). O uso
de sulfito, por exemplo, costuma ser empregado para o controle microbiolégico em
embutidos (Lung et al., 2015; Alirezalu et al., 2019; Bellés et al., 2019;). Entretanto, a
medida que o habito de consumo da populagdo muda, 0 uso dessas substancias sintéticas
vem sendo discutido. Na Unido Europeia o sulfito tem seu uso restrito a concentracao
méaxima de 450 mg/kg (Bellés et al., 2019).

Vegetais, ervas, hortaligas, temperos e especiarias sdo pesquisados como fontes
de substancias antimicrobianas de importancia para industria de alimentos. Ja foi
observada a acdo antibacteriana de extratos naturais de amora, kimchi, alecrim, tomate,
aipo, folhas de oliva e carvalho, incorporados em alimentos carneos ou testados in vitro
(Jin, et al., 2018; Shalaby, Anwar, & Sallam, 2018; Soriano et al., 2018; Lee, et al., 2019;
Ruiz-Cruz, et al., 2019; ; Tamkuté et al., 2019; Zapata-Alvarez, Mejia, & Restrepo-
Molina, 2019). Sabe-se que a Camellia sinensis age na estrutura celular de E. coli
resistente a carbapenem, rompendo a membrana das células, levando assim a deformagéo
da bactéria e, posteriormente, a apoptose (Thakur et al., 2016). Em outro trabalho, foi
avaliada a atividade antibacteriana in vitro de extrato de Camellia sinensis preparado com
cloroformio: metanol (1:1), que se mostrou capaz de inibir o crescimento de E. coli e
Pseudomonas aeruginosa na concentracdo de 12,5 mg/mL e Staphylococcus aureus na
concentracdo de 6.25 mg/mL (Gupta & Kumar, 2017). Testes in vitro também mostraram
que solucdo de cobertura comestivel contendo 1% de extrato de cha verde inibiu com
mais eficiéncia as bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e
Listeria monocytogenes) que as Gram-negativas (E. coli e Salmonella entérica),
possivelmente devido a presenca da membrana extra de lipopolissacarideos que as
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bactérias Gram-negativas possuem e que funciona como uma barreira de permeabilidade
contra macromoléculas dos extratos (Chiu, & Lai, 2010).

Ainda, além do uso isoladamente de extratos de Camellia sinensis em produtos
carneos, pode-se utiliza-lo em associagdo com outros extratos para potencializar seus
efeitos. De acordo com Bellés et al. (2019), o uso de extrato de cha verde e extrato de cha
verde associado com carvacrol em hamburgueres de carne de cordeiro sem adicdo de
sulfitos. Neste estudo, mostra-se que a concentracao de cha utilizada no trabalho (300
ppm), sem associacdo com carvacrol ndo foi suficiente para exercer algum efeito
antibacteriano. Sobretudo, ainda no mesmo estudo, quando combinados a diferentes
concentrag0es de carvacrol, o extrato de Camellia sinensis apresentou resultados
promissores, reduzindo o crescimento de Brochothrix thermosphacta, Pseudomonas spp.
e de bactérias da familia Enterobacteriaceae. O carvacrol ja possui mecanismo
antibacteriano elucidado, diminuindo o teor de ATP intracelular e aumentando
simultaneamente o ATP extracelular, indicando acdo deste composto para a membrana
citoplasmatica (Souza et al., 2005). Utilizado em conjunto com alecrim, Camellia sinensis
reduziu a contagem de bactérias psicrotréficas em linguica frescal suina (Schilling et al.,
2018).

Quando adicionados em emulsdo de carne, o extrato de cha verde foi eficaz em
reduzir as contagens totais em placa, contagens de bactérias da familia
Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., bactérias acido-laticas, bolores e leveduras
(Kumar, & Langoo, 2015). Em hamburguer suino embalado em atmosfera modificada, o
extrato de Camellia sinensis apresentou menores contagens de Pseudomonas spp.,
bactérias acido-laticas, bactérias psicotroficas e de mesofilos totais, quando comparado a
extratos de alga marinha e castanha, e ao BHT (Lorenzo et al., 2014). Os compostos
fendlicos do cha também foram efetivos na reducdo da contagem total de bactérias
aerobias mesofilas, bactérias das familias Enterobacteriaceae e Micrococcaceae, bolores
e leveduras em bacon (Wang et al., 2015).

Além da adicdo direta como ingrediente na formulacdo de produtos carneos, o
extrato de cha verde como antimicrobiano natural pode ser incorporado como cobertura
comestivel para alimentos prontos para consumo. Chiu & Lai (2010) utilizaram 1% de
extrato de ché verde, aplicado em cobertura comestivel a base de tapioca, em carne suina
pronta para consumo e observaram que houve uma redugdo na contagem de Bacillus
cereus em relacdo aos cortes sem a utilizacdo de extrato de cha verde como aditivo para

a cobertura. Quando aplicado em pescados (camardo e ostras), o extrato de Camellia
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sinensis se mostrou eficaz no controle de Vibrio parahaemolyticus (Nirmal, & Benjakul,
2011a; Nirmal, & Benjakul, 2011b; Xi, Liu, & Su, 2012).

Contudo, apesar de resultados positivos do extrato de cha verde como agente
antibacteriano em produtos carneos, no estudo realizado por Price e colaboradores (2013),
ndo foi detectada nenhuma atividade antibacteriana do extrato de chad verde em
almondegas de carne suina, quando aplicado na concentragdo de 300 mg de extrato para
1 kg de carne.

Em relacdo as doses dos extratos utilizados como antimicrobianos naturais em
produtos carneos, ndo houve diferenca estatistica entre dois tratamentos de hamburguer
bovino contendo solugdo de extrato de cha verde encapsulado (quitosana + 0,5% de
extrato de cha verde + TPP) em 1% e 5% para bactérias do grupo dos coliformes,
analisados ao longo de 8 dias em armazenamento por 4 °C (Ozvural, Huang, & Chikindas,
2016). Utilizando-se 0,3 mg (300 ppm) de extrato de cha verde em hamburguer de carne
de cordeiro, ndo foi observada atividade antibacteriana (Bellés et al., 2019). Ja o extrato
utilizado na concentracdo de 1000 mg por 1 kg de carne demonstrou capacidade
antimicrobiana, aumentando o tempo de prateleira de hamburguer suino (Lorenzo et al.,
2014). Analisando os resultados, afirma-se que a atividade antimicrobiana de extrato de
cha verde estd associada a sua dosagem, e que quando € associado a outros extratos

vegetais, baixas concentracfes de Camellia sinensis podem exibir efeitos antibacterianos.

7. Alteracdes sensoriais causadas pela adicdo de extrato de Camellia sinensis em
produtos Carneos.

A aceitacdo global dos chas elaborados a partir da Camellia sinensis se deve ao
sabor, efeitos levemente energéticos, propriedades nutricionais e terapéuticas. Tais
caracteristicas favorecem o interesse do consumidor e a sua incorporagdo na dieta da
populacéo (Dai et al., 2017; Ho, Zheng, & Li, 2015). Durante os processos de extragéo,
alguns componentes fortemente relacionados as caracteristicas sensoriais dos chas sdo
obtidos, como aminodacidos, pentanal e epigallocatequinagallato (Wang, & Ruan, 2009;
Nirmal, & Benjakul, 2011a; Nirmal, & Benjakul, 2011b;). Assim, ao serem incorporados
em alimentos, espera-se que alteracdes a nivel de sabor, aroma e cor acontecam.

Estudos mostram que o extrato de cha verde quando combinados com outros
extratos naturais, como alecrim, promovem retardamento no processo de descoloracéo,

apesar de ndo serem efetivos na inibicdo de perda de tom de vermelho em linguica suina
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frescal (Schilling et al., 2018). A manutencdo da cor vermelha é importante, sobretudo
em produtos carneos, no que se refere a aceitagdo do consumidor, pois estes associam 0s
tons de vermelho com qualidade, e a perda desta coloracéo resulta em um alimento com
cor marrom/esverdeada, repulsiva para os consumidores. A formacdo de um pigmento
chamado metamioglobina é responsével pelo tom marrom na carne ao longo dos dias de
armazenamento. Em hamburguer bovino, a formacao deste composto ja foi inibida pelo
uso de catequinas de cha verde isoladas (Polifenois 98% e catequinas 90%) (Liu et al.,
2015). Alteracdes na coloracdo do produto também estdo associadas como resultado de
processos oxidativos, portanto os extratos que sdo capazes de inibir a formacdo de
produtos oxidativos priméarios e secundarios, podem inibir também a formagdo de
metamioglobina e ajudar na manutencdo dos tons de vermelho (Schilling et al., 2018).
Em camardes, a adi¢do do extrato de cha reduziu a formacéo de melanose, alteracdo de
cor comum neste tipo de alimento que também é uma caracteristica repulsiva aos
consumidores (Nirmal, & Benjakul, 2011a; Nirmal, & Benjakul, 2011b).

Estudos indicam que a adi¢do dos extratos ndo acarretou em qualquer aroma
caracteristico da Camellia sinensis e sabor adstringente ou amargo provenientes dos chas,
mesmo quando estes foram utilizados em altas concentracGes (Schilling et al., 2018;
Jayawardana et al., 2019). Quando adicionados em camardes, 0 extrato de cha verde
também ndo provocou alteracBes sensoriais detectaveis por avaliadores (Nirmal, &
Benjakul, 2011a; Nirmal, & Benjakul, 2011b). Em peixes, a associacdo de quitosana e
polifendis isolados de cha verde apresentou resultados superiores as mudancgas de
pontuacdo na andlise sensorial e nos parametros de dureza em relacdo a combinacao de
extrato de semente de uva e quitosana (Li et al., 2013). Contudo, estudos ainda sdo
necessarios em relagdo as alteracbes que Camellia sinensis pode causar em ostras (Xi et
al., 2012) e em outros frutos do mar.

Em relacdo aos produtos elaborados com carne, a adicdo do extrato de cha verde
ndo modificou atributos sensoriais além da coloracdo em almondegas (Price et al., 2013),
assim como em mortadela tipo Bologna, onde a adi¢do de extrato de cha verde manteve
as caracteristicas de sabor do produto, e interferindo, contudo, na textura, deixando-a mais
consistente, macia e uniforme, segundo os critérios de avaliagdo (Jongberg et al., 2013).
Nuggets e hamburgueres de frango com extrato de cha verde em sua formulagdo também
obtiveram parametros sensoriais aceitaveis (Soncu, & Kolsarici, 2017). Em embutido
suino ndo-curado, a adicao de 0,05% de extrato de ché preto e adi¢do de 0,05% de extrato
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de cha verde como conservantes naturais puderam ser utilizadas sem nenhum efeito
adverso nas caracteristicas sensoriais do produto (Jayawardana et al., 2019).

O crescimento de microrganismos e ocorréncia de reacGes quimicas como
oxidacdo lipidica e proteica alteram parametros de avaliacdo sensorial como sabor, odor
e coloracédo (Li et al., 2013). Consequentemente, se 0s extratos utilizados nos produtos
funcionarem como conservantes naturais, espera-se que odores e sabores ran¢osos, além

de coloragdo estranha e indesejada, sejam evitados ou diminuidos nestes alimentos.
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Abstract

This study evaluated the addition of green tea extracts (GTE) and their effect on
the physicochemical and sensory properties of chicken burgers. Ethanolic extracts (E1,
E2, E3, and E4) showed higher total phenolic and flavonoid contents of 92.94-121.55 mg
GAE/mL and 58.86-69.41 mg EPI/g, respectively, than the aqueous extract with 75.51
mg GAE/mL and 50.47 mg EPI/g, respectively. Extract (E1) was used for DPPH analysis
(showing 75.73% inhibition of DPPH radical), then added to chicken burgers at
concentrations of 0% (control), 0.5% (GT-0.5), and 1.0% (GT-1.0) and analyzed during
refrigerated storage for 10 d. Lower cooking yields and lower hardness values were
observed in GT-1.0. GTE effectively delayed lipid oxidation of chicken burgers during
storage. Additionally, redness parameters were affected and this was observed following
sensory analysis. However, GT-1.0 showed lower mesophilic, psychrotrophic,

Enterobacteriaceae, and Gram-positive cocci bacterial counts until day 7 of storage.
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Therefore, the addition of 0.5% GTE is a viable option for the processing of chicken

products.

Key-words: Camellia sinensis, chicken patties, color parameters, lipid oxidation, natural

extract, phenolic

1. Introduction

Meat burgers are a popular meat product in Brazil. High acceptance of this product
is due to its convenience, low price with high nutritional value, and sensorial satisfaction
(Mizi et al., 2019). Burgers are made using beef, but chicken and pork can also be used.
The use of chicken improves the nutritional value of burgers due to its high-value
proteins, essential fatty acids, and mineral content (Angiolillo, Conte, & Del Nobile, 2015).
However, their (chicken) unsaturated fatty acids make chicken burgers susceptible to lipid
oxidation during storage (Elhadi, Elgasim, & Ahfmed, 2017). Additionally, microbial
spoilage and potential contamination by pathogenic bacteria, such as Escherichia coli and
Salmonella spp. are a concern (Franz et al., 2018; Djeane, Gémez, Yangiela, Roncalés,
& Arifio, 2019). Lipid oxidation and microbial spoilage, besides being a risk to
consumer’s health lead to off-flavor development and discoloration, which decreases the
consumer acceptance of meat and meat products (Faustman, Sun, Mancini, & Suman,

2010; Karakaya, Bayrak, & Ulusoy, 2011).

Therefore, meat processing companies traditionally use synthetic compounds to
prevent oxidative deterioration and microbial spoilage, thereby prolonging the shelf life
of meat products (Ryu, Shim, & Shin, 2014; Carocho, Morales, & Ferreira, 2015).
Butylhydroxyanisol (BHA), butylated hydroxytoluene (BHT), and propyl gallate (PG)

are the most traditionally used antioxidants in food processing; however, their usage is
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controversial due to their potential adverse effects on human health (Pereira et al., 2017).
In Brazil, the maximum dose allowed for BHA, BHT, and PG is 100 mg/kg for each
antioxidant (Brazil, 2006); and 200 mg/kg in Canada; while, in the United States, it is 50
mg/kg for BHA and BHT as well as 200 mg/kg (of fat content) for PG (Sahidi & Zhong,
2005; Taghvaei & Jafari, 2013). Also, other countries have banned the use of some

synthetic antioxidants in food processing (Taghvaei & Jafari, 2013).

Natural compounds, especially those derived from plants, have become an
alternative to harmful synthetic antioxidants (Ribeiro et al., 2019). Several natural
extracts, such as hibiscus, grape seed, pomegranate (Firuzi et al., 2019), rosemary, sage
(Jayawardana, Warnasooriya, Thotawattage, Dharmasena, & Liyanage, 2019), Flame vine,
and Mamica-de-cadela (Ferreira, Rosset, Lima, Campelo, & Macedo, 2019) have been
studied in meat products. The green tea (Camellia sinensis) is popular during
phytotherapy due to its biological properties (Xing, Zhang, Qi, Tsao, & Mine, 2019) and
can be used as a biopreservative in food processing. Green tea extracts (GTE) have been
successful used to improve the shelf life of beef burgers, chicken nuggets, pork liver
patties, and redfish, (Price, Diaz, Bafién, & Garrido, 2013; Pateiro, Lorenzo, Amado, &
Franco, 2014; Soncu & Kolsarici, 2017; Bellés, Alonso, Roncalés, & Beltran, 2019). Few
studies have only explored the effect of different extraction conditions of the applied

extracts.

Lipid oxidation and microbial spoilage of chicken burgers negatively affect its
sensory acceptance and shelf life. This study assessed the effect of different extraction
conditions and GTE concentrations on the physicochemical, microbial, and sensory

characteristics of chicken burgers stored for 10 d at 4°C.

2. Material and Methods
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2.1. Preparation of GTE

Green tea leaves (Qualy Ervas Industria e Comércio Ldta, Sdo Paulo, Brazil) were
obtained in a local market (Salvador, Brazil), ground using a blender (R1 1353, Philips
Walita, Varginha, Brazil), and stored in the dark at —18°C. Samples (10 g) were added to
100 mL of solvent and 5 GTE were prepared with different solvents, times, and
temperatures of extraction as follows: 75% ethanol-water (v/v) for 15 min/80°C (E1),
75% ethanol-water (v/v) for 30 min/60°C (E2), 75% ethanol-water (v/v) for 60 min at
40°C (E3), 75% ethanol-water (v/v) for 24 h/25°C (E4), and distilled water for 5
min/100°C for a traditional tea preparation (E5). After homogenization using a magnetic
stirrer (EDUTEC, EEQ-9008A-2, Brazil), extracts were allowed to cool, filtered
(Whatman #1, Sigma-Aldrich, Germany), and immediately used for the analyses of total

phenolic and flavonoid contents as well as their antioxidant activities.

2.2. Total phenolics, total flavonoids, and antioxidant activity

Total phenolic content was determined according to the Folin-Ciocalteu
spectrophotometric method as described by Singleton, Orthofer, and Lamuela-Raventds
(1999). Different gallic acid concentrations (0.10-0.75 mg/mL) were used to plot the
calibration curve and results were expressed as gallic acid equivalents (mg GAE/mL
extract). The absorbance of mixtures was determined at 760 nm (Bel Photonics UV-M51,

Piracicaba, Brazil).

Total flavonoid content was determined using a colorimetric assay proposed by
Zhishen, Mengcheng and Jianming (1999). The absorbance of mixtures was determined
at 510 nm (Bel Photonics UV-M51, Piracicaba, Brazil) and results were expressed as the

milligram of epicatechin equivalents per milliliter of extract (mg EPI/mL extract). The
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extracts with higher total phenolic and flavonoid contents were chosen for 1,1-Diphenyl
1-2-picryl-hydrazyl (DPPH) radical scavenging activity and used during the processing

of chicken burgers.

DPPH free radical scavenging activity was evaluated using the method proposed
by Brand-Williams, Cuvelier, and Berset (1995). A decrease in absorbance at 515 nm
(Bel Photonics UV-M51, Piracicaba, Brazil) of 100 mmol/L DPPH (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, USA) dissolved in 80% methanol was measured at room temperature 30 min
after the sample was added. The DPPH free radical scavenging activity was performed in
triplicate, expressed as the percentage of inhibition of the DPPH radical, and calculated

using equation (1).

Blank absorbance — Sample absorbance
AA% = x 100
Blank absorbance

1)
2.3. Preparation of chicken burgers

Boneless chicken breast, thigh, and drumsticks were purchased in a local market
(Salvador, Brazil) and transported in iceboxes to the processing plant (Federal University
of Bahia, Brazil). In three days, chicken burgers were prepared in duplicate. The meat
and chicken skin were ground using a meat grinder (8-mm diameter die plate) (MCR08
3.0, Arbel, Sao José do Rio Preto, Brazil) and divided into 3 treatments, as follows:
control, with no addition of GTE and composed of chicken meat (84.27%), chicken skin
(9.36%), water (4.68%), salt (1.50%), and white pepper (0.19%); GT-0.5, the addition of
0.5% GTE to replace water; and GT-1.0, the addition of 1.0% GTE to replace water. Each
formulation was aseptically hand-mixed for 7 min, after which 80 g portions were shaped

using a burger former (10-cm diameter and 1-cm thickness), packaged under aerobic
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conditions in polyvinyl chloride bags, and stored at 4°C for 10 d. The day after
production, chicken burgers were analyzed for cooking yield, proximate composition, and
texture, meanwhile, during the storage period, other analyses were performed. Sensory

analysis was conducted after the microbial characterization of the product.

2.4. Physicochemical properties
2.4.1. Cooking yield

Chicken burgers (three samples per treatment) were weighed before and after
cooking (until the internal temperature reached 72°C), after which the cooking yield was
calculated using the formula: Yield (%) = EP weight + AP weight x 100. Where ‘AP’ is
the as raw weight and ‘EP’ is the edible product weight (Devatkal, Thorat, Manjunatha,

& Anurag, 2012).

2.4.2 Proximate analysis

The proximate analysis of chicken burgers was performed according to the
method by the AOAC (Cunniff, 1998) for moisture (950.46), protein (981.10), ash
(920.153), and fiber (978.10) determination. The lipid content was measured as described
by Bligh and Dyer (1959). Results from the proximate analysis were expressed as g/100
g. The energy value (kcal) of the samples was calculated using the values, which
correspond to fat (9 kcal/g), protein (4 kcal/g), and fiber (2 kcal/g) (European Union,

2011). All analyses were conducted in triplicate.

2.4.3. Texture profile analysis (TPA)
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Instrumental TPA was conducted using a TAXT Express texture analyzer (Stable
Micro Systems Ltd., Surrey, England). For TPA, which consists of two cycles of
compression with a 3 s delay between cycles and 1.6 mm/s crosshead speed, ten chicken
burgers per sample were compressed using a cylindrical plate and 5 kg power cell. The
parameters, such as hardness, chewiness, and cohesiveness were estimated (Bourne,

2002).

2.4.4. Lipid oxidation

Lipid oxidation was estimated in triplicate using thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) assay according to the method described by Triki, Herrero,
Rodriguez-Salas, Jiménez-Colmenero and Ruiz-Capillas (2013) with slight modifications.
Each sample (5 g) was homogenized in 35 mL of 7.5% trichloroacetic acid (Exodo
Cientifica, Sdo Paulo, Brazil) for 30 s in a stomacher (LS Logen 1901, Logen Scientific,
Sdo Paulo, Brazil). After which, the mixture was filtered, and then 5 mL was collected
and mixed with 5-mL 20 mM thiobarbituric acid (TBA) (Exodo Cientifica). Finally, the
solution was kept in the dark at 20°C + 1.5°C for 20 h. The color formed was determined
spectrophotometrically (SP-22, Biospectro, Curitiba, Brazil) at 532 nm. A calibration
curve was plotted with 1,1,3,3-tetraethoxypropane and results were expressed as

milligram of malondialdehyde (MDA)/kg sample.

2.4.5. pH

The pH of chicken burgers was determined in triplicate using a pH meter (model

Mpa-210; Tecnopon, S&o Paulo, Brazil) for 10 g of samples homogenized in 100mL of
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distilled water., according to analytical standards described by Instituto Adolfo Lutz

(2004).

2.4.6. Instrumental color

Color measurements were performed after removing each sample from the
package and exposing it to atmospheric air for 10 min. The instrumental color (CIELAB,
lightness, L*; redness, a*; yellowness, b*) of chicken burgers was measured using a
Chroma Meter CR-5 (Konica Minolta Business Technologies Inc., Tokyo, Japan) with a
D-65 light source, a 10° standard observer, and an 8 mm aperture in the measuring head.

Three measured color parameters were also converted into chroma (C* =

[(a*)?+(b*)?]*?), which expresses color purity or saturation, and hue angle (h°

arctan[b*/a*]). Five determinations for each sample were performed.

2.5. Microbiological properties

Each meat sample (10 g) was aseptically transferred to a sterile stomacher (LS
Logen 1901, Logen Scientific, Sdo Paulo, Brazil), mixed with 90 mL sterile 0.1% peptone
water (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Brazil), and blended for 30 s. Appropriate serial
dilutions were prepared using 0.1% sterile peptone water (9 mL). For mesophilic bacteria,
sample suspensions were inoculated on plate count agar (PCA) (BD Difco, Le Pont de
Claix, France) and incubated for 48 h at 35°C. For psychrotrophic bacteria, sample
suspensions were inoculated on PCA and incubated for 5 d at 4°C. For
Enterobacteriaceae, sample suspensions were inoculated on violet red bile agar (VRBA)

(Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Brazil) and incubated for 48 h at 35°C. For Gram-positive
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cocci, mannitol salt agar (MSA) (Acumedia, Cotia, Brazil) was used and incubation was

performed for 48 h at 35°C.

2.6. Sensory analysis

To guarantee the safety of consumers, the determination of thermotolerant
coliforms, Enterobacteriaceae, and Gram-positive cocci were performed before sensory
analysis. Chicken burgers were cooked on a grill until the internal temperature reached
72°C, cut into 10 g cubes, and randomly monadically served in disposable plastic cups
coded with 3-digit random numbers. Forty-five untrained panelists (male and female)
with an age range of 18-33 years, evaluated the sensory attributes (overall acceptability,
color, flavor, taste, and texture) of chicken burgers using a 9-point hedonic scale (1 =
extremely dislike and 9 = extremely like) (Peryam & Pilgrim, 1957) and a 5-point hedonic
scale for purchase intention (1 = definitely would not buy and 5 = definitely would buy).
The panelists were instructed to cleanse their palates between samples using water and
unsalted crackers. The acceptability index (Al) was calculated using the relation between
the average score obtained from the samples and the maximum score of the hedonic scale

(9) multiplied by 100, according to Dutcosky (1996).

2.7. Statistical analyses

Analysis of variance (ANOVA) was performed using SPSS v.17.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) to analyze the effects of storage periods and different levels of GTE
application on the sample. A completely randomized design included treatment groups

(control, GT-0.05, and GT-1.0) and storage time (0, 3, 7, and 10 d) as fixed effects and
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replications as the random effect. Tukey’s HSD (honestly significant difference) was used

to compare means and significant differences were considered at P < 0.05.

3. Results and Discussion
3.1. Total phenolics, total flavonoids, and antioxidant activity

Results of the total phenolic and flavonoid contents obtained from different
extraction conditions are illustrated in Figure 1. The total phenolic contents obtained were
in the order E1 > E2 > E3 > E4 > E5 (with values of 75.51-121.55 mg GAE/mL) and a
similar trend was observed for flavonoids, i.e., E1 possessed the highest contents (total
phenol and flavonoid). The highest flavonoid content (69.41 mg EPI/mL) was obtained
in E1, showing that extraction conditions (solvent, time, and temperature) exerted
significant effects on the characteristics of GTE. For the flavonoid content, no significant
differences were found between E2, E3, and E4 samples. However, E5 showed the lowest
flavonoid content (50.47 mg EPI/mL), probably due to the high temperature used
(100°C), which may have reduced the quality of phenols (Soquetta, Terra, & Bastos,
2018) and flavonoids (Banerjee & Chanterjee, 2015). Phenolic and flavonoid contents
obtained in this study agree with others involving similar conditions of extraction in green

tea (Bellés, Alonso, Roncalés, & Beltran, 2019; Tang et al., 2019).

Here, due to the higher phenolic and flavonoid contents, E1 was added to chicken
burgers. Earlier in this study, DPPH analysis was performed and E1 showed 75.73% *
0.01 inhibition of DPPH radical. This result agrees with Colon & Nerin (2016) who

reported 82.23% inhibition of DPPH radical in GTE.

3.2. Physicochemical properties
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3.2.1. Cooking yield

Cooking yield values of chicken burgers were 53.43%-65.63% (Table 1). The
addition of 0.5% GTE did not affect cooking yield values; however, treatment with 1.0%
GTE showed lower (P < 0.05) values than the control. The cooking yield of meat products
is related to moisture and fat loss (during cooking) (Mikhail et al., 2014) and is influenced
by the emulsifying properties of meat proteins (Soltanizadeh & Ghiasi-Esfahani, 2015).
A study by Jongberg, Terkelsen, Miklos, & Lund (2015), also revealed that the addition

of 1,500 ppm GTE reduced the cooking yield of Bologna-type sausages by more than 8%.

3.2.2. Proximate composition of chicken burgers

Proximate composition of chicken burgers treated with GTE is presented in Table
1. No significant differences were observed for moisture, protein, fat, ash, and fiber
contents. A study by Ferreira et al. (2019) revealed that when low (< 1%) concentrations
of the extracts were added to burgers, the content of macro compounds was insignificantly
affected. Another study also explained that there were no significant differences between
the proximate composition of traditional lamb burgers and those with added natural
antioxidants Fernandes et al. (2017). Energy values of chicken burgers were 133.63—
147.99 kcal/100 g (Table 1) and were similar to those explained by Carvalho et al. (2019),

where spinach replaced meat in chicken burgers (146.75-159.70 kcal/100 g).

3.2.3. Texture properties

TPA evaluated the hardness, chewiness, and cohesiveness (Table 1) of chicken
burgers, however, the addition of GTE (P < 0.05) changed the parameters analyzed.

Chicken burgers treated with 1.0% GTE had lower (P < 0.05) hardness and chewiness
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values than GT-0.5 and the control. According to Santos, Sousa, Almeida, Gusmao, &
Gusmao (2019), both parameters are strongly associated; thus, when hardness values are
high, chewiness is also increased. No significant differences in hardness and chewiness
parameters were found between the control and GT-0.5. A study by Jongberg et al.
(2015), showed that the phenolic contents of GTE may reduce the emulsifying properties
of meat proteins. However, in this study, this (reduction of emulsifying properties of meat
proteins) effect was only significant when 1.0% GTE was added to chicken burgers (P <
0.05) (Table 1). In contrast, cohesiveness was higher (P < 0.05) in GT-1.0 than in the

control and GT-0.5.

3.2.4. Lipid oxidation

In meat products, lipid oxidation is one of the main causes of reduction in sensory
quality and shelf life (Ferreira et al., 2019), and TBARS assay results of chicken burgers
treated with GTE during refrigerated storage (Table 2). The addition of GTE and storage
periods affected (P < 0.05) TBARS values in chicken burgers. At the beginning of storage,
TBARS values were 0.21-0.73 mg MDA/kg sample and treatments with GTE had higher
(P < 0.05) TBARS values than the control. According to Wanasundara & Shahidi (1998),
GTE can act as a pro-oxidant in marine oils due to its high chlorophyll content. This pro-
oxidant effect of GTE was observed in mayonnaise (Gorji, Calingacion, Smyth, &
Fitzgerald, 2019), however, further studies on meat processing are required. Results from
this study suggested that GTE acted as a pro-oxidant at the beginning of the storage period
of chicken burgers. A study by Gazzani, Papetti, Massolini, and Daglia (1998) explained
that the components of vegetable juices showed an initial in vitro pro-oxidant activity,
which decreased with time and became an antioxidant at the end of the juice-monitoring

period. Thus, components of green tea used in this study had a similar effect, acting as a
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pro-oxidant on day 0 of storage. However, from day 3 until storage ended, GTE acted as
an antioxidant in treated chicken burgers (Table 2). In GT-0.5 and GT-1.0, the lowest (P
< 0.05) TBARS values were found on day 3 of storage (0.31 and 0.24 mg MDA/kg,
respectively). In the control, the TBARS value was 0.81 mg MDA/kg sample on day 3 of
storage and no significant differences were found until storage ended. Lipid oxidation of
GTE-treated chicken burgers increased (P < 0.05) on day 7 (0.80-0.97 mg MDAV/Kg).
Also, TBARS values of 1.0% GTE reduced (P < 0.05) at the end of storage compared
with day 7. The final TBARS values of treatments were 0.68-1.08 mg MDA/kg sample,
and the control showed higher (P < 0.05) values than GT-0.5 and GT-1.0. By sensory
analysis, all GTE-treated chicken burgers showed lower TBARS values than the threshold
for off-flavor perception (1.0 mg MDA/kg) (McKenna et al., 2005). A study by Ferreira
et al. (2019) also explained that TBARS values were lower than 1.0 mg MDA/Kg during
10-d storage of beef burgers with Brosimum gaudichaudii and Pyrostegia venusta
extracts. Another study by Ozvural, Huang, & Chikinidas (2016) applied different
strategies of GTE addition on beef burgers (unencapsulated and encapsulated GTE and
edible coatings with chitosan and GTE combined) and reported that it delayed lipid
oxidation during storage. Also, the same study explained that a treatment, which was
coated with chitosan and GTE showed higher TBARS values than the control on day 0,

which is probably because of the same pro-oxidant effect observed in this study.

3.2.5. pH

The pH values of chicken burgers varied during refrigerated storage (P < 0.05).
At the beginning of storage, values were 5.81-5.83 (Table 2) and increased during storage
(P < 0.05). The addition of GTE promoted chicken burgers with higher (P < 0.05) pH

values on day 3 of storage compared with the control. However, the amount of GTE added
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did not affect the values on this storage day. On day 7 of storage, the amount of GTE
added affected (P < 0.05) pH values, and GT-1.0 presented higher (P < 0.05) values than
others. A study by Nath, Kumar, Praveen and Ganguly (2016) and Al-Juhaimi et al.
(2016), also related an increase in pH values of beef burgers with pistachio extracts and
goat burgers with GTE addition, respectively, during the storage period. However, pH
values recorded in this study during storage were considered normal for such meat

products (raw) (Kuswandi & Nurfawaidi, 2017).

3.2.6. Instrumental color

The evolution of instrumental color parameters (lightness, L*; redness, a*;
yellowness, b*; chroma, C*; and hue angle, h°) for chicken burgers with the addition of
GTE during refrigerated storage is presented in Table 2. At the beginning of storage, L*
values were 47.68-51.88, and the addition of 0.5% GTE promoted chicken burgers with
lower (P < 0.05) lightness. The storage period did not affect the (P > 0.05) lightness
values of the control; however, an increase (P < 0.05) was observed following the addition
of 0.5% GTE. Additionally, at the end of storage (10 d), treatments with the addition of

GTE showed lower (P < 0.05) lightness values than the control.

The addition of GTE impacted (P < 0.05) redness (a*) values of chicken burgers
during storage (Table 2). At the beginning of storage, values were 5.08-8.61; and GT-1.0
showed lower (P < 0.05) values compared with the control and GT-0.5. During storage,
decreases in redness of chicken burgers may be due to the natural deterioration of the
product, but the addition of GTE affected the loss of redness. In all treatments, redness
values were stable until day 3 of storage (Table 2). However, in GT-0.5 and the control,
the commencement of redness reduction was observed on day 7 while in GT-1.0 the

values decreased only on day 10. At the end of storage, the control had higher (P < 0.05)
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a* values than others (GT-0.5 and GT-1.0). Also, GT-0.5 had higher (P < 0.05) a* values
compared with GT-1.0 showing that the amount of GTE added impacted the redness

attribute.

For yellowness (b*), no significant differences were observed between treatments
at the beginning of storage (19.82-21.99) (Table 2). However, the storage period
decreased (P < 0.05) yellowness in all treatments, and on day 10, the control had higher
(P < 0.05) values than GT-0.5 and GT-1.0. Regarding the C* parameter, values were
20.47-23.62 and 16.73-19.44 at the beginning and end of storage, respectively (Table 2).
Hue angle (h°) values of chicken burgers with the addition of GTE were 68.61-75.67 at
the beginning of storage. The hue angle and chroma value express color nuance and
saturation, respectively (Voss, 1992), and these parameters are associated with the visual
discoloration of meat since a large hue angle is associated with meat browning (Ghris,
2007), less redness, and more yellowish color (Aroeira et al., 2017) and lower chroma
values are associated with less color intensity (King, Shackelford, Kalchayanand, &
Wheeler, 2012). According to King, Shackelford, Rodriguez, & Wheeler (2011) and
Siripatrawan, & Noipha (2012), typical meat color deterioration caused by the oxidation
of myoglobin led to higher L* and lower a*, b*, and C*. Regarding the hue angle, higher
values indicate lower color stability. In this study, the hue angle of GT-0.5 and the control
were similar (P > 0.05) on day 10 of storage, indicating that GTE stabilized discoloration

in chicken burgers.

Other studies reported that the addition of natural plant extracts prevented the
discoloration of meat products (Jo, Son, Son, & Byu, 2003; Schilling et al., 2018). Since
lipid oxidation was similar in all treatments on day 7 and lower in GTE-treated chicken
burgers on day 10 (Table 2), results of instrumental color characteristics in this study

could be related to the greenish color of GTE and this was also noted by panelists involved
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in sensory analysis (Table 4). Another study by Bouarab-Chibane et al. (2017), related
greenish ground beef patties with GTE addition evidenced by lower a* values compared
to control. Instrumental color values are consistent with direct visual observation of

photographs of different treatments of chicken burgers with GTE addition (Figure 2).

3.3. Microbiological properties

Mesophilic, psychrotrophic, Enterobacteriaceae, and Gram-positive cocci
bacterial counts during the storage of chicken burgers with the addition of GTE are shown
in Table 3. Differences in mesophilic counts were undetected at the beginning of storage
(P >0.05). On day 3, counts of GT-1.0 (3.69 log CFU/g) were lower than GT-0.5 and the
control (4.11 and 4.16 log CFU/g, respectively), therefore revealing that the addition of
1.0% GTE exhibited antimicrobial effects. A study by Lorenzo, Sineiro, Amado, &
Franco (2014) and Ozvural, Huang & Chikinidas (2016), also revealed the antimicrobial
effect of GTE on mesophilic bacteria in beef and pork burgers. As expected, the
mesophilic bacterial count increased (P < 0.05) during storage, and values were higher
than 6 log CFU/g after 7 d. The initial psychrotrophic bacterial counts were 2.24-2.70 log
CFU/g (Table 3). The storage period affected (P < 0.05) the psychrotrophic count;
however, on day 3, GT-1.0 showed lower bacterial counts than GT-0.5 and the control (P
< 0.05). At the end of storage, counts were between 6.37 and 6.79 log CFU/g. In relation
to Enterobacteriaceae and Gram-positive cocci, bacterial counts were also lower at the
beginning and day 3 of storage but increased from day 7 onward (Table 3). Studies have
revealed that GTE possessed in vitro antimicrobial activity against coliforms and Gram-
positive cocci (Thakur et al., 2016; Parvez et al., 2019), but this effect was not observed
when applied to chicken burgers. From a microbiological perspective, chicken burgers

would be suitable for consumption until day 3 of refrigerated storage. However, further
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studies are required to elucidate the period of refrigerated storage when the bacteria count
of chicken burgers exceeds the limits of 6 log CFU/g and 4 log CFU/g for mesophilic and

Enterobacteriaceae, respectively (IMNRC, 2003).

3.4. Sensory analysis

Results of sensory attributes evaluated on the first day after the production of
chicken burgers with the addition of GTE are shown in Table 4. The addition of GTE did
not affect the overall acceptability, flavor, taste, texture, and purchase intention (P >
0.05). However, the color was affected (P < 0.05) following the addition of GTE. Color
is an important attribute of meat products, which determines its acceptance by consumers
(Renerre, 2000). In this study, GT-1.0 recorded lower (P < 0.05) scores (5.02) for color
compared with the control (6.24). However, GT-0.5 did not show significant differences
compared with other treatments for the color attribute. Color changes were also observed
during the instrumental color analysis (Table 2) and were attributed to the greenish color

of GTE.

Chicken burgers treated with GTE received scores above 7 for taste and texture
parameters, which indicated that they were well accepted by panelists (Anzaldla-
Morales, 1994). Scores lower than 6 were observed for the overall acceptability and color
parameters for all treatments, including the control. Probably, this is because Brazilian
consumers are more used to beef than chicken burgers (VVessoni, Piaia, & Bernardi, 2019)
and maybe expected for a reddish meat product. Regarding the purchase intention, values
were 3.13-3.60, which means between “might or might not buy” and “probably would

buy,” and no significant differences were found among treatments.
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The evaluation of Al when developing new products is fundamental in predicting
the product’s performance in the consumer market. The Al of GTE-treated (GT-0.5 and
GT-1.0) chicken burgers were 71.38% and 71.26%, respectively (Table 4). Although the
control showed an Al value of 78.78%, all treatments showed values higher than 70%,

indicating the commercial acceptance of the products (Santos et al., 2015).

4. Conclusion

This study revealed that GTE is more active when 75% ethanol is used as a solvent
for 15 min at 80°C, which is evidenced by higher total phenolic and flavonoid contents.
The addition of GTE was effective to retard lipid oxidation as the addition of 0.5% GTE
improved color stability in chicken burgers. Also, the addition of 0.5% GTE did not affect
the sensory attributes compared with the control. However, all treatments showed similar
levels of microbial growth during storage, revealing that the addition of GTE to chicken
burgers did not prevent or delay microbial spoilage. Despite that, GTE can be a source of
natural antioxidants and is an alternative to use in chicken burgers as biopreservative and

levels of 0.5% already shown desirable results.
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Figure 1 - Total phenolic and total flavonoid contents of GTE.

140 ¢
a
d
100 F F
e
80 F A
- B B B
\
60 } —— | C
D —
40 F
20 F
0 4 4 4 $ $
El E2 E3 E4 E5

C—Phenolics (mg GAE/mL) —e—Flavonoids (mg EPI/mL)

Means + standard error. Different lowercase letters (a-e) show significant differences in
total phenolic content and different uppercase letters (A-C) show significant differences
in total flavonoid content (P < 0.05). (E1- extraction with ethanol 75% for 15 min/80 °C;
E2- extraction with ethanol 75% for 30 min/60 °C; E3- extraction with ethanol 75% for
60 min/ 40 °C; E4- extraction with ethanol 75% for 24 hours/25 °C; E5- extraction with
distilled water for 5 min/100 °C).
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Figure 2 - Visual observation of chicken burgers with GTE addition.
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Table 1. Cooking yield, proximate composition and texture properties of chicken burgers

with GTE addition.

Control GT-0.5 GT-1.0
Cooking yield (%) 65.63% + 3.84 65.63% + 3.77 53.43° + 1.40
Proximate composition (g/100g)
Moisture 7178+ 0.16 71.432£0.75 71742 +2.16
Protein 16.86% £ 0.35 16.52% £ 0.21 16.49% £ 0.01
Fat 7.912 £ 0.00 7.86%+1.32 9.81%+1.04
Ash 1.122+£0.01 1.652+0.16 1.342+£0.22
Fiber 0.51*+0.13 0.58%+0.33 0.83%+0.16
Energy value (kcal/100 g)  139.62 137.93 155.84
Texture properties
Hardness (N) 23.54%+0.98 21.79°+1.84 15.12° + 1.62
Chewiness (N x mm) 16.24* +£1.01 15.35%+1.38 11.15°+1.03
Cohesiveness 0.75°+£ 0.16 0.78° £ 0.10 0.81*+0.16

Means + standard error. Different letters (a-b) in the same row show significant

differences (P < 0.05).
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Table 2. Lipid oxidation (mg MDA/kg), pH and instrumental color parameters of chicken
burgers with GTE addition during refrigerated storage.

Parameters Days of storage
0 3 7 10
Control 0.21°2+0.12 0.81*A+0.21 0.97*A +0.08 1.08%A + 0.20
TBARS GT-0.5 0.71%+0.07 0.31°B + 0.08 0.80%A +0.10 0.68%8 + 0.10
GT-1.0 0.73"2+0.04 0.24°B + 0.04 0.972A + 0.03 0.69°B +0.11
Control 5.81°%4 +0.17 5.845B + 0.26 5.85%C + 0.01 5.88%8 + 0.03
pH GT-0.5 5.83"A+0.02 5.92°A + 0.02 5.88%8 + 0.01 5.90%A8 + 0.02
GT-1.0 5.81°4+0.01 5.923A + 0,01 5.90°A + 0.01 5.95% + 0.03
Control 51.88%4+0.73 53.43%A+349 5145%A+228 54534 +0.76
L* GT-05 4768 +195 47.28"+146  49.56®AB+155 51.16%8+0.61
GT-1.0 51.32®A+240 48.38"8+1.01 48.64°8+1.70 5210 +2.11
Control 8.61** +0.34 7.732%A + 1,58 7.52%A + 1 97 5.51°A +0.57
a* GT-05 7.85A+1.36 6.77%48 + 0.13 5.22P8 +1.00 4.45"8 + 0.47
GT-1.0 5.08%+0.81 5.4228 + 0.99 5.2228 + (.82 3.43°C + (.83
Control 21.99%4+0.72 20.27%A+124 21.17*+163  18.63"A+0.68
b* GT-05 20.07*+212 1958%A+240 19.74®A+207 16.83"B+0.46
GT-1.0 19.82*A+0.75 19.51* +0.31 20594+ 1.03  16.36"2 +0.82
Control 23.62**+0.68 21.61%A+156 2253*+1.86  19.44" +0.79
C* GT-05 21.61*B+178 20.74%+221 20.43*A+218  17.04"® +1.33
GT-1.0 2047 +090 20.27*A+0.22 21264+ 1.05 16.73"2+0.90
FC 68.6128+1.01 69.25* +3.31 70578 + 458  73.55%8 +1.18
he GT-05 68.46"8+4.88 70.69%"A+280 7523*A+2.09  75.19%8+ 153
GT-1.0 7567 +1.79 74.47*+286 75.76*A+2.12  78.24*A + 255

Means + standard error. Different lowercase letters (a-c) in the same row and different
uppercase letters (A-C) in the same column for the same parameter show significant

differences (P < 0.05).
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Table 3 — Microbiological properties of chicken burgers with GTE addition during
refrigerated storage.

Days of storage

Microorganisms 0 3 7 10

Mesophilic Control  3.66"+0.18 4.11"+0.11 7.14*8+048 7.38®+0.21
GT-05 3514+0.30 4.16A+0.16 7.41"+0.36 8.17%4 +0.14
GT-1.0 3.63°A+0.44 3.69+0.28 6.49°2+0.18 7.72%48 +0.25

Psychrotrophic Control  2.704+0.04 4.57°A+0.05 6.04°+0.09 6.58*5 +0.06
GT-05 230 +0.04 4.64°+0.01 5.95"4+0.12 6.79%A + 0.09
GT-1.0 224%+006 397®+0.11 593"+0.09 6.37%+0.07

Enterobacteriaceae Control  2.90°A+0.06 2.91*B+0.29 5.83°2+0.08  6.42**+0.02
GT-05 2.79%4+006 3.21+0.10 4.91°2+0.11 6.43%A + 0.07
GT-1.0 2.85A+0.05 2.71®®+0.21 4.83°+0.25 6.53** + 0.01

Gram-positive Control 1.73°A+0.26 3.03°A+0.29 5.384+020 5494 +0.18

cocci GT-05 1.08A+0.15 2.77°A+0.27 4.82°8+0.04 5.02%A +0.03
GT-1.0 1.75%4+048 2744+0.38 377°C+0.16 5.49*+0.43

Means + standard error. Different lowercase letters (a-d) in the same row and different
uppercase letters (A-B) in the same column for the same parameter show significant
differences (P < 0.05).
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Table 4. Sensory analysis of chicken burgers produced with GTE addition.
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Control GT-0.5 GT-1.0

Overall acceptability 6.13% +2.00 5.20% £ 2.50 5428 +2.27
Color 6.24% £ 1.90 5.15% +2.50 5.04° +2.20
Flavor 7.33*+ 1.50 6.75*+ 1.70 7.02% +1.80
Taste 7.91*+1.40 7.40* +1.90 7.332+1.70
Texture 7.84*+1.60 7.62* +1.80 7.26+1.70
Purchase Intention 3.60*+1.13 3.13%+£1.12 3.20%+1.09
Al (%) 78.78 71.38 71.26

Means + standard error. Different letters (a-b) in the same row show significant
differences (P < 0.05). (A.l.- Acceptability index).



