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RESUMO

Clostridium perfringens é um bastonete Gram-positivo, ndo movel,
anaerdbico, aerotolerante e produtor de enddsporos e, esta diretamente associado
a intoxicacdo alimentar. Devido ao crescimento do interesse dos consumidores
por alimentos ditos “naturais”, os oleos essenciais surgem como alternativa,
reduzindo o uso de aditivos artificiais como o nitrito. Objetivou-se com este
trabalho verificar a atividade antibacteriana de diversos 6leos essenciais e a
combinacdo dos 6leos essenciais de orégano, tomilho, cravo-da-india e capim-
limdo sobre C. perfringens tipo A, além de avaliar o crescimento de C.
perfringens inoculado em mortadelas adicionadas de nitrito de sédio e diferentes
combinagdes de dleos essenciais, assim como estabelecer a concentragdo de
nitrito residual e avaliar a cor objetiva e oxidacdo lipidica do produto. Para
determinar a concentracdo minima inibitéria (CMI) tanto dos 6leos essenciais
individuais como das respectivas combinacdes foi utilizado o0 método de difusdo
de disco. Apds este procedimento foi elaborada uma mortadela, as amostras
foram separadas, embaladas a vacuo e armazenadas a 25°C/20 dias. Foram
inoculadas com 5 log UFC/g de C. perfringens ATCC 13124 em amostras
destinadas as analises microbioldgicas. Os 0leos essenciais de capim-limao,
orégano, tomilho e o composto quimico carvacrol, apresentaram CMI a 3,12%,
0s Gleos de balsamo, cravo-da-india e o composto eugenol a 6,25% e os 6leos de
canela e pimenta chinesa a 12,5%, entretanto, os 6leos essenciais de alecrim,
manjericdo, funcho-doce, gengibre, grapefruit, limdo-siciliano, salvia e
tangerina ndo apresentaram atividade antibacteriana em nenhuma das
concentracdes testadas sobre C. perfringens tipo A. Ao avaliar as combinacges
entre os oOleos testados foram observados maiores halos inibitorios em
concentracBes mais altas de Oleo essencial de orégano e concentragdes mais
baixas de 6leo essencial de capim-limdo. Na mortadela constatou-se maior efeito
inibitério do tratamento contendo 3,1% de 6leo essencial de orégano; entretanto
foi observado efeito pro-oxidante dos 6leos essenciais sobre a mortadela e
alteracdes na cor objetiva do produto.

Palavras-chave: Produto carneo. Nitrito de s6dio. Aditivos naturais.



ABSTRACT

Clostridium perfringens is a rod-shaped, gram-positive, anaerobic, non-
motile, spore-forming and oxygen tolerant bacterium and it is directly associated
to food-poisoning. Since the growth of customers’ interest on “natural” foods,
essential oils are perceived as an alternative for the use of artificial additives as
nitrite, diminishing its use. The aim of this work was to verify the antibacterial
activity of several essential oils and the blend from oregano, thyme, clove and
lemongrass on C. perfringens type A and also evaluate the growth of C.
perfringens inoculated on mortadella added with sodium nitrite and different
combinations of essential oils, as well as to establish the concentration of
residual nitrite and evaluate the objective color and lipid oxidation of the
product. The disk diffusion method was used to determine the minimal
inhibitory concentration (MIC) of individual essential oils and of their blend.
After this procedure, a mortadella was prepared and its samples was divided,
vacuum packed and stored on 25°C/20days. The samples were inoculated with 5
log UFC/g of C. perfringens ATCC 13124 destined to the microbiological
analysis. The essential oils from lemongrass, oregano, thyme and the chemical
compound known as carvacrol, have a MIC of 3.12%, oils from balsam of Peru,
clove and the compound known as eugenol have 6.25% and oils from cinnamon
and Litsea cubeba have 12.5%; however, essential oils from rosemary, basil,
order fennel, ginger, grapefruit, Sicilian lemon, clary sage and mandarin orange
did not have antibacterial activity in anyone of the tested concentration of C.
perfringens type A. After evaluating the oils blends tested was perceived larger
inhibitory halos in higher concentration of oregano essential oil and small
concentration on lemongrass essential oil. A higher inhibitory effect of the
treatment containing 3.1% of oregano essential oil was evidenced on the
mortadella; however it was observed pro-oxidant effect of essential oils on
mortadella and modification on the objective color of the product.

Key-words: Meat product. Sodium nitrite. Natural additives.
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1 INTRODUCAO

A mortadela ja foi considerada fonte de proteina de origem animal
destinada a populacdes que ndo possuiam condi¢des econdmicas para suprir a
quantidade protéica recomendada, entretanto, hoje é um produto apreciado e
consumido por todas as classes sociais.

Produtos carneos curados, como a mortadela, apresentam como
constituintes a carne bovina, suina, toucinho e aditivos como nitrito de sédio,
ascorbatos e fosfatos. O nitrito de sodio ou potassio possui finalidades basicas
como contribuir para o desenvolvimento de cor e sabor caracteristicos, inibir o
desenvolvimento de micro-organismos e atuar como antioxidantes. Todavia, 0
acido nitroso, oriundo da hidratacdo do Oxido de nitrito produzido pela reducao
do nitrito de sddio, pode reagir com aminas em produtos carneos curados para
formacdo de compostos N-nitrosos, em especial as nitrosaminas, as quais
possuem efeito toxico, mutagénico, neuro e nefrotoxico e carcinogénicos.

A principal justificativa para o emprego do nitrito na elaboragdo de
produtos carneos baseia-se no fato de prevenir o aparecimento de formas
vegetativas, impedindo tanto a germinacdo quanto a multiplicacdo dos
enddsporos de Clostridium sp., principalmente Clostridium botulinum.

As doencas causadas por micro-organismos veiculados por alimentos é
uma preocupacdo tanto para consumidores quanto para a industria, sendo a
toxinfecgdo alimentar causada por Clostridium perfringens tipo A, uma das mais
comuns no mundo industrializado e os surtos estdo diretamente relacionados a
carnes, produtos carneos e aves.

Oleos essenciais sdo aditivos que podem ser utilizados em substituicio
e/ou complementando aditivos alimentares artificiais na indistria de alimentos,

sendo preferidos por possuirem atividade antimicrobiana e antioxidante,
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podendo ser usados também como flavorizantes, aromaticos, antissépticos,
carminativos, antiespasmadicos e expectorantes.

Diante disto, objetivou-se verificar a atividade antibacteriana in vitro de
diferentes Oleos essenciais e o efeito inibitério das combinacGes dos 6leos
essenciais de orégano, tomilho, cravo e capim-liméo sobre células vegetativas de
C. perfringens tipo A ATCC 16124 e avaliar em mortadelas com baixo teor de
nitrito de sodio e 6leos essenciais o crescimento de C. perfringens tipo A e 0s
efeitos sobre o desenvolvimento da cor, concentracdo de nitrito residual e

oxidacdo lipidica do produto.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Oleos essenciais

Desde os primordios da humanidade o homem depende das plantas para
a sua existéncia, utilizando-as como alimento, medicamento, construcdo de
abrigo, no aquecimento, dentre outros. As primeiras referéncias histéricas
importantes sobre a utilizagdo dos Oleos essenciais provém do Oriente,
especialmente do Egito, onde eram usados em rituais religiosos, para tratamento
farmacoldgico e conservagdo de alimentos.

Segundo a Resolugdo — RDC n° 2, de 15 de janeiro de 2007, dleos
essenciais sdo produtos volateis de origem vegetal obtidos por processo fisico
(destilacdo por arraste com vapor de agua, destilacdo a pressao reduzida ou outro
método adequado) (BRASIL, 2007).

Estas substancias sdo conhecidas como esséncia, 0leo essencial ou 6leo
etéreo. Entretanto, sua principal caracteristica é a volatilidade, diferindo, assim,
dos Oleos fixos, mistura de substancias lipidicas obtidos, geralmente, de
sementes. Qutra caracteristica importante € o aroma agradavel e intenso da
maioria dos 6leos essenciais, 0s quais sdo sollveis em solventes organicos
apolares, geralmente sdo incolores ou ligeiramente amarelados e instaveis,
principalmente em presenca de ar, luz, calor, umidade e metais; a maioria dos
6leos volateis possui indice de refracdo e é opticamente ativo, cujas propriedades
s&o usadas na sua identificacéo e controle da qualidade (SIMOES et al., 2007).

Os 6leos essenciais sdo constituidos, em sua maioria, de derivados de
fenilpropandides ou de terpendides, sendo esses Ultimos predominantes.
Apresentam-se  como uma mistura de diferentes concentragbes de
hidrocarbonetos terpénicos, alc6ois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas,

fendis, ésteres, éteres, dxidos, perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas,



17

cumarinas e compostos de enxofre. Normalmente, um deles é o composto
majoritario, havendo outros em menores teores e alguns em baixissimas
quantidades (tracos). Sdo produzidos no metabolismo secundario das plantas,
variando a intensidade e a composicdo de acordo com a espécie, fatores

ambientais e o estagio de desenvolvimento da planta (OUSSALAH et al., 2007).

2.2 Biossintese de metabolitos secundarios

Os seres vivos possuem metabolismo que origina metabolitos primarios
e secundarios. Enquanto os primarios sao secretados e essenciais a todos 0s
organismos, 0s secundarios sdo produzidos apenas por alguns, em sua maioria
vegetais e garantem as fungdes bioldgicas de perpetuacdo e defesa (SANTOS,
2007). Logo, os compostos organicos produzidos ou transformados pelos
vegetais que ndo possuem acdo direta conhecida em seus processos vitais, tais
como fotossintese, respiracdo, transporte de solutos, translocacdo, assimilacéo,
diferenciacdo ou sintese de carboidratos, proteinas e lipideos sdo conhecidos
como metabdlitos secundarios (GUIMARAES, 2007).

Os vegetais possuem elevada capacidade biossintética de metabolitos
secundarios, tanto em relacdo ao nimero de substancias produzidas quanto a sua
diversidade numa mesma espécie (POSER; MENTZ, 2007), embora estes ndo
sejam necessariamente essenciais para 0 organismo produtor, garantem
vantagens para sobrevivéncia e para perpetuacdo de sua espécie em seu
ecossistema (CASTRO et al., 2004).

As plantas apresentam diversas vias metabdlicas secundarias que levam
a formacg&o de compostos, cuja distribuicdo é restrita a algumas familias, géneros
ou mesmo espécies. O conjunto de compostos secundarios nas plantas é
resultado do balanco entre a formacdo e eliminacdo desses compostos durante

seu crescimento, sendo esse equilibrio influenciado por fatores genéticos (que
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sdo fixos) e ambientais como luz, temperatura, tipo de solo e agua, 0s quais sao
variaveis. Eles sdo comumente concentrados em uma regido em particular da
planta e, quando ocorrem em varias partes destas, possuem diferentes perfis de
composi¢do (OUSSALAH et al., 2007).

Os O6leos essenciais podem ocorrer em estruturas secretoras
especializadas, tais como pelos glandulares (Lamiacae), células parenquimaticas
diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), canais oleiferos (Apiaceae) ou
em bolsas lisigenas ou esquisolisigenas (Pinaceae, Rutaceae). Os 0&leos
essenciais podem estar estocados em certos 6rgéos, tais como flores (laranjeira e
bergamoteira), folhas (capim-limdo, eucalipto, louro) ou ainda nas cascas do
caule (canelas), madeira (sandalo, pau-rosa), raizes, rizomas (curcuma,
gengibre), frutos (anis-estrelado, funcho, erva-doce) ou sementes (noz-
moscada). Embora todos os érgdos de uma planta possam acumular éleos
essenciais, sua composicao pode variar segundo a localizacdo (OUSSALAH et
al., 2007).

A composicdo do Oleo essencial de uma planta é determinada
geneticamente, sendo, geralmente, especifica para um determinado 6rgdo e
caracteristica para seu estagio de desenvolvimento. Entretanto, as condi¢cfes
ambientais sdo capazes de causar variagdes significativas (WILLIANS;
STOCKLEY, 1998). Temperatura, umidade relativa, periodo de exposi¢do ao
sol e regime de ventos exercem uma influéncia direta, sobretudo sobre as
espécies que possuem estruturas de estocagem de Oleo essencial em sua
superficie (SALGADO, 2005).

A origem de todos os metabolitos secundarios pode ser resumida a partir
do metabolismo da glicose, via dos intermediarios principais: o é&cido
chiguimico e o acetato (Figura 1). O acido chiguimico origina os aminoacidos
aromaticos, precursores da maioria dos metabolitos secundarios aromaticos, tais

como: taninos hidrolisaveis, alcaldides derivados dos aminoacidos aromaticos



| Fosfoenolpiruvan }——' Entrose 4-Fosfato |

ACIDO CHIQUIMICO
[ Actoo chquinico |

) Fenlalanina
@@ Tirosina

Acetl Co-A

+
Acetoacen] Co-A |

Alcaléides Inddlicos
¢ Quinolinicos

Protoalcaldides

Benzilisoqunolinicos

Alcaldndes Isoqunolincos e | FENILPROPANOIDES ‘

19

| Taninos Hidrolisaves | | Ciclodo Acido Circo || MEVALONATO |
Acido Cindmico |:\
. Isoprendides
Amaqu{r?um Omitina
Flavondides Lisina
Taninos Condensados
TERPENOIDES
Esterdis
Alcaldides Purolidincos,
. - Tropénicos, —
Ligninas e Lignanas Pirrolizidinicos, Acidos Graxos
Cumannas Piperidinicose Acetogeninas
Quinohzidinicos

Figura 1 Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios, Adaptada de Simdes et

al. (2007)

(triptofano e fenilalanima/tirosina) e os fenilpropandides. A combinacdo de uma

unidade de acido chiquimico e uma ou mais unidades de acetato origina as

antraquinonas, flavondides e os taninos condensados. Os derivados do acetato

podem ser produzidos pela via ciclo do &cido citrico, dando origem aos

alcaléides derivados dos aminoacidos alifaticos, ornitina e lisina, e aos

glicosideos e glicosinolatos; pela via do mevalonato, originam os derivados do

isopreno e, pela condensacdo da acetilCoA, formam-se os &cidos graxos e
acetogeninas (SIMOES et al., 2007).
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Logo, os constituintes quimicos dos 6leos essenciais estdo distribuidos
em duas classes quimicas distintas: terpendides e fenilpropanoides, sendo os
terpendides produzidos com maior abundancia e mais frequentemente, enquanto
que os fenilpropandides séo indispensaveis para caracteristicas flavorizantes e
odorizantes (SANGWAN et al., 2001). Outros compostos como alcoois simples
e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenolis, ésteres, éteres, Oxidos, peréxidos,
furanos, &cidos organicos, lactonas e cumarinas, até compostos com enxofre

também s&o encontrados nos dleos essenciais (SIMOES et al., 2007).

2.3 AplicacOes dos 6leos essenciais

Estima-se que aproximadamente 3.000 6leos essenciais sdo conhecidos,
dos quais 300 sdo comercialmente importante, especialmente para a inddstria de
alimentos, farmacéutica, cosméticos e agricultura (NEDOROSTOVA et al.,
2009).

Os 0Oleos essenciais tém atraido a atencdo de pesquisadores, devido ao
potencial antioxidante, antimicrobiano, flavorizante, aromatico, antisséptico,
carminativo, antiespasmddico e expectorante (JAKIEMIU, 2008). Os o0leos
essenciais ou seus componentes sdo utilizados como produtos de perfumaria,
higiene pessoal, na agricultura, aditivos em alimentos, como remédios naturais,
dentre varias outras aplicagfes, com um mercado apresentando crescimento
acima de 11% ao ano (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009). Sdo empregados
também para mascarar odores desagradaveis em ambientes de trabalho e
instalagbes sanitarias, além de serem usados como insumos em diversos
produtos das industrias de plasticos, tintas, borrachas, inseticidas e dentre outros
(CAVICCHIOLLI, 1986).

Alguns componentes dos 6leos essenciais tém sido registrados pela

Comissdo Européia para utilizagdo como aromatizante em géneros alimenticios,
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estes sdo caracterizados por ndo apresentarem qualquer risco a salde do
consumidor e incluem o carvacrol, carvona, cinamaldeido, citrato, p-cimeno,
eugenol, mentol e timol (Comission Decision of 23 January, 2009).

Entretanto, alguns autores afirmam que a ingestao oral de doses elevadas
de alguns compostos naturais pode promover graves problemas de toxicidade,
sendo necessario encontrar um equilibrio entre a dose efetiva e a que pode
causar toxicidade (DUSAN et al., 2006). Alguns 6leos essenciais podem induzir
problemas alérgicos e dermatite de contato estando este problema relacionado
com a natureza lipofilica e a sua capacidade de penetrar na pele (CARSON;
RILEY, 2001).

Existe a perspectiva de substituir aditivos sintéticos por conservantes
naturais presentes em condimentos (BARA, 1992). Deans e Ritchie (1987)
afirmam que a substituicdo de aditivos sintéticos por naturais, dependera
fundamentalmente da determinagdo de uma concentracdo ideal, porém, segundo
Shelef (1984), as concentracdes normalmente empregadas para realcar o aroma e
sabor variam de 0,5 a 1%, contudo, ndo inibem o desenvolvimento microbiano
que depende de concentracGes superiores a 1%.

O crescente interesse em compostos antimicrobianos naturais tem
aumentado devido a mudancas no comportamento dos consumidores em relacdo
ao uso de agentes sintéticos de preservacdo de alimentos, detergentes e
sanificantes que possuem impacto negativo no ambiente (LEBERT; LEROY;
TALON, 2007). Espera-se elevagdo do consumo de produtos contendo 6leos
essenciais no futuro, devido ao aumento do “consumismo verde”, o qual
estimula o uso e desenvolvimento de produtos derivados de plantas (TULEY,
1996), podendo ser aplicado ao setor de alimentos, cosméticos e produtos
medicinais.

O mercado de 6leos essenciais é prospero para paises que dispdem de

grande biodiversidade, como o Brasil, e condi¢des de agregar valor as suas
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matérias-primas. Os principais 0leos essenciais produzidos e exportados pelo
Brasil sdo por ordem de importancia: Laranja, limao, eucalipto, pau-rosa, lima e

capim-liméo.

2.4 Atividade antibacteriana dos 6leos essenciais

A acdo dos 6leos essenciais depende da composicdo quimica destes, que
é determinada por fatores genéticos e influenciada por condi¢des ambientais e
agrondmicas bem como, por caracteristicas do micro-organismo (GARDINI et
al., 2009).

A determinacdo da concentracdo ideal que exerca, simultaneamente,
efeito antimicrobiano e realcador de sabor e aroma dos alimentos é primordial
para a utilizacdo dos Oleos essenciais de plantas, em substituicdo aos aditivos
sintéticos para alimentos.

As variacOes referentes a determinacdo da concentracdo minima
inibitéria (CMI) de extratos de plantas podem ser atribuidas a varios fatores.
Dentre eles, a técnica aplicada, 0 micro-organismo e a cepa utilizada no teste, a
origem da planta, a época da coleta, extratos preparados a partir de plantas
frescas ou secas e a quantidade de Oleos testada. Assim, ndo existe método
padronizado para expressar os resultados de testes antimicrobianos de produtos
naturais (FENNEL et al., 2004).

Ao avaliar o efeito de 28 0leos essenciais nas concentracGes 0,003,
0,006, 0,013, 0,025, 0,05, 0,1, 0,2, 0,4% sobre Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, Oussalah et al.
(2007) observaram efeito antibacteriano para o0s Oleos essenciais de
Corydothymus capitatus (orégano espanhol), Cinnamomun cassia (canela-da-
china), Origanum heracleoticum (orégano), Satureja Montana (segurelha) e

Cinnamomum verum (canela). Essa atividade foi atribuida ao carvacrol
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(composto majoritario dos Oleos essenciais de Corydothymus capitatus e
Origanum heracleoticum), aldeido cindmico, (composto majoritario do 6leo de
Cinnamomun cassia e Cinnamomum verum) e ao timol presente no 6leo de
Satureja montana.

Nedorostova et al. (2009) testaram os 6leos essenciais de 27 espécies de
plantas sobre L. monocytogenes ATCC 7644, S. aureus ATCC 25923, E. coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e S. Enteritidis ATCC
13076. Destes, apenas 13 foram ativos sendo que apenas 0s 0leos essenciais de
Allium sativum (alho) e Armoracia rusticana foram capazes de inibir todas as
bactérias, contudo S. aureus foi inibida por todos os dleos ativos, seguida de E.
coli, L. monocytogenes, S. Enteritidis e P. aeruginosa.

Pereira et al. (2008) constaram em testes in vitro que os 6leos essenciais
de Cymbopogon citratus  (capim-limdo), Origanum vulgare (orégano) e
Syzygium aromaticum (cravo-da-india) inibiram as bactérias S. aureus ATCC
25923 e E. coli ATCC 8739 e concluiram que o efeito antibacteriano foi devido
a presenca dos compostos majoritarios citral, terpen-4-ol e eugenol encontrados
nesses 6leos, respectivamente. Ademais, quando avaliaram o efeito sinergistico
dos 6leos sobre as mesmas bactérias, ndo observaram diferencas significativas.

Rota et al. (2008) sugeriram que 6leos essenciais de Thymus hyemalis, T.
zygis e T. vulgaris possuem propriedades antimicrobianas e sdo considerados
fontes potenciais de ingredientes para a indistria de alimentos, uma vez que
todos apresentaram uma forte inibicdo em relacdo a 9 das 10 linhagens
bacterianas analisadas. Dimitrijevic et al. (2007) afirmam que éleos essenciais
de orégano, tomilho e alecrim estdo entre os mais ativos antimicrobianos.

Embora a atividade antibacteriana tenha sido relatada em numerosos
trabalhos, poucos estudos tém relacionado o mecanismo de ac¢éo destes produtos

naturais na célula.
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Considerando a variabilidade de grupos de compostos quimicos
presentes nos 6leos essenciais, observa-se que sua atividade antibacteriana ndo é
atribuida somente a um mecanismo especifico, havendo varios alvos na célula
microbiana (CARSON; MEE; RILEY, 2002). Os 6leos essenciais sdo capazes de
agir na superficie celular causando degradacdo da parede celular (HELANDER
et al., 1998); danos na membrana citoplasmatica (OOSTERHAVEN;
POOLMAN; SMID, 1995), atuando principalmente nas proteinas de membranas
(ULTEE; KETS; SMID, 1999); liberacdo do contetdo celular (LAMBERT et
al., 2001); coagulacdo do citoplasma (GUSTAFSON et al., 1998) e afetar
diretamente a forca préton motiva (ULTEE; SMID, 2001) como observado na
Figura 2.

Segundo Conner e Beuchat (1984), os 6leos essenciais, provavelmente,
danificam varios sistemas enzimaticos, inclusive os envolvidos na producdo de
energia celular e sintese de compostos estruturais. A presenca de 06leos
essenciais interfere também no mecanismo de reparo necessario para a divisdo
celular. Sugere-se, ainda, que cause danos ou lesdes na membrana
citoplasmatica, permitindo que os componentes antimicrobianos dos 6leos
migrem mais rapidamente para o interior da célula, alterando seu metabolismo
normal.

Moreira et al. (2005), afirmam que os compostos fendlicos dos 6leos
essenciais se ligam a bicamada fosfolipidica da membrana celular aumentando
sua permeabilidade e extravasando os constituintes intracelulares ou danificando
0 sistema enzimatico da célula. Souza et al. (2010) afirmam que mesmo
pequenas mudangas ocorridas na estrutura da membrana citoplasmatica podem
afetar o metabolismo, incluindo a sintese de macromoléculas.

Lambert et al. (2001) e Bakkali et al. (2008), citam que 0s compostos
lipofilicos encontrados nos 6leos essenciais sdo mais ativos em bactérias gram-

positivas, pois sdo capazes de romper a membrana composta de diferentes
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polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios, podendo também danificar a
parede celular e levar a liberacdo de macromoléculas e lise celular. Em bactérias
gram-positivas, a parede celular é constituida por grossa camada de
peptidoglicano (polissacarideo), com teor de lipideos nulo ou muito baixo.

Coagulagdo Forga préton motiva

Liberagdo de
[ constituintes / ) )\
I " citoplasmaticos: 11
| metabolitos e ions  Citoplasma | /]

\

Parede celula.r Tﬁﬂ
110

___\

YT
vmnhgﬁﬁt

*  Membrana citoplasmatica

Proteinas de membrana

Figura 2 Acdo dos 6leos essenciais na célula bacteriana, adaptado de Burt (2004)

Estudos como o de Sharififar et al. (2007) afirmam que o timol e o
carvacrol apresentaram maior bioatividade sobre bactérias gram-negativas
devido a maior afinidade deste pela estrutura lipidica da membrana que as
envolve. Helander et al. (1998) afirmam que esses compostos sdo capazes de
desintegrar a membrana externa de bactérias gram-negativas, liberando
lipopolissacarideos e aumentando a permeabilidade da membrana
citoplasmatica; enquanto que, Ultee, Bennink e Moezelaar (2002) observaram
distorcdo da estrutura fisica da membrana, o que pode causar uma expansdo e

desestabilizacdo, aumentando sua fluidez e sua permeabilidade.
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2.5 Atividade antioxidante dos 6leos essenciais

Radicais livres sdo atomos ou moléculas produzidas continuamente
durante processos metabdlicos e atuam como mediadores da transferéncia de
elétrons em varias reagdes bioquimicas, desempenhando fungdes relevantes ao
metabolismo (SHAMI; MOREIRA, 2004).

A geracdo de radicais livres constitui uma agdo continua e fisiolégica
cumprindo fungdes bioldgicas essenciais, sendo formados em cenario de reagdes
de 6xido-reducdo, provocando ou resultando dessas reacdes. Podem ceder o
elétron solitario e ser oxidados; ou podem receber outro elétron e ser reduzidos
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A oxidagdo lipidica € responsavel por desenvolvimento de sabores e
odores desagradaveis tornando os alimentos impréprios para consumo, além de
provocarem outras alteracGes que irdo afetar ndo sé a qualidade nutricional,
devido a degradacdo de vitaminas lipossolUveis e de &cidos graxos essenciais,
mas também a integridade e seguranca dos alimentos, através da formacdo de
compostos poliméricos potencialmente téxicos (CALLUCCI et al., 2003).

A avaliacdo do indice de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS) diz respeito ao grau de oxidacdo das amostras, que proporcionam
sabor e odor caracteristicos de ranco. O malonaldeido corresponde a um aldeido
de cadeia curta proveniente dos processos de decomposicdo de hidroperdxidos
lipidicos, ou seja, produtos de oxidagdo, e sua concentragcdo pode ser medida
pela reagdo com o acido tiobarbiturico, por meio da formagdo de produtos de
condensagdo com coloragdo avermelhada medidos por espectofotometria.
Apesar de a metodologia ser baseada na reacdo entre o acido tiobarbiturico e
malonaldeido, diversos componentes de alimentos incluindo proteinas, produtos

da degradacdo de agucares e de reacdes de Maillard podem influenciar na
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determinacdo do TBARSs, por isto sua definicdo como substancias reativas ao
acido tiobarbitirico (GORDON, 2001).

As reacdes de oxidacdo lipidica representam aspecto determinante da
qualidade de carnes e produtos carneos, pois estdo diretamente relacionados com
seus aspectos sensoriais, caracteristicas de extrema importancia para 0s
consumidores.

Os lipideos podem ser oxidados por diferentes caminhos. A rancificacéo
hidrolitica é catalisada pelas enzimas lipases ou pela acdo de calor e umidade,
com formacdo de &cidos graxos livres. A oxidagdo por via enzimatica ocorre
pela acdo das enzimas lipoxigenases que atuam sobre os &cidos graxos
poliinsaturados, catalisando a adicdo de oxigénio a cadeia hidrocarbonada
poliinsaturada, formando peréxidos e hidroperoxidos com duplas ligacoes
conjugadas que podem envolver-se em diferentes reacdes degradativas. O
mecanismo de fotoxidagdo de gorduras insaturadas é promovido essencialmente
pela radiacdo UV em presenca de fotossensibilizadores (clorofila, mioglobina,
riboflavina e outros) que absorvem a energia luminosa de comprimento de onda
na faixa do visivel e a transferem para o oxigénio triplete (°0,), gerando o estado
singlete (*O,). O oxigénio singlete reage diretamente com as ligaces duplas por
adicdo formando hidroperoxidos diferentes dos que se observam na auséncia de
luz e de sensibilizadores, e que por degradacdo posterior originam aldeidos,
alcoois e hidrocarbonetos (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

A autoxidacdo é o principal mecanismo de oxidacdo dos 6leos e refere-
se a uma serie extremamente complexa de rea¢fes quimicas, envolvendo acidos
graxos insaturados e oxigénio. Por conveniéncia, essas reagdes sao divididas em
trés diferentes estagios: iniciacdo, propagacdo e terminagcdo. A reacdo inicial
ocorre quando o 4&tomo de hidrogénio é removido do grupo metileno do acido
graxo insaturado, formando radical livre. Este processo ocorre a partir de grande

variedade de diferentes iniciadores presentes no alimento, incluindo peréxidos,
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fons metélicos de transigdo, luz UV, calor e enzimas. Uma vez formado, o
radical livre reage com o oxigénio formando o radical peroxila. Esses radicais
sdo altamente reativos e capazes de remover atomos de hidrogénio de outros
acidos graxos insaturados, propagando, portanto, a reacao de oxidacdo. A reacao
terminal ocorre com a interacdo de dois radicais livres formando um nédo-radical
e, assim, finalizando a sua participacio na reacido (ARAUJO, 2006), como é

detalhado na Figura 3.

Inicicacio RH —» R +H

Propagacdo PR +0, —» ROO"
TROO +RH — ROOH +R"

Término ROO" +R" — ROOR
ROO"+ROO" —» ROOR + O,
R"+R"— RR
Legenda: RH: Acido graxo insaturado; R*: Radical livre;

ROO™: Radical peréxido; ROOH: Hidroperéxido

Figura 3 Mecanismo de autoxidacdo, segundo Ramalho e Jorge (2006)

Os antioxidantes sdo substancias capazes de sequestrar ou impedir a
formagdo de radicais livres, ou seja, sdo doadores de prétons. Os principais
antioxidantes lipidio-solGveis, atualmente utilizados em alimentos, sdo os fenois
polihidricos e monohidricos. O mecanismo de acdo dos antioxidantes estd bem
elucidado, ou seja, a substadncia é eficiente na reducdo das reacdes da
autoxidacao se inibir a formacdo de radicais livres na iniciacdo (antioxidante
primario) na cadeia de oxidagdo ou se interromper a propagagdo (antioxidante
secundario) da cadeia de radicais livres (FENNEMA; DAMODARAN;
PARKIN, 2007) (Figura 4).
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ROO" +AH —» ROOH + A"
R'+AH —»RH+A

Onde: ROO™ e R™: Radicais livres; AH: Antioxidante com atomo de hidrogénio
ativo; A”: Radical inerte.

Figura 4 Mecanismo de acgdo para antioxidantes primarios, creditando a Oleos
essenciais e seus componentes, segundo Ramalho e Jorge (2006)

Os antioxidantes estdo presentes de forma natural ou intencional nas
gorduras e alimentos para retardar o aparecimento dos fenémenos de oxidacao,
mantendo intactas suas caracteristicas sensoriais. Os antioxidantes que se
adicionam aos alimentos ndo devem causar efeitos fisioldgicos negativos,
produzir cores, odores, nem sabores an6malos, devem ser lipossollveis,
resistentes aos tratamentos a que seja submetido o alimento, ativos em baixas
temperaturas e econémicos. Os antioxidantes sintéticos que sdo utilizados com
maior frequéncia na industria de alimentos sdo os compostos fendlicos butil-
hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), terc-butilhidroquinona
(TBHQ) e galato de propila (GP). O TBHQ é estavel em altas temperaturas e é
considerado, em geral, mais eficaz em 6leos vegetais que o BHA, o BHT e o
GP. Nao confere cores andmalas e é muito eficiente no armazenamento de 6leos
refinados e desodorizados, por isso, seu uso é muito difundido nos paises
produtores e exportadores de 6leos vegetais (ORDONEZ et al., 2005).

O TBHQ é considerado o melhor antioxidante sintético para 6leos sob
temperaturas elevadas, pois resiste ao aquecimento, mas estudos toxicol6gicos
tém demonstrado a possibilidade desse antioxidante apresentar efeito
carcinogénico em experimentos com animais. Por esse motivo, 0 uso de

antioxidantes sintéticos é restringido em varios paises, visto que existe a
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possibilidade de terem efeitos indesejaveis para a saude humana (ALMEIDA-
DORIA; REGITANO-D’ARCE, 2000).

No Brasil, 0 uso de antioxidantes é controlado pelo Ministério da Saude
que limita a no maximo 200 mg.kg™ para BHA e TBHQ e 100 mg.kg™ para
BHT (BRASIL, 2001).

O emprego de antioxidantes sintéticos na industria de alimentos tem sido
alvo de questionamentos quanto a sua inocuidade. Sendo assim, pesquisas sao
realizadas em busca de compostos naturais que apresentem esta propriedade
funcional, podendo atuar como alternativa para prevenir a deterioracdo oxidativa
de alimentos e diminuir o uso dos antioxidantes sintéticos (RAMALHO;
JORGE, 2006).

A atividade antioxidante das especiarias e de seus extratos € atribuida
aos compostos fenolicos que podem atuar como sequestrantes de radicais livres
no organismo reduzindo os riscos de doencas cronicas (GUERRA; LAJOLO,
2005).

Lee et al. (2005) encontraram no 06leo essencial das folhas de manjericdo
e tomilho a presenca dos componentes majoritarios timol e carvacrol, que
demonstraram ser eficientes antioxidantes, tanto que essa propriedade foi
comparada a atividade da vitamina E (alfa-tocoferol) e BHT.

Dentre as inimeras fontes de antioxidantes naturais estdo incluidos
cereais, sementes e casca de frutas citricas, cogumelos, ervas, especiarias e
plantas medicinais (SOUSA et al.,, 2007). Segundo Bonanni et al. (2007),
diferentes tipos de condimentos processados como anis, funcho, manjericéo,
horteld, estragdo e manjerona apresentaram elevada capacidade antioxidante.
Zheng e Wang (2001) afirmam que além da atividade antimicrobiana, os
terpenos presentes no Oleo essencial de orégano também possuem importante

atividade antioxidante.
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No numero crescente de pesquisas realizadas visando a utilizagdo de
antioxidantes naturais, muitas especiarias tém sido estudadas e tem-se observado
que o alecrim e o orégano possuem grande atividade antioxidante (ALMEIDA-
DORIA; REGITANO-D’ARCE, 2000).

Importantes aspectos tecnoldgicos e nutricionais podem ser destacados
com 0 uso de antioxidantes naturais, como a conserva¢do da qualidade do
alimento, podendo substituir antioxidantes sintéticos; a preservacdo da salde
humana, por minimizar danos oxidativos principalmente em algumas doencas; a
presenca de componentes bioativos, caracterizando os alimentos como
funcionais, além das especiarias possuirem posicdo especial em relagdo as outras
fontes naturais de antioxidantes, por serem usadas tradicionalmente como

ingredientes nos alimentos.

2.6 Descricao botanica e 6leos essenciais

Os 6leos essenciais podem ser extraidos de uma grande diversidade de
vegetais, tais como orégano, tomilho, cravo-da-india, capim-liméo, cardamomo,

salvia e alecrim.

2.6.1 Alecrim (Rosmarinus officinalis)

As folhas de Rosmarinus officinalis Linn. (alecrim) tém sido utilizadas
popularmente por suas propriedades anti-hipertensiva e digestiva (AGRA;
FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007), sendo encontrada atividade
antimicrobiana sobre fungos e bactérias gram-positivas e gram-negativas, como
S. aureus, S. albus, Vibrio colere, E. coli, Corinebacterium, Lactobacillus

brevis, P. fluorenses, Rhodotorula glutinis e Kluyveromyces bulgaricus,
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Micrococcus luteus, Salmonela sp. e L. monocitogens (NEWALL;
ANDERSON; PHILLIPSON, 2002).

Quimicamente os 6leos essenciais sdo constituidos de 16-20% borneol,
27-30% cineol, 10% canfora, 2-7% acetato de bornil e baixas porcentagens de
a-pineno, canfeno, terpineol e verbenone. O borneol é responsavel pela
pungéncia, odor canforado e gosto amargo; o cineoleno pelo frescor, semelhante
a eucalipto; o a-pineno é responsavel pela quentura, semelhante ao pinho; o
canfor contribui com um frescor, penetrante, semelhante a menta; e o acetato de

bornil pelo frescor doce, suave, semelhante a pinho (FARREL, 1995)

2.6.2 Basilicdo/Manijericdo (Ocimum basilicum)

Ocimum basilicum L. (Lamiaceae) é conhecido popularmente como
manjericdo, basilico, erva real, alfavaca, etc., tem seu nome derivado do grego
osme, odorifico, fragante (NEPOMUCENO, 2007).

Faz parte de um grupo de plantas medicinais, aromaticas e
condimentares de grande valor econémico, muito utilizado para diversos fins,
como ornamental, condimentar, medicinal, aromatico, na industria de perfumaria
e de cosméticos. O Oleo essencial extraido de varias partes da planta tem
apresentado atividade antimicrobiana sobre véarias bactérias como B. cereus, B.
subtilis, P. aeruginosa, L. monocytogenes, E. coli, S. aureus dentre outras
(CAROVIC-STANKO et al., 2010).

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de manjericdo tem sido
associada, em parte, a presenca de elevadas quantidades do componente linalol
(HUSSAIN et al., 2008).
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2.6.3 Canela (Cinnamomum zeylanicum)

A espécie Cinnamomum zeylanicum é uma planta aromatica e medicinal
pertencente a familia Lauraceae, originaria de algumas regides da india e do
Ceildo. E encontrada e conhecida no Brasil como canela-da-india e canela-do-
ceildo. O 6leo essencial da canela pode ser obtido tanto das cascas como das
folhas, sendo que a composicdo dos dois é completamente distinta. O 6leo
obtido da casca é utilizado na aromatizacdo de alimentos, ao passo que o das
folhas é utilizado na cosmética e na aromaterapia. O 6leo presente na casca é de
cor amarelo-amarronzada. E usado por seus efeitos antiespasmodicos, anti-
inflamatorio, antipirético, carminativo, antibacteriano, antisséptico, larvicida,
mio-relaxante, sedante, anti-hipertensivo e inseticida (GROSSMAN, 2005).

E encontrado no 6leo essencial da casca a presenca de aldeido cindmico
(55%), seguido do eugenol (12%), enquanto que em folhas da canela,
encontraram eugenol (94%) como composto majoritario e tracos de aldeido
cindmico (1%) (KOKETSU et al., 1997).

2.6.4 Capim-liméo (Cymbopogon citratus)

A espécie Cymbopogon citratus é conhecida nacionalmente como
capim-cidreira, capim-limao, capim-santo ou capim-cidrao, e internacionalmente
como lemongrass, pertence a familia Poaceae, com longas folhas aromaticas,
estreitas, agudas e asperas com nervura central proeminente (LEAL et al., 2003).

Apresenta atividade farmacolégica para varios disturbios, tais como:
insdnia, nervosismo, ma-digestdo, flatuléncia, além de, antiespasmodico de
tecidos uterinos e intestinais, antitérmico, diurético, antialérgico e analgésico,
também ha propriedades inseticidas (AKISUE et al., 1996).
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E largamente empregado como aromatizante em perfumaria e cosmética,
na preparacdo de colbnias, sabonetes e desodorantes. Porém, seu maior emprego
tem sido na industria farmacéutica, servindo de material de partida para sintese
de importantes compostos como iononas, metil-iononas e vitamina A (PRINS et
al., 2008), tendo como principal componente o citral composto pela mistura dos
isdbmeros geranial e neral (65-80%), além de limoneno, citronelal, mirceno e
geraniol (LEAL et al., 2003).

As atividades antibacterianas e antifingicas do 6leo essencial de C.
citratus foram atribuidas ao citral (GUERRA et al., 2000). O mirceno ndo
apresentou atividade antimicrobiana, mas, quando associado ao citral
potencializou seu efeito (ONAWUNMI; YISAK; OGUNLANA, 1984).

2.6.5 Cardamomo (Elettaria cardamomum)

O 6leo essencial de cardamomo (Elettaria cardamomum) é usado para a
indigestdo, flatuléncia e para estimular o apetite. As sementes também sao
indicadas para tosses, resfriados, bronquite e asma. Além disso, possuem
propriedades antibacterianas, antisséptico, carminativa e antiespasmoédica (AL-
ZUHAIR et al., 1996).

Os principais componentes do 6leo essencial de cardamomo sdo 1,8-
cineol, a-acetato terpinyl, limoneno e linalol e mirceno, geralmente descrito
como olfativo doce, picante, quente, levemente canforado e citrico (BOISVERT;
HUBERT, 1998).

2.6.6 Citrus

Citrus é um género de plantas da familia Rutaceae, ordem Sapindales,

originarias do sudeste tropical e subtropical da Asia. Seus frutos sdo dentre as
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espécies arbdreas as frutas mais importantes do mundo. O género Citrus é muito
diversificado e é composto de numerosas espécies tais como: Citrus sinensis
(Laranja), Citrus paradisi (Grapefruit — conhecida no Brasil por Toranja e, mais
especificamente, na regido sul por Pomelo), Citrus deliciosa (Mandarim), Citrus
limon (Limdo), Citrus reticulata (Tangerina) e Citrus aurantifolia (Lima)
(SAIDANI; DHIFI; MARZOUK, 2004). Os frutos deste género sdo produzidos
em varios paises, dentre eles, os Estados Unidos lideram o mundo com um
rendimento médio de 30 toneladas por hectare, seguido pelo Brasil e China com
20-25 e 18-20 toneladas respectivamente (ANWAR et al., 2008).

Seu uso farmacolégico remonta da antiguidade e 23 indicagbes que lhe
eram atribuidas nessa época sdo confirmadas por estudos atuais (ARIAS;
RAMON-LACA, 2005). Possuem diversas acdes terapéuticas conhecidas na
medicina popular, como adstringente, alcalinizante do sangue e da urina,
antianémica, antibidtica, antisseptica, antiemeética, antidepressiva,
antiescorbdltica, anti-inflamatoria, antiespasmotica, antitérmica, bactericida,
depurativa, diurética, expectorante, sedativa, sudorifera e vermifuga, também
tem importancia comercial, devido a seu uso na industria dos licores, da
perfumaria e confeitaria (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007).

Os 0Oleos essenciais do género Citrus apresentaram como componentes
principais o limoneno, alfa e beta pineno e sabineno (ATTAWAY;
PIERINGER; BARABAS, 1966), concordando com Craveiro et al. (1981) que
afirmam que maioria dos 6leos essenciais dos frutos possui como componente
principal o monoterpeno, limoneno, que é utilizado como matéria-prima para a

obtencdo de solventes, tintas, resinas e plasticos.

2.6.7 Cravo-da-india (Syzygium aromaticum)

O cravo-da-india, espécie S. aromaticum, da familia Myrtaceae, tem seu
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6leo essencial obtido dos botdes florais dessecados, o qual contém mais de 85%,
por volume, de substancias fenodlicas totais, preponderando eugenol (70% a
95%), acetato de eugenila e B-cariofileno. E caracterizado como um liquido
incolor ou amarelo-claro, classificado como aromatizante, e utilizado nos casos
de dispepsia, bronquite e tratamentos dentarios (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER,
1997).

Entre os usos do eugenol destaca-se 0 emprego como antisséptico em
odontologia e na fabricacdo de pastas dentais, em perfumaria, saboaria e como
clarificador em histologia. O eugenol é também usado como matéria prima para
a obtencdo de vanilina, empregada na aromatizacdo de doces, chocolates,
sorvetes e tabacos (AMORIN, 1989).

2.6.8 Funcho doce (Foeniculum vulgare dulce)

O Foeniculum vulgare, denominado vulgarmente por funcho doce ou
erva doce, pertence a familia das Apiaceas. Distingue-se do funcho amargo pelo
sabor doce e anisado das folhas e frutos. E uma planta espontanea da regi&o
mediterranea, Norte de Africa e Oeste da Asia. A sua utilizagio remonta aos
tempos da antiga Grécia e Roma, ndo s pelas propriedades terapéuticas que lhe
sdo atribuidas, como também pelas suas propriedades aromaticas (FONT-
QUER, 1993).

Na industria alimentar € utilizada toda a planta, entanto, atualmente, o
produto com maior utilizacdo é o 6leo essencial do fruto seco, o qual tem vasta
aplicacdo nas industrias farmacéutica, cosmética e de perfumaria. Entre as
principais propriedades farmacéuticas atribuidas ao 6leo essencial do fruto do
funcho doce destacam-se a acdo carminativa, nas colicas abdominais,

expectorante e antiespasmddica, na bronquite e asma, e ainda a acdo anti-
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inflamatoria, diurética e anti-séptica (PROENGCA-DA-CUNHA; SILVA,
ROQUE, 2003).

Os 0Gleos essenciais apresentam como componentes majoritarios o anetol
(folha 47,8% e fruto 60,7%), a fenchona (folha 12,6% e fruto 22,8%) e o
estragol (folha 10,0% e fruto 3,5%). O 6leo da folha apresentou ainda uma
quantidade apreciavel de a-felandreno (9,4%) ao contrario do 6leo do fruto, no
qual este composto foi minoritario (1,0%), assim como o mirceno (1,1%) ¢ 0 a-
pineno (0,9%). Como componentes minoritarios do 6leo da folha, encontraram-
se 0 sabineno (2,2%), o 1,8-cineol (1,6%), o B-pineno (1,3%) e o mirceno (1,2%)

(TINOCO; MARTINS; CRUZ-MORAIS, 2007).

2.6.9 Gengibre (Zingiber officinale)

Zingiber officinale, também conhecido gengibre possui propriedades
carminativas, digestivas, sudorificas, antigripais e estimulantes. E utilizado para
tratar dispepsias e célicas intestinais, excelente quando adicionado a infusdes a
qguente, muito Uatil contra gastrites alcodlicas. O odor do gengibre esta
diretamente relacionado ao seu 6leo essencial, tendo rendimento que pode variar
de 1% a 3%. Cerca de 50 componentes presentes no 6leo ja foram
caracterizados, sendo a maioria monoterpenos (EVANS; SAUNDERS, 2002).

O dleo essencial de Z. officinales tem como constituintes quimicos o
gingerol, zingibereno, PB-bisaboleno, zingerona, -felandreno, citral, canfeno e
cineol, entre outros (MARTINS et al., 1998).

2.6.10 Salvia (Salvia sclarea)

A Salvia sclarea, pertencente a familia Lamiaceae, é originaria do

Mediterraneo. E considerada uma planta aromatica e com propriedades
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medicinais, sendo usada como condimento e na medicina doméstica (MARTINS
et al., 1998). Diferentes espécies de salvia foram estudadas para a especificacdo
de suas atividades bioldgicas, antimicrobianas, anti-inflamatorias, antioxidantes,
espasmodicas e colinérgicas (CAPASSO et al., 2004). Os compostos presentes
no 6leo essencial sdo biologicamente ativos e possuem acdo farmacolégica
(DUKE, 2002).

O rendimento do Oleo essencial é acima de 2,5%, embora possa
apresentar rendimento menor, dependendo das condi¢bes climaticas de
crescimento, colheita e local de origem. A cor é amarela palida, odor forte,
aromatico, doce, fresco, quente, canforado, eucalipto, com um aroma e gosto
ardente (FARREL, 1995).

Pierozan et al. (2009) identificaram o linalol, acetato de linalil ¢ a-

terpineol como compostos majoritarios da S. sclarea.

2.6.11 Orégano (Origanum vulgare)

O género Origanum é uma erva anual, perene, nativa de regides do
mediterraneo, Euro-Sibéria e Irano-Sibéria. Um total de 38 espécies de
Origanum é reconhecido no mundo, sendo a maioria destas espécies, mais de
75%, concentradas na sub-regido Leste-mediterranea. As espécies de Origanum
crescem abundantemente em encostas e montanhas rochosas numa ampla faixa
de altitudes (0—4.000 m). Devido a variabilidade de caracteristicas quimicas e
aroma, plantas de Origanum, pertencentes a diferentes espécies e ecotipos
(biotipos), sdo amplamente utilizados na agricultura, indistria farmacéutica e
cosmética, como erva culindria, aromatizando produtos alimenticios, bebidas
alcodlicas e perfumaria devido a fragréncia picante. Também tem sido usado
como um remédio tradicional para tratar distlrbios convulsivos, digestivos e
problemas menstruais (SAHIN et al., 2004).
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A espécie O. vulgare é uma planta perene, aromatica e condimentar
conhecida como orégano, orégdo, manjerona-silvestre ou manjerona-rasteira
(SILVA JUNIOR; VERONA, 1997).

O orégano emana um perfume fresco, intenso, herbaceo, sendo
utilizado para fins aromaticos e condimentares. Seu 6leo essencial € reconhecido
cientificamente como potente bactericida e fungicida (CASTRO, 2004).

A atividade antimicrobiana do orégano é atribuida aos seus Oleos
essenciais que contem terpenos como o carvacrol e timol, o y-terpinene e o p-
cimeno sdo precursores do timol e carvacrol, respectivamente, portanto, sua
concentracdo no produto é proporcional aos teores de seus precursores (BURT,
2004).

Além da atividade antimicrobiana, os terpenos presentes no Gleo
essencial de orégano possuem também importante atividade antioxidante
(ZHENG; WANG, 2001), pois sdo capazes de doar elétrons aos radicais livres
reativos, tornando as moléculas mais estaveis ou nao reativas (DORMAN et al.,
2003).

2.6.12 Tomilho (Thymus vulgaris)

A espécie T. vulgaris, pertencente a familia Lamiaceae, é uma planta
semiarbustiva, de ciclo perene, que atinge até 50 cm de altura. Desenvolve-se
formando touceiras com caules lenhosos, rasteiros e tortuosos. As folhas sdo
pequenas, opostas, sésseis, de formato linear-lanceolado ou oblongo e com
bordos enrolados para baixo. As flores séo pequenas de coloragdo rosada, branca
e agrupadas em inflorescéncia, em formato tipo espiga. O aroma é herbaceo e o
sabor levemente picante, sendo amplamente empregado na culinaria como
condimento (NAGRAES, 2003).
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As folhas e flores sdo usadas como condimento. J& a planta, sem a raiz, é
utilizada para a extracdo do Oleo essencial, que corresponde a um liquido
vermelho amarelado, com ricos aromas doces, quentes e pungentes. Seu 6leo
essencial é rico em timol, apresentando tracos de carvacrol, potentes bactericidas
e fungicidas (ESSAWI; SROUR, 2000). Outros compostos fendlicos, como
taninos e flavondides, foram encontrados em extratos da planta, responsaveis
pelas atividades antioxidantes, expectorantes, digestivas e anti-inflamatorias
(SHAN, 2002).

Os Oleos essenciais retirados de diferentes partes do T. vulgaris
mostraram presenga consideravel de flavonoides e vitamina E, compostos de
grande interesse na inddstria alimenticia por sua atividade antioxidante
(GUILLEN; MANZANOS, 1998).

2.7 Emulsdo carnea

Entre os produtos emulsionados mais consumidos no Brasil esta a
mortadela, a qual é caracterizada por apresentar como ingredientes principais a
carne bovina, suina, toucinho, e aditivos como nitrito de sddio, ascorbatos e
fosfatos.

A legislacdo brasileira define mortadela como um produto carneo
industrializado, obtido de uma emulsdo das carnes de animais de agougue,
acrescido ou ndo de toucinho, adicionado de ingredientes, embutido em
envoltério natural ou artificial, em diferentes formas e submetido ao tratamento
térmico adequado (BRASIL, 2000).

Quando carne, gordura, agua e sal sdo misturados e submetidos a alta
velocidade, uma massa é formada, com caracteristicas de emulsdo 6leo em agua.
A formacédo da emuls&o cérnea tipica consiste em entumescimento das proteinas,
de gordura e agua (HEDRICK et al., 1994).
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A tecnologia aliou a funcionalidade da proteina cérnea a propriedades
sensoriais que fizeram da mortadela um produto apreciado e consumido por
todas as classes sociais (YUNES; BORON, 2006).

2.7.1 Micro-organismos em embutidos carneos

Os alimentos, quando ndo sdo manipulados adequadamente, podem
veicular diversos micro-organismos, muitas vezes patdgenos para o ser humano,
como as bactérias C. perfringens, S. aureus e E. coli ou também deteriorantes,
como Pseudomonas fluorescens e varias espécies de fungos (Aspergillus sp,
Fusarium sp) causando diversos prejuizos para as indudstrias alimenticias e
problemas de salde publica. Em se tratando de toxinfec¢Oes alimentares, o
enfoque ocorre na contaminacgdo bacteriana, uma vez que essa é a maior causa
desse tipo de enfermidade (PEREIRA, 2006).

Geralmente, as bactérias sdo as principais responsaveis pela deterioracdo
ou contaminacdo de carnes e produtos carneos em fungdo da alta atividade de
agua (entre 0,98 e 0,99), do pH relativamente elevado (entre 5,5 e 5,7) e por
possuirem étimas fontes de nutrientes (PORTO, 2006).

A legislacdo brasileira (BRASIL, 2001) estabelece limites
microbiolégicos em mortadelas para 0s seguintes micro-organismos: Salmonella
(auséncia em 25 g), Clostridios sulfitorredutores (maximo de 5 x 10? UFC.g™),
Estafilococos coagulase positiva (méximo de 3 x 10° UFC.g?) e Coliformes
termotolerantes (maximo de 10° micro-organismos/g de amostra).

A conservacdo de alimentos tornou-se um problema complexo para as
indlstrias, pois os produtos constantemente introduzidos no mercado exigem
vida Gtil mais longa e maior garantia de seguranga contra patdgenos de origem
alimentar. O uso excessivo de conservantes quimicos é questionado em virtude

de seu potencial carcinogénico, atributos teratogénicos e toxicidade residual.
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Logo, hd uma pressao sobre os fabricantes de alimentos para substituicdo destes
agentes por alternativas de preservacdo classificadas como naturais, ademais 0s
alimentos devem ser elaborados a partir de padrBes sanitarios que apresentem

boa qualidade e seguranga fisica, quimica e bioldgica.

2.8 Clostridium perfringens

Clostridium perfringens é caracterizado como bastonete anaerébio,
gram-positivo, formador de esporo oval-subterminal, encapsulado e ndo-movel.

Para o cultivo, a bactéria requer pH 6timo de crescimento de 7,2, com
minimo entre 5,5 e 5,8 e maximo entre 8,8 e 9,0; sdo necessarios 13 aminoacidos
limitantes para seu crescimento; a atividade de agua esta compreendida na faixa
de 0,93 a 0,97 e em concentracBes de cloreto de s6dio a 6% ndo ha multiplicacdo
(CATO; GEORGE; FINEGOLD, 1986).

Pode crescer entre 12-50°C, com crescimento lento na temperatura de
20°C. Em temperatura 6tima de crescimento, 37-45°C, as colonias de C.
perfringens crescem rapidamente, atingindo tempo de geracdo de 8-10 min e
apresentando vigorosa producdo de gas (ADAMS; MOSS, 1995).

Clostridium Perfringens € uma bactéria sulfito redutora, fermentadora
de lactose, reduz o nitrato e hidroliza a gelatina. Seu crescimento é estimulado
pela presenga de carboidrato fermentavel e inibido por 20% de bile (SILVA et
al., 2007).

Apesar de ser classificado como micro-organismo anaerdbio, C.
perfringens pode sobreviver e crescer em presenga de oxigénio, sendo, portanto,
anaerdbio aerotolerante (QUINN et al., 2005). Pode sobreviver em condi¢des
fisico-quimicas adversas, formando endosporos resistentes por diferenciacdo da
célula bacteriana vegetativa, que exigem maior resisténcia e baixo metabolismo

da bactéria. Em geral, na forma esporulada, os clostridios podem sobreviver as
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condicdes extremas como variagdes de temperatura, acidez do meio, radiacéo e
agentes quimicos (CATO; GEORGE; FINEGOLD, 1986).

A conversdo do esporo em célula vegetativa é chamada de germinacéo e
envolve trés etapas: ativacdo, germinacdo e crescimento. A ativacdo pode ser
alcancada por aquecimento a temperaturas subletais, respondem também a pH e
alcool e diversos nutrientes como aminoacidos, agucares, lactato e nicotinamida.
Os enddsporos de C. perfringens podem completar sua germinacdo em 20
minutos quando estio em presenca de L-asparagina e fons k' (PAREDES-
SABJA et al., 2008). No periodo da germinacdo, o centro dos enddsporos €é
transformado em citoplasma com ribossomos e area nuclear definida, enquanto o
periodo de crescimento é caracterizado pela sintese de RNA, proteinas,
membranas, parede celular e DNA (MITCHELL, 2001).

Comumente encontrado na microbiota intestinal dos humanos e de
animais sadios, o aparecimento de patologias provocadas por esse micro-
organismo € dependente de circunstancias que favorecam o crescimento e a
producdo em doses elevadas de suas toxinas (GOMES et al., 2008).

Clostridium perfringens pode produzir mais de 13 toxinas diferentes,
embora cada cepa produza apenas um numero limitado destas. Sao classificados
como tipos toxigénicos A, B, C, D ou E com base na producao de quatro toxinas
principais: alfa (a), beta (B), épsilon (¢) e iota (1) como apresentado na Tabela 1
(CARMAN et al., 2008).

Clostridium perfringens tipo A, C e D sdo patégenos humanos, enquanto
os tipos B, C, D e E sdo patdgenos de animais. O tipo A causa gangrena gasosa
em homens, animais e toxinfeccdo alimentar em humanos; o tipo B é
responsavel por disenteria em alguns animais; o tipo C causa enterite necrotica
(NE) em animais e humanos, além de enterotoxemia em bezerros, leitdes e
ovelhas; os tipos D e E causam enterotoxemia em carneiros, cordeiros e gado
(FORSYTHE, 2002).
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Tabela 1 Toxinas utilizadas para classificacdo de C. perfringens bem como a
presenca de enterotoxina e sua localizacdo genética

Tipo a-toxina B-toxina  e-toxina i-toxina  Enterotoxina
A + - - - +
B + + + - +
C + + - - +
D + - + - +
E + - - + +
Gene Plc cpbl Etx iap Cpe
cpb2 ibp
Localizagdo ~ Cromossomo  Plasmideo  Plasmideo Plasmideo Plasmideo/
genética Cromossomo

Fonte: Brynestad; Granum (2002).

2.8.1 Clostridium perfringens em alimentos

A toxinfeccdo alimentar causada por C. perfringens tipo A, é uma das
mais comuns no mundo industrializado (restaurantes, hospitais e asilos),
caracterizados por preparar grandes quantidades de refeicdes que sdo resfriadas
lentamente ou insuficientemente reaquecidas, aumentando o numero de
bactérias, contribuindo para surtos alimentares. Os enddsporos sobreviventes sdo
responsaveis pela rara, mas severa enterite necrética, devido a produgdo no
intestino delgado da enterotoxina causando colapso nas propriedades de
permeabilidade da membrana (BRYNESTAD; GRANUM, 2002).

Clostridium perfringens ndo é capaz de produzir 13 dos 20 aminoécidos
padrdo, logo, surtos relacionados a esse micro-organismo estdo associados a
alimentos ricos em proteinas onde, cerca de 75% dos casos sdo atribuidos a
carne, produtos carneos e aves (OLSEN et al., 2000).

A sensibilidade de C. perfringens ao oxigénio é menos acentuada do que
a dos outros clostridios, podendo crescer no interior de alimentos, pois apesar de

ndo possuir a enzima catalase, possui as enzimas superéxido dismutase (SOD) e



45

NADH/NADPH peroxidase, que sdo amplamente distribuidas, removendo
superoxidos e peréxidos (MITCHELL, 2001).

A producdo de enterotoxina do C. perfringens (CPE) é associada a
formacdo de enddsporos in vivo estimulada pelas condigdes acidas do estbmago
e pelos sais biliares do intestino. Durante o processo de esporulacdo, as células
produzem enterotoxina CPE, que é acumulada no citoplasma da célula e liberada
no organismo juntamente com enddsporo maduro. A intoxicacdo pode ser
ocasionada ap6s a ingestdo de 10" células vegetativas ou mais (BRYNESTAD;
GRANUM, 2002).

A enterotoxina CPE liga-se aos receptores localizados no bordo em
escova da célula epitelial intestinal de forma irreversivel, interagindo com a
membrana e causando o surgimento de poros pelos quais extravasa 0 contetdo
celular, induzindo a secrecdo de grande quantidade de liquidos, resultando em
diarréia. Ha grande eliminacdo de sodio e potéssio e, a absorcdo de glicose é
inibida. Contudo, é pouco provavel que a toxina pré-formada em um alimento
venha causar intoxicacdo, uma vez que grandes quantidades destas (8 a 10mg)
sd0 necessarias para 0 desenvolvimento dos sintomas. Além disso, a
enterotoxina ndo resiste ao pH 4cido do trato gastrointestinal, nem a acdo das
enzimas digestivas, sendo também termolabil (destruida a 60°C por 10 minutos).
A doenca é na maioria das vezes, auto-limitante com duracdo de
aproximadamente 24 horas, e o 6bito pode ocorrer devido & desidratagao,
principalmente em idosos, criancas e imunodeprimidos. Devido ao carater
brando da doenca e do tempo curto de duracdo dos sintomas, a maioria das
pessoas ndo entra em contato com as autoridades sanitarias, e provavelmente o
namero de casos ndo é corretamente estimado. Somente adequadas rotinas de
desinfeccdo e atengdo as boas praticas de fabricacdo e manipulacdo irdo eliminar
esse problema (SILVA, 2000).
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2.9 Emprego do nitrito em produtos carneos

O nitrito € um sal de um &cido relativamente fraco e de uma base forte,
constituindo uma substancia cristalina, muito soltvel em 4gua (ROCA, 2005). A
adicdo de nitrito, de sodio ou de potassio, em produtos curados apresenta trés
finalidades basicas: contribuir para o desenvolvimento de cor e sabor
caracteristicos de carnes curadas, inibir o desenvolvimento de micro-organismos
e atuar como antioxidante (CASSENS, 1995)

Azanza e Rustia (2004) relatam que a principal finalidade do nitrato e do
nitrito é atuar como agentes antimicrobianos e ndo como um aditivo para
melhorias na cor, textura e flavor. Manhoso e Rudge (1999) concordam com a
afirmacdo acima, relatando que a principal justificativa para o emprego do nitrito
na elaboracdo de produtos carneos se baseia no fato de prevenir o aparecimento
de formas vegetativas e impedindo tanto a germina¢do quanto a multiplicacdo
dos endosporos de Clostridium sp.

O nitrito de sédio e o nitrato de sodio possuem limites maximos para uso
de 150 e 30 ppm, respectivamente, sendo que a quantidade residual maxima é
expressa como nitrito de sodio. A mescla de aditivos com igual funcéo pode ser
utilizada, desde que a soma de todos os limites ndo seja superior ao limite
maximo de nenhum deles (BRASIL, 1998).

O nitrito adicionado ao produto reage com a mioglobina e outros
compostos presentes na carne e, portanto, uma parcela do nitrito é consumida
por estas reacOes. Para que haja um controle eficaz sobre vérias bactérias, dentre
elas o C. botulinum, alguns autores consideram necessarios aproximadamente 10
ppm de nitrito residual no produto final e afirmam que valores de adi¢do
inferiores a 150 ppm sdo insuficientes para se alcancar este nivel residual e,
portanto, ndo previnem o desenvolvimento deste micro-organismo (CASSENS,
1997).
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Entretanto, Townsend e Olson (1984) e Muller (1991) citam valores de
adicdo entre 75 a 150 ppm de nitrito para acdo conservante, sendo a a¢do contra
C. botulinum garantida apenas com a adicdo combinada de 1,5% a 2,0% de sal
(NaCl) e cozimento até temperatura de 71°C. Na auséncia de sal, o efeito
inibitério do nitrito de sédio sobre micro-organismos diminui, visto que foram
necessarios niveis de nitrito acima 400 a 800 ppm para obter a acdo protetora do
nitrito contra micro-organismos.

Segundo suas propriedades bacteriostaticas, a agao inibitéria do nitrito
sobre micro-organismos esta relacionada com a forma ndo associada do acido
nitroso (HNO;), um composto ativo (FEINER, 2006), o nitrito reage nas
ligagbes das enzimas que apresentam ferro e enxofre em sua estrutura,
impedindo a sintese de ATP (adenosina trifosfato) a partir do piruvato (essas
enzimas atuam sobre o transporte de elétrons, na quebra do piruvato, originando
ATP, H, e CO,) (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

Carpenter et al. (1987), analisando os efeitos do nitrito sobre 0 micro-
organismo C. botulinum in vivo e in vitro, concluiram que os efeitos inibitorios
foram, ao menos, em parte da inativacdo da piruvato ferredoxina oxidoredutase
(PFO) e da ferredoxina. Esses autores concluiram que a inibicéao foi resultado da
destruicdo dos centros de ferro-enxofre das enzimas, devido a formacdo de
complexos ferro-enxofre-6xido nitrico (Fe-S-NO).

De acordo com Feiner (2006), os sabores e aromas relacionados ao
processo de cura sdo originados das reacOes entre o oxido nitrico (NO) e
numerosas substancias presentes em carnes como aldeidos, alcool e inosina, e
para obter uma coloracdo caracteristica, intensa e estavel de produtos curados,
580 necessarios de 30 a 50 ppm de nitrito por produto.

O nitrito também é capaz de retardar ou inibir reacfes de oxidacdo. Sua
atividade antioxidante é baseada na formacgdo de compostos estaveis entre

pigmentos heme e nitrito (oxidante), com reducdes do Fe* para Fe** que reduz o
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nimero de fons ferro livre Fe** catalisadores da oxidagdo lipidica, sendo
necessarios cerca de 20 a 60 ppm de nitrito para que este atue como antioxidante
(PEGG; SHAHID, 2000).

O nitrito (NOy), tanto de potassio quanto de sodio, é o agente ativo de
cura; em contraste, o nitrato (NO3) ndo é um agente ativo, sendo reduzido a
nitrito pela acdo de bactérias nitrato redutoras, naturalmente presentes na carne
(ZANARDI et al., 2002).

O nitrito é convertido a acido nitroso (HNO,) e a 6xido nitrico (NO). O
NO formado se combina com a por¢ao heme da metamioglobina para originar o
pigmento de nitrosometamioglobina (MbFe**NO), altamente instavel e que é
rapidamente reduzido a forma quimica de nitrosomioglobina (MbFe*NO)
(MOLLER; SKIBSTED, 2002).

Em auséncia de oxigénio, o pigmento de nitrosomioglobina € estavel,
embora na presenca de oxigénio a estabilidade do complexo é altamente
dependente da taxa de dissociacdo do NO, visto que o0 oxigénio reage apenas
com o NO livre, oxidando-o rapidamente a NO,. Dessa forma, o pigmento de
nitrosomioglobina (MbFe*?NO) é considerado instavel, uma vez que a
concentracdo de oxigénio, geralmente, é muito maior, substituindo o NO assim
que este se dissocia da mioglobina (LIVINGSTON; BROWN, 1981). Além
disso, outros oxidantes reagem com o NO, convertendo-o novamente a nitrato
(NOs), que devera ser convertido a nitrito (NO,) e deste novamente a NO, para
entdo reagir com a mioglobina, ilustrando a natureza ciclica de oxirreducdo das
reacOes de cura (MOHLER, 1982).

O complexo MbFe?NO é estabilizado através da desnaturacio da
molécula de globina pelo aquecimento (50-60°C), formando o pigmento
nitrosoemocromo, que apresenta cor rosea, caracteristica de produtos curados
cozidos (RAMOS; GOMIDE, 2007).



49

O écido nitroso, oriundo da hidratacdo do Oxido de nitrito produzido
pela reducdo do nitrito de sddio, pode reagir com aminas em produtos carneos
curados para formacdo de compostos N-nitrosos, em especial as nitrosaminas,
sendo que estas possuem efeito toxico, mutagénico, neuro, nefrotéxico e
carcinogénicos (RYWOTYCKI, 2002). Sendo que, a formacdo de N-
nitrosaminas em alimentos € controlada pela concentragdo residual de nitrito, ja
que a velocidade de sua formacdo é diretamente proporcional ao quadrado da
concentragao de nitrito (HILL, 1988).

Em adultos sadios, os nitratos e os nitritos sdo absorvidos pelo trato
gastrintestinal, sendo o nitrato rapidamente excretado pela via renal. Os nitritos,
por sua vez, podem combinar-se com a hemoglobina, transformando-a em meta-
hemoglobina, por processo de oxidagao do ion ferroso a ion férrico no complexo
porfirinico. A metaemoglobina (HbFe*®) é incapaz de transportar oxigénio
(CORTAS; WAKID, 1991). Niveis de HbFe**de 10% podem produzir cianose
assintomatica e, com niveis entre 20% e 30%, ocorre 0 aparecimento de cianose
com sinais de hipoxia, astenia, dispneia, cefaleia, taquicardia e inconsciéncia,
concentracdes em niveis superiores a 50% podem ser fatais (BORONAT;
PADROS; ALONSO, 1982).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e conducéo do experimento

As anélises microbiologicas foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos, a producdo das mortadelas e analise fisico-
quimicas foram realizadas no Laboratorio de Tecnologia de Carnes e Pescado do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos (DCA) da Universidade Federal de
Lavras.

O experimento foi conduzido em trés etapas. Inicialmente, verificou-se o
efeito antibacteriano in vitro dos diversos 6leos essenciais sobre C. perfringens
Tipo A ATCC 13124, em seguida foram analisados a combinacdes dos 6leos
essenciais de orégano, capim-limdo, tomilho e cravo-da-india sobre o micro-
organismo estudado. A terceira etapa foi caracterizada pela fabricacdo de
mortadelas contendo nitrito de sédio e 6leos essenciais e suas combinagbes em
concentracdes pré-estabelecidas e, foram realizadas analises microbioldgicas e

fisico-quimicas durante o periodo de estocagem a 25 °C.

3.2 Oleos essenciais avaliados

Os o6leos essenciais de Litsea cubeba (pimenta chinesa), Zingiber
officinale (gengibre), Citrus limon (limado-siciliano), Citrus paradisi (grapefruit),
Origanum vulgare (orégano), Syzygium aromaticum (cravo-da-india),
Cymbopogon citratus (capim-limdo), Myroxylon pereirae (balsamo), Citrus
reticulata (tangerina), Foeniculum vulgare Dulce (funcho doce), Cinnamomum
zeylanicum (canela), Elettaria cardamomum (cardamomo), Syzygium officinalis
(salvia), Ocimum basilicum (manjericdo/basilicdo), Rosmarinus officinalis

(alecrim) e Thymus vulgaris (tomilho) foram adquiridos da empresa
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FERQUIMA Industria e Comércio Ltda e os constituintes quimicos eugenol e
carvacrol, foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

3.3 Micro-organismo padrao e obtencao do in6culo

A cepa utilizada no trabalho foi C. perfringens tipo A ATCC 13124,
cedida pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da
Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

As culturas estoque foram armazenadas em meio de congelamento (15
mL de glicerol; 0,5 g de peptona bacterioldgica; 0,3 g de extrato de levedura; 0,5
g de NaCl e 100 mL de agua destilada) e congeladas durante o periodo de
execugdo do experimento.

A reativacdo da cepa foi realizada inoculando-se 10 pL de cada cultura
em tubos contendo 10 mL de caldo clostridium suplementado com 0,5% de
glicose e incubados a 37°C/24h em condices anaerdbicas. Apds a incubacao,
retirou-se 10 pL dos indculos e transferidos para 100 mL de caldo BHI (Brain
Heart Infusion) HIMEDIA® suplementado com 0,5% de glicose e incubados a
37°C/24h. A cada nova reativacdo a pureza foi verificada por meio de
crescimento em meio seletivo e diferencial Agar SPS (Sulfite Polymyxin
Sulfadiazine) e coloracdo de Gram.

A padronizacdo do indculo foi realizada por meio da elaboracdo de
curva de crescimento, o desenvolvimento do micro-organismo foi monitorado
por espectrometria por meio da densidade Gtica a 620nm e contagem direta em

placas contendo BHI Agar suplementado com 0,5% de glicose.
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3.4 Determinagao da Concentragdo Minima Inibitoria (CMI)

Para a determinacdo da concentragdo minima inibitoria a metodologia
utilizada foi a Difusdo em Disco (NCCLS, 2000). Inoculou-se 10" UFC/mL de
C. perfringens em meio de cultura, BHI Agar, este foi vertido em placa e ap6s a
solidificagdo do meio adicionou-se discos de papel com 6 mm de didmetro, que
foram preenchidos com 5 puL de 6leo essencial em diferentes concentracdes. As
diluicdes dos 6leos essenciais foram preparadas com etanol, nas concentracdes
de 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12%, 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19% e 0% sendo este
altimo o controle negativo, para controle positivo foi utilizado solucdo de
cloranfenicol com 1.000mg/L.

O procedimento foi realizado em trés repeticGes em triplicata para cada
6leo essencial e as placas foram incubadas a 37°C/24h em atmosfera anaerdbica,
com auxilio de jarras de anaerobiose e geradores de atmosfera anaerodbica
PROBAC®. Apos esse intervalo, a mensuragdo dos halos de inibicdo formados
foi realizada com paquimetro digital DIGIMESS®.

A concentracdo minima inibitéria foi definida como sendo a menor
concentracdo do 6leo essencial capaz de inibir o crescimento visivel do micro-

organismo testado.

3.5 Combinagdes entre 6leos essenciais

Os Gleos essenciais de orégano, tomilho, cravo-da-india e capim-limao,
foram selecionados dentre todos os Oleos essenciais testados anteriormente
devido ao efeito inibitdrio exercido sobre C. perfringens, sendo utilizados em
sua concentracdo minima inibitéria (CMI), definido no item anterior, em
combinagdes de trés Oleos. A Tabela 2 demonstra as diferentes proporgdes de

6leos essenciais utilizadas em cada experimento.
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Para avaliacdo do efeito inibitério da combinacdo entre os o6leos
essenciais utilizou-se a metodologia Difusdo em Disco (NCCLS, 2000). As
analises foram realizadas em trés repeticdes em triplicata e as placas foram
incubadas a 37°C/24h em condi¢des anaerdbicas, com auxilio de jarras de
anaerobiose e geradores de atmosfera anaerébica PROBAC®. A mensuracao dos

halos de inibicéo foi realizada com paquimetro digital DIGIMESS®.

Tabela 2 Planejamento experimental para avaliacio da combinacdo de trés
6leos essenciais, considerando a proporcao referente a CMI de cada
6leo analisado

Ensaio OleoA OleoB Oleo C

1 1,00 - -

2 - 1,00 -

3 - - 1,00
4 0,50 0,50 -

5 0,50 - 0,50
6 - 0,50 0,50
7 0,67 0,17 0,17
8 0,17 0,67 0,17
9 0,17 0,17 0,67
10 0,33 0,33 0,33

Onde: 1,00 refere-se a CMI de cada 6leo estudado, demais nimeros representam as
proporc¢des dos éleos utilizadas baseando-se na CMI

3.6 Elaboracéo das amostras da emulsédo carnea

Para a fabricacdo da emulsdo céarnea, utilizou-se a formulag&o tipica de
mortadela (Tabela 3) preparada com as mesmas concentracdes de carne bovina,
toucinho, gelo, fécula de mandioca, sal, fosfato, acido ascorbico, para todos os
tratamentos, variando as concentracfes de nitrito de sodio, sendo 150 ppm o
limite de nitrito permitido pela legislacdo e 75 ppm a metade desta concentragao

visando a utilizacdo junto a dleos essenciais, sendo estas baseadas nos ensaios
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microbiolégicos in vitro (Tabela 4). Foram conduzidos trés repeticdes por

tratamento.

Tabela 3 Formulacdo padrdo utilizada na elaboracdo do modelo de emulsdo
carnea do tipo mortadela

Ingredientes (%)
Carne bovina 58,5
Sal 1,9
Polifosfatos Foxmax 0,5
Acido ascorbico 0,05
Agua/gelo 20
Fécula de mandioca 5
Toucinho 14

Tabela 4 Proporcbes de diferentes combinacGes de Oleos essenciais e
concentracBes de nitrito de sddio adicionados em mortadelas,
baseados na CMI de cada 6leo essencial

Ingredientes  Nitrito Orégano Tomilho Cravo  Capim-

(ppm) (%) (%) (%) Liméo (%)
TRAT 1 150 - - - -
TRAT 2 75 - - - -
TRAT 3 75 31 - - -
TRAT 4 75 - 1,0 2,0 1,0
TRAT 5 75 2,5 0,3 0,6 -

Adicionou-se ao cutter para emulsificacdo a carne bovina previamente
moida, sal, fosfato, nitrito, acido ascorbico, agua/gelo, fécula de mandioca, o0s
Oleos essencias e o toucinho, seguindo esta ordem. Apds a emulsificagdo a
massa foi embutida manualmente em tripas sintéticas da marca CALEBRE e
embaladas.

A coccdo foi realizada por imersdo em banho-maria conforme a seguinte
programacéo: 60°C/2h; 70°C/1h; 80°C/20min. Todo o processo de cozimento

foi monitorado com uso de term6metro para garantir uma temperatura final de
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71°C no ponto frio da amostra. Apds o cozimento as mortadelas foram mantidas
em banho-de-gelo por 20 min.

Para cada repeticdo por tratamento foi fabricado um quilo da emulséo,
embutidas em duas tripas com 500 gramas cada, uma destinada as analises
fisicas e quimicas e outra para analises microbiolégicas.

As mortadelas foram trituradas e as amostras destinadas as analises
microbioldgicas foram inoculadas com 10° UFC/g de C. perfringens ATCC
13124, homogenizadas em Stomacher Metroterm®, separadas em porcdes de
10g e seladas a vacuo em embalagens plasticas. As amostras destinadas a analise
fisico-quimicas foram embaladas em porcBes de 30 gramas e seladas a vacuo,
sem adicdo do indculo.

As amostras foram armazenadas em estufa tipo BOD a 25°C, retiradas

para analise nos tempos 1, 10 e 20 dias (Figura 5).
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Carne bovina, Sal, Fosfato, Nitrito, Acido ascérbico,
Aguafgelo, Fecula de mandioca, Oleo essencial,
Toucinho emulsificadas em cufter

l

Envase nas tripas

}

Tratamento térmico/ Banho de gelo

}

Trituradas em cutter

/ N\

Inéculo 105 UFCig

Porcdo 30 g
analises fisico l
guimicas

Porgao 10g analise
microbiologicas

~ v

Armazenamento 25°C
(1,10 e 20 dias)

Figura 5 Fluxograma das etapas da fabricacdo e preparo das amostras dos
tratamentos da mortadela

3.7 Anélises microbioldgicas

As embalagens contendo cerca de 10g do produto foram abertas de
modo asséptico e homogenizadas em 90mL de agua peptonada a 0,1% em

Stomacher Metroterm® (490golpes/2min). Apds diluicBes seriadas em agua
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peptonada 0,1%, aliquotas de 1mL das dilui¢cbes adequadas foram semeadas em
agar SPS (Sulfito Polimixina Sulfadiazina), seletivo para Clostridium,
empregando-se a técnica de plaqueamento em sobrecamada. As analises foram
realizadas em triplicata e, as placas incubadas a 37°C/24h. Apds a incubagéo

foram realizadas a Contagem Total em Placas.

3.8 Analises fisico-quimicas

Dentre as analises fisico-quimicas foram avaliadas atividade de agua,

nitrito residual, oxidacdo lipidica e cor objetiva.

3.8.1 Atividade de agua

A atividade de agua (Aa) foi determinada em aparelho AQUALAB®
(modelo CX2, Dacagon Devices Inc.), que utiliza a técnica de determinacdo do
ponto de orvalho em espelho encapsulado para medir a atividade de agua de um

produto.

3.8.2 Concentracdo de nitrito residual

A concentracédo de nitrito residual no produto foi determinada segundo a
metodologia oficial n° 973.31 da AOAC (1995). Aproximadamente 10 g de
amostra foram pesadas e homogeneizadas em 40 mL de &gua destilada a 80°C.
A solugdo foi transferida para um baldo de 500 mL, com lavagens sucessivas,
utilizando-se agua destilada a 80°C até o volume de +300mL. Em seguida, o
baldo foi submetido a banho-maria, a 80°C, por 2 horas, sendo agitado
ocasionalmente. Ap6s esse periodo, os baldes foram retirados e resfriados a

temperatura ambiente, o volume do baléo foi completado com agua destilada e a
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solucdo foi filtrada. Em seguida, transferiu-se 45 mL do filtrado para tubo
Falcon de 50 mL, sendo adicionados 2,5 mL de sulfanilamida, homogenizado, e
ap6s 5 minutos, 2,5 mL de reagente NED (N-(1-naftil) etilenodiamino) foi
adicionado e a mistura homogenizada. A solucéo foi mantida em repouso por 15
minutos e em seguida, fez-se a leitura em espectofotébmetro a 540 nm. A andlise
das amostras foi realizada em triplicatas.

Os valores de nitrito residual foram expressos em partes por milhdo

(ppm), por meio da curva padrdo de nitrito de sodio.

3.8.3 indice de TBARs

O grau de oxidacao lipidica foi mensurado por meio do indice de TBAR,
seguindo a metodologia proposta por Raharjo et al. (1992) com pequenas
modificacdes. Trés por¢bes de 10g de amostra foram coletadas, trituradas,
adicionadas de 40 mL de acido tricloroacético a 5% (TCA 5%) e 1 mL de
antioxidante BHT 0,15% (em etanol) e homogeneizadas, por 1 minuto, em
Politron. A seguir, procedeu-se a filtracdo e o volume foi ajustado para 50 mL,
em baldo volumétrico, com TCA 5%. Aliquotas de 2 mL foram retiradas,
adicionadas de 2 mL do reagente de TBA 0,08 M, homogeneizadas e submetidas
a banho-maria fervente por exatos 5 minutos. Apdés resfriar em agua corrente, foi
conduzida a leitura da absorbancia a 531 nm.

Os valores foram expressos em miligramas de malonaldeido por
quilograma de amostra (mg de MA/kg) por meio do calculo: valor da

absorbéancia lida x 7,38 (fator de conversao).
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3.8.4 Andlise da cor objetiva

As leituras de cor das amostras foram obtidas em um espectrofotémetro
Konica Minolta CM-5. Para o célculo dos indices de cor, foram estabelecidos o
iluminante A e o sistema de cor CIELAB luz especular excluida.

Os parametros de cor luminosidade (L*), indice de vermelho (a*), indice
de amarelo (b*), indices de saturacdo (C*) e o angulo de tonalidade (h*) foram
obtidos considerando-se o valor médio de cinco leituras realizadas em diferentes
pontos das amostras embaladas a vacuo. Para acompanhar as mudangas de cor
nas amostras, avaliou-se o indice de descoloracdo, utilizando as razdes de

reflectancias 650/570nm como sugeridas por Ramos e Gomide (2007).

3.9 Analise estatistica

A anélise da combinacdo dos 6leos essenciais foi submetida a analise
dos componentes principais (Principal component analysis, PCA). Os dados
foram pré-processados por autoescalonamento antes das andlises e foram
realizados no software MATLAB (Versdo 7.5, 2007).

As analises microbioldgicas e fisico-quimicas foram dispostas em um
delineamento inteiramente casualisado (DIC), em esquema fatorial 5x3, sendo
cinco tratamentos (nitrito e diferentes combinacdes de dleos essenciais) em trés
tempos de armazenamento com trés repeti¢des. Os resultados foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA), e superficies de respostas foram realizadas
com o software STATISTICA versdo 5.0, da STATSOFT, sendo a comparacao
entre as médias estabelecidas pelo teste de Tukey, adotando um nivel de 5% de

significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A capacidade das especiarias e 6leos essenciais em inibir o crescimento
bacteriano permite que 0s mesmos sejam utilizados como antimicrobianos
naturais nas inddstrias de alimentos. Neste contexto, foi necessario verificar em
quais concentracfes os mesmos devem ser utilizados. Para tal, testes in vitro que
determinem as concentracdes que apresentam efeito bacteriostatico ou inibitério

foram realizados.

4.1 Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)

Os 6leos essenciais de capim-limdo, orégano, tomilho e o composto
quimico carvacrol, promoveram zona de inibicdo com CMI de 3,12%, como
pode ser observado na Tabela 5, enquanto os 6leos essenciais de balsamo, cravo-
da-india e o composto quimico eugenol com CMI de 6,25% e os 6leos de canela
e pimenta chinesa apresentaram atividade antibacteriana a 12,5%.

Entretanto, os Gleos essenciais de alecrim, manjericdo, funcho doce,
gengibre, grapefruit, limdo-siciliano, salvia e tangerina ndo apresentaram
atividade antibacteriana em nenhuma das concentracGes testadas sobre C.
perfringens tipo A.

O halo inibitério médio do controle positivo (solucdo de cloranfenicol
1000mg/L) foi de aproximadamente 16,5 mm, ndo sendo observado formagao de
halos inibitérios no controle negativo (etanol 95%), os valores dos halos
inibitérios médio de todos os Gleos essenciais testados podem ser observados na
tabela 5.
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Tabela 5 Espécies, com respectivo nome popular, composto majoritario,
concentragdo minima inibitéria (CMI) e valor médio do halo de
inibicdo de diferentes 6leos essenciais sobre Clostridium perfringens

tipo A
Nome popular Compostos CcMmI Halo
majoritarios inibitorio
(mm)
Composto Quimico
Carvacrol 3,12% 2,04
Eugenol 6,25% 1,12
Espécie
Cymbopogon Capim-liméo Citral 3,12% 0,85
citratus
Origanum Orégano Carvacrol 3,12% 1,37
vulgare
Thymus Tomilho Timol 3,12% 0,76
vulgaris
Myroxylon Balsamo Benzoatode  6,25% 3,37
pereirae benzila
Syzygium Cravo-da-india Eugenol 6,25% 2,47
aromaticum
Cinnamomum Canela Aldeido 12,5% 4,62
zeylanicum cindmico
Litsea cubeba Litsea cubeba/ Citral 12,5% 6,65
Pimenta chinesa

Rosmarinus Alecrim 1-8 cineol - -
officinalis
Ocimum Basilicdo/Manjericdo Linalol - -
basilicum
Elettaria Cardamomo Alfa-terpineol - -
cardamomum
Foeniculum Funcho doce Anetol - -
vulgare Dulce
Zingiber Gengibre Zingibereno - -
officinale
Citrus Grapefruit Limoneno - -
paradise
Citrus limon Limdo-siciliano Limoneno - -
Salvia Sclarea Salvia Linalol - -
Citrus Tangerina Limoneno - -

reticulata




62

Devido a variabilidade de compostos quimicos presentes nos 6leos
essenciais, observa-se que sua atividade antibacteriana ndo é atribuida somente a
um mecanismo especifico, havendo diferentes alvos na célula bacteriana
(CARSON et al., 2002), como sdo lipofilicos, atravessam a parede celular e a
membrana citoplasmatica, desestabilizando estruturas como camadas de
polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios, podem induzir a coagulacdo do
citoplasma e provocarem danos aos lipidios e proteinas intracelulares, afetando
diretamente a forca préton motiva (BURT, 2004).

Confirmando os resultados encontrados nesse experimento, alguns
estudos demonstram que os dleos essenciais contendo carvacrol, timol e eugenol
possuem maior atividade antimicrobiana que outros 6leos essenciais que nao
possuem estes compostos (QUATTARA et al. 1997).

O dleo essencial de orégano, o qual contém aproximadamente 70% de
carvacrol, apresentou a mesma CMI de seu composto majoritario carvacrol
(3,12%). Observou-se 0 mesmo com o cravo-da-india, que contém cerca de 70%
de eugenol e, apresentou a mesma CMI do seu composto majoritario (6,25%).
Os dleos essenciais contendo limoneno como composto majoritario (grapefruit,
limdo-siciliano e tangerina) ndo apresentaram atividade antibacteriana em
nenhuma das concentrac@es testadas.

Houve diferenca entre as CMI dos 6leos essenciais de capim-limdo e
litsea cubeba, os quais tém como composto majoritario o citral. A diferenca
observada entre os 6leos essenciais de capim-limdo e litsea cubeba pode ser
decorrente da concentracdo destes componentes no 6leo essencial, tendo como
componente majoritario o citral composto pela mistura dos isdmeros geranial e
neral que representa 30-43% do 6leo essencial de litsea cubeba, enguanto
representa 65-80% do 6leo essencial de capim-limao.

Alguns estudos foram encontrados com os mesmos 6leos essenciais

testados neste trabalho, porém ha poucos relatos referentes ao C. perfringens,
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provavelmente devido a dificuldade em se trabalhar com esta bactéria por ser
anaerobica.

Coutinho et al. (2010) testaram o 6leo essencial de Satureja montana L.
em varias concentragdes, tendo a CMI de 1,56% sobre C. perfringens tipo A,
enquanto Oussalah et al. (2007) ao avaliar 28 dleos essenciais sobre E. coli, S.
aureus e L. monocytognes, observaram efeito antibacteriano atribuidos ao
carvacrol (composto majoritario dos 6leos essenciais de Corydothymus capitatus
e Origanum heracleoticum), aldeido cinamico (composto majoritario do 6leo de
Cinnamomun cassia e Cinnamomum verum) e ao timol presente no 6leo de
Satureja montana.

Rota et al. (2008) mostram que 6leos essenciais de varias espécies de
Thymus possuem propriedades antimicrobianas e sdo considerados ingredientes
importantes para a industria de alimentos, visto que todos proporcionaram
grande inibi¢do de varias espécies de bactérias.

Alguns estudos demonstraram que Gleos essenciais de orégano, tomilho
e alecrim estdo entre os antimicrobianos existentes mais ativos (DIMITRIJEVIC
et al., 2007).

Diferentemente dos resultados encontrados neste estudo, Koroch, Juliani
e Zygadlo (2007) observaram que atividade antibacteriana tanto sobre bactérias
gram-positivas quanto para gram-negativas.

A atividade antibacteriana de 6leos essenciais de orégano, tomilho,
manjericdo, manjerona, capim-cidreira, gengibre e cravo foi investigada
desafiando linhagens gram-positivas (S. aureus e L. monocytogenes) e gram-
negativas (E. coli e S. Enteritidis), os valores da CMI variaram de 0,05% (6leo
de capim-cidreira) a 0,46% (6leo de manjerona) para bactérias gram-positivas e
de 0,10% (6leo de cravo) para 0,56% (6leo de gengibre) para linhagens gram-
negativas (BARBOSA et al., 2009). Assim como o 6leo essencial de manjericdo

tem apresentado atividade antibacteriana sobre diversas bactérias, (Bacillus
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cereus, Bacillus subtilis, P. aeruginosa, L. monocytogenes, E. coli, S. aureus
dentre outras) (CAROVIC-STANKO et al., 2010), mas ndo se mostrou efetiva

contra C. perfringens utilizado neste experimento.

4.2 Combinagao entre dleos essenciais

A Figura 6A demonstra o efeito inibitorio das combinacdes dos dleos
essenciais de orégano, tomilho e cravo-da-india sobre C. perfringens. As
concentracdes de Oleos essenciais que proporcionaram maior halo de inibicdo
foram aquelas contendo as maiores propor¢des de 6leo essencial de orégano.

Entre as combinacBes dos 6leos essenciais de orégano, capim-limédo e
cravo-da-india, observou-se maior efeito inibitorio quanto maiores as proporcdes
do 6leo de orégano. Houve pequena zona de inibicdo convergindo para o cravo-
da-india, enquanto maior a proximidade de maiores concentracdes do Oleo
essencial de capim-limdo houve menor zona de inibi¢do (Figura 6B).

A Figura 6C representa o efeito antibacteriano da combinacéo dos 6leos
essenciais de orégano, capim-limdo e tomilho. Péde-se observar maior efeito
inibitério de acordo com o aumento das concentragdes de dleo essencial de
orégano e reducdo das propor¢oes de 6leo essencial de capim-limdo, ndo sendo
observados efeito sinergistico nem antagbnico da atividade antimicrobiana dos
6leos essenciais sobre o C. perfringens tipo A.

A Figura 6D demonstra o efeito antibacteriano das combinag¢fes dos
6leos essenciais de tomilho, capim-limao e cravo-da-india sobre C. perfringens
tipo A. As concentragdes de 6leos que proporcionaram maior halo de inibicdo
foram aquelas contendo as menores proporcoes de Oleo essencial de capim-
lim&o.

Os resultados das combinacBes dos Oleos essenciais de orégano,

tomilho, capim-limédo e cravo-da-india demonstraram que o 6leo essencial de
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orégano foi o que mais contribuiu para a inibicdo do C. perfringens tipo A,
dentre os 6leos testados.
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A: Oleos essenciais de orégano, tomilho e cravo-da-india; B: Oleos essenciais de
orégano, capim-liméo e cravo-da-india; C: Oleos essenciais de orégano, capim-liméo e
tomilho; D: Oleos essenciais de tomilho, capim-limdo e cravo-da-india sobre C.
perfringens tipo A.

Figura 6 Halo inibitorio (mm) das combinagdes de 6leos essenciais sobre C.
perfringens tipo A

A Figura 7 representa os pesos para analise dos componentes principais
(PCA), confirmando os resultados anteriores ao indicar maiores halos inibitorios
em propor¢Bes mais altas de dleo essencial de orégano e propor¢des mais baixas
de dleo essencial de capim-liméo.

Os dleos essenciais de cravo e tomilho apresentaram efeitos de menor

intensidade sobre a inibicdo de C. perfringens quando comparados ao 6leo

Seomasa
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essencial de orégano, entretanto sdo mais eficientes que o 6leo essencial de

capim-liméo.
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Figura 7 Pesos de Analise de Compostos Principais (PCA) das combinacdes dos
Oleos essenciais de orégano, tomilho, capim-limio e cravo-da-india
sobre C. perfringens tipo A

Bakkali et al. (2008) afirma que a atividade antimicrobiana dos 6leos

essenciais € atribuida principalmente aos seus compostos majoritarios.

Entretanto, existem evidéncias de que componentes minoritarios tém importante

papel na atividade antimicrobiana do Oleo essencial, promovendo agdo

sinergistica entre os demais (BURT, 2004). Alguns estudos tém concluido que

0s 6leos essenciais tém maior atividade antibacteriana quando em combinag&o,

pois um componente pode ter efeito minimo quando isolado e quando em

combinacdo pode ter seu efeito potencializado (CAIXETA, 2010).
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4.3 Atividade antibacteriana de 6leos essenciais sobre C. perfringens tipo A
inoculados em mortadela

As contagens de células vidveis de C. perfringens em mortadelas,

armazenadas a 25°C por 20 dias sdo apresentados na Figura 8.
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TRAT 1: 150 ppm nitrito de sodio; TRAT 2: 75 ppm nitrito de sddio; TRAT 3: 75 ppm
nitrito de sddio e dleo essencial de orégano (3,1%); TRAT 4: 75ppm nitrito de sédio e
6leos essenciais de tomilho (1%), cravo-da-india (2%) e capim-limdo (1%); TRAT 5:
75ppm nitrito de sddio e éleos essenciais de orégano (2,5%), tomilho (0,3%) e cravo-da-
india (0,6%).

Figura 8 Crescimento de C. perfringens tipo A ATCC 16124 em mortadelas
adicionadas de nitrito de soédio e diferentes combinagdes de Oleos
essenciais armazenado a 25°C por 20 dias

A adicdo de 150 e 75 ppm de nitrito (TRAT 1 e 2) no produto néo inibiu
o crescimento de C. perfringens no primeiro dia de armazenamento. Porém, no
mesmo periodo de tempo, nos tratamentos onde diferentes combinagdes de dleos
essenciais foram adicionadas (TRAT 3, 4 e 5) houve redugdo do nimero de C.

perfringens. Observou-se que entre 0s tratamentos contendo também 6éleos
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essenciais, aquele com orégano, tomilho e cravo-da-india (TRAT 5) promoveu a
maior reducéo de C. perfringens no produto.

Como o observado no primeiro dia de armazenamento a presenca do
nitrito, tanto na concentragdo de 75ppm quanto na de 150 ppm, ndo inibiram o
crescimento de C. perfringens na mortadela durante todo o tempo de seu
armazenamento a 25°C, ocorrendo aumento de 3,72 e 2,62 log de UFC/g apds
10 dias para o0 TRAT 1 e 2 respectivamente, ndo sendo observado aumento
significativo do nimero de células viaveis apos este periodo.

Também foi observado aumento significativo (P<0,05) do numero de
UFC/g de C. perfringens nos tratamentos contendo 6leos essenciais, exceto no
TRAT 3, ap6s 10 dias de armazenamento a 25°C, contudo esse incremento foi
significativamente menor que aquele observado nos tratamentos contendo
apenas nitrito.

A adicdo a mortadelas, contendo 75ppm de nitrito, de combinagGes de
trés dleos, TRAT 4: tomilho, cravo-da-india e capim-limao, e TRAT 5: orégano,
tomilho e cravo-da-india, ndo inibiu o continuo aumento de nimero de UFC/g
de C. perfringens, que chegou a 2,22 (TRAT4) e 1,11 log UFC/g (TRAT 5).
Entretanto esses valores foram menores que aqueles obtidos nos tratamentos sem
0leos essenciais.

Apenas no TRAT 3 (3,1% de O6leo essencial de orégano) ndo foi
observado aumento significativo (P > 0,05) do numero de UFC/g de C.
perfringens durante todo o tempo de armazenamento, evidenciando o efeito
inibitério do Oleo essencial de orégano sobre a bactéria, corroborando o0s
resultados obtidos no ensaio in vitro (CMI) onde o 6leo essencial de orégano
mostrou-se o mais efetivo dentre todos os 6leos e suas combinagdes testados.

A utilizagdo de nitrito em produtos carneos tem como objetivo principal
inibir o crescimento de C.botulinum, contudo trabalhos mostram que ele também

pode inibir o crescimento de C. perfringens (FEINER, 2006).
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O nitrito adicionado ao produto pode reagir com outros compostos
presentes na carne, portanto Cassens (1997) considera necessario
aproximadamente 10 ppm de nitrito residual no produto final para que este atue
como antimicrobiano, este resultado é encontrado neste estudo, onde as
mortadelas contendo 6leos essenciais tiveram maior concentracdo de nitrito
residual que as demais e consequentemente melhor efeito antibacteriano.

A Portaria n® 1.004, de 11 de dezembro de 1998 da ANVISA estabelece
o limite de 150 ppm de nitrito de so6dio ou potassio em produtos carneos. Assim,
foi utilizada essa concentragdo nas mortadelas inoculadas com C. perfringens,
sendo considerado esse o tratamento controle. Entretanto, nas condicdes
utilizadas o nitrito ndo foi efetivo em inibir o crescimento da bactéria.

Sabe-se que o nitrito reage com a enzima piruvato-ferredoxina
oxidoredutase (PFO) pertencente ao sistema fosforaclastico de C. botulinum
(CARPENTER et al., 1987). Entretanto pode ndo ser efetivo contra C.
perfringens uma vez que ja foi demonstrado que o nitrito pode ndo reagir com a
PFO dessa bactéria (McMINDES; SIEDLER, 1988).

Contudo, Coutinho et al. (2011) mostraram que a adicdo de 100 ppm de
nitrito em emulsdo céarnea reduziu o crescimento de C. perfringens em relacdo
ao produto sem adi¢do do nitrito ap6s um dia de armazenamento, evidenciando a
acdo bacteriostatica do nitrito sobre o C. perfringens, e em mortadelas
elaboradas com 100 ppm de nitrito e 0,78% de 6leo essencial de Satureja
montana, estes autores observaram uma pequena reducao sobre o C. perfringens,
tornando possivel a reducdo de nitrito de sédio quando associado ao 6leo
essencial. Entretanto também observaram aumento no nimero de células viaveis
de C. perfringens nas mortadelas durante seu armazenamento, sendo este fato
atribuido a temperatura de estocagem (25°C) e aos fatores intrinsecos do

produto.
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Varios estudos tém demonstrado a eficiéncia da utilizacdo de 6leos
essenciais como antimicrobianos naturais e sdo considerados fontes potenciais
de aditivos para a industria de alimentos (COUTINHO et al. 2011; ISMAIEL,;
PIERSON, 1990; MEJLHOLM; DALGAARD, 2002; ROTA et al., 2008;
ULTEE; SMID, 2001).

A concentracdo de bactérias do acido latico em carnes foi reduzida em 4
log UFC/g quando essas foram adicionadas de 0,4% de 6leo essencial de
orégano (ZAIKA; KISSINGER; WASSERMAN, 1983). A vida util de carne de
cordeiro foi alterada quando adicionada de 0,1% de 6leo essencial de tomilho
sendo de 7 dias quando embaladas em atmosfera modificada, 9-10 dias quando
adicionadas de 0,1% de Oleo essencial de tomilho e 21-22 dias quando
adicionadas de 0,1% de 6leo essencial de tomilho e embaladas sob atmosfera
modificada (KARABAGIAS; BADEKA; KONTOMINAS, 2011).

A atividade do o6leo essencial de orégano sobre enddsporos de C.
botulinum foram estudadas em carne suina embaladas a vacuo, e concentracfes
de 0,4 pg/mL ndo influenciaram significativamente o nimero de enddsporos ou
reduziram o crescimento de bactérias. Entretanto combinado com pequenas
concentracdes de nitrito, houve reducéo significativa na formacdo de enddsporos
e crescimento bacteriano (ISMAIEL; PIERSON, 1990). Também foi observado
reducdo de 2-3 log UFC/g na microbiota inicial de filés de carne bovina apés a
adicdo de 0,8% de oleo essencial de orégano (TSIGARIDA; SKANDAMIS;
NYCHAS, 2000).

Juntamente com a inibigdo do crescimento de células vegetativas, o
carvacrol (composto quimico majoritario do 6leo essencial de orégano) mostrou-
se eficiente na inibicdo da producgdo de toxinas de B. cereus. As teorias para a
limitagdo da sintese de toxinas sdo: insuficiéncia de ATP e forca préton motiva

para exportar a toxina para o meio intracelular e/ou um maior consumo de
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energia para manutencdo da viabilidade celular, prejudicando os estoques
energéticos para a sintese da toxina (ULTEE; SMID, 2001).

O mecanismo de acdo dos O6leos essenciais ainda é discutido,
provavelmente, danificam varios sistemas enzimaticos, inclusive os envolvidos
na producdo de energia celular e sintese de compostos estruturais. A presenga de
6leos essenciais interfere também no mecanismo de reparo necessario para a
divisdo celular. Sugere-se, ainda, que cause danos ou lesdes na membrana
citoplasmatica, permitindo que os componentes antimicrobianos dos Oleos
migrem mais rapidamente para o interior da célula, alterando o metabolismo
normal (CONNER; BEUCHAT, 1984). O estudo do proteoma de Salmonella
cultivada em concentra¢fes sub letais de timol mostrou gque esse composto
majoritario presente em varios 6leos essenciais ativa mecanismos de protecéo ao
estresse térmico, oxidativo e osmético, influencia o sistema de absorcdo de
glicose, diminuindo sua atividade, e estimula o sistema de efluxo (DI PASQUA
et al., 2010).

Contudo as aplicacdes de dleos essenciais em alimentos geralmente
apresentam sua eficacia reduzida por certos componentes (GLASS; JOHNSON,
2004). Em geral, supde-se que elevados niveis de gordura e/ou proteinas
presentes nos alimentos podem proteger as bactérias da acdo dos Gleos
essenciais, reduzindo a disponibilidade destes (MEJLHOLM; DALGAARD,
2002), ja os carboidratos ndo parecem proteger as bactérias das acdes de 6leos
essenciais tanto quanto a gordura e as proteinas, entretanto elevada atividade de
agua e altas concentracbes de sal facilitam a acdo destes antimicrobianos
(TSIGARIDA; SKANDAMIS; NYCHAS, 2000). Visto que as mortadelas
apresentam um percentual de aproximadamente 9,95% de gordura
(COUTINHO, 2010), estas podem favorecer a reducdo do efeito inibitorio dos

0leos essenciais testados neste estudo.



72

Devido a elevada concentracdo de C. perfringens inoculado, as
mortadelas apresentaram-se completamente deterioradas ao final dos 20 dias de
armazenamento, apresentando odor desagradavel caracteristico e presenca de
gas, resultado da caracteristica da bactéria que € sacarolitica, portanto fermenta
carboidratos produzindo &cidos butiricos e acético, CO, e H, (SCOTT;
ANDERSON; WANG, 2001).

4.4 Atividade de 4gua

A atividade de agua (Aa) ndo foi afetada significativamente (P>0,05)
pela quantidade de nitrito de sodio e 6leos essenciais adicionadas as mortadelas,
observando em todos tratamentos Aa superior a 0,97. Entretanto houve diferenga
significativa (P<0,05) entre os dias de armazenamento, com um pequeno
aumento da atividade de agua no décimo dia como pode ser observado na Tabela
6.

Tabela 6 Atividade de agua em mortadelas adicionadas de nitrito de sédio e
diferentes combinagBes de Oleos essenciais armazenadas a 25°C
durante 20 dias

Dia Aa

1 0,98 %
10 0,99
20 0,98 *

Médias seguidas de uma mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey

A atividade de &gua presente em todos os tratamentos das mortadelas
durante o armazenamento foram acima de 0,97 favorecendo o crescimento de
varios micro-organismos, dentre eles C. perfringens, cuja Aa estd compreendida

acima de 0,93, como observado neste estudo.
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A atividade de agua limitante para o crescimento de determinado micro-
organismo depende ainda de outros fatores intrinsecos, como pH, potencial de
Oxido-reducdo, entre outras caracteristicas que podem agir simultaneamente, e
quando esses fatores provocam um afastamento das condi¢Ges Otimas para a
multiplicacdo de determinado micro-organismo, mais alto sera o valor de Aa
necessaria para seu crescimento (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

4.5 Nitrito residual

Foram observados efeitos significativos (P<0,05) da interacdo entre os
tratamentos e tempo de estocagem das mortadelas para o nitrito residual das

amostras, o0s resultados estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 Nitrito residual em mortadelas adicionadas de nitrito e diferentes
combinagdes de 6leos essenciais armazenadas a 25°C durante 20 dias

Tratamento Nitrito residual (ppm)
Dial Dia 10 Dia 20
TRAT 1 39,83 14,37 7,19%
TRAT 2 27,05 ™ 17,55 ¥ 4,97 &
TRAT 3 30,33 ™ 26,92 % 18,18 *
TRAT 4 18,73°¢ 17,93 ° 15,32°
TRAT5 35,14 20,10% 18,87 Y

TRAT 1: 150 ppm nitrito de sodio; TRAT 2: 75 ppm nitrito de sédio; TRAT 3: 75 ppm
nitrito de sddio e dleo essencial de orégano (3,1%); TRAT 4: 75ppm nitrito de sédio e
6leos essenciais de tomilho (1%), cravo-da-india (2%) e capim-limdo (1%); TRAT 5:
75ppm nitrito de sddio e éleos essenciais de orégano (2,5%), tomilho (0,3%) e cravo-da-
india (0,6%). Médias seguidas por letras diferentes (a,b,c,d,e) na coluna, e na linha
(x,y,2) diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey

No ultimo dia de armazenamento os TRATs 1 e 2 contendo apenas
nitrito de sddio sem 6leos essenciais ndo se diferiram entre si (P > 0,05), assim
como os TRATs 3,4 eb5.

Houve uma redugdo gradativa do nitrito residual com o periodo de

armazenamento em todos os tratamentos das mortadelas. Nos TRATs 1, 2 e 3 foi
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observada uma reducdo do primeiro ao Gltimo dia de armazenamento, enquanto
no TRATS 4 foram observadas reduc@es significativas durante toda a estocagem,
entretanto no TRAT 5 houve uma redugdo do nivel de nitrito a partir do décimo
dia de armazenamento e manteve sem alteracOes significativas até o fim da
estocagem.

Até o décimo dia foram conseguidos niveis de nitrito residual acima de
10 ppm em todos os tratamentos, entretanto apds este periodo somente 0s
tratamentos contendo Gleos essenciais mantiveram esta quantidade de nitrito
residual.

Portanto, foi observado um fator positivo entre a adicdo de oOleos
essenciais e a manutencdo de nitrito residual entre as amostras, possivelmente
porque 0s Oleos essenciais reagiram com o nitrito impedindo que estes se
ligassem a outros componentes, ou 0s 6leos essenciais reagiram com 0s
pigmentos da carne deixando o nitrito disponivel.

O nitrito adicionado ao produto reage com a mioglobina e outros
compostos presentes na carne e, portanto, uma parcela deste é consumida por
estas reacGes. Para que haja um controle eficaz sobre varias bactérias, dentre elas
o C. botulinum, alguns autores consideram necessarios aproximadamente 10
ppm de nitrito residual no produto final e afirmam que valores de adicdo
inferiores a 150 ppm sdo insuficientes para se alcancar este nivel residual e,
portanto, ndo previnem o desenvolvimento deste micro-organismo (CASSENS,
1997).

Depois do nitrito (NO,) ser adicionado ao sistema carneo,
aproximadamente de 1% a 10% é oxidado a nitrato (NOs); de 5% a 10% reage
com a mioglobina; de 5% a 15% com os grupos sulfidrilas das proteinas; de 1%
a 5% com gordura; de 20% a 30% com proteina e cerca de 1% a 5%
transformam-se em gas e se desprendem do produto. Como consequéncia, essas

reacOes complexas do nitrito podem contribuir para a variagdo na quantidade
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residual de nitrito em produtos carneos, portanto apenas 10% a 20% do nitrito
adicionado podem ser detectado ap6s o processamento de produtos curados e
este nivel reduz gradualmente com o armazenamento (CASSENS, 1997),
corroborando com Pardi et al. (1995), ao afirmar que apds sete dias de
armazenamento, menos de 10% do nitrito permanece no produto. Entretanto,
Amin e Oliveira (2006) observaram que, apds seis dias de armazenamento, cerca
de 26% de nitrito ainda permanecia em linguica bovina.

Neste experimento foi observado que apés vinte dias de armazenamento
4,79% de nitrito permaneceu no produto que foi fabricado com 150ppm de
nitrito; 6,63% de nitrito permaneceram nas mortadelas fabricadas com 75ppm de
nitrito e uma média de 23,25% permaneceram nas mortadelas contendo 75ppm
de nitrito e 6leos essenciais.

Estes resultados podem ser correlacionados com os dados obtidos na
analise microbiologica deste estudo, onde foram observados maiores efeitos
inibitorios sobre C. perfringens nas mortadelas contendo nitrito de sodio

adicionadas das combinacGes de dleos essenciais.

4.6 Oxidac3o lipidica (Indice de TBARS)

Ndo foi observada interacdo significativa entre os dias de
armazenamento e os tratamentos da mortadela, entretanto houve efeito isolado
do tratamentos e do tempo, sendo os resultados analisados separadamente.

Pbde-se observar um aumento significativo da oxidagdo lipidica para
todos os tratamentos das mortadelas adicionadas de nitrito e diferentes
combinagdes de 6leos essenciais avaliados durante o tempo de armazenamento,
onde os indices de TBARs foram superiores ao final de sua estocagem, como

demonstrado na Tabela 8.



76

Tabela 8 Niveis de TBARs durante o armazenamento de mortadelas adicionadas
de nitrito e diferentes combinacGes de 6leos essenciais armazenados a
25°C durante 20 dias

Dia (mg MA/KQ)
1 0,68 *

10 1,077

20 1,65°

Meédias seguidas de uma mesma letra, na mesma coluna, nao diferem entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey

Os valores de indice TBARs demonstram que para o tratamento com
maior concentra¢do de nitrito sem adi¢do de 6leo essencial (TRAT 1) foram
observados indices inferiores de TBARs, enquanto ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre os TRATSs 2, 3 e 5, entretanto o TRAT 4 apresentou

maior oxidacdo lipidica dentre todas as amostras (Tabela 9).

Tabela 9 indices de TBARs de mortadelas com  diferentes
concentracdes/combinacgdes de 6leos essenciais e nitrito

Tratamentos (mg MAJKQ)
TRAT 1 0,75°
TRAT 2 0,99 2°
TRAT 3 1,27 #°
TRAT 4 1,39°
TRAT5 1,25 2P

TRAT 1: 150 ppm nitrito de sodio; TRAT 2: 75 ppm nitrito de sédio; TRAT 3: 75 ppm
nitrito de sddio e dleo essencial de orégano (3,1%); TRAT 4: 75ppm nitrito de sédio e
6leos essenciais de tomilho (1%), cravo-da-india (2%) e capim-limdo (1%); TRAT 5:
75ppm nitrito de sddio e 6leos essenciais de orégano (2,5%), tomilho (0,3%) e cravo-da-
india (0,6%). Médias seguidas por letras diferentes (a,b) na coluna diferem entre si
(P<0,05) pelo teste de Tukey

Os o6leos essenciais utilizados no experimento foram os Oleos de
orégano, tomilho, capim-limdo e cravo-da-india e apresentam como constituintes
majoritarios o carvacrol, timol, citral e eugenol, respectivamente. A atividade

antioxidante destes compostos estd relacionada a presenga do radical hidroxil
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ligado ao anel aromatico, o qual é capaz de doar &tomos de hidrogénio,
estabilizando os radicais livres.

Lee et al. (2005) encontraram no dleo essencial das folhas de manjericao
e tomilho a presenca dos componentes majoritarios timol e carvacrol, que se
mostraram eficientes antioxidantes, tanto que essa propriedade foi comparada a
atividade da vitamina E (a-tocoferol) e BHT. Zheng e Wang (2001) afirmam que
além da atividade antimicrobiana, os terpenos presentes no 6leo essencial de
orégano possuem também importante atividade antioxidante, contrariando os
resultados obtidos neste estudo, pois os tratamentos adicionados de 6leos
essenciais apresentaram oxidacdo lipidica superiores aqueles que nao tinham
estes compostos em sua constituicdo.

Este trabalho confirma a teoria de que o 6leo essencial possui acao pro-
oxidante ao invés de antioxidante quando adicionado a altas concentracdes, pois
estudos in vitro tém demonstrado que em doses elevadas de a-tocoferol, este
pode agir como pro-oxidante, caso ndo haja concentracGes equivalentes de
outros antioxidantes para regenerar o radical a-tocoferila a a-tocoferol
(MUNTEANU; ZINGG; AZZI, 2004). Segundo Decker (1997) em geral, baixas
concentracdes do composto quimico eugenol atuam como antioxidantes, mas em
altas concentracfes agem como pro-oxidantes levando ao dano tecidual, contudo
os fatores que determinam estes processos ainda ndo estdo elucidados.

Coutinho et al. (2010), analisaram um modelo alimentar carneo do tipo
mortadela com concentracGes de 6leo essencial de Satureja montana L. (0; 0,78;
1,56; 3,125%) e doses de nitrito (0, 100, 100, 200 ppm), estes afirmaram que em
mortadelas fabricadas sem adicdo de nitrito e sem Oleo essencial foram
observados indices de TBARs significativamente superiores aos encontrados
para os demais tratamentos. Entretanto neste mesmo estudo foram observados

indices de TBARs superiores, em maiores concentracdes do dleo essencial
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(3,12%), ao final do armazenamento, tanto com 100 e 200 ppm de nitrito de
sodio, fato também ocorrido com os resultados exibidos neste trabalho

O tratamento que apresentou menor oxidacdo lipidica das amostras de
mortadelas foi aquele adicionado com 150 ppm de nitrito, sendo justificado por
Pegg e Shahid (2000) que afirmam que o nitrito é capaz de retardar ou inibir
reacOes de oxidacdo e sua atividade antioxidante é baseada na formacdo de
compostos estaveis entre pigmentos heme e nitrito (oxidante), com reducdes do
Fe** para Fe?* que reduz o nimero de fons ferro livre Fe** catalisadores da
oxidacdo lipidica, sendo necessarios de 20 a 60 ppm de nitrito para que este atue
como antioxidante.

Al-Shuibi e Al-Abdullah (2002) analisaram mortadelas elaboradas
contendo diferentes niveis de nitrito e armazenadas durante 14 semanas a 4 e
25°C. O resultado do experimento demonstrou indices de TBARs inferiores para
as amostras gue continham nitrito e indices superiores em amostras estocadas a
25°C.

Viuda-Martos et al. (2010) testaram Oleos essenciais de alecrim e
tomilho a 0,02% sobre mortadelas armazenadas durante 24 dias e, assim como
encontrado neste estudo, foi observado um aumento significativo dos indices de
TBARs com o tempo de estocagem, porém foram observados indices inferiores
para mortadelas adicionadas de 6leos essenciais. Lee et al. (2010) também
notaram um aumento significativo nos indices de TBARs em carne crua de
porco moida e extrato de mostarda ao final do décimo quarto dia de

armazenamento a 4°C.

4.7 Analise da cor objetiva

Foram observados efeitos significativos (P<0,05) da interagdo entre os

tratamentos e tempo de estocagem das mortadelas para luminosidade (L*),
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indice de vermelho (a*), indice de amarelo (b*), indice de saturacdo (C*),
angulo de tonalidade (h*) e indice de descoloracdo. Os efeitos para todos os

parametros foram decompostos e analisados separadamente.

4.7.1 Avaliagdo da Luminosidade (L*)

A luminosidade (L*) caracteriza o grau de claridade da cor, variando do
preto ao branco, indo de 0 (escuro) a 100 (claro). As variacfes do parametro L*
em cada tratamento em funcdo do tempo de estocagem das mortadelas sdo

representadas na Tabela 10.

Tabela 10 Valores de luminosidade (L*) em mortadelas adicionadas de nitrito
e diferentes combinacOes de 6leos essenciais armazenadas a 25°C
durante 20 dias

Tratamento indice de luminosidade (L*)
Dial Dia 10 Dia 20
TRAT 1 50,09 58,23% 59,18%
TRAT 2 58,60" 59,372 59,82°
TRAT 3 59,85" 60,642 60,70
TRAT 4 61,07™ 55,35 %Y 54,66 %Y
TRAT 5 59,37" 60,982 60,822

TRAT 1: 150 ppm nitrito de sédio; TRAT 2: 75ppm nitrito de sédio; TRAT 3: 75 ppm
nitrito de sodio e 6leo essencial de orégano (3,1%); TRAT 4: 75 ppm nitrito de sodio e
6leos essenciais de tomilho (1%), cravo-da-india (2%) e capim-liméo (1%); TRAT 5: 75
ppm nitrito de sédio e éleos essenciais de orégano (2,5%), tomilho (0,3%) e cravo-da-
india (0,6%). Médias seguidas por letras diferentes (a,b) na coluna, e na linha (X,y)
diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey

Apenas 0 TRAT 1 se diferiu (P<0,05) dos demais TRATS no primeiro
dia de armazenamento, porém no décimo e vigésimo dia de estocagem o TRAT
4 obteve indice de luminosidade inferior que as demais amostras.

Durante o periodo de armazenamento ndo foram observadas alteracGes
(P>0,05) nos TRATS 2, 3 e 5, entretanto observou-se no TRAT 1 aumento da

luminosidade do primeiro para o décimo dia de armazenamento e este manteve-
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se constante durante o vigésimo dia, também foi observado uma reducdo do L*
do primeiro ao décimo dia de estocagem mantendo-se sem diferenca
significativa (P>0,05) até o ultimo dia de estocagem para o TRAT 4.

Scarpa et al. (2009) ao avaliar a aceitacdo de produtos comerciais
curados, observaram que a luminosidade foi o atributo de cor que mais
influenciou quanto a aceitacdo do produto, sendo que amostras mais claras sdo
preferidas. Para Brewer et al. (2001) luminosidade é o parametro que melhor
informa a intensidade visual da cor rosea, e segundo Garcia-Esteban et al. (2003)
é 0 parametro de cor que governa a qualidade da carne e produtos carneos.

Em mortadelas formuladas com 1,56% de 6leo essencial de Satureja
montana e 100 ppm de nitrito e formuladas com 3,125% do 6leo essencial e 200
ppm de nitrito foi observado um aumento significativo para L* entre o primeiro
e vigesimo dia de estocagem (COUTINHO et al. 2011), corroborando com 0s
resultados obtidos neste estudo, onde foram observados aumento da
luminosidade em todos os tratamentos, exceto o0 TRAT 4, entretanto apenas o

aumento no TRAT 1 do primeiro ao décimo dia foram significativos (P<0,05).

4.7.2 Avaliacgdo do indice de vermelho (a*)

Os valores do par@metro a* representam a variacao da intensidade da cor
do verde ao vermelho, valores positivos de a* ou a* de 0 até +50 representam a
cor vermelha da amostra, enquanto valores negativos de a* ou a de 0 até -50
representam a coloracdo verde do produto (FEINER, 2006).

As variacOes de a* das amostras de mortadelas adicionadas de nitrito e
diferentes combinacdes de Oleos essenciais em funcdo do tempo de

armazenamento estao representadas na Tabela 11.
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Tabela 11 indice de vermelho (a*) em mortadelas adicionadas de nitrito e
diferentes combinacGes de Oleos essenciais armazenadas a 25°C
durante 20 dias

Tratamento indice de vermelho (a*)
Dia 1l Dia 10 Dia 20
TRAT 1 20,12 18,08 ¢ 19,26 ¢
TRAT 2 19,95 18,03 ° 19,09 ¢
TRAT 3 19,32 13,07 10,60 ™
TRAT 4 19,38 21,27 °¢ 20,13°
TRAT 5 20,39 " 13,56 Y 13,09 ¥

TRAT 1: 150 ppm nitrito de sédio; TRAT 2: 75 ppm nitrito de sédio; TRAT 3: 75 ppm
nitrito de sddio e dleo essencial de orégano (3,1%); TRAT 4: 75ppm nitrito de sédio e
6leos essenciais de tomilho (1%), cravo-da-india (2%) e capim-liméo (1%); TRAT 5:
75ppm nitrito de sédio e 6leos essenciais de orégano (2,5%), tomilho (0,3%) e cravo-da-
india (0,6%). Médias seguidas por letras diferentes (a,b,c) na coluna, e na linha (x,y,z)
diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey

N&o houve diferenca (P<0,05) no primeiro dia de armazenamento entre
todos os tratamentos, entretanto no décimo dia as amostras contendo 0leos
essenciais se comportaram diferentemente daquelas sem a adicdo destes (TRAT
1 e 2), e este comportamento se manteve ao vigesimo dia, onde apenas 0s TRAT
3 e 5 tiveram indice de vermelho diferente dos tratamentos sem adicdo de 6leos
essenciais.

A estabilidade da cor vermelha foi afetada durante os dias de
armazenamento para os tratamentos contendo éleos essenciais, houve reducdo de
a* para os TRATs 3 e 5, enquanto os demais tratamentos mantiveram a* do
primeiro ao vigésimo dia de estocagem.

Ndo foi observada diferenca (P>0,05) em todos os dias de
armazenamento entre os TRATs 1 e 2, fabricadas com 150 e 75 ppm de nitrito
respectivamente, permitindo afirmar que a menor dose de nitrito foi suficiente
para formar a tonalidade vermelha do produto.

O mesmo resultado foi encontrado por Dutra (2009) quando avaliou a
formagdo da cor em mortadelas irradiadas e elaboradas com diferentes niveis de

nitrito, observaram que 75 ppm de nitrito foram suficientes para a formagéo da
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cor caracteristica de produtos curados, ndo sendo verificadas diferengas
perceptiveis para o parametro a* entre tratamentos contendo 75 e 150 ppm de
nitrito, observadando valores inferiores de a* para amostras fabricadas sem
adicao de nitrito.

Coutinho et al. (2010) testaram formulacdes de mortadela contendo 100
e 200 ppm de nitrito e sem a adi¢do deste, sendo observado valores superiores de
a* para formulacGes contendo nitrito, indicando a participagdo deste na
tonalidade da cor vermelha.

Estes resultados sdo esperados, pois de acordo com Feiner (2006) sdo
suficientes de 30 a 50 mg de nitrito por Kg de produto para obter a cor
caracteristica de produtos curados.

Nas amostras adicionadas de nitrito, Dutra (2009) verificou que este
conferiu um efeito protetor mantendo o indice de vermelho constante com o
tempo, fato também ocorrido neste experimento nas amostras com adicdo de
nitrito ndo contendo 0Oleos essenciais.

A reducdo dos indices de vermelho nos produtos contendo OGleos
essenciais pode ser explicada pela possivel interacdo entre o nitrito de sédio e os
componentes quimicos aromaticos presentes nos Oleos essenciais,
indisponibilizando o composto quimico (NO,) para se ligar ao ferro (Fe®") da
molécula de mioglobina e desempenhar seu papel na formacdo da cor
(COUTINHO et al., 2010). Outra explicacdo seria a oxidacéo lipidica ocorrida
nas amostras de mortadelas contendo Gleos essenciais como pode ser observado

de acordo com os indices de TBARSs.

4.7.3 Avaliagdo do indice de amarelo (b*)

O indice de amarelo (b*) representa tonalidades que vado do azul (valores

negativos) ao amarelo (valores positivos). As variagbes de b* dos diferentes
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tratamentos das mortadelas armazenadas a 25°C por 20 dias sdo representadas
na Tabela 12.

Tabela 12 Indice de amarelo (b*) em mortadelas adicionadas de nitrito e
diferentes combinagGes de Oleos essenciais armazenados a 25°C
durante 20 dias

Tratamento indice de amarelo (b*)
Dia 1 Dia 10 Dia 20
TRAT 1 15,22 @ 16,52 ° 16,26 °
TRAT 2 14,422 17,03 ° 18,15 ®
TRAT 3 14,45 2 15,12 @ 16,46 °
TRAT 4 20,73 30,03 Y 28,26 %
TRAT 5 22,01%* 15,22 % 16,28 ¥

TRAT 1: 150 ppm nitrito de s6dio; TRAT 2: 75 ppm nitrito de sédio; TRAT 3: 75 ppm
nitrito de sddio e dleo essencial de orégano (3,1%); TRAT 4: 75ppm nitrito de sédio e
6leos essenciais de tomilho (1%), cravo-da-india (2%) e capim-liméo (1%); TRAT 5:
75ppm nitrito de sodio e dleos essenciais de orégano (2,5%), tomilho (0,3%) e cravo-da-
india (0,6%). Médias seguidas por letras diferentes (a,b) na coluna, e na linha (X,y)
diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey

N&o foram observadas alteracBes (P>0,05) para o indice de amarelo (b*)
nas mortadelas dos TRATs 1, 2 e 3, assim como para os TRATs 4 e 5 no
primeiro dia de armazenamento, entretanto a partir do décimo dia apenas o
TRAT 4 (combinacdo dos dleos essenciais de tomilho, cravo-da-india e capim-
limdo) foi diferente das demais amostras, apresentando b* superior a estas.

Durante o armazenamento foram observadas aumento (P<0,05) do indice
de amarelo para o TRAT 4 do primeiro ao décimo dia mantendo-se constante ao
vigésimo dia de estocagem, entretanto 0 TRAT 5 reduziu o b* do primeiro ao
décimo dia de armazenamento, sem diferenca até o ultimo dia de estocagem, ndo
sendo observadas diferencas (P>0,05) nas demais amostras de moradelas.

Segundo Cofrades et al. (2004) o aumento dos indices de amarelo (b*)
pode estar relacionado a mudangas no estado quimico dos pigmentos heme,
ocasionado pelas alteracbes de pH e condi¢cBes pro-oxidantes, durante o

armazenamento, alterando caracteristicas de absor¢do e reflexdo da luz. O
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comportamento de b* depende sobretudo das caracteristicas dos alimentos, e
alteracdes de pH, oxidacao, atividade de agua, dentre outros fatores.
Viuda-Martos et al. (2010) avaliaram a adicdo de dleos essenciais de
tomilho e alecrim a 0,02% sobre mortadelas do tipo bologna, e foram
observados aumentos significativos para luminosidade e indice de amarelo,
enquanto houve reducdes para o indice de vermelho associado a adi¢cdo dos

6leos essenciais, fato semelhante ao ocorrido neste experimento.

4.7.4 Avaliacdo do angulo de tonalidade (h*)

O angulo de tonalidade (h*) é representado como a grandeza que
caracteriza a qualidade da cor (vermelho, verde, amarelo, azul), permitindo
diferencid-la. As variacdes do pardmetro h* dos tratamentos das mortadelas
armazenadas a 25°C durante 20 dias estdo representadas na Tabela 13.

Ao final do armazenamento as amostras contendo 6leos essenciais (TRATS 3, 4
e 5) tiveram angulo de tonalidade superiores a0 TRATs 1 e 2.

Houve um aumento de h* ap6s o décimo dia de armazenamento para 0s
TRATs 1, 2 e 4, sendo observado um aumento gradual do primeiro ao vigésimo
dia de estocagem para 0 TRAT 3 e 5.

Os TRATS 3, 4 e 5 indicam maior participacdo da tonalidade de amarelo
do que as amostras sem a adicdo de dleos essenciais aos 20 dias de estocagem.

Durante o periodo de armazenamento foi observado redugdo do indice
de vermelho (a*) e aumento do indice de amarelo (b*) em praticamente todos os
tratamentos, estas alteracbes sdo evidenciadas pelo aumento do angulo de
tonalidade (h*) do produto, indicando maior participacdo da tonalidade de
amarelo, caracteristica indesejavel para as amostras de mortadela.

Coutinho et al. (2010) também observaram que a utilizacdo de dleo

essencial em mortadelas com concentracdo superior a 1,56% afetou
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negativamente a cor do produto, com reducbes do indice de vermelho (a*) e,
aumento da participacdo da tonalidade amarelo (aumento de b* e h*)

corroborando com os resultados obtidos neste experimento.

Tabela 13 Angulo de tonalidade (h*) em mortadelas adicionadas de nitrito e
diferentes combinacdes de Odleos essenciais armazenados a 25°C
durante 20 dias

Tratamento Angulo de tonalidade (h*)
Dia 1 Dia 10 Dia 20
TRAT 1 37,51% 41,04% 40,20 ¥
TRAT 2 35,74 > 43,79 43,55 %
TRAT 3 37,07 50,58 57,25 ™
TRAT 4 47,98 ™ 54,70 Y 54,54 %
TRAT5 46,07 ®* 48,72 % 51,27

TRAT 1: 150 ppm nitrito de s6dio; TRAT 2: 75 ppm nitrito de sédio; TRAT 3: 75 ppm
nitrito de sodio e 6leo essencial de orégano (3,1%); TRAT 4: 75 ppm nitrito de sodio e
6leos essenciais de tomilho (1%), cravo-da-india (2%) e capim-liméo (1%); TRAT 5: 75
ppm nitrito de sédio e éleos essenciais de orégano (2,5%), tomilho (0,3%) e cravo-da-
india (0,6%). Médias seguidas por letras diferentes (a,b,c,d) na coluna, e na linha (x,y,z)
diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey

4.7.5 Avaliacdo do indice de saturagéo (C*)

O indice de saturacdo (C*) corresponde a intensidade ou quantidade de
uma tonalidade, indicando o nivel de mistura com o branco, preto ou cinza. As
variaces de C* dos diferentes tratamentos das mortadelas armazenadas a 25°C
durante 20 dias estdo apresentados na Tabela 14.

N&o houve diferenca no indice de saturacdo dos TRATs 1, 2 e 3, assim
como dos TRATs 4 e 5 no primeiro dia de armazenamento, ja& no décimo e
vigésimo dia de estocagem apenas o TRAT 4 diferenciou-se (P<0,05) das

demais amostras.
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Tabela 14 indice de saturacdo (C*) em mortadelas adicionadas de nitrito e
diferentes combinacGes de dleos essenciais armazenados a 25°C
durante 20 dias

Tratamento indice de saturacfo (C*)
Dia 1 Dia 10 Dia 20
TRAT 1 25,18°° 25,14 ¢ 25,21°
TRAT 2 24,60 * 24,95 * 26,36 ¥
TRAT 3 24,06 > 20,06 ¥ 19,58 ¥
TRAT 4 30,09 ™ 36,77 % 34,69 %
TRAT5 33,03 ™ 20,61 % 20,96 ¥

TRAT 1: 150 ppm nitrito de sédio; TRAT 2: 75 ppm nitrito de sédio; TRAT 3: 75 ppm
nitrito de sodio e 6leo essencial de orégano (3,1%); TRAT 4: 75 ppm nitrito de sodio e
6leos essenciais de tomilho (1%), cravo-da-india (2%) e capim-limédo (1%); TRAT 5: 75
ppm nitrito de sédio e dleos essenciais de orégano (2,5%), tomilho (0,3%) e cravo-da-
india (0,6%). Médias seguidas por letras diferentes (a,b) na coluna, e na linha (x,y)
diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey

Durante o periodo de armazenamento ndo houve diferenca significativa
(P>0,05) entre os TRATs 1 (150 ppm nitrito de sddio), enquanto houve um
aumento do indice de saturagdo no vigésimo dia do TRAT 2 e indices de C*
inferiores nos TRATS 3, 4 e 5 a partir do décimo dia de estocagem.

O TRAT 4 apresentou 0 maior indice de saturacdo de todas as amostras
testadas, portanto pode ser observado claramente que houve aumento da
participacdo da tonalidade amarelo, sendo confirmado com os valores elevados
de b* e h*.

As cores que apresentam baixo valor de saturacdo sdo chamadas de
palidas ou acinzentadas, enquanto aquelas com alto valor de saturacdo sdo
denominadas saturadas (RAMOS; GOMIDE, 2007).

O TRAT 1 (150 ppm de nitrito) e TRAT 2 (75 ppm de nitrito) ndo
apresentaram diferencas significativas entre si durante todo o armazenamento,
corroborando com os resultados de a*, b* e h*.

Coutinho et al. (2010) observou que o indice de saturagdo foi afetado
pela concentragdo de nitrito utilizado na elaboracdo de mortadelas, onde

tratamentos adicionados de nitrito apresentaram maior indice de C*, indicando
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maior intensidade da cor vermelho e, tratamentos adicionados de 6leo essencial
de S. montana superior a 3,12% apresentaram saturacdo reduzida ao final do

armazenamento.

4.7.6 Avaliagdo do indice de descoloragéo

O indice de descoloracdo das amostras de mortadelas armazenadas a

25°C por 20 dias sdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 indice de descoloracdo em mortadelas adicionadas de nitrito e
diferentes combinagGes de Oleos essenciais armazenados a 25°C
durante 20 dias

Tratamento indice de descoloracéo
Dia 1 Dia 10 Dia 20
TRAT 1 2,56 2,552 2,53°%
TRAT 2 2,67 2,38° 2,55°%
TRAT 3 2,62 1,77 1,54 %
TRAT 4 - - -
TRAT 5 2,54 % 1,84 % 1,78

TRAT 1: 150 ppm nitrito de sodio; TRAT 2: 75 ppm nitrito de sddio; TRAT 3: 75 ppm
nitrito de sodio e 6leo essencial de orégano (3,1%); TRAT 4: 75 ppm nitrito de sodio e
6leos essenciais de tomilho (1%), cravo-da-india (2%) e capim-liméo (1%); TRAT 5: 75
ppm nitrito de sédio e éleos essenciais de orégano (2,5%), tomilho (0,3%) e cravo-da-
india (0,6%). Médias seguidas por letras diferentes (a,b) na coluna, e na linha (X,y)
diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey

O TRAT 4, formulado com 75 ppm nitrito de sédio e 6leos essenciais de
tomilho (1%), cravo-da-india (2%) e capim-limdo (1%), ndo apresentou cor
caracteristica de produto curado desde o primeiro dia de armazenamento, logo,
ndo e importante a analise de descoloracdo desta amostra.

Né&o foram observadas diferencas entre os tratamentos no primeiro dia
de armazenamento. No entanto, a partir do décimo dia de estocagem ndo houve
diferenca (P>0,05) entre os TRATs 1 e 2, assim como entre 0s TRATs 3 e5 e

este comportamento prevaleceu até o fim do armazenamento.
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Observou-se aumento na descoloragdo dos TRATSs 3 e 5 do primeiro ao
décimo dia de estocagem, permanecendo sem alteracGes até o vigésimo dia, ndo
sendo constatado diferenca significativa na perda de cor durante o
armazenamento para oS TRATs 1 e 2.

Estes resultados s&o confirmados ao observar os dados anteriores do
indice de vermelho (a*) onde se constatou uma reducdo deste indice nos TRATS
3 e 5 com o decorrer do armazenamento.

Segundo Hunt et al. (1991) a razdo 650/570 nm representa a intensidade
da cor de carnes curadas. Assim, todos os TRATS do primeiro dia de estocagem
e 0s TRATs 1 e 2 em todos dias de armazenamento apresentam cor curada
excelente, pois apesentam razao entre 2,2 e 2,6; contudo os TRATs 3 e 5 apds o
décimo dia de estocagem apresentam cor curada visivel, mas menos intensa,
apresentando valores de razdo 650/570 nm entre 1,7 a 2,0, sendo que razdes com
valores abaixo de 1,1 sdo considerados como produtos descoloridos.

Reducdes nos valores de a* e aumento nos valores de b* foram relatados
por Sheridan et al. (2007) como indicativos da descoloracdo da cor curada e,
neste caso, demonstram as diferencas de cor entre os produtos. A carne curada
sofre descoloracdo para uma cor castanha ou amarronzada quando exposta por
certo periodo a luz (RAMOS; GOMIDE, 2007).

Ahn et al. (2004) atribuiram a reducdo da coloracdo vermelha a
denitrosilagdo do pigmento de nitrosoemocromo presente nos produtos curados
cozidos, sendo, segundo estes autores, um indicativo da descoloracdo da cor
curada.

Entretanto, os complexos mioglobina-NO, nitrosomioglobina e
nitrosoemocromo sdo fotossensiveis, ocorrendo & dissociagdo do NO da
molécula de mioglobina na presenca da luz. Assim, se nas condi¢Ges de
armazenamento o produto curado for exposto a luz e ao oxigénio, o NO

dissociado sera rapidamente oxidado a nitrito (NO,) e o produto apresentard uma
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descoloragdo. Se, no entanto, ndo houver oxigénio presente, 0 NO ndo é oxidado
e pode recombinar com o grupamento heme (RAMOS; GOMIDE, 2007). Por
isso, produtos curados exigem embalagens apropriadas que conferem protecdo a
luz e/ou ao oxigénio, deste modo o método mais eficaz para prevenir a
descoloracdo é excluir o oxigénio, evitando seu contato com a superficie do
produto. Neste caso o 6xido nitrico retirado do grupo heme pela luz ndo sera
oxidado, podendo recombinar-se ao grupo (JUDGE; ALBERLE; FORREST,
1989).

Diante do exposto as principais diferengas entre os tratamentos podem
ser visualizados na Figura 9 durante o primeiro e vigésimo dia de

armazenamento a 25°C.
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Dias de
armazenamento Primeiro Vigésimo

TRAT 1

TRAT 2

- -

TRAT 4

e - -

TRAT 1: 150 ppm nitrito de s6dio; TRAT 2: 75 ppm nitrito de sodio; TRAT 3: 75 ppm
nitrito de sodio e 6leo essencial de orégano (3,1%); TRAT 4: 75 ppm nitrito de sodio e
6leos essenciais de tomilho (1%), cravo-da-india (2%) e capim-liméo (1%); TRAT 5: 7
5ppm nitrito de sédio e 6leos essenciais de orégano (2,5%), tomilho (0,3%) e cravo-da-
india (0,6%)

Figura 9 Mortadelas adicionadas de nitrito de sédio e diferentes combinagdes de
6leos essenciais no primeiro e vigésimo dia de armazenamento
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5 CONCLUSOES

Clostridium perfringens tipo A foi mais suceptivel aos 6leos essenciais
de capim-limao, orégano, tomilho e o composto quimico carvacrol, seguido dos
6leos de béalsamo, cravo-da-india e o composto quimico eugenol, e
consecutivamente aos 0Oleos de canela e litsea cubeba, entretanto, os 6leos
essenciais de alecrim, manjericdo, funcho doce, gengibre, grapefruit, liméo-
siciliano, sélvia e tangerina ndo apresentaram atividade antibacteriana em
nenhuma das concentracdes testadas.

Ao analisar a combinacéao entre os dleos essenciais de orégano, tomilho,
cravo-da-india e capim-limdo, p6de-se observar maiores halos inibitérios em
concentragcdes mais altas de 6leo essencial de orégano e menores concentragdes
de 6leo essencial de capim-limao;

O TRAT 3, contendo 3,1% de Oleo essencial de orégano, apresentou
melhor efeito antibacteriano entre todos os tratamentos testados, néo
apresentando aumento significativo do nimero de UFC/g de C. perfringens
durante todo o periodo de armazenamento das mortadelas.

Observou-se efeito pro-oxidante dos 6leos essenciais sobre as
mortadelas adicionadas de nitrito de sodio e diferentes combinacfes de 6leos
essenciais.

A utilizacdo de Oleos essenciais promoveu alteragBes sensoriais
indesejaveis ao produto, fato comprovado devido a alteracBes da cor objetiva das
mortadelas, com reducéo do indice de vermelho e aumento do indice de amarelo.

Observou-se maior concentragdo de nitrito residual durante o periodo de

armazenamento nas amostras de mortadelas formuladas com 6leos essenciais.
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