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RESUMO

Os O6leos essenciais sdo compostos formados pel@abaofismo
secundario das plantas e, dentre as suas propemdigstacam-se as atividades
antioxidante e antimicrobiana. Os compostos majeois, na grande maioria,
sdo os responsaveis pela atividade antimicrobiapasquisas tém sido feitas
para verificar essa acdo sob 0s microrganismosaconantes em alimentos.
Clostridium botulinum € um microrganismo esporulado. Sua neurotoxinaacau
0 botulismo, doenca que pode levar & morte ou deix@rsas sequelas. Este
estudo foi realizado com os objetivos de avaliafeito antimicrobiano de 6leos
essenciais de orégano e cravo-da-india e do compoajoritario carvacrol
sobre enddsporos d& botulinum inoculados em mortadela e avaliar o efeito
desses compostos sobre a oxidagdo lipidica, nitesidual, pH, textura e
desenvolvimento da cor no produto. Para determanapncentracdo minima
inibitéria (CME) dos 6leos essenciais e dos congsostajoritarios, foi utilizado
0 método de diluicdo em caldo. As mortadelas forlaboradas com as
combinacdes de Oleos essenciais e compostos rag@sjtmais efetivas, nos
testesin vitro, com 0 e 150 ppm de nitrito. As amostras para isesl
microbioldgicas foram armazenadas, 8@E0 dias, sendo inoculadas coni 10
UFC/g de enddsporos d€. botulinum. As amostras para analises fisico-
guimicas foram armazenadas a 4 °C/30 dias. Houwgragéo significativa
(<0,05) quanto ao efeito 6leo, o nitrito e o tengmbre 0 mircrorganismo,
ocorrendo reducdo na contagem de células e pakh,cem que foi verificado
um aumento deste no final da estocagem. Tambénehnteracao significativa
em todos os tratamentos p(<0,05) e o nitrito, quanestabilidade da emulsao,
ocorrendo diminuicdo desta. Quanto a oxidac&o itipjd houve efeito
significativo p(<0,05) do nitrito, sendo observadosnores valores em amostras
adicionadas de nitrito. Para o nitrito residual\reoefeito significativo p(<0,05)
nas interacdes entre nitrito e tempo, ocorrenddndiigfio nos niveis de nitrito
de acordo com o tempo. A adicdo das combinacdemodadelas ndo afetou a
cor final do produto, tendo o efeito do nitrito sidignificativo (p<0,05) na
mudanca de cor. Em relacdo a textura, houve efggoificativo (p<0,05)
isolado da adicdo de nitrito para todos os par@wetie textura, havendo
maiores valores nas amostras adicionadas de nérito efeito significativo
(p<0,05) isolado da adicdo da mistura de 6leos psugarametros flexibilidade
e mastigabilidade, elevando os valores destes pamdsn Portanto, ocorreu uma
reducdo da populacdo d& botulinum, quando adicionadas as mortadelas as
combinacdes dos 6leos e composto majoritario @uséncia das combinacgées,
o efeito antimicrobiano ficou a cargo do nitrit@r® as analises fisico-quimicas
0 nitrito demonstrou maior efetividade.

Palavras-chave: Endésporo. Oleo essencial. Compusgtwitario. Mortadela.



ABSTRACT

Essential oils are compounds formed by the secgnatabolism of
plants and among their properties stand out thiadént and antimicrobial
activities . The major compounds in the vast majariare responsible for the
antimicrobial activity and researches have beeredonverify this action under
the contaminating microorganisms in foodClostridium botulinum is a
sporulated microorganisms , their neurotoxin cabséslism , a disease that can
lead to death or leave several sequels . This saiched to evaluate the
antimicrobial effect of essential oils of oreganodaclove and the major
compound carvacrol on endosporesCobotulinum , and mortadella inoculated
in assessing the effect of these compounds on dipidation , residual nitrite ,
pH, texture and color development in the product.détermine the minimum
inhibitory concentration (MEC ) the essential adlsd the major compounds
broth dilution method was used. The bologna weepg@red with combinations
of essential oils and major compounds , more éffectin vitro tests, with 0 and

150 ppm nitrite . The samples for microbiologicablyzes were stored at 25

C/30 days, inoculated with 104 CFU / g endosp@ebotulinum. Samples for
physical and chemical analysis were stored at 430 @lays . There was a
significant interaction p ( < 0.05 ) effect on t#d , nitrite and time on
mircrorganismo with a decrease in cell counts addip which there was an
increase in this end of storage . There was alsigrdficant interaction in all
treatments p ( < 0.05 ) and nitrite , as the eronlstability , this decrease
occurring . As for lipid oxidation , significantfetts p ( < 0.05 ) of nitrite ,
lower values being observed in samples with addteiten To the residual nitrite
p significant effect (p <0.05 ) interaction betwehe nitrite and time, there is a
reduction in nitrite levels according to time. Thddition of the mortadella
combinations did not affect the final color of theoduct , and the effect of
nitrite was significant ( p < 0.05) in the coloractge. With respect to texture a
significant effect ( p <0.05) isolated by the aulditof nitrite to all the texture
parameters , with higher values in the samples veittded nitrite and
significantly ( p <0.05) adding the mixture isoldtigom oils for flexibility and
chewiness parameters , increasing the values sétharameters . Therefore, a
reduction in the population occurrétl botulinum, when added to bologna ,
combinations of oils and major compound in the abeeof combinations and
the antimicrobial effect of nitrite was in chargeFor the physicochemical
analyzes nitrite demonstrated greater effectiveness
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1 INTRODUCAO

Clostridium botulinum é uma bactéria anaerébia obrigatéria gram-
positiva que se apresenta na forma de bastonetes.sd? formadora de
endésporos, apresenta alta resisténcia ao tratamténmico aplicado aos
alimentos, fato que a torna de grande importargimddstria alimenticia, uma
vez que, em alimentos pouco &cidos (pH >4,5) e emlicbes anaerdbicas, 0s
endésporos podem germinar, com consequente mceidlo das células
vegetativas e producdo de toxina. Ao ingerir alimgrcontaminados com a
toxina botulinica, os individuos desenvolvem o h&tw, doenga com sintomas
neuroldgicos, promovendo paralisia flacida com t@ta de mortalidade.

Dentre os alimentos de baixa acidez cujo contr@eCd botulinum
apresenta grande importancia, destacam-se os elmbgtirneos curados, como
a mortadela. Embora eles sejam cozidos, o tratanténnico aplicado ndo é
suficiente para a inativacdo dos endodsporos daéfmctjue, apds serem
submetidos ao estresse térmico, germinam. Uma hreinada ou reduzida a
microbiota acompanhante presente no alimento, seranbiente anaerdbico, a
bactéria se multiplica facilmente, desde que nja épaantidades adequadas ou
nenhum conservante no alimento visando a inibicdogdrminacdo desses
endésporos. Assim, 0s sais de nitrato e nitrito thande aplicacdo como
conservantes na industria carnea, uma vez quelmaie, sdo os Unicos
conservantes utilizados por esse segmento da radadimenticia, visando a
inibicdo da germinacdo dos endodsporo€deotulinum. Entretanto, o nitrito em
produtos carneos € transformado em acido nitrosqual pode reagir com
aminas, formando compostos N-nitrosos, em espasialitrosaminas, que tém
efeito toxico, mutagénico, neuro, nefrotoxico e coargénicos. Assim, a

substituicdo total ou parcial desse conservantéeéeaissante.
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Nesse contexto, os 6leos essenciais de condimeatogstacam, pois
sdo consideradogenerally recognized as safe, ou GRAS, geralmente tidos
como seguros e apresentam atividade antimicrobgamsporicida, além de
serem antioxidantes e conferirem sabor e aromaaui. Entretanto, sabe-se
gue, em determinados alimentos, elevadas concéarage 6leos essenciais
devem ser empregadas para que se alcance o aféitticeobiano desejado.
Como alternativa aos 6leos essenciais, que tamlu&tanp ser utilizados em
alimentos sendo reconhecidos como GRAS, tém-seglda seus compostos
majoritarios, os quais podem ser utilizados nos wiahis carneos cozidos,
diminuindo o impacto de sabor e odor dos 6leosnesss.

Este estudo foi realizado com os objetivos de avaliefeito esporicida
de dleos essenciais de orégano e cravo-da-india eochposto majoritario
carvacrol sobre enddsporos @esridium botulinum inoculados em mortadela
e avaliar o efeito dessas combinacbes sobre a giddépidica, o nitrito

residual, o pH, a textura e o desenvolvimento danogroduto.



13

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1Clostridium botulinum

Clostridium botulinum €é um bacilo gram-positivo, anaerobio
obrigatério, formador de endoésporos e produtor éeratoxina, a qual €
produzida durante a fase exponencial de crescintentmactéria, sendo liberada
no alimento durante a lise celular, na liberacd® eladdsporos, durante a fase
estacionaridSHARMA et al., 2006).

O habitat natural d€. botulinum é o trato intestinal de equinos, aves e
bovinos, onde o microrganismo se multiplica e érlldo em quantidade
consideravel nas fezes, durante um periodo maier ajw semanas apos a
infeccdo. Também é encontrado frequentemente e Egumes, verduras,
frutas, sedimentos aquaticos e fezes humanas (CHRES al., 2008). As
necessidades nutricionais @ebotulinum sdo complexas, necessitando de certas
condicbes para 0 seu crescimento, como minerdaniias do complexo B e
aminoacidos, além de pH maior que 4,5¢ematre 0,94 e 0,97, concentracdo de
NaCl menor que 10%, temperatura acima de 12,5 f&ljpdnagens proteoliticas
e acima de 3,3 °C para linhagens nédo proteolii@saerobiose (JAY, 2005).

2.1.1 Toxinas botulinicas e botulismo

Clostridium botulinum produz trés tipos de toxinas, a neutoxina
botulinica, a toxina C2 e a toxina C3. A toxinaubimica afeta os neurbnios,
enguanto as toxinas C2 e C3 causam danos celuacéisando o espalhamento
da toxina botulinica nos tecidos (BHUNIA, 2008).

Existem sete tipos de toxinas botulinicas que sdiigenicamente

distintas e classificadas sorologicamente em ACHD, E, F e G. Os tipos A, B
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e E sdo comumente causadores do botulismo em hgmanipo F, menos

associado; os tipos C e D, raramente associadostalismo humano e o tipo G
nunca teve relatado seu envolvimento com a doandgauenanos (SHARMA et

al., 2006). As cepas proteoliticas @ebotulinum produzem as toxinas A, B e F,
enquanto as nao proteoliticas produzem as B, Ci-[B&HUNIA, 2008).

A toxina botulinica é constituida de duas protefipasA-B que, unidas,
constituem a forma inativa da toxina. Apés a a@proteases produzidas pelas
cepas deC. botulinum proteoliticas ou pelo estbmago, a toxina tornatse,
sendo constituida de duas subunidades: B, denoamitactadeia pesada (100
kDa) e A, denominada cadeia leve (50 kDa). As dudsinidades ficam unidas
por uma ponte dissulfeto. A neurotoxina botulinidalogueia os

neurotransmissores, resultando na paralisia fl{8H&NIA, 2008)

2.1.2Clostridium botulinum em alimentos

O botulismo de origem alimentar € uma doenca geavertal, causada
pela ingestdo de alimentos contendo neurotoxinggdopmadag PECK et al.,
2010).

Por serem amplamente distribuidos na naturezandésporos deC.
botulinum chegam facilmente aos alimentos, contaminando tasitde origem
vegetal quanto animal. Entretanto, o grande probleta presenca dos
endésporos é quando contaminam alimentos de beidaza como embutidos
carneos, enlatados ou conservas que nao sofreaméato térmico adequado ou
gue ndo contém conservante. Devido as condicdesr@neas geradas nesse
tipo de alimento e ao estresse térmico causadm@@sporo, estes germinam e
as células vegetativas se multiplicam produzindontg a qual é liberada no
alimento, podendo a causar o botulismo em humares, ocorra sua ingestao
(SCARCELLI; PIATTI, 2002).



15

Carlin et al. (2004), avaliando amostras de maéianas em
industrias de alimentos na Francga, constataranesepca deC.botulinum em
peixes e mariscos (7,8%), carnes e aves (8,4%jadizantes e molhos (1,6%),
agentes espessantes, como o0 amido (16%), leiteée(d1p5%), especiarias,
ervas e cogumelos desidratados (0%).

Hosseini et al. (2009) analisaram 131 amostragaldufos alimenticios
tradicionais iranianos, 57 amostras de queijos,afibbstras de kashk e 63
amostras de peixes salgados e detectaram a neneotmtulinica em 3,5% das
amostras de queijos e 6,36% das amostras de @dgads. Em 50% dos casos
positivos foi encontrada a neurotoxina tipo A; e$)3%6, a do tipo E e em
16,6%, a do tipo B.

Schocken-Iturrino et al. (1999) avaliaram a preaafeC. botulinum em
85 amostras de mel de diversos pontos comerciaigiakeo estados brasileiros,
Mato Grosso do Sul, Rio Grande do Norte, Rio Gradw&ul e Sdo Paulo. Das
amostras analisadas, 27,06% estavam contaminaaebagionetes esporulados
gram-positivos. Ensaios com ratos foram realizg@doa se observar a presenca
de neurotoxina, obtendo-se resultado positivo émamostras, que levaram a
paralisia e & morte dos animais em até trés dias @amoculacao.

Em seus estudos, Ragazani et al. (2008) coletegamamostras de mel
comercializado no Brasil por vendedores ambulariéiss livres e mercados,
nos estados de S&o Paulo, Mato Grosso, Goids, MBeaais, Ceard e Santa
Catarina. Foi observada a presenca de bactériasutempas em 61%. Destas,
39% apresentaram-se como bactérias sulfito-redyjteeando que 11% eram do
géneroClostridium, sendo7%€. botulinum.

Amstalden, Serrano e Manhani (1997) avaliarans@orida transmisséo
do botulismo pelo consumo de mortadela e presexaminando 100 amostras
coletadas de estabelecimentos comerciais do mimidégCampinas, estado de

S&do Paulo. A formagédo de toxina botulinica foi det@a nas amostras de
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presunto artificialmente contaminadas, apés 12 dkasstocagem a temperatura
de 30 °C. Ao fim de 28 dias de estocagem, na masmaeratura, nao foi
detectada toxina nas amostras de mortadela.

No ano de 2002, 72 casos de botulismo foram rediss na Polbnia.
Destes, os principais alimentos envolvidos foranpraglutos carneos, cerca de
56,9%. Dentre estes, cerca de 18,1% dos casosagstamvolvidos com
conservas caseiras de carne de porco, 13,9% csimhsal caseiras, 12,5% com
peixes enlatados, 12,5% com salsichas produzidasrcialmente e 11,1% com
derivados de carne de frango (PRZYBYLSKA, 2002).

2.2 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo misturas quimicas compleraginarias do
metabolismo secundario das plantas, volateis, caitosmcomponentes, de 20 a
60, que se encontram em diferentes concentracdese eles terpenos,
compostos aromaticos e terpenoides. A sua sinmde @correr em todos os
orgdos da planta, como brotos, flores, folhas,esauamos, sementes, frutos e
raizes, e sdo armazenados em células secretoradadss, canais, células
epidérmicas ou tricomas glandulares (BAKKALI et ano8s).

A coleta das plantas para a extragédo do 6leo gabeleve ser feita na
parte da manhd, periodo no qual a temperatura € an@na, € na auséncia de
chuvas, de modo a se obter maior rendimento de Gleanétodos pelos quais
sdo obtidos os Oleos essenciais sdo escolhidosoddoacom a localizacéo do
Oleo na planta e com a proposta de sua utilizaG&omais comuns sao a
enfloracdo (retira-se o 6leo das pétalas das jtoegsaste por vapor d’ dgua
(processo no qual os 6leos possuem tensdo de wagpsrelevada que a agua,
portanto, os Oleos sao arrastados pelo vapor dd)agixtracdo por solventes

organicos (os 6leos sdo extraidos com solventdaraply prensagem (processo
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empregado para extrair 6leo de frutos: o peric&pgmensado e, em seguida,
separa-se o 6leo; extracao por,&dtico: o CQliquefeito, mas sob compressdo
e aquecido a 31 °C, passa a ter viscosidade andldgayas, mas sua dissolucéo
€ elevada como a de liquido, extraindo-se o oOlen perfeicdo) (CASTRO et
al., 2006; SIMOES et al., 2007).

A composicdo quimica dos 6leos essenciais podervaévido as
alteracdes na producdo dos metabdlitos secunddiestre os fatores que
podem interferir na producdo desses metabdlitos orgram-se o
desenvolvimento da planta e a sazonalidade; odngligviométrico, também
relacionado com a sazonalidade na época da calsmperatura e a altitude em
gue a planta se encontrava, e 0 6rgdo da plantguenfoi coletado o éleo
(GLOBO-NETO; LOPES, 2007).

Os componentes majoritarios sdo aqueles que estdenpes no Gleo
essencial em altas concentracdes, de 20% a 70%lntette, sdo dois ou trés
componentes do 6leo. Também existem outras sulestamaee contribuem para
a composicdo dos Oleos, mas sao encontradas emranegoantidades
(BAKKALLI et al., 2008). O carvacrol, o timol, o f@nen-4-ol e o aldeido
cindmico sdo alguns exemplos de compostos marjostéle 6leos essenciais
(ALVES et al., 2004HART et al., 2000; TEISSEDRE; WATERHOUSE, 2000;
ULTEE; KETS; SMID,1999).

Pereira et al. (2008) obtiveram as seguintes pgdgsre substancias do
Oleo essencial doriganum vulgare: 0,7% de pineno, 1,1% de felandreno, 2,7%
de mirceno, 6,9% de terpineno, 4,6% de p-cimer@je felandreno, 16,6%
de cimeno, 16,0% de terpineno, 1,8% de terpinol&2®&% de linalol, 26,3% de
terpinen-4-ol, 3,8% de -terpineol, 0,8% de timoltim&ter, 1,6% de carvacrol
metil éter, 1,7% de acetato de linalila, 7,2% devaeol e 1,3% de trans-

cariofileno.
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Os Oleos essenciais possuem, em sua constituieddjsf que séo
substancias mais eficientes contra os microrgarsstiaoque aquelas que tém
compostos ndo fendlicos. Geralmente, os endospadimsnais sensiveis a acao
dos 6leos essenciais do que as células vegetatileaso a sua natureza
hidrofobica, portanto, quantidades menores desk#s Gao suficientes para
inibi-los. A atividade antimicrobiana dos 6leosesssais contra os enddsporos
pode ocorrer por inibicdo de um ou varios proceshfasentes envolvendo a
transicdo do endésporo para a célula, como a gegdin o crescimento e a
multiplicacéo celular (CHAIBI et al.,1997).

Segundo Fu et a{2007), o 6leo essencial de cravo-da-in@gygium
aromaticum) apresentou, em sua composicdo quimica, 68,52%udenol,
19,00% deB-cariofileno, 10,15% de 2-metoxi-4-[2-propenil] deetato de fenol
e 1,85%a-cariofileno, e o 6leo essencial de alecriRogmarinus officinalis)
apresentou 27,23% de 1, 8-cineol, 19,43%ug®neno, 14,26% de canfora,
11,52% de canfeno, 3,17% de borneol, 2,41%p-aariofileno e 1,13% de
acetato de bornil. Estes autores observaram quesaod 6leos possuem um
amplo espectro de atividade antimicrobiana e uomabinacéo entre os 6leos
pode ser usada pela medicina e pela industriarderabs.

A atividade antioxidante dos Oleos essenciais sge daos seus
compostos fendlicos, como o carvacrol e o timol KY8HLIEVA et al., 1999).
Os compostos fendlicos sao originados do metabolsacundario das plantas,
sendo essenciais para seu crescimento e reproddiéandisso, se formam em
condicBes de estresse, como infeccdes, injuriagliagbes UV, dentre outros.
De acordo com modo de acdo, os antioxidantes @uos @ssenciais podem ser
classificados em primarios e secundarios. Os piisaatuam interrompendo a
cadeia da reacdo por meio da doacdo de elétrofgdongénio aos radicais
livres, convertendo-os em produtos termodinamicaenestaveis e/ou reagindo
com os radicais livres, formando o complexo lipidigioxidante que pode
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reagir com outro radical livre. Os antioxidantesuselarios atuam retardando a
etapa de iniciacdo da autoxidacdo por diferentesanmigmos que incluem
complexacédo de metais, sequestro de oxigénio, qexsigdio de hidroperéxidos
para formar espécie ndo radical, absorcéo da éualidtravioleta ou desativacao
de oxigénio singlete (ANGELO; JORGE, 2007).

A mortadela é um produto apreciado por muitognjagtempos remotos.

A seguir, sdo listadas algumas de suas caraatessti

2.3 Mortadela

Define-se mortadela por produto cérneo industadly resultante da
emulsdo das carnes de animais de acougue, geralmergscido ou ndo de
toucinho, adicionado de ingredientes, embutido emolédrio natural ou
artificial, em diferentes formas e submetido a uataimento térmico adequado.
A mortadela é composta de até 60% de carnes e &0%(dlos comestiveis de
diferentes espécies de animais de acougue, podsdadicionada de pele e
tendbes (BRASIL, 2000).

O teor maximo de umidade permitido na mortadele atd 65%, visto
gue a umidade esta relacionada com as condi¢cdéénieigrsanitarias do
produto, pois propicia o desenvolvimento de micaoigmos (BRASIL, 2000).

A mortadela € um embutido que proporcionou acesgwoteina de
origem animal & parte da populagdo que ndo tinhalicdes de suprir a
guantidade minima diaria recomendada de proteimsucaindo carnén natura.
Entretanto, a tecnologia aliou a funcionalidade piteina carnea as
propriedades sensoriais que fizeram da mortadelgpraduto apreciado por
todas as classes sociais (YUNES; BORON, 2006).

A fabricagdo da mortadela, na inddstria, iniciacsen a recep¢do das

matérias-primas carneas. Em seguida, a carne eudnbm séo picados,



20

homogeneizados nautter, juntamente com agua, fécula e condimentos, como
sal refinado e alho moido. Alguns antioxidantesbigém podem ser adicionados,
como o eritorbato de sodio e acido citrico, e ditahtes, como o polifosfato
de sédio (GANHAOQ, 2010).

2.3.1 Nitrato e nitrito

O nitrato e o nitrito de sddio, denominados comis s cura, Sao
amplamente utilizados como aditivos alimentaregnocessamento de produtos
carneos. Os sais de nitrito sdo conservantes de,cafio fixadores de cor e
agentes de cura. Seus efeitos adversos sédo repsenprincipalmente, pela
formagcdo de nitrosaminas, o que torna o seu usoutdiel, devido a
possibilidade de originar compostos nitrosos de oagéarcinogénica
(OLIVEIRA; ARAUJO; BORGQ 2005).

O nitrito e o nitrato de sddio possuem limites m@#pg para uso de 150 e
300 ppm, respectivamente, e a mistura dessesaiom igual funcdo pode ser
utilizada, desde que a soma de todos os limitessef@ superior ao limite
maximo de nenhum deles (BRASIL, 1999).

A adicdo de nitrito em produtos carneos é realizapdmcipalmente,
devido a sua acgdo antimicrobiana, pois ele inibecrescimento de
microrganismos deteriorantes e patogénicos, imgedinseu crescimento e a
producao de toxinas peld botulinum. Cada pais propde a quantidade de nitrito
a ser utilizada nesses produtos, desde que seicientd para impedir o
crescimento d€. botulinum, no entanto, em alguns estudos tem se afirmado que
valores abaixo de 150 ppm sao insuficientes papedinem a producéo da
toxina botulinica em produtos carneos (CASSENS51BTRA, 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

As analises microbiolégicas foram realizadas no okatdrio de
Microbiologia de Alimentos e a fabricacdo das nuetas e as analises fisico-
guimicas foram realizadas no Laboratério de Tegialde Carnes e Derivados,
ambos no Departamento de Ciéncia dos Alimentos rdaetsidade Federal de

Lavras.

3.1 Oleos essenciais e compostos majoritarios

Foram utilizados os 6leos essenciais de orégarmjo-ata-india e
alecrim, adquiridos da Ferquima Ind. e Com. e oswp@Estos majoritarios
carvacrol, eugenol, terpinen-4-ol, cinamaldeidon®l adquiridos da Sigma-
Aldrich.

3.2 Microrganismo, cultura estoque e padronizacdo a inoculo: células

vegetativas

A bactéria utilizada para a realizacdo do estudo f0. botulinum tipo
D, cedida gentiimente pelo Laboratério Nacional dsgropecuaria
(LANAGRO), de Pedro Leopoldo, MG.

A cultura liofilizada foi reativada em meiDifferential Reinforced
Clostridium BaseBroth (DRCBB, Himedia®) suplementado com O,8%
solucdo filtrada de sulfato de sédio (4%) e citfétoico (7%), com incubagédo a
37 °C/48h. ApOs esse periodo, a cultura foi camgafla, a 3.00Q , por 5
minutos, o sobrenadante desprezado e adicionadeimde congelamento (15

mL de glicerol, 0,5 g de peptona bacteriol6gicd,dde extrato de levedura, 0,5
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g de NaCl e 100 mL de &gua destilada). As célulagetativas foram
armazenadas a -18 °C.

Para a reativacdo da cepa foi utilizado o meio DBGHimedia®)
suplementado com 0,5% de solucéo filtrada de sutfatsodio e citrato férrico,
com incubacdo a 37 °C/48h. Este processo foi emddizpor duas vezes
consecutivas e a padronizagdo do inoculo foi redéizpela elaboracdo de curva
de crescimento, acompanhando-se a absorbancia {{3,@.e a contagem em
placa utilizando-se &gar base de isolament@ldetridium botulinum (40 g de
caseina, 5 g de extrato de levedura, 2 g de dext®2 g de purpura de
bromocresol, 5 g de fosfato de sédio 2, 2 g deetdode sddio, 0,01 g de sulfato
de magnésio e 20 g de agar. As placas foram inagbad 37 °C/48 h, em

anaerobiose. O inéculo foi padronizado efiUBC/mL.

3.3 Obtencéo, padronizagédo e manutencao do inoculenddsporos

Aliquotas de 0,1 mL de cultura de célula vegetapadronizada foram
transferidas para placas de Petri contendo agar’ 2k(Himedia®) e incubadas,
a 37 °C/120 h, em anarobiose, para a obtencaondidsgoros.

Para a padronizacdo do nimero de endésporos, Gs fftaam lavadas
com 10 mL de solugdo salina a 0,9% (m/v), sendtizeslas a leitura da
absorbancia (D.@yn) € a observacdo ao microscépio Optico dos enddspor
corados pela técnica de Wirtz-ConKlin, utilizandnugéo corante de verde
malaquita 5% (m/v) e o contracorante safranina Qy®%). Ao verificar que as
células vegetativas encontravam-se na forma despndis, a suspensao foi
submetida ao choque térmico (70 °C/15 min) e, emuida, ao rapido
resfriamento em banho de gelo. Foram realizadascdés seriadas em agua

peptonada 0,1% (m/v) e plagueamento em superfitidégar base de isolamento
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de Clostridium botulinum. As placas foram incubadas em anaerobiose, a 37
°C/48 h. A suspenséo foi padronizada ethUBC/mL de end6sporos.

Os endésporos foram mantidos congelados em meimugelamento
com dupla concentracdo de glicerol (30 mL de giked,5 g de peptona
bacteriolégica, 0,3 g de extrato de levedura, Oge dNaCl e 100 mL de agua
destilada).

3.4 Determinacgéo da concentracdo minima esporicida

As concentracdes minimas esporicidas (CME) dos postos
majoritarios e 6leos essenciais foram determinadgwegando-se a técnica de
diluichio em caldo (NATIONAL COMMIT (TEE FOR CLINICA
LABORATORY STANDARDS, 2003). Em todos os tubos foranoculados
10" UFC/mL de endésporo. Os 6leos essenciais de orégaal@crim e 0s
compostos majoritarios, eugenol, carvacrol, tempifk®| e cinamaldeido foram
adicionados ao caldeeinforced Clostridium base, acrescido de 0,5 % (v/v) de
Tween 80, nas concentracdes de 20; 18; 15; 130805 e 03 pL/mL, tendo,
para o 6leo essencial de cravo-da-india, tambémteitadas as concentracdes
de 30 e 25 uL/mL. Ja o timol foi testado nas cotraedes de 40, 35, 30, 25, 20,
15, 10 e 05 puL/mL. Foram realizados os controlesitipo, tubos contendo
caldo reinforced Clostridium base acrescido de 0,5 % (v/iv) Tween 80 e
negativo, tubos adicionados de 996 uL de cakoforced Clostridium base
acrescido de 0,5 % (v/v) Tween 80 e 4 uL de solwgaloranfenicol 0,1%
(m/v). Os tubos foram incubados em anaerobiosey &C348h. ApOs esse
periodo, a partir dos tubos nos quais ndo houwag¢éo do meio, aliquotas de
0,1 mL do meio foram transferidas para placas de Pentendo &gar base

Clostridium botulinum e incubadas a 37 °C/48 h. Foram consideradas GME d
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compostos e 0Oleos essenciais aguelas onde ndoseevab crescimento nas

placas.

3.5 Concentracdo minima esporicida das combinacddss 0leos essenciais e

carvacrol

Os 6dleos essenciais de orégano e cravo-da-indicavacrol foram
utilizados em sua CME em combinag¢des, conformebal@al.

Para a avaliacdo do efeito biocida da combinagéice ens 6leos
essenciais e o composto majoritario, foi utilizadanetodologia diluicdo em
caldo (NATIONAL COMMIT (TEE FOR CLINICAL LABORATORY
STANDARDS, 2003). Os tubos foram incubados em amese, a 37 °C/48h.
ApéGs esse periodo, a partir dos tubos nos quaishaéee turvacdo do meio,
aliquotas de 0,1 mL do meio foram transferidas péaaas de Petri contendo
agar base€lostridium botulinum e incubadas a 37 °C/48 h. Foram consideradas
CME das combinac8es de Oleos essenciais e canaguielas nas quais ndo se
observou crescimento nas placas. As andlises fomalizadas em trés
repeticées em triplicata.
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Tabela 1 Concentracdes dos 6leos essenciais denorégcravo e ou carvacrol
utilizadas nas diferentes combinagfes

Orégano Cravo-da-india Carvacrol
Ensaio pL/mL pL/mL pL/mL
1 12,5 - -
2 - 25 -
3 - - 5
4 6,3 12,5 -
5 6,3 - 25
6 - 12,5 25
7 8,4 4,25 0,85
8 2 16,8 0,85
9 2 4,25 3,35
10 4,12 8,25 1,65

3.6 Fabricacao da mortadela

A mortadela foi fabricada de acordo com Dutra (30tbm algumas

modificacdes (Tabela 2) e adicionada de diferetmmbinacdes de o6leos,

compostos majoritarios e concentracao de nitrighéla 3).

Tabela 2 Formulagdo de mortadela utilizada no raxeato

Ingredientes (%)
Carne bovina 58,5
Toucinho 14
Agua/gelo 20
Sal 1,9
Polifosfatos Foxmax 0,5
Acido ascérbico 0,05
Fécula de mandioca 5
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Tabela 3 Propor¢des de diferentes combina¢deseds ékssenciais, carvacrol e
concentracdes de nitrito de sédio adicionados aauelas

Ingredientes Nitrito Orégano Cravo Carvacrol
(ppm) (ML/mL) (ML/mL) (ML/mL)

CONT 0 0 0 0

TCO1 0 8,4 4,25 0,85

TCO2 0 4,12 8,25 1,65

CONT 150 0 0 0

TCO1 150 8,4 4,25 0,85

TCO2 150 4,123 8,25 1,65

Concentracdes baseadas na CME de cada 6leo esgecmiaposto majoritéario

A carne bovina foi previamente moida. Sal, fosfatdrito, acido
ascorbico, agua/gelo, fécula de mandioca, 6leosnesss ou carvacrol e
toucinho foram adicionados amutter para a fabricagdo da mortadela. Em
seguida, a massa foi embutida manualmente em sBip&idicas e embaladas. A
coccéo foi realizada por imersdo em banho-mariagmiando-se o0s seguintes
passos: 55C/30 min; 65°C/30 min; 75°C/30min e 85 °C, até atingir uma
temperatura final de 72 no ponto frio da amostra. Depois do cozimento, as
mortadelas foram armazenadas, &448h, quando foram realizadas as andlises
tecnoldgicas.

A cada repeticdo por tratamento com as combinad@eéleos e os
compostos majoritarios foi fabricado 1 kg de magtadembutida em duas tripas
com 400 g cada, destinados as analises fisicaBrécas e duas amostras de 25
g cada foram colocadas e cozidas em embalagengkatigara a realizacdo das
andlises microbioldgicas. Para estas analises,messteas de 25 g, apés o
cozimento, foram homogeneizadas em Stomacher Metidt(490 golpes/2
min) e, em seguida, inoculadas' 10FC/g de enddsporos @ botulinum tipo
D. Posteriormente, as por¢des foram seladas a vé&iembalagens plasticas e

levadas a geladeira, por 24 horas e por 30 dias.
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3.7 Contagem de células vegetativas @ostridium botulinum

As embalagens contendo 25 g do produto foram abasgsepticamente
e este homogeneizado em 225 mL de agua peptonddla% (m/v), em
Stomacher Metroterfn(490 golpes/2 min). As diluicBes seriadas foraitase
em agua peptonada 0,1% 1@ 10%). Em seguida, as diluicbes foram
plagueadas em agar base de isolamentGldgridium botulinum e incubadas
em anaerobiose, a 37 °C/48 h. Posteriormente,efalizada a contagem das

colonias.

3.8 Analises tecnoldgicas da mortadela

3.8.1 Estabilidade da emulsdo da massa crua

A estabilidade de emulsao foi determinada em tapdi, de acordo com
Hughes, Cofrades e Troy (1997), com modificacOgsorimadamente 25 g da
emulsdo crua, recém-elaborada (Pa), foram colooaiosibo de centrifuga de
polietileno de 50 mL e centrifugados (centrifudattich, modelo Zentrifuger
EBA21), por 1 minuto, a 3.00@. Apdés a centrifugacdo, os tubos foram
aquecidos em banho-maria, a 70 °C/30 min, resfiagln agua corrente e
novamente centrifugados, a 3.0§0por 3 minutos, quando foram vertidos e
esperou-se por 30 minutos. Em seguida, cadinhospateelana foram
previamente pesados (PCi) para que todo o sobmeteadiasse recolhido. A
seguir, os cadinhos com exsuda®f4.) foram pesados e deixados secar em
estufa, a 105 °C, por 12 horawefnight) e, quando resfriados em dessecador,

foram novamente pesadd¥X).
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A estabilidade da emulsé@o foi expressa pelo tatafluido exsudado
(TEF) e pelo percentual de gordura e de sdlidosved no exsudado (GE)

em relacdo a massa de amostra, ou seja,

{ PCexs- PCi)

l

TEF (%) = 100.

_ 100, L PCf - PCi]
GETEF(%)_ .(PCE‘XS - PCi)

3.8.2 Concentragéo de nitrito residual

O teor residual de nitrito, expresso em nitrito stlio (ppm), foi
determinado segundo o método oficial n° 973.31Adsociation of Official
Analytical Chemists (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTS, 1998).

Aliguotas de 5 g de amostras trituradas foram hemeigadas com 40
mL de agua destilada aquecidas a 80 °C e tranafepiara baldo volumétrico de
500 mL. Lavagens sucessivas foram conduzidas com dgente, até atingir o
volume aproximado de 300 mL. O baldo ficou em repoem banho-maria
durante duas horas, a 80 °C, sendo agitado ocaésiemiz. Apds 0 repouso, 0
baldo foi resfriado a temperatura ambiente e séwme completado com agua
destilada e filtrado. Aliquota do filtrado, contenwitrito de s6dio (NaNg), foi
adicionada de 2,5 mL de solucao de sulfanilamidaeino acético em frasco de
50 mL e homogeneizado. ApOs cinco minutos, forami@shdos 2,5 mL do
reagente dicloreto de N-(1-naftil) — etilenodiamif®lED) e o volume
completado com agua destilada. A solucdo foi agitadnantida em repouso
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durante 15 minutos para o desenvolvimento da eadesa absorbancia (D«R.
am) Medida.

A concentracao de nitrito de sédio foi obtida parva analitica.

3.8.3 Oxidacao lipidica

A oxidacao lipidica foi determinada pelo indice sidstancias reativas
ao acido tiobartarico ( TBARs), de acordo com aauelogia proposta por
Raharjo et al. (1992), com algumas adaptacdesaCkrd0 g de amostra foram
homogeneizados em 40 mL de acido tricloroacétic@)T5% e 1 mL de butil-
hidroxitolueno (BHT) 0,15%, centrifugada a 3.090 por 2 minutos e o
sobrenadante filtrado para baldo volumétrico denfl) sendo o volume
completado com TCA 5%. Uma aliquota de 5 mL fotdenadicionada de 5 mL
de &cido tiobarbitarico 0,08M em acido acético 5@%yubada em banho-maria
fervente, por 5 minutos e a absorbancia lida an3.1

Os valores foram expressos em miligramas de malefu ( MAD) por
quilograma de amostra (mg de MAD/Kkg), por meio dava analitica,

utilizando-se 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP).

3.8.4 Cor objetiva

As mortadelas foram fatiadas ao meio e a supeifitéena avaliada por
um colorimetro-espectrofotdmetro CM-700d (Konicanbdfia Sensing Inc.,
Osaka, Japao), sendo os indices de ttr §* e b*) obtidos utilizando-se o
iluminante D65, &ngulo do observador 10° e conaitds 0 valor médio de
cinco leituras realizadas em diferentes pontos uperficie (DUTRA et al.,
2011).



30

3.8.5 indice de pH

As amostras foram colocadas em um béquer, na dadstide 5 g.
Foram adicionados 50 ml de agua destilada, homagrnree e o valor de pH
foi obtido com eletrodo combinado (sistema de résfeia de Ag/AgCl)
acoplado a um potencidémetro DM20 (Digimed, Sao &P, Brasil).

3.8.6 Analise de textura

Amostras de cada tratamento foram analisadas pste te analise de
perfil de textura (TPA), segundo procedimento das@or Ramos e Gomide
(2007) para produtos curados, sendo utilizado wdur@mnetro TA.XT2i-plus
Texture Analyser (Stable Micro System Ltd., Surrglaterra), conectado a
um computador equipado com o programa Texture ERpeBeis amostras
(replicatas), cortadas em cubos de 1,0 cm de arfestan comprimidas duas
vezes até 50% de seu tamanho, com um prato de essdior de 7,5 cm de
didmetro. Nao houve tempo de repouso da amostra est dois ciclos de
compressdo. A curva de deformag¢do com o tempobfitda a uma velocidade
de compressdo de 180 mm/minuto, a partir da quednfogerados seis
pardmetros de textura, segundo Ramos e Gomide )2@0#eza (N),
coesividade, adesividade (N.mm), flexibilidade (rempastigabilidade (N.mm).

3.9 Andlises estatisticas

Apoés a escolha dos tratamentos, de acordo com b®ms resultados

obtidos pelo CME, os dados das andlises das méatafteam comparados por
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meio do programa Statistical Analisys System (SAf)izando delineamento
inteiramente casualizado (DIC) em parcela subdiadiparcela em esquema
fatorial com 2 niveis de nitrito x 3 niveis de 6kgubparcela com dois tempos.
Os testes realizados foram Anova, o Teste de MéiEukey e o Teste de F.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Concentracdo minima esporicida (CME) dos Oleog compostos
majoritarios

A CME do 6leo essencial de orégano foi del¥BiL e do cravo, 25
puL/mL; j& o 6leo essencial de alecrim n&o inibiueanginagdo e o crescimento

de C.botulinum em todas as concentragdes testadas (Tabela 4).

Tabela 4 Efeito esporicida dos Oleos essenciawélgano, alecrim e cravo-da-
india sobreClostridium botulinum

Crescimento em placa

Concentragges Orégano Alecrim Cravo-da-india
pl/mL

30 N

25 N

20 -

18 -

15 -

13 -

10 +

8 +

5 +

3 +

(n) ndo avaliado, (-) auséncia de crescimentocr@gcimento

++++++++35
+ + + + + + + !

Na literatura h& poucos relatos sobre a acdoates @ssenciais ou seus
compostos sobr€. botulinum.

Marino, Bersani e Comi (2001) analisaram a ativedadtimicrobiana de
especiarias e o 0leo essencial de orégano foi e efativo, inibindo tanto as

bactérias gram-positivas quanto as gram-negatiMastmann et al. (1999)
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determinaram a atividade antimicrobiana de quaosdessenciais, dentre eles
0 Oleo essencial de cravo-da-india, sobre 14 espée bactériagifotobacter
sp., Bacillus brevis, Bacillus cereus, Bacillus circulans, Bacillus polymyxa,
Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, Bacillus thuringensis,
Enterobacter aerogenes, Pseudomonas acidovorans, Pseudomonas fluorescen,
Rhizobium sp., Salmonella enteriditis e Saphylococcus aureus). Todas as
bactérias foram sensiveis ao 6leo essencial de aaeoncentragédo de 10%.
Ouattara et al. (1997) demonstraram que 0s Olessneimis que tém
componentes majoritarios, como o carvacrol, o tima eugenol, apresentam
atividade antimicrobiana maior do que 6leos que t@mtros compostos
majoritarios em sua composicdo. De acordo com [@@%1), o 6leo essencial
de alecrim tem como composto majoritario o 1-8 @inem composto que ndo
apresentou atividade antimicrobiana nas concerggactestadas sobre o
Clostridium perfringens. Entretanto, segundo 0 mesmo autor, o 6leo esdalei
orégano, que tem como composto majotario o carlaero 6leo essencial de
cravo, cujo composto majoritario € o eugenol, foextelentes antimicrobianos.
O efeito esporicida dos compostos terpinen-4-ohamialdeido,

carvacrol, eugenol e timol é apresentado na Tabelas
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Tabela 5 Efeito esporicida dos compostos majooiariterpinen-4-ol,
cinamaldeido, carvacrol, eugenol e timol sob@kostridium

botulinum
Co(n:Le/rrglr_a)u;oes TeTJ(r)lle " Cinamaldeido  Carvacrol Eugenol Timol

40 n n n n -
35 n n n n -
30 n n n n -
25 n n n n -
20 + - - - -
18 + - - + n
15 + - - + -
13 + - - + n
10 + - - + +

8 + - - + n

5 + - - + +

3 + + + + n

(-) auséncia de crescimento, (+) presenca de anestd, (n) ndo avaliado

O terpinen-4-ol ndo apresentou atividade esporisiadmeC. botulinum.

J& o cinamaldeido e o carvacrol apresentaram CMVEutiémL e o eugenol, de
20 uL/mL, demonstrando serem excelentes antimicrobianos

A CME estabelecida para o timol foi a de AB/mL. Utilizaram-se
concentracdes diferentes porque o timol precisapseviamente diluido em
dimetilsulfoxido (DMSO), uma vez que é encontrado farma sélida, mas
também demonstrou ser excelente esporicida.

Laurence e Palombo (2009) analisaram a atividagleriegda do 6leo de
Melaleuca (teatree), o qual tem como componente majoritario o tepid-ol,
sobre endésporos @acillus subtilis. Foi observada atividade esporicida contra
os enddsporos, mas, quando o composto majorit@irtedtado separadamente, a
acdo esporicida foi reduzida. Neste caso, o efsfmricida se deu ao efeito
sinergistico do terpinen-4-ol com outros comporedt® 6leo e ndo somente do

componente majoritario.
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Bowless e Miller (1993) observaram que o cinamdloleé outros
aldeidos tiveram efeitos sobre a germinacao despiodds deC. botulinum tipo
A e B, tendo o cinamaldeido apresentado atividadporestatica na
concentracdo de 9,78 mM e esporicida em concemsagi@is altas que 2.500
mM.

De acordo com Ultee, Kets e Smid (1999), o carvdoiaconsiderado
excelente antimicrobiano sobBacillus subtilis, inibindo o crescimento pela
alteracdo da integridade da membrana citoplasmapica ser um composto
lipofilico, sendo observado o extravasamento egiudar de ATP.

Karapnar e Aktug (1987) observaram a inibicdo des@mento de
Salmonella typhimurium, Saphylococcus aureus e Vibrio parahaemolyticus por
varios compostos majoritarios, dentre eles o edgermtimol. O eugenol foi
mais efetivo sobré/. parahaemolyticus, seguido porS. typhimuriume e, por
Gltimo, S aureus. Ja o timol apresentou maior efeito antimicrobianbre S

aureus, seguido po¥. parahaemolyticus e S. typhimurium.

4.2 Efeito esporicida das combinac¢fes de 6leos essais e carvacrol

Dentre os Oleos essenciais testados, devido a selhomacao
antimicrobiana em menores concentragdes, os Odlggsneais de orégano e
cravo-da-india, juntamente com o carvacrol, foratecionados para avaliacdo
em diferentes combinacdes, sendo sua acao antiiaiceomostrada na Tabela 6.
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Tabela 6 Crescimento em placa das combina¢8edelns de orégano e cravo, e
0 composto majoritario carvacrol
Combinacdes dos 6leos e composid_(mL)

. . Cravo-da- Crescimento
Ensaios Orégano P Carvacrol
india em placa
1 12,5 0 0 -
2 0 25 0 -
3 0 0 5 -
4 6,3 12,5 0 -
5 6,3 0 2,5 -
6 0 12,5 2,5 -
7 8,4 4,25 0,85 -
8 2 16,8 0,85 -
9 2 4,25 3,35 -
10 4,12 8,25 1,65 -

(-) auséncia de crescimento

Todas as combinacdes testadas apresentaram acficidap Fu et al.
(2007) estudaram a atividade antimicrobiana derafifes 6leos essenciais e
suas combinacdes sobre diversos microrganismoso ddaaillus subtilis,
Pseudomonas aerugionosa e Staphylococcus aureus, determinando suas
concentracdes minimas inibitérias e suas concdmsaminimas bactericidas.
Como resultado, tanto os 6leos sozinhos como abinagdes foram eficientes
antimicrobianosn vitro, podendo ser utilizados, na medicina, como altaem

contra agentes infecciosos, ou como conservantegigmntos.

4.3 Acao conservante sobr€lostridium botulinum em mortadelas

Como todas as combinacdes testadas entre os d&sesicais de
orégano e cravo-da-india e o carvacrol foram edstsobre os enddsporos de
C.botulinum, entédo, foram selecionadas as combinacdes dooers@iCO1),

contendo 8,4 uL/mL de orégano, 4,25 puL/mL de cradndia e 0,85 pL/mL
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de carvacrol e do ensaio 10 (TCO2), contendo 4l¥tnu de orégano, 8,25
pL/mL de cravo-da-india e 1,65 pL/mL de carvacmho conservantes a serem
adicionados a mortadela. Uma vez que ambos os é@wautilizados como
condimentos, buscou-se também ndo alterar as edsiicas sensoriais da
mortadela.

Houve interacdo significativa (p<0,05) entre odatreentos (niveis de
nitrito e mistura de 6leos essenciais) e o temparf@zenamento. Exceto para
o controle, em que foi observado crescimento, tamosdemais tratamentos
implicaram em reducdo na contagem de células, 8fddias de estocagem
refrigerada (Tabela 7). Portanto, mesmo na auséeadtrito, o 6leo apresentou
efeito antimicrobiano satisfatério, similar ao amento com adicao de nitrito.
Também ndo foi observado efeito sinergistico dm @em nitrito, embora
menor reducéo tenha sido observada nos tratamemod 50 ppm de nitrito e a

combinacao TCO2.

Tabela 7 Média (xdesvio padréo) dos efeitos dosisige nitrito e da adicao de
misturas de Oleos essenciais na contagem de célefgtativas de
Clostridium botulinum ( log UFC/g) com o tempo de armazenamento a

4°C

NO, (ppm)  Tempo (dias) CONT TCO1 TCO2
0 0 3,69+0,09 3,38+ 0,27 3,43+0,03
30 4,92+0,04 2,68+0,23 2,61+0,38

A +1,23 -0,70 -0,81
150 0 3,2240,27 3,44+0,16* 3,18+0,03
30 2,62+0,24° 2,75+0,04° 2,76+0,07°

A -0,60 -0,69 -0,42

CONT= tratamento controle sem adicdo de 6leo; TE€tdtamento com adicdo de 6leo
na combinacdo 1; TCO2= tratamento com adicdo de G combinacdo 2.A =
Variacdo entre os dois tempos, + = aumento na genmtade células vegetativas, - =
decrescimento na contagem de células vegetatiégias seguidas de letras diferentes
na coluna e dentro de cada nivel de nitrito difeeeine si (p<0,05) pelo teste F
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O nitrito é considerado um dos fatores mais rel®spara o controle de
C. botulinum em produtos carneos. Outros fatores também agermoejunto
com o nitrito, como pH, atividade de agua, con@&@dto de cloreto de sodio e
temperatura de refrigeracdo (JUNQUEIRA,1994).

Para confirmar a eficiéncia do nitrito, Cassen®7)&firma que o uso
do nitrito em produtos carneos € necessério, poss de suas fungdes € inibir o
crescimento doC. botulinum que, por ser anaerdbio obrigatério, tem a
capacidade de se desenvolver em produtos embakadescuo. O nitrito
residual, proveniente da quantidade de nitrito iadada na formulagédo da
mortadela, garante a qualidade microbiolégica dodyio, impedindo o
desenvolvimento do microrganismo. Entretanto, caspjam adicionadas
concentracdes inferiores a 150 ppm, o teor detmitasidual do produto sera
menor que 10 ppm e, consequentemente, 0 risco dwong@nismo se
desenvolver nos produtos, caso haja algum tipcodeaminacéo, ndo pode ser
descartado.

Dias (2011) também adicionou combinacdes de Olaseneiais na
concentracdo de 75 ppm de nitrito em mortadelajntuito de agir como
antimicrobiano. Dentre 0s Oleos essenciais, tambfamam utilizadas
concentracdes de Oleo de orégano e cravo. Forimaddis as combinacdes com
75 ppm de nitrito e 3,1% de 6leo essencial de migama outra combinacao
com 75 ppm de nitrito, 1% de tomilho, 2% de crageitdia e 1% de capim-
lim&o e uma ultima, com 75 ppm de nitrito, 2,5%od&gano, 0,3% de tomilho e
0,6% de cravo-da-india. Como resultado, observaedecédo na populacdo de
C. perfringens nas mortadelas adicionadas dessas combinacdes, defiitima
combinacdo contendo orégano, tomilho e cravo-daimdomovido maior
reducdo populacional do microrganismo. As mortadel@presentaram
crescimento dos microrganismos apos 10 dias dezemamento, exceto na

combinacao com 75 ppm de nitrito e 3,1% de 6leeresal de orégano, nédo
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havendo aumento significativo na populacaoCdeerfringens. Os resultados
demonstraram, assim como neste presente estudasquembinacgdes foram
eficientes, principalmente quando estava presedteamessencial de orégano, e
0 0leo essencial de cravo também teve considecordtibuicdo na reducéo
microbiana.

Skandamis e Nychas (2002) também adicionaram d&seneial de
orégano em filés de carne bovina embalados emedifes sistemas, no intuito
de reduzir a populacdo microbiana. Os pesquisaduségeram sucesso nas
andlises, reduzindo a populacdo da microbiota aalyto, demonstrando a
eficiéncia do éleo essencial de orégano, podendaltnativa a ser colocada
em pratica com a funcdo da conservacdo dos proddtioeos. Dentre os
microrganismos que tiveram uma reducdo da populacEm-se

Enterobacteriaceae, bactérias do acido laticoRseudomonas spp.

4.4 Estabilidade da emulsédo

Houve interacdo significativa (p<0,05) entre odatreentos (niveis de
nitrito e mistura de Oleos essenciais) e, paranagstas contendo nitrito, a
adicdo das misturas de 6leo ndo afetou a estaldlide emulsao (Tabela 8).
Entretanto, a estabilidade da emulsdao das amaostrasnitrito adicionadas da
combinacdo TCO2 foi menor (p<0,05) do que a dasstaam controle ou
adicionadas de TCOL. Provavelmente, houve algutnesagéo entre o nitrito
adicionado e algum componente dos 6leos coumposto majoritario da
combinacdo TCO2.
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Tabela 8 Média (tdesvio padrdo) do efeito dos side nitrito e da adicdo de
misturas de Oleos essenciais sobre a estabilidadentllsdo das

mortadelas
NO, ( ppm) CONT TCO1 TCO2
0 63,7+3,60 63,41+3.93 55,1211,78
150 58,85+1,80 61,59+4,46 60,51+1,66

CONT= tratamento controle sem adi¢do de 6leo; TCtdtamento com adi¢do de Oleo
na combinacéo 1yL/mL: 8,4 de orégano, 4,25 de cravo-da-india e d8%arvacrol) ;
TCO2= tratamento com adicao de 6leo na combinag@b/ehL: 4,12 de orégano, 8,25
de cravo-da-india e 1,65 de carvacrolylédias seguidas de letras diferentes na linha
diferem entre si (p<0,05), pelo Teste de Tukey

De acordo com Terra et al. (2009), o principal fate qualidade de um
produto carneo é a sua estabilidade final e efarekicionada com a capacidade
de reter agua e gordura, obtendo-se uma textumhdatequada durante todo o
processo térmico. Para a industria de produtosoérruma emulsédo estavel é
um importante parametro, no qual ndo ha separagdgoddura durante o
cozimento. No entanto, a estabilidade da emuls@oeséa diretamente ligada
apenas a adi¢do das proteinas da carne, mas tatnbéigdo de ingredientes

ndo carneos, a energia de ligagéo e outras fasjead.

4.5 Andlise da cor objetiva

N&o houve interacéo significativa (p>0,05) entredratamentos (niveis
de nitrito e mistura de 6leos essenciais) e 0 ted@@armazenamento para a
luminosidade (L*). Entretanto, foi verificado efeitsignificativo (p<0,05)
isolado para o tempo de armazenamento, havendoeguepo aumento de L*

depois de 30 dias armazenado (Tabela 9).
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Tabela 9 Média (xdesvio padrdo) dos efeitos do tedg armazenamento a 4
°C, no indice de luminosidade (L*) das mortadelas

Tempo (dias) L*
0 65,33+3,732
30 68,03+1,29b

Médias seguidas de letras diferentes diferem sn{<0,05), pelo teste F

Estes resultados estdo de acordo com o observadOlipeira et al.
(2012), que reportaram um pequeno aumento, porgnifisativo, nos valores
de L* depois de 20 dias de estocagem em mortadstesscidas com a
concentracdo de 31,25 pl de éleo essenci&dereja montana e 200 ppm de
nitrito. Dias (2011) também observou um aumento walwres de L* de
mortadelas adicionadas de 150 ppm de nitrito, @g020 dias de estocagem
refrigerada. Entretanto, este mesmo autor ndo whsenudanca significativa
nos valores de L* nas mortadelas durante o mesmodgede armazenamento,
guando adicionadas com 75 ppm de nitrito apena®pibd nitrito de sodio +
3,1% oleo essencial de orégano e com 75 ppmondatsédio + 2,5 % 6leo
essencial de orégano + 0,3% de Oleo essenciadndighdo + 0,6% de 6éleo
essencial de cravo.

N&do houve interacao significativa (p>0,05) entre¢ratamentos (niveis
de nitrito e mistura de 6leos essenciais) e 0 tedgarmazenamento para 0s
indices de vermelho (a*) e de amarelo (b*). Entrietafoi verificado efeito
significativo (p<0,05) isolado para os niveis d&ito, sendo observado um
aumento nos valores de a* e reducdo nos valorés dem a adig&o do nitrito
(Tabela 10).
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Tabela 10 Média (tdesvio padréo) do efeito dosisigte nitrito nos indices de
vermelho (a*) e de amarelo (b*) das mortadelas

Nitrito ( ppm) a* b*
0 4,40+2,00a 11,98+1,802
150 10,14+42,72b 10,01+1,48b

Médias seguidas de letras diferentes, na colufexedn entre si (p<0,05), pelo teste F

Maiores valores no indice a* com a adi¢éo de ais#io esperados, uma
vez que a sua adi¢do em produtos cérneos fornmarecaracteristica do produto
curado (RAMOS; GOMIDE, 2007). Oliveira et al. (201@&servaram que o0s
valores de a* foram superiorpara mortadelas nas quais foi utilizado o nitrito
na sua formulacdo, indicando tonalidade vermelh& mgnsa. Os valores de
a* foram préximos para os tratamentos com 100 e ®00, sendo superiores
aos valores obtidos para amostras sem adicdo deo,nifavorecendo a
estabilidade da coloracdo no periodo de estocaganilarmente, Dutra (2011)
avaliou a formagdo da cor em mortadelas elabored@sdiferentes niveis de
nitrito (0, 75e 150 ppmk submetidas & irradiagdo, e observou menoresegalor
de a* nas amostras ndo adicionadas de nitrito.

A adicao de nitrito reduziu ligeiramente os valates* nas amostras, o
que contrasta com os resultados de Oliveira gR@ll2), que ndo observaram
alteracdes significativas (p>0,05) para as mortsd&bricadas com diferentes
niveis de nitrito (0, 100 e 200 ppm). Dias (201&mbém néo observou
alteracdes significativas nos valores para b* enrtadelas com diferentes
niveis de nitrito e combinacdes de Oleos essen@aeto para a combinacéo
dos 6leos essenciais de tomilho, cravo-da-indiap@elimao, na qual também
foi verificado um aumento significativo nos valodesb*.
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De forma geral, a adicdo das misturas de 6leo amdelas ndo afetou
a cor final do produto, sendo o efeito do nitrigngficativo na mudanca de cor

(Figura 1).
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Figura 1 Fotografias das mortadelas ap6s 24 hagaelaboracdo. CONT =
controle sem adicdo de 6leo; TCO1= tratamento atigéia de 6leo na
combinacdo 1 e TCO2 = tratamento com adicdo de dlao
combinacéo 2

4.6 indice de TBARS

Para o indice de TBARS houve efeito significatiga@,05) apenas para
a adicao de nitrito, com maiores valores nas aa®sim que este aditivo néo foi
adicionado (Tabela 11).
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Tabela 11 Médias (+ desvjadrao) do efeito dos niveis de nitrito nos indiee
TBARS das mortadelas

Nitrito (ppm) TBARS (mg MAD/kQ)
0 0,510,232
150 0,36+0,07b

Médias seguidas de letras diferentes diferem sn{fe<0,05) pelo teste F

Ao contrario do que é observado na literatura, acpiéleos essenciais
agem como antioxidantes (AL-SHUIBI; AL-ABDULLAH, 2@;
YANISHLIEVA et al., 1999), essa caracteristica ridioobservada no presente
estudo, mas somente o efeito do nitrito.

Em contrapartida aos resultados obtidos, estudositap os 6leos
essenciais de orégano e cravo como bons antioggl@@CHERER et al., 2009;
SOUZA; STAMFORD, 2005),uma vez que possuem como componentes
majoritarios o carvacrol e o eugenol, lembrando guearvacrol também foi
adicionado as misturadlo entanto, em outros estudos ha afirmacfes de qu
Oleos essenciais adicionados em grandes quantitiadexfeito pro-antioxidante
em altas concentracdéMUNTEANU; ZINGG; AZZI, 2004; GUTIERREZ;
LUNA; GARRIDO, 2006, MARTINS, 2013). Decker (199¢pnfirma que o
eugenol em baixas concentracdes tem propriedadexidante e, em altas
concentracdes, age como pro-oxidante. Entretaéitogrpossivel citar os fatores
que determinam este processo.

O carvacrol, um composto majoritdrio que foi adieido nas
combinacdes e também presente no Gleo essencadgano, juntamente com o
eugenol presente no 6leo essencial de cravo, éonmpasto fendlico. Fendis
interagem com o radical peroxil formando o radfeabxil que, mesmo estavel,
pode causar alguma interferéncia ao reagir comaaiical peroxil, e 0 composto

formado pode sofrer acdo da luz ultravioleta e emperaturas elevadas,
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originando novos radicais, que comprometem a @fit@do antioxidante, que é
determinada pelos grupos funcionais presentesppsigdo que ocupam no anel
aromatico e pelo tamanho da cadeia desses gruptBEAO; JORGE, 2007).

Oliveira et al. (2012), em pesquisas com mortadaldisionadas de
diferentes combinacdes de 6leo essencidh amontana e com 100 e 200 ppm
de nitrito, observaram que as mortadelas que apigsen menores valores de
oxidagdo foram aquelas adicionadas de 100 ppmtd& nmesmo sem adi¢éo
das combinacbes de 4leo, demonstrando, em confadeidcom este
experimento, a a¢do antioxidante do nitrito deodi

O nitrito ndo esta associado com nenhuma componespensavel pelo
sabor ou aroma, mas, por apresentar acao antiseid@RAY et al., 1981,
VARNAN; SUTHERLAND, 1995; SHAHIDI, PEGG; SHAMSUZZAMN,
1991), contribui, de forma indireta, com o sabopduduto, ao evitar ou retardar
sua deterioracéo pela oxidagéo lipidica.

Al-Shuibi e Al-Abdullah (2002) afirmam que o nitittem efeito
antioxidante em produtos carneos curados, mas eestbacdo que deve ser
adicionada ainda € alvo de discussdes. Os mesmusemuanalisaram
mortadelas com adicdo de diferentes combinacfes mitrito de sddio (40, 80 e
120 ppm) e sorbato de sédio (0 e 2600 ppm), tersdmenores valores para
oxidacgéo lipidica obtidos sido em mortadelas qu#icbam de 40 a 80 ppm de
nitrito.

Andrade (2013) observou que menores valores deac&d lipidica
foram obtidos em mortadelas adicionadas de maiguesitidades de nitrito.
Entretanto, entre 125 e 250 ppm de nitrito, ostesenos valores de oxidacao
foram pequenos, sendo que, acima de 250 ppm déoadign pequeno efeito

pré-oxidante foi observado.
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4.7 Nitrito residual

Para o teor de nitrito residual houve efeito sigatfivo (p<0,05) da
interacdo entre os niveis de adicdo de nitritotengpo de armazenamento. A
decomposicdo dos tratamentos esta representadibeiaTL2.

Tabela 12 Média (xdesvio padrdo) do efeito dosigiglte nitrito nos valores de
nitrito residual das mortadelas de acordo com o ptende
armazenamento

Tempo (dias)

Nitrito (ppm)

0 30
0 4,53+1,71° 3,35+1,49"°
150 32,51+6,488 19,76+8,09°

Médias seguidas de letras minlsculas, na linhaiésmadas, na coluna, diferem entre si
(p<0,05) pelo teste F

A existéncia de nitrito residual nas mortadelas qé® foram
adicionadas de nitrito pode ser explicada devidadigdo de outras substancias
na mortadela que poderiam conter o nitrito, comsabh os condimentos da
mortadela e a 4gua. O mesmo resultado tambémderadido por Dutra (2011).

Nas mortadelas sem nitrito ndo houve diferencaifgigtiva do nitrito
residual com o tempo, mas, naquelas adicionadagrite, houve uma reducao
do nitrito residual durante os 30 dias de estocad@mmacordo com Cassens et
al. (1997), a quantidade de nitrito residual emdptos carneos é bem menor do
gue aquela adicionada, uma vez que ele é consuatidongo do tempo de
estocagem, pois tem a capacidade de reagir cowsv@mpostos da mortadela,

como a mioglobina.
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Al-Shuibi e Al-Abdullah (2002) também observaramnmies teores de
nitrito residual em mortadelas armazenadas porebdaras, a 25 °C ou 4 °C.
Nasamostras eque foram adicionadas de 120 ppm, obteuea teor de nitrito
residual de 32 ppm ao final da estocag&egundo estes autores, quam@ais
nitrito for adicionado ao produto, mais ele esem#olvido nas reacfes com o0s
componentes da carne utilizada na fabricacdo ddupsp especialmente as
proteinas. Dutra (2011) também observou menoresisnile nitrito em suas

mortadelas, ao longo dos 69 dias de armazenamento.
4.8 pH

Foi verificado efeito significativo (p<0,05) da énacéo tripla (niveis de
adicdo de nitrito, adicdo das combinac¢Bes de Oksereial e tempo de

armazenamento) para os valores de pH, sendo a desim@o dos tratamentos

representada na Tabela 13.

Tabela 13 Média (+desvio padrao) do efeito do psirdartadelas

6,41+ 0,06" 6,29+0,07 6,28+0,03

0 0
30 6,61+0,07° 6,44+0,05° 6,73+ 0,05
6,36+ 0,046 6,33+0,02 6,42+0,06°

150 0
30 6,54+0,078 6,50+0,03 6,49+0,06

CONT= tratamento controle sem adi¢do de 6leo; TCtdtamento com adi¢do de Oleo
na combinagdo 1; TCO2 = tratamento com adi¢&o de & combinagdo. 2Médias
seguidas de letras diferentes na coluna e dentoadt nivel de nitrito diferem entre si
(p<0,05) pelo teste F.
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Para todos os tratamentos, houve um aumento nmesale pH com os
30 dias de estocagem refrigerada. Ndo foram vadis, na literatura, dados
que expliguem o aumento do pH de mortadelas coacdel ao tempo de
estocagem.

4.9 Analise de textura

Para os parametros de textura ndo foi verificat&xagdo significativa
entre os niveis de nitrito e a adicdo dos 6leosnessis. No entanto, houve
efeito significativo (p<0,05) isolado da adicdo dérito para todos os
pardmetros de textura, tendo as amostras contetrdo apresentado maiores

valores do que as amostras sem este aditivo (Tabgla

Tabela 14 Média (xdesvio padrdo) do efeito da addgi nitrito nos parametros
de textura das mortadelas
NO, DUR COES ADES FLEX MAST
0 18,68+1,682 0,74+0,012 8,64+2,542 4,75+0,16a 35,902
150 25,59+3,08b 0,76+0,01b 12,83+3,05b 5,51+0,11b05,d3+11,49b
DUR= dureza; COES= coesividade; ADES = adesividadeEX = flexibilidade; e

MAST = mastigabilidadeMédias seguidas de letrd#erentes na coluna diferem entre
si (p<0,05), pelo Teste de Tukey

Estes resultados contrastam com aqueles obtidoBuytoa (2009), que
ndo observou efeito significativo nos parametrosedtura nas mortadelas nos
diferentes niveis de nitrito (0, 75 e 150 ppm) &diados. J& Dong et al. (2007)
compararam os efeitos de diferentes niveis deéan{@®i 50, 100 e 150 ppm) nas
mortadelas e observaram que houve um aumento mame@os de dureza e

adesividade, correspondente com o observado noenpeestrabalho,um



49

decréscimo na flexibilidade e coesividade um aumento seguido por um
decréscimo na mastigabilidade.

Também foi verificado efeito significativo (p<0,05plado da adicao da
mistura de Oleos para os parametros flexibilidadeastigabilidade, sendo a
decomposicao dos tratamentos representada na Tdbela

Tabela 15 Médias (xdesvio padrdo) do efeito das bowegdes de O6leos
essenciais nos parametros de textura das mortadelas

DUR ADES FLEX MAST

Tratamento N) COES (N.mm) (mm) (N.mm)
CONT 20,66%2,05 0,74+0,005 9,22+1,78 4,78+0,08 75,90+8,01
TCO1 22,10+1,63 0,75+0,08 10,24+3,26 5,12+0,19 85,96+4,45°
TCO2 23,65%3,45 0,75+0,007 12,75+3,34 5,50+6,14 97,57+12,41

DUR= dureza; COES= coesividade; ADES= adesividetl&X= flexibilidade; MAST=
mastigabilidade; CONT= tratamento controle sem &ulige 6leo; TCO1= tratamento
com adicdo de 6leo na combinagcdo 1 e TCO2 = trattameom adi¢cdo de 6leo na
combinagdo 2Médias seguidas de letras diferentes na colunaedifentre si (p<0,05),
pelo Teste de Tukey

De forma geral, a adicdo das misturas de 6leoddmpho aumento da
flexibilidade e da mastigabilidade das mortadeldada-Martos et al. (2010),
em um experimento com mortadela adicionada de filtética de laranja e
Oleo essencial de alecrim, também ndo observouunergfeito significativo,
p>0,05, nos parametros de textura, quando 6leadioionado.

Martins (2013), avaliando combinacdes de 6leosnessis de canela,
orégano e gengibre, nisina e nitrito e analisantiexaira das mortadelas, ndo
conseguiu ajustar os dados a nenhum modelo mateméaéo sendo possivel
verificar a influéncia das variaveis sobre os pa&tfos daextura. Mas, segundo
a mesma autora, possivelmente, os tratamentosifiefiivasn muito entre si e os
resultados n&o foram significativos.
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5 CONCLUSAO

A utilizacdo de Oleos essenciais como antimicrabi@ruma alternativa
gue pode ser utilizada pelas industrias de alinsergim especial pela industria
de produtos carneos, uma vez que ndo alteram ast@dsticas sensoriais do
produto.

Com relagéo a populagéo @ebotulinum, houve redugdo com a adicéo
das combinac¢Bes dos 6leos e composto majoritant ha presenga quanto na
auséncia do nitrito. J& na auséncia das combinagdefeito antimicrobiano
ficou a cargo do nitrito. Portanto, o objetivo qumaas analises microbioldgicas
foi alcancado. Quanto as analises fisico-quimicasiitrito ainda € o mais
efetivo, sendo necessérias pesquisas futuras pavhterem alternativas para a

reducdo deste em mortadelas.
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