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RESUMO

Objetivou-se, com este trabalho, verificar a atividade antibacteriana, in
vitro e in sito, de diferentes Oleos essenciais e suas combinacbes sobre C.
botulinum do tipo D e seus efeitos sobre caracteristicas fisicas quimicas da
mortadela. Para determinar a concentracdo minima bactericida (CMB), tanto dos
6leos essenciais isolados como da combinacdo, foi utilizada a técnica de
diluicbes em caldo, com posterior plagueamento em meio &gar base de
isolamento de C. botulinum. As mortadelas foram elaboradas com as
combinacBes de Oleos essenciais que apresentaram menores concentraces
minimas bactericidas e diferentes niveis de nitrito de sodio. As amostras para
analises microbioldgicas foram armazenadas, a 25 °C, por 20 dias, sendo
inoculadas com 10° UFC/g de C. botulinum e as amostras para anélises fisico-
guimicas foram armazenadas, a 4 °C, por 20 dias, sem in6culo. Observou-se que
0 Gleo essencial de canela foi o mais efetivo sobre C. botulinum, seguido de
orégano, tomilho e cravo-botdo, com CMB de 0,5%, 1,5%, 2% e 7%,
respectivamente. Entretanto, os 6leos de cardamomo, sélvia, basilicdo, liméo-
siciliano, alecrim, gengibre e noz-moscada néo apresentaram CMB em nenhuma
das concentragdes testadas sobre C. botulinum do tipo D. Para as combinacoes,
todas as concentracdes utilizadas apresentaram efeito bactericida. Na mortadela,
os tratamentos contendo combinacBes de dleos essenciais e diferentes niveis de
nitrito ndo foram eficientes para inibir completamente as células vegetativas de
C. botulinum, favorecendo o crescimento e a esporulacéo, exceto o tratamento 4,
que inibiu completamente a esporulacdo. Em relacdo as caracteristicas fisico-
quimicas do produto, os tratamentos ndo diferiram entre si, quanto & oxidagao
lipidica, aw, pH e cor, apresentando efeito somente do tempo de
armazenamento. Porém, a andlise de nitrito de sodio apresentou diferenca
(p<0,05) entre os tratamentos, ocorrendo maior reducdo de nitrito residual na
mortadela contendo apenas 75 ppm de nitrito de sédio, sem adicdo do 6leo
essencial.

Palavras-chave: Clostridium botulinum. Oleos essenciais. Concentragdo Minima
Bacteriana. Mortadela.



ABSTRACT

The objective of this work to investigate the antibacterial activity in
vitro and in situ of different essential oils and their combinations on C.
botulinumtype D, and its effects on physic-chemical characteristics of
mortadella. To determine the minimum bactericidal concentration (MBC), both
from isolated essential oils and combining was used dilution technique in broth
with subsequent plating on agar base isolation of C. botulinum. The mortadellas
were prepared with combinations of essential oils that presented lower minimum
bactericidal concentrations and different levels of sodium nitrite. Samples for
microbiological analysis were stored at 25 °C for 20 days, inoculated with
10° CFU/g of C. botulinum and samples for physic-chemical analysis were
stored at 4 °C for 20 days without inoculum. It was observed that the cinnamon
essential oil was the most effective against C. botulinum, followed by oregano,
thyme and clove bud with MBC of 0,5%, 1,5%, 2% and 7%, respectively.
However, the oils cardamom, sage, basilicon, sicilian lemon, rosemary, ginger
and nutmeg, showed no MBC in any of the tested concentrations on C.
botulinum type D. For the combinations, all concentrations showed bactericidal
effect. In the mortadella treatments with combinations of essential oils and
different levels of nitrite have not been completely effective in inhibiting the
vegetative cells of C. botulinum, favoring the growth and sporulation, except the
treatment 4 that completely inhibits the sporulation. In relation to the physic-
chemical characteristics of the product, the treatments did not differ among
themselves as to lipid oxidation, aw, pH and color, presenting only effect of
storage time. However, the analysis of sodium nitrite was different (p<0,05)
among treatments resulted in higher reduction in residual nitrite in the
mortadella containing only 75 ppm of sodium nitrite, no added of essential oil.

Keywords: Clostridium botulinum. Essential oils. Minimum Bacterial
Concentration. Mortadella.
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1 INTRODUCAO

O botulismo alimentar ¢ uma doenca ndo contagiosa, causada pela
ingestdo de alimento contaminado pela exotoxina produzida por Clostridium
botulinum e se caracteriza, clinicamente, por manifestacBes neuroldgicas,
inicialmente inespecificas, como cefaleia, tontura, visdo turva, disfagia, paralisia
flacida descendente, insuficiéncia respiratoria e tetraplagia, podendo ter
evolugdo grave com alta letalidade e com necessidade de hospitalizacdo
prolongada.

Recentemente, casos de botulismo envolvendo produtos de origem
animal foram notificados ao Ministério da Saude. Alguns tiveram grande
destague na imprensa nacional, como um surto em 2011, no estado de Santa
Catarina, envolvendo seis pessoas com um obito e, em 2012, no estado do
Parand, envolvendo quatro pessoas com dois dbitos, sendo a mortadela o
principal alimento suspeito.

Clostridium botulinum é uma bactéria anaerdbia obrigatéria e formadora
de enddsporos, os quais, por serem amplamente distribuidos no solo, na agua e
nos vegetais, podem facilmente estar presente nos alimentos processados. Sua
germinacgdo, crescimento e producdo de exotoxina necessitam de algumas
condicBes que podem ser encontradas em alimentos, como anaerobiose, pH
acima de 4,6 e atividade de 4gua maior que 0,94.

Entre os alimentos comumente associados a doenga estdo os produtos
céarneos cozidos, como a mortadela, sendo esta de grande aceitagdo mundial. No
Brasil, seu consumo se popularizou, especialmente por ser um produto elaborado
a partir de carnes de varios cortes e por ser considerada fonte de proteina de
origem animal de baixo custo.

Nitrito de sddio é amplamente utilizado em produtos cérneos, inclusive

em mortadela, conferindo sabor e cor ao produto, além de apresentar acdo
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antioxidante e antimicrobiana, devido a sua capacidade de inibir a germinacao
dos endosporos de vérias espécies de Clostridium, ndo ocorrendo, assim, a
producgdo de toxinas. Porém, o emprego desse sal em niveis elevados pode trazer
sérios riscos a saude dos consumidores, pois derivados do nitrito podem reagir
com aminas presentes no alimento, originando nitrosaminas e nitrosamidas,
substancias consideradas carcinogénicas, mutagénicas e teratogénicas.

Assim, buscam-se conservantes alternativos, visando reduzir a utilizacdo
de sais de nitrito na mortadela. Os Oleos essenciais tém sido amplamente
utilizados como aromatizantes e sdo promissores como antioxidantes e
conservantes, sendo uma alternativa para a obtencdo de produtos
microbiologicamente seguros. Porém, pouco se sabe sobre a eficiéncia destes
antimicrobianos naturais sobre Clostridium botulinum.

Com isso, objetivou-se avaliar a atividade antibacteriana, in vitro e in
sito, de diferentes Oleos essenciais e suas combinacGes sobre Clostridium
botulinum do tipo D e seus efeitos sobre as caracteristicas fisico-quimicas de

mortadela.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doengas transmitidas por alimentos

Nos Ultimos anos, tem havido um aumento dramatico, em todo o mundo,
no nimero de casos de doengas transmitidas por alimentos. As doencas
infeciosas de origem alimentar, designadas também por toxinfeccGes
alimentares, sdo um problema grave em saude publica, constituindo uma
importante causa de morbilidade e mortalidade em todo o mundo,
particularmente para grupos populacionais de risco, como idosos, criancas,
gravidas e imunocomprometidos. As consequéncias dessas doengas podem ser
ampliadas em &mbito mundial, entre outros fatores, pelo aumento da mobilidade
das populagdes e pela globaliza¢do do comércio alimentar (CORREIA, 2010).

Ao contrario do que habitualmente se considera, as toxinfecgdes
alimentares podem ser causa de doencas cronicas e agudas, com manifestaces
diversas, como neurolégicas, cardiacas, renais, articulares, fetais, enddcrinas e
imunoldgicas, sendo as mais comuns as gastrintestinais. Os casos mais graves
podem deixar sequelas, conduzir a faléncia de varios 6rgdos e levar a morte
(CORREIA, 2010).

De acordo com Forsythe (2010), a maioria dos surtos provocados por
doengas transmitidas por alimentos (DTA) tem sido relacionada a ingestdo de
alimentos com boa aparéncia, sabor e odor normais, sem qualquer alteracdo
organoléptica visivel. Isso ocorre porque a dose infectante de patdgenos
alimentares, geralmente, ¢ menor que a quantidade de microrganismos
necessaria para degradar os alimentos. Problemas como esses dificultam a
rastreabilidade dos alimentos causadores de surtos, tendo em vista que, na maior

parte dos casos, 0s consumidores afetados dificilmente conseguem identificar os
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alimentos fonte da DTA. Alimentos com caracteristicas sensoriais alteradas
dificilmente causam surtos alimentares, pois, normalmente, séo rejeitados
devido a sensacgdo repulsiva que causam aos consumidores. Nessas condigdes, a
contaminacdo microbiana é elevada, podendo ultrapassar a 10° UFC/g de
alimento.

Apesar de todos os esforcos para a prevencdo de DTA, essas doencas
continuam a ser uma preocupacao importante da saude publica em todo 0 mundo
(SCALLAN et al., 2011; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012).

Dados da Secretaria de Vigilancia em Saude indicam que os surtos de
doencas transmitidas por alimentos, no Brasil, no periodo de 1999 a 2008, foram
6.602, envolvendo 117.330 pessoas doentes e 64 Obitos. Segundo a Secretaria de
Vigilancia em Salde, estes nimeros estariam muito aquém do quadro real. Os
dados disponiveis indicam que o agente etioldgico foi ignorado em 51% dos
surtos e, em 34,3% deles, o alimento ¢é desconhecido (SIQUEIRA, 2009).

O Brasil ainda estd enfrentando problemas no controle de doengas
transmitidas por alimentos em todo o seu territorio, com uma populacéo de mais
de 195 milhdes de habitantes. Entre 2000 e 2013, o Ministério da Salde
registrou 8.857 surtos de intoxicagdo alimentar, 163.425 pessoas infectadas e
112 mortes, devido as DTA, no Brasil. Estes foram os numeros relatados
oficialmente, mas acredita-se que o0 numero real de casos de intoxicacdo
alimentar seja muito maior (BRASIL, 2014).

De acordo com o Centro de Controle de Prevencdo de Doencas (CDC),
dos Estados Unidos, estima-se que 48 milhdes de casos de doencas transmitidas
por alimentos sejam notificados naquele pais, a cada ano (1 em cada 6
americanos), resultando em 128.000 internacfes e 3.000 mortes (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2013).
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Segundo Maki (2009), o custo total de todos o0s surtos para a sociedade é
enorme e apenas um pequeno numero deles é notificado e recebe a atengdo dos
6rgdos publicos e da midia.

Atualmente, existem cerca de 250 agentes de doengas transmitidas por
alimentos, que podem ser identificados quando um ou mais individuos
apresentam sintomas similares ap06s a ingestdo de alimentos contaminados com
microrganismos ou suas toxinas (LINSCOTT, 2011). No caso de patdégenos
alimentares altamente virulentas, tais como Clostridium botulinum e Escherichia
coli O157: H7, presume-se que apenas um caso pode ser considerado como um
surto (OLIVEIRA et al., 2010).

A incidénciade de botulismo é considerada baixa, porém, quando a
doenga ndo € tratada imediatamente e adequadamente, a taxa de mortalidade é
alta. Alguns casos de botulismo podem passar sem diagnostico porque 0s
sintomas séo transitorios ou leves ou sdo mal diagnosticados, podendo ser
considerado sindrome de Guillain-Barré (ABRAHAM et al., 2012).

2.1.1 Clostridium botulinum

Clostridium botulinum é uma bactéria anaerobica estrita, gram-positiva,
que se apresenta na forma de bacilo, habitante normal do solo e que pode
esporular em condicfes adversas. Existem oito tipos de C. botulinum,
classificados de A até G, sendo produtores de toxinas (WOBESER, 1997).

A bactéria pode se desenvolver em varios tipos de substratos, desde que
haja ambiente favoravel, associado a condi¢fes de anaerobiose que permitam
sua multiplicacdo, tais como cadaveres, alimentos, pocas e lagoas com &agua
estagnada (TAKEDA et al., 2006). Aparece também como habitante normal do
trato intestinal de equinos, bovinos e aves, onde se multiplica e é excretada em

grandes quantidades nas fezes, por mais de oito semanas apés a infeccéo inicial,
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conhecida também como primo-infeccdo (EDUARDO, 2002; FREAN et al.,
2004).

Por ser esporulado, apresenta elevada resisténcia ao calor, ndo sendo
eliminado em processos de cozimento. Assim, em alimentos que sofreram
tratamento térmico insuficiente para a sua destrui¢cdo, como os embutidos ou 0s
enlatados, que tém pH superior a 4,5 e baixo potencial de oxidacdo, o0s
endosporos germinardo. Esse fato é de grande importancia para a industria de
alimentos, uma vez que seu controle ndo é facil. Ap6s a germinagdo dos
endosporos, as células vegetativas se multiplicam, produzindo a toxina
botulinica no alimento, causando o botulismo alimentar nos individuos que o
consumirem (BHUNIA, 2008; ABRAHAM et al., 2012)

2.1.2 Botulismo

E uma doenca grave, causada pela ingestdo da toxina botulinica,
produzida por Clostridium botulinum. Deve ser considerada emergéncia médica
e de salde publica e caracteriza-se por manifestagcdes neuroldgicas seletivas, de
evolucdo dramética e elevada mortalidade, entre 30% a 65% (FREAN et al.,
2004). Cinco tipos de enfermidades séo reconhecidos: o botulismo alimentar, o
botulismo infantil, o botulismo de feridas, o botulismo acidental e o botulismo
“indeterminado” (BHUNIA, 2008).

Botulismo alimentar é adquirido mais comumente pela ingestdo de
alimentos contaminados, tais como embutidos, enlatados carneos, peixes e
conservas caseiras, que foram armazenados em condi¢des que permitam a
germinacdo dos esporos presentes nos alimentos e a multiplicacdo das células
vegetativas de Clostridium botulinum, presentes nos alimentos, tendo como

consequéncia a produgdo da toxina botulinica (FREAN et al., 2004).
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O tempo para o aparecimento dos sintomas apds a ingestdo da toxina é,
comumente, entre 12 a 36 horas. Apos esse periodo, surge o quadro de disfuncéo
autonémica e sintomas anticolinérgicos, que podem, inclusive, em formas mais
graves, conduzir a faléncia respiratoria. O diagnéstico é essencialmente clinico e
epidemioldgico, confirmado pelo isolamento da toxina em secrecBes bioldgicas
do doente (soro, fezes ou suco gastrico), ou isolamento do microrganismo nos
alimentos ingeridos (CARDOSO et al., 2004).

O botulismo infantil, também conhecido como botulismo de lactentes
(associado a sindrome de morte stbita do recém-nascido), ocorre em criangas
muito jovens, devido a absorcdo da toxina produzida in vivo, no intestino da
crianga. A auséncia da protecdo da microbiota permite a adesdo e a germinacao
de esporos ingeridos, levando & producéo de toxina na luz intestinal. A doenca
estda normalmente associada ao consumo de mel contaminado, razdo pela qual
este alimento ndo deve ser fornecido para criancas menores de dois anos
(ARNON et al., 1981).

Botulismo de feridas é a forma mais rara porque ndo envolve alimentos
(ABRAHAM et al., 2012). Acontece quando a bactéria C. botulinum coloniza
uma ferida e produz toxinas que atingem outras partes do corpo através da
corrente sanguinea (BHUNIA, 2008).

Botulismo acidental é quando ocorre tratamento com toxinas botulinicas
em pacientes com distonia e outros movimentos desordenados. A toxina
permanece no sistema sanguineo e pode bloquear a liberagdo do
neurotransmissor no musculo adjacente ou no sistema nervoso autbnomo. As
neurotoxinas botulinicas (BoNT) podem ser utilizadas em tratamentos estéticos,
para a remocao de ruga ou para melhorar a pele, sendo consideradas um possivel
fator de risco para o botulismo acidental (BHUNIA, 2008).

Botulismo “indeterminado™ consiste nos casos apresentados por adultos

gue ndo podem ser identificados por uma fonte de alimento ou ferida. Sugere-se
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que alguns casos de botulismo atribuidos a esta categoria possam estar
relacionados com o uso de antibidticos para tratar de outras doencgas, 0s quais
podem alterar o equilibrio da microbiota natural no intestino, favorecendo a

colonizagdo de C. botulinum e a produgéo de toxinas (ABRAHAM et al., 2012).

2.1.3 Toxina botulinica

As neurotoxinas botulinicas (BoNT) sdo proteinas de alto peso
molecular (~150 kDa) sintetizadas na forma inativa (cadeia Unica) e sdo ativadas
por uma protease, para formar uma molécula de cadeia dupla, ambas ligadas por
meio de ponte dissulfeto: uma cadeia leve (50 kDa) subunidade A, responsavel
pela acdo toxica, e uma cadeia pesada (100 kDa) subunidade B, responsavel pela
translocagdo seletiva da cadeia leve ao citosol da célula nervosa (ZANGH et al.,
2009).

Nos neurbnios, a liberacdo de acetilcolina na jungdo neuromuscular
(Figura 1) é realizada pela fusdo de dois componentes: o complexo proteico da
membrana da vesicula e o complexo proteico da membrana do terminal
sindptico. O primeiro soluble N-ethylmaleimide-sensitive fator attacchment
receptor, ou SNARE, tem uma proteina essencial, a sinaptobrevina (VAMP),
associada @ membrana da vesicula e o segundo t-SNARE é composto pela
sintaxina e a synaptosomal-associated protein of 25 kDa, ou SNAP-25, cuja
funcdo é direcionar a vesicula contendo a acetilcolina @ membrana da jungéo
neuromuscular, para que ocorra sua fusdo e liberacdo da acetilcolina (LIN;
SCHELLER, 2000).

Em pacientes com botulismo, ap6s a absorcdo da toxina no estdmago e
no intestino, esta chega ao sangue e é transportada para as sinapses colinérgicas
periféricas, principalmente na jungdo neuromuscular. A subunidade B da BoNT

se liga a um receptor especifico no neurdnio, que é um &cido sialico que contém
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a glicoproteina, ou glicolipidio, sendo encontrado apenas nos neurfnios. A
subunidade B forma um canal no neurbnio e permite que a subunidade A de
cadeia leve seja internalizada. A subunidade tem uma atividade endopeptidase
de zinco que cliva as proteinas SNARE. A subunidade A, na presenca do
sorotipo A, C e E, cliva SNAP-25; j& aquelas sintetizadas pelos sorotipos B, D, F
e G clivam sinaptobrevina (VAMP) e o sorotipo C cliva a sintaxina. Como
resultado, o complexo SNARE ndo promove a fusdo da vesicula com a
membrana pré-sindptica e a exocitose ndo ocorre. A falta de liberacdo de

acetilcolina impede a transmisséo do impulso nervoso (BHUNIA, 2008).
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Figura 1 Diagrama esquematico que ilustra o mecanismo de acéo da neurotoxina
botulinica (BONT)
Fonte: ARNON et al., 2001; BHUNIA, 2008

O dano causado na membrana pré-sinaptica pela toxina é permanente. A
recuperacdo depende da formacdo de novas terminagdes neuromusculares e, por
este motivo, a recuperacéo clinica é prolongada, podendo variar de 1 a 12 meses
(BRASIL, 2005).

Oito grupos distintos de toxinas botulinicas designadas pelas letras A, B,
C1, C2, D, E, F e G séo conhecidos atualmente. Embora sejam antigenicamente
distintas, as toxinas botulinicas, com exce¢do de C2, tém origem, estrutura e
acdo farmacoldgica comuns (SIMPSOM, 1981). As BoNT do tipo A sdo
amplamente utilizadas como um agente terapéutico para o tratamento de
distirbios do movimento, em cirurgia de estética e, recentemente, ganhou a
atencdo também como arma biolégica (SHUKLA; SHARMA, 2005;
SCHOLTES et al., 2008; FRANCO; LANDGRAF, 2005; POLO, 2008).
Pacientes tratados com BoONT podem desenvolver anticorpos neutralizantes
contra o sitios ativos da toxina, podendo levar & falha da terapia secundéria
(DRESSLER, 1997).

2.1.4 Botulismo alimentar no Brasil

No Brasil, o primeiro caso de botulismo notificado a Secretaria de
Vigilancia em Salde do Ministério da Salde ocorreu em 1999 e, até 2004,
houve 41 casos suspeitos notificados, tendo sido confirmado um surto de
botulismo por ferimento e 18 surtos de botulismo alimentar. Dentre os 19 surtos
confirmados, a taxa de letalidade foi de 31,6%. Dos casos de botulismo
alimentar, 77,8% foram causados por alimentos de origem suina, 11,1% por

palmito em conserva e em 11,1% dos surtos o alimento ndo foi identificado.
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Apesar de representar emergéncia em salde publica, até 1999 ndo havia
legislacédo e vigilancia da doenga no estado de S&o Paulo e, somente em outubro
de 2001, tornou-se uma doenca de notificagdo compulséria no Brasil
(EDUARDO et al., 2002).

De acordo com o Ministério da Saude, foram registrados apenas 39
surtos em todo o Brasil, no periodo de 1999 a 2008. O ultimo surto da doenca no
estado de S&o Paulo havia sido registrado em 2009 e, assim, quando a doenca
passou a ter notificagdo, foram contabilizados 22 casos em todo o estado,
incluindo 5 mortes (COORDENACAO DE INFORMACAO ESTRATEGICA
EM VIGILANCIA EM SAUDE, 2012).

Em Santa Catarina, foi confirmado um surto de botulismo na primeira
quinzena de marco de 2011, envolvendo sete pessoas que consumiram mortadela
com toucinho da marca Pena Branca (fabricada em 17 de fevereiro de 2011, com
validade até 18 de abril de 2011). Desses casos, seis foram confirmados, tendo
um deles vindo a 6bito. O evento foi amplamente noticiado a populacdo
brasileira (BRASIL, 2011).

Em agosto de 2012, quatro pessoas da mesma familia foram
hospitalizadas, em estado grave, em Santa Fé do Sul, SP, diagnosticadas com
botulismo. Entretanto, a toxina ndo foi detectada nos alimentos suspeitos,
conserva de milho e mortadela (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2014).

Segundo Coordenagdo de Informagdo Estratégica em Vigilancia em
Satde (2012), autoridades sanitarias locais relataram a dificuldade em adquirir o
soro antibotulinico na regido de Séo José do Rio Preto, onde 0os municipios de
Nova Canad Paulista e Santa Fé do Sul estdo inseridos. Por ser uma doenga rara,
0 soro ndo esta amplamente disponivel.

Outro caso de botulismo foi detectado em dezembro de 2012, no estado

de Sdo Paulo, na cidade de Araraquara. Uma mulher foi hospitalizada,
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inicialmente sem diagnéstico, sendo encaminhada para a unidade de tratamento
intensivo. Apoés seis dias e varios exames realizados, foi detectado botulismo.
Segundo familiares, os primeiros sintomas foram parecidos com o de uma
virose, porém, logo apresentou fala mole e paralisia da visdo. A paciente faleceu
em fevereiro de 2013, ap6s dois meses de internacgdo, por complicacdes de uma
pneumonia (IGNACIO, 2014).

2.2 Produtos carneos

Entre os géneros alimenticios, os embutidos carneos, além de aspectos
sensoriais apreciaveis, sao relativamente de baixo custo, quando comparados
com cortes tradicionais de carne fresca (FEINER, 2006).

Apesar de ser bastante popular, antigamente, a mortadela tinha o
conceito de produto barato e consumido por pessoas de baixa renda. Contudo,
com o passar dos anos, ganhou muita credibilidade e adeptos em todas as classes
sociais do Brasil, tornando-se um produto requintado. Conhecida pela cor rosa,
sabor delicado de massa fina e aroma suave, utilizada como ingrediente de
lanches, a mortadela apresenta procura maior entre os itens alimenticios. Embora
ndo exista nenhum levantamento oficial com indices de produgdo de vendas
nacionais, segundo estimativas de analises do setor de alimentos, a producéo
apresenta uma média que ultrapassa 100 mil toneladas anuais, no pais (HANNA
INSTRUMENTS, 2012).

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Mortadela (MAPA), este € um produto carneo industrializado, obtido da
emulséo das carnes de uma ou mais espécies de animais de acougue, adicionado
ou ndo de toucinho, ingredientes, embutido em envoltério natural ou artificial de
diferentes formas, submetido ao tratamento térmico adequado, defumado ou ndo
(BRASIL, 2000).
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O limite méaximo estabelecido para a quantidade de carne
mecanicamente separada (CMS) é de 60%, para mortadelas (sem denominag&o),
40% para mortadelas de ave e 20% para mortadelas tipo bologna. O valor
estabelecido para o teor de célcio em base seca, para mortadelas, é de 0,9%; para
mortadelas tipo bologna é de 0,3% e de 0,6% para mortadelas de ave (BRASIL,
2000). O teor de calcio nas mortadelas tem estreita relacdo com a quantidade de
carne mecanicamente separada (CMS), adicionada em sua composi¢do. Em
relacdo & temperatura de armazenamento, a Vigilancia Sanitaria prevé uma faixa
de 3°Ca8 °C (BRASIL, 1999).

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA), o teor de umidade maximo é de 65% (BRASIL, 2000). O pH de
mortadelas deve estar na faixa da neutralidade, 7,0 (BRASIL, 1989). A
mortadela tem caracteristicas intrinsecas, como alta atividade de agua e elevada
quantidade de nutrientes, que constituem um meio propicio para 0
desenvolvimento de microrganismos patogénicos (DUARTE, 2011). Por serem
alimentos embalados a vacuo, apresentam condi¢Oes necessarias para 0
desenvolvimento de enddsporos bacterianos, como C. botulinum (RIBEIRO;
SARAVALLI, 2004).

Produtos de carne curada contém nitrito, que & um ingrediente chave no
processo de cura (CAMMACK et al., 1999; MARCO; NAVARRO; FLORES,
2006).

2.2.1 Nitrito de sédio

Aditivo alimentar é qualquer ingrediente adicionado aos alimentos
intencionalmente, sem o proposito de nutrir, com o objetivo de modificar as
caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais do alimento. Nitrito de

sodio é um aditivo alimentar considerado conservante e agente de cura. O
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processo de cura consiste no tratamento das carnes com sal, nitrito, agUcar,
temperos e outros ingredientes. Pode ser adicionado diretamente ou ser obtido
por meio da reducdo do nitrato, promovida pela acdo de bactérias redutoras. A
adicdo de nitrato é, atualmente, empregada somente em processos de cura longa
(JUDGE et al., 1989).

Nitrito de sodio é utilizado em produtos de carne curada, prevenindo a
germinagdo dos esporos e inibindo o crescimento de células vegetativas e a
consequente formacdo de neurotoxina por Clostridium botulinum. Além disso,
atrasa o desenvolvimento do ranco oxidativo, desenvolve o sabor caracteristico
de carnes curadas e reage com mioglobina, estabilizando a cor da carne
vermelha (POURAZRANG; MOAZZAMI; FAZLY, 2002).

Embora tenha sido mostrado em estudo que cerca de 40 mg/kg de nitrito
sejam suficientes para conferir cor, aroma e sabor de produtos curados
(MULLER, 1991), valores inferiores a 150 mg/kg tém sido relatados como
insuficientes para prevenir o crescimento e producdo de toxina do C. botulinum.
Por esse motivo, as autoridades sanitarias de diversos paises, entre eles o Brasil,
permitem valores residuais maximos de 150 mg de nitrito/kg em produtos
curados (BRASIL, 1998).

A cor de um produto curado estd associada a conformagéo quimica e a
concentragcdo dos pigmentos heme, mais especificamente da mioglobina,
composta por uma cadeia polipeptidica denominada globina, acoplada a um
grupo prostético, denominado heme, composto por um atomo de ferro e um anel
porfirinico nitrico proveniente da redugdo do nitrito (CLYDESDALE;
FRANCIS, 1976). A cor é uma das caracteristicas de qualidade mais importantes
para o consumidor, ao adquirir um produto carneo (AKSU; KAYA, 2005).

O nitrito, contudo, é convertido em 4acido nitroso, o qual é um dos
principais precursores do principal agente nitrosante em alimentos, o anidrido

nitroso, o qual reage com aminas e aminoacidos da carne para produzir
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nitrosaminas (SHAHIDI; PEGG; SEN, 1994), compostos potencialmente
carcinogénicos, teratogénicos, mutagénicos e compostos  N-nitrosos
(POURAZRANG; MOAZZAMI; FAZLY, 2002).

A concentracdo de compostos N-nitrosos, em alimentos, é dependente
de fatores como método de cozimento, temperatura e tempo de fritura e de
defumacdo, concentracdo de nitrito residual ou adicionado, concentracdo de
precursores das nitrosaminas, condicdes e meétodos de pré-processamento,
conteldo de umidade, presenca de catalisadores e inibidores da nitrosacao
(MILLER et al., 1989).

O inibidor mais efetivo da nitrosacdo é o acido ascdrbico, o qual reage
rapidamente com nitrito, formando acido deidro ascérbico e dxido nitrico, o qual
ndo € um agente nitrosante (JANSSEN, 1997). A formacdo de N-nitrosaminas
em alimentos pode ser também controlada por meio do controle da adicdo de
nitrito, visto que a velocidade de formagdo das N-nitrosaminas é diretamente
proporcional ao quadrado da concentracdo desse ion (SHUKER, 1988).

Devido & formacdo dos compostos carcinogénicos a partir de sais de
nitrato e nitrito, buscam-se substancias alternativas que tenham tanto atividade
antimicrobiana como antioxidante e, atualmente, varios estudos (OLIVEIRA et
al., 2012; OLIVEIRA et al., 2011; ANDRADE et al., 2012) mostram que 0s

6leos essenciais sdo alternativas promissoras.

2.3 Oleos essenciais

Oleos essenciais sdo liquidos oleosos aromaticos, caracterizados pelo
forte odor, sintetizados nas mais diversas partes das plantas, como flores, brotos,
sementes, folhas, casca do galho, frutas e raizes (BURT, 2004). Sdo
armazenados em células excretoras, células epidérmicas e tricomas glandulares,

sendo formados pelo metabolismo secundario (BAKKALI et al., 2008). Oleos
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essenciais podem ser liquidos a temperatura ambiente, embora alguns sejam
s6lidos ou resinosos. Apresentam diferentes cores, que variam do amarelo ao
verde-esmeralda, palido, azul para vermelho-acastanhado-escuro (BALZ, 1999).

Os Oleos essenciais sdo constituidos por uma complexa mistura de
compostos, incluindo terpenos, alcoois, cetonas, fendis, éacidos, aldeidos e
ésteres (AYALA et al., 2007). Por serem sintetizados por plantas aromaticas e
condimentares, varios Oleos essenciais podem ser utilizados em qualquer
alimento, sendo, geralmente, reconhecidos como seguros (U. S. FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION, 2006). Tém sido amplamente utilizados nos
produtos alimenticios, apresentando atividade antibacteriana, antifingica e
antioxidante, bem como aromatizante alimentar (VIUDA-MARTOS et al.,
2009).

O termo "6leo essencial” foi utilizado pela primeira vez no século XVI,
por Paracelso Von Hohenheim, como referéncia ao componente eficaz de uma
droga (GUENTHER, 1950).

A primeira referéncia sobre as utilizagdes de 6leos essenciais por razdes
terapéuticas foi encontrada no Papiro Ebers. Mais de 800 remédios de 0Oleos
essenciais foram listados neste documento e tratamentos mostraram que a mirra
era o ingrediente favorito, muitas vezes misturada com mel e outras ervas,
devido a sua capacidade em inibir o crescimento bacteriano. O primeiro
experimento mostrando a atividade bactericida dos oléos essenciais foi realizado
em 1881, por Croix La (BOYLE, 1955). No entanto, desde aqueles tempos, sua
utilizacdo na medicina diminuiu gradualmente, entretanto, sua utilizacdo como
flavorizante e aromatizante aumentou (GUENTHER, 1948).

O crescente desenvolvimento comercial e industrial na &rea dos 6leos
essenciais acompanha alterac6es globais e flutuagdes da sua origem, ocorrendo,
atualmente, a maior producéo em paises como o Brasil (29%), a india (26%), os

Estados Unidos (17%) e a China (9%). Os principais mercados de o0leos
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essenciais sao, atualmente, os Estados Unidos, a Alemanha, o Reino Unido, o
Japdo e a Franga. Com o incremento do volume de trocas comerciais nos
mercados de Oleos essenciais, as normas de controle de qualidade tém tido
crescente importancia, em especial na identificacdo e na padronizacdo dos niveis
de qualidade dos 6leos essenciais mais utilizados, sendo dada grande atengéo aos
6leos utilizados para o consumo humano (BOVILL, 2010).

A importancia da normatizacdo no setor dos 6leos essenciais pode ser
abordada do ponto de vista técnico ou comercial. No primeiro caso, é por meio
das especificaces de qualidade, baseadas no estabelecimento das caracteristicas
fisicas, quimicas e sensoriais, assim como no perfil cromatografico dos 6leos
essenciais. A observacdo destes requisitos de qualidade permite prevenir e
detectar adulteragBes para além da determinagdo dos componentes limitados
pela legislagdo na area da saude, devido a sua toxicidade. Do ponto de vista
comercial, as normas podem ser utilizadas como fonte de informacdo para a
indastria e como especificacbes que contribuem para a estabilidade da qualidade
e genuinidade oferecidas (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2004).

A maior parte da atividade antimicrobiana dos 06leos essenciais se da
devido aos terpenoides oxigenados (por exemplo, alcodis e terpenos fendlicos),
contudo, alguns hidrocarbonetos também apresentam efeitos antimicrobianos
(BURT, 2004; DELAQUIS et al., 2002).

Interagdes entre esses componentes podem provocar efeitos antagonicos,
aditivos ou sinérgicos. Alguns estudos tém demonstrado que todos os 6leos
essenciais, geralmente, tém atividade antibacteriana maior do que as misturas de
seus principais componentes, sugerindo que 0s componentes minoritarios sao
fundamentais para a atividade sinérgica, embora também sejam observados
efeitos antagbnicos e aditivos (DAVIDSON; PARISH, 1989; MOUREY;
CANILLAC, 2002).



29

Alguns produtos a base de Gleos essenciais ja estdo disponiveis no
mercado, como o Proallium® e o Garlicon® (DOMCA, 2014). O Proallium® é
composto por organossulfurados que estdo presentes no alho e na cebola, que
pertencem a familia Alliaceae. Apresenta propriedades antimicrobianas e é
utilizado como aromatizante em molhos, recheios de massas, carnes e alimentos
prontos para 0 consumo. Sua utilizacdo permite reducdo ou eliminacdo de
conservantes tradicionais, como sorbatos e benzoatos (DOMCA, 2014).
Garlicon® é outro produto inovador que foi desenvolvido também a base de
moléculas obtidas das plantas da familia Alliaceae, como alho e cebola, sendo
utilizado na alimentacdo de animais, especialmente as aves, evitando, assim, a
transmissdo dos microrganismos aos alimentos derivados destes animais. E
considerado efetivo para os problemas de salmonelose e outros patégenos
encontrados nas areas rurais; quando adicionado ao alimento, melhora o sistema
digestorio, mantendo o equilibrio da microbiota intestinal. Sua principal funcéo
¢ aumentar a capacidade defensiva do animal contra Salmonella, doengas
respiratérias e digestivas causadas por E. coli, Campylobacter, Clostridium e
Listeria monocytogenes (DOMCA, 2014).

2.3.1 Mecanismos de acao dos 6leos essenciais

O efeito antimicrobiano esta relacionado, principalmente, a alteragdo da
permeabilidade e da integridade da membrana celular bacteriana (LAMBERT et
al., 2001).

Os mecanismos de acdo dos Gleos essenciais sdo varios (Figura 2). Uma
caracteristica importante dos 6leos essenciais e seus componentes € a sua
hidrofobicidade, a qual lhes permite particdo dos lipideos da membrana celular
bacteriana e mitocondrias, perturbando as estruturas e deixando-as mais
permeaveis (SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1994), podendo ocorrer o
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extravasamento de ions e outros conteddos intracelulares (LAMBERT et al.,
2001).

Estudos mostram que os compostos fendlicos agem na membrana
citoplasmatica, interrompendo a forca préton motriz (FPM), o fluxo de elétrons
e 0 transporte ativo, promovendo a coagulacdo do conteudo intracelular
(DAVIDSON, 1997).
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Figura 2 Agdo dos 6leos essenciais na célula bacteriana
Adaptado de Burt (2004)

Sabe-se que, na maioria das vezes, bactérias gram-negativas sdo menos
sensiveis aos 6leos essenciais que bactérias gram-positivas, pois sua membrana
externa é rica em polissacarideos, o que inibe a penetracdo das substancias
antimicrobianas (BURT, 2004).

2.3.2 Orégano e tomilho
Orégano (Origanum vulgare) e tomilho (Thymus vulgaris) sédo ervas da

familia Labiatae e tém sido muito utilizados como agentes aromatizantes, em

varios produtos alimentares (BURT, 2004).
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Orégano € uma das especiarias mais utilizadas na cozinha
mediterranica, sendo obtido por secagem das folhas e flores de Origanum
vulgare. E bem conhecido pelo seu efeito antioxidante e pela atividade
antibacteriana, principalmente sobre bactérias gram-positivas (BOTSOGLOU et
al., 2003).

Tanto os Oleos essenciais de orégano como o de tomilho tém
consideraveis propriedades antibacterianas, devido, principalmente, aos seus
compostos majoritérios, carvacrol e timol, respectivamente. A utilizacdo é
considerada segura (LAMBERT et al., 2001), muitas vezes limitada pelo forte
odor e sabor conferidos aos alimentos (SKANDAMIS; NYCHAS, 2001).

Ismaiel (1988) testou os efeitos dos 6leos essenciais de cravo, tomilho,
pimenta-preta, pimenta, orégano, cebola e canela na germinacéo, no crescimento
pés-germinativo, no crescimento e na produgdo de toxina de Clostridium
botulinum (seis linhagens dos tipos A, B e E) em meio microbioldgico.
Aparentemente, os 6leos nao apresentaram efeito significativo no crescimento
pos-germinativo de esporos germinados, nem na producao de toxina. Os 6leos
de pimenta-preta, cravo, canela e orégano foram os mais fortes inibidores do
crescimento vegetativo. O estudo revelou também o efeito da combinagdo do
6leo de orégano e nitrato de sédio (NaNO;) no crescimento e na producdo de
toxina pelo Clostridium botulinum em sistemas modelo de carne. Em carne de
porco empacotada a vacuo, 400 ppm de éleo de orégano combinado com 50-100
ppm de nitrato de sédio (NaNO,) inibiram significativamente o crescimento e a

producéo de toxina.

2.3.3 Canela

Cinnamomum é um género boténico pertencente a familia Lauraceae e

muitas espécies sdo utilizadas como temperos. Plantas de Cinnamomum também
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contém taninos condensados, ou seja, dimérico, trimérico, poliméricos e
oligoméricos superiores (MORIMOTO; NONAKA; NISHIOKA, 1986; GU et
al., 2004).

Duas espécies principais s&o Cinnamomum zeylanicum Nees (canela) e
Cinnamomum céassia blume (céssia), que sdo originadas das especiarias mais
antigas conhecidas pelo homem (VERNIN, 1994; BISSET, 2001). Cinnamomum
zeylanicum é também conhecido como Cinnamomum verum e Cinnamomum
cassia, conhecido também como Cinnamomum aromaticum. Sua casca, folhas e
brotos sdo usados como temperos ou condimentos. Canela e cassia sao ricas em
6leos essenciais, principalmente cinamaldeido e eugenol, que tém atividade
antimicrobiana (LEE; LEE; AHN, 1999; OOIL, 2006).

Ooil et al. (2006) verificaram que o 6leo essencial de C. cassia, bem
como o cinamaldeido, foram igualmente efetivos na inibi¢do do crescimento de
S. aureus, E. coli, Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, P. aeruginosa,
Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus e S. tyhymurium.

Oliveira et al. (2012) testaram 0s 6leos essenciais de canela-cassia e
cinamaldeido, que foram mais efetivos contra Escherichia coli enteropatogénica

(EPEC) do que L. monocytogenes.

2.3.4 Alecrim e Salvia

Alecrim (Rosmarinus officinalis) e salvia (Salvia officinalis) pertencem
a familia Lamiaceae. Sdo duas especiarias amplamente utilizadas como
aromatizantes em produtos alimenticios, na medicina popular, na fabricacdo de
cosmeéticos e de fitofarmacos (BRUNETON, 1999). Muitos estudos tém sido
focados nas diversas atividades biologicas dos metabdlitos secundarios dessas
duas especiarias (BUCHBAUER; JIROVETZ, 1994; LEE; LEE; AHN, 1999),
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verificando-se que elas tém a melhor atividade antioxidante dentre a vasta gama
de ervas e especiarias testadas (YANISHLIEVA et al., 2006).

Os 0leos essenciais de alecrim séo constituidos de 16%-20% de borneol,
27%-30% de cineol, 10% de céanfora, 2%-7% de acetato de bornil e baixas
porcentagens de a-pineno, canfeno, terpineol e verbenone. O borneol é
responsavel pela pungéncia, o odor canforado e o gosto amargo; o cineoleno,
pelo frescor, semelhante ao do eucalipto; o a-pineno é responsavel pela
quentura, semelhante a do pinho; a canfora contribui com frescor penetrante,
semelhante a0 da menta e o acetato de bornil, pelo frescor doce, suave,
semelhante ao do pinho (FARREL, 1995).

Lima, Cardoso e Morais (2012) realizaram analises do 6leo essencial de
sélvia e encontraram doze compostos, sendo 0s majoritarios o 1,8 cineol
(15,42%), cis-tujona, (26,69%) e a canfora (30,46%).

Além disso, o alecrim é a Unica especiaria comercialmente disponivel
para uso como antioxidante na Europa e nos Estados Unidos, sendo
comercializado na forma soltvel, em 6leo, em p6 e também em formulacGes
com agua. No entanto, dados relativos a esta atividade de 6leos essenciais de
alecrim e salvia ndo sdo abundantes e os métodos para a determinacdo sdo
diferentes (LEE; LEE; AHN, 1999; BARATTA et al., 1998). Ao contrario, a
atividade antimicrobiana dos o0leos essenciais de alecrim e salvia é bem
documentada (DAFERERA et al., 2000, BARATTA; DORMAN; DEANS,
1998; YESIL, 2007).

Estas investigacfes, muitas vezes, ndo sdo executadas com precisao
definida da composicdo quimica do dleo essencial em questdo. Além disso,
novos exames de atividade antimicrobiana em espectro mais amplo de
microrganismos, incluindo algumas novas cepas multirresistentes de bactérias e
fungos, poderiam ajudar a industria farmacéutica na sintese ou na semissintese
de novos antibioticos (COWAN, 1999).
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2.3.5 Pimenta chinesa

Litsea cubeba é uma planta com éleo aromético, pertencente a arbustos e
folhas de Neolitsea ou pequenas arvores Lauraceae. H4 200 variedades de
plantas de Neolitsea no mundo que sdo, principalmente, distribuidas nas regides
tropicais e subtropicais da Asia. Especificamente na China, as plantas de
Neolitsea distribuem-se, principalmente, na bacia do rio Yangtze, sendo
encontrada também em outras provincias (GUANGDONG, 2004).

Litsea cubeba é conhecida também por may-chang, ou pimenta-chinesa
e seu Oleo essencial tem alta concentracdo de citral, similar ao da verbena e ao
do lemongrass. Por isso compete em popularidade com o lemongrass. Todas as
flores, folhas e cascas de L.cubeba contém Oleo aromatico e o 6leo essencial
extraido é amplamente utilizado em cosméticos, sabonetes, outros produtos
quimicos e na producdo de alimentos, mostrando grande aplicacdo e
perspectivas no valor de mercado (JIM; SHA, 2004).

Jim e Sha (2004) afirmam que o extrato de L. cubeba pode ser fonte de
antioxidantes naturais de facil acesso. O isolamento de compostos bioativos nos

extratos ajudaria a determinar a poténcia individual dos compostos.

2.3.6 Cardamomo

Cardamomo  (Elettaria cardamomum), pertencente a familia
Zingiberaceae, ¢ cultivado comercialmente na india, no Sri Lanka, na Guatemala
e na Tanzénia. As folhas sdo lanceoladas, verdes, glabras em ambas as
superficies, com &pice acuminado. Os frutos sdo trioculares, ovoides, oblongos
ou marrom-esverdeados; as capsulas contém de 15-20 sementes marrom-

avermelhadas. As sementes de cardamomo apresentam-se ligeiramente
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pungentes e de sabor altamente aromaético, sendo utilizadas como tempero em
produtos carneos, como mortadela (BAYTOP, 1984).

A composi¢do quimica do d&leo essencial de cardamomo varia
consideravelmente com a variedade, a regido e a idade da planta. O contetdo de
6leo volatil nas sementes é fortemente dependente de condicbes de
armazenamento, mas pode chegar a 8% (KORIKONTIMATH; MULGE;
ZACHARIAH, 1999). O aroma de cardamomo ¢é produzido por uma
combinacdo dos principais componentes, 1,8-cineol e a-acetato de terpineol
(LAWRENCE, 2009). O ¢6leo é utilizado em alimentos, na industria
farmacéutica e de perfumaria, e como aromatizante. Na medicina, é empregado
como aromatizante, antisséptico, estimulante, carminativo, expectorante,
antiespasmodico e diurético (BAYTOP, 1984; KORIKONTIMATH; MULGE;
ZACHARIAH, 1999). Em algumas partes do mundo, especialmente no Oriente
préximo a Arabia Saudita, o cardamomo é usado, principalmente, na preparacéo
de "gahwa", em uma mistura com café forte. Foram relatados também
componentes volateis de sabor em éleos essenciais de sementes de cardamomo
(BAYTOP, 1984).

A semente de cardamomo é amplamente utilizada como especiaria nos
alimentos em todo 0o mundo, desde os tempos antigos, sendo conhecida também
como afrodisiaco, na India e empregada para fazer bochechos e sab&o. Além
disso, mastigar a semente de cardamomo, como o tabaco, é habito comum entre
muitas pessoas em VAarios paises arabes, como a Arébia Saudita. Assim, afirma-
se que sementes de cardamomo ndo tém toxicidade oral humana, o que levou a
estudos sobre 0s seus agentes antimicrobianos, especialmente considerando o
controle de microrganismos que causam problemas de cabelo, de pele e de
dentes, como cérie dentaria, além de acne e caspa. Em selegdo preliminar com
extratos aquosos de sementes de cardamomo e extrato de n-hexano, verificou-se

um pouco mais de atividade antimicrobiana, inclusive contra Streptococcus
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mutans, Propionibacterium acnes, Pityrosporum ouale e Trichophyton
mentagrophytes (ABO-KHATWA,; KUBO, 1987).

2.3.7 Manjericéo ou basilicdo

Manjericdo (Ocimumbasilicum L.) tem metil e chavicol como os
principais compostos majoritarios. E popularmente utilizado na culinaria
mundial e tem sido empregado, ha muitos anos, como ingrediente para conferir
sabor nos alimentos também como produto de higiene bucal e fragrancias
(GUENTHER, 1952).

Manjericéo e seus 6leos essenciais sdo utilizados, frequentemente, como
flavorizantes em produtos a base de tomates, cuja alta acidez os torna propensos
a deterioragdo por microrganismos &cido-tolerantes (DZIEZAK, 1989;
FIERHELLEN, 1991).

Lachowicz et al. (1998) determinaram 0 tempo nhecessario para
Lactobacillus curvatus e Saccharomyces cerevisiae iniciarem seu crescimento
em presenca de diferentes combinacdes de linalol e metil chavicol, os principais
componentes do dleo essencial de manjericdo. As combinagBes com altas
concentragdes de metil, chavicol aumentaram o tempo necessario para o inicio

do crescimento, porém, ndo houve sinergismo entre 0s compostos.

2.3.8 Cravo-da-india (bot&o)

O cravo-da-india (Syzygium aromaticum) pertence & familia das
mirtaceas (Myrtaceae), possuindo sinonimia cientifica de Eugenia caryophyllus,
Aryophyllus aromaticus e Eugenia aromatica. Tem 90% de eugenol. Embora

ainda subestimado pelas suas propriedades terapéuticas, hoje, tem sido utilizado,
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popularmente, no tratamento de muitas doengas (LASZLO AROMATERAPIA,
2010).

Segundo Chaieb et al. (2007), o 6leo essencial de S. aromaticum tem
potente acdo antioxidante, devido a eliminacdo de radicais, a acdo quelante com
fons de metais (Fe+3) e a participacdo em reacBes fotoquimicas, com
aplicabilidade estratégica na industria, por exemplo.

Dentre outros o6leos essenciais com propriedades antimicrobianas,
destaca-se o 6leo de cravo, que é conhecido por seu poder anestésico, analgésico
local e anti-inflamatério (HEMAISWARYA; DOBLE, 2009).

2.3.9 Gengibre

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe), da familia Zingiberaceae, é
uma planta herbécea perene, cujo rizoma é amplamente utilizado na culinaria, na
indastria e na medicina (DAHLGREN et al., 1985).

O uso do gengibre (Zingiber officinale Roscoe) é bem conhecido na
culinaria como tempero e, ha muito tempo, os chineses ja o utilizavam na
medicina. O rizoma apresenta de 1%-3% de dleos essenciais (0s sesquiterpenos),
de 2,5% a 5% de principios picantes (o gingerol e shogaol) e 60% de amido. Os
gingerdis sdo identificados como o0s maiores constituintes dos rizomas de
gengibre frescos e tém sido atribuidos a eles varios efeitos farmacol6gicos, como
analgésico, antipirético, atividade anti-hepatotdxica, antinauseante e anti-
inflamatdria (SURH et al., 2002; SABULAL et al., 2006).

A atividade antimicrobiana do gengibre vem sendo amplamente
pesquisada. Estudos demonstram que 6leos e extratos do Zingiber officinalle
apresentam acgdo inibitéria em bactérias gram-positivas e gram-negativas
(ALZOREKY; NAKAHARA, 2003).
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2.3.10 Limao-siciliano

O lim&o-siciliano (Citrus limon) tem como composto majoritario o
limoneno e é utilizado industrialmente como flavorizante em alimentos, devido
ao Oleo essencial presente em sua casca. A industrializacdo de citros produz
grandes quantidades de residuos, como cascas e sementes, em parte utilizadas
em ragBes animais ou fertilizantes (KOBORI; JORGE, 2003).

O Brasil é o maior produtor mundial de 6leos essenciais de citros.
Grande parte do residuo sélido das sementes de citros é uma fonte inexplorada
de Oleo que pode alcancar 55% de rendimento. Estes 6leos podem ser
aproveitados pela industria alimenticia, farmacéutica e de cosméticos (KOBORI;
JORGE, 2003; OJEDA, 1998).

2.3.11 Noz-moscada

Noz-moscada é a semente de Myristica fragrans (Myristicaceae), arvore
perene, de médio porte, nativa das ilhas da Indonésia. No Brasil, é cultivada,
principalmente, no sul da Bahia. Em termos de composi¢do quimica, a noz-
moscada é constituida por cerca de 30%-55% de Oleos e 45%-60% de matéria
s6lida, incluindo celulose. Estes 6leos sdo de dois tipos: 6leo essencial, 5%-15%
e 6leo fixo, 24%-40%. O 6leo essencial de noz-moscada tem sido amplamente
estudado ao longo das ultimas décadas (SOMANI et al., 2008), e confere o seu
aroma tipico. A miristina é responsavel pelo odor caracteristico e, assim, ela é
empregada na inddstria em substituicdo a prdpria noz-moscada, evitando-se,
assim, a presenca de particulas nos alimentos e nas bebidas, destacando-se 0 uso
na producdo de bebidas ndo alcodlicas, doces, salgados, xaropes e também
creme dental (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE
UNITED NATIONS, 2004; YUN et al., 2003).
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O uso do 6leo essencial de noz-moscada na producdo de alimentos em
nivel industrial e doméstico tem o objetivo de melhorar as caracteristicas
sensoriais, pois, além do aroma, fornece sabor ligeiramente picante aos
alimentos. Tem carater conservador com propriedades antibacterianas,
antifangicas, antioxidantes, anticancerigeno e inseticidas (NGUEFACK et al.,
2004), sendo também utilizado em medicamentos e em cosméticos (YUAN et
al., 2006).

Além da miristicina (metil iso-eugenol), a elemicina (metoxy eugenol),
também esta presente. A esses dois compostos se atribuem as principais acdes
farmacoldgicas e os efeitos psicoativos conhecidos do dleo essencial de noz-
moscada (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, 2004).

Stecchini et al. (1993) testaram os efeitos inibitdrios de 6leos essenciais
de coentro, cravo, noz-moscada e pimenta sobre Aeromonas hydrophila,
linhagens ISM 84331 (isolada clinicamente) e DIP 28 (isolada de peixe fresco).
Os oOleos essenciais de cravo, coentro e noz-moscada, em concentragdes,
respectivamente, de 500, 1.250 e 10.000 puL/mL, foram efetivos na inibi¢cdo do
crescimento de Aeromonas hydrophila.

2.4 Oleos essenciais como antioxidantes

Na medicina tradicional, as plantas medicinais sdo raramente utilizadas
como antioxidantes. Suas caracteristicas terapéuticas poderiam ser apresentadas,
em parte, devido a sua capacidade de remocdo dos radicais livres que podem
estar envolvidos em muitas doencas (SPENCER et al., 1988), como cancer,
enfisema, cirrose, arteriosclerose e artrites, as quais tém sido correlacionadas
com o estresse oxidativo. Os organismos, em geral, sdo protegidos contra 0s

danos causados pelos radicais livres, por enzimas, como superoxido dismutase e
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catalase, ou compostos, como acido ascérbico, tocoferol e glutationa. Quando os
mecanismos da protecdo antioxidante se tornam ineficientes por fator como
idade, a deterioracdo das funcbes fisioldgicas pode ocorrer, resultando em
doencas e aceleracdo do envelhecimento. Entretanto, suplementos alimentares
antioxidantes podem ser utilizados para ajudar o corpo humano a reduzir os
danos oxidativos (YANG et al., 2000).

Os 0leos, as gorduras e os alimentos que 0s contém estdo sujeitos,
durante o processamento e a estocagem, a reagdes quimicas que podem alterar,
de modo indesejavel, as caracteristicas do produto final. Hidrélises e oxidagdes
podem ser responsaveis por esse processo, sobretudo a oxidacdo dos lipideos.
Antioxidantes sdo, geralmente, utilizados em 6leos e comidas gordurosas para
retardar sua auto-oxidacdo (WEND; WAND, 2004). Alguns antioxidantes
sintéticos, como butil-hidroxianisol (BHA) e butil-hidroxitolueno (BHT),
bastante utilizados em alimentos, revelaram-se toxicos em altas doses
(JAYAPRAKASHA,; SINGH; SAKARIAH, 2001). Dessa forma, a pesquisa por
antioxidantes naturais tem aumentado bastante nos ultimos anos (LOLIGER,
1991; BRACCO; LOLIGER; VIRET, 1981).

Muitos compostos isolados de 6leos essenciais foram recentemente
qualificados como antioxidantes naturais efetivos, sendo sugeridos como
substitutos de antioxidantes sintéticos (RUBERTO; BARATTA, 2000; BOZIN
et al., 2006).

Assim, muitas plantas arométicas sdo, hoje, consideradas fontes
importantes de compostos com elevada atividade antioxidante (BRUNETON,
1999). O uso de antioxidantes a partir de fontes naturais tem se tornado mais
popular como um meio de aumentar a vida Util dos produtos alimentares,
melhorando a estabilidade das gorduras e de 6leos ricos em acidos graxos poli-

insaturados (PUFAs), retardando o processo de envelhecimento (HARMAN,
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1982) e no tratamento de doengas humanas, tais como aterosclerose e cancer
(WATTENBERG, 1978).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local e conducéo do experimento

As analises microbiologicas foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos. A producdo das mortadelas e as analises fisico-
quimicas foram realizadas no Laboratério de Tecnologia de Carnes (Lab Carnes)
e Derivados, no Departamento de Ciéncia dos Alimentos (DCA), da
Universidade Federal de Lavras.

O experimento foi conduzido em trés etapas. Inicialmente, foi analisado
o efeito antibacteriano in vitro de onze 6leos essenciais sobre Clostridium
botulinum tipo D. Em seguida, foram analisadas as combinagfes entre 0s 6leos
essenciais que apresentaram menor concentracdo minima bactericida sobre as
células vegetativas estudadas. Logo depois, foram adicionadas diferentes
concentracdes de combinacgdes de 6leos essenciais e diferentes concentragGes de
nitrito em mortadela inoculada com C. botulinum, em que foram realizadas
analises microbiologicas e fisico-quimicas, durante o periodo de estocagem de

vinte dias.

3.2 Oleos essenciais e MIC

Foram utilizados os 6&leos essenciais de Myristica fragans (noz-
moscada), Zingiber officinale (gengibre), Citrus limon (lim&o-siciliano),
Origanum  vulgare (orégano), Syzygium aromaticum  (cravo-botdo),
Cinnamomum zeylanicum (canela), Elettaria cardamomum (cardamomo),
Syzygium officinalis (sélvia), Ocimum basilicum (manjericdo/basilicdo),

Rosmarinus oficinalis (alecrim) e Thymus vulgaris (tomilho-branco).
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Os 6leos foram adquiridos na empresa Ferquima Inddstria e Comércio
Ltda.

3.3 Microrganismo, manutencéo e padronizacéo do inéculo

A cepa utilizada no experimento foi o Clostridium botulinum do tipo D,
gentilmente cedida pelo Laboratério Nacional Agropecuério Lanagro (Pedro
Leopoldo MG). As culturas estoque foram armazenadas em meio de
congelamento (glicerol: 15 mL, peptona bacteriolégica: 0,5 g, extrato de
levedura: 0,3 g, NaCl: 0,5 g, agua destilada: 100 mL), tendo sido congeladas
durante o periodo de execucdo do experimento.

Para reativagdo do inéculo, 1 mL da cultura congelada foi adicionado a
tubos de rosca contendo 10 mL de caldo Clostridium e 5 ul de solucgéo filtrada
de sulfato de sodio (4%) e citrato férrico (7%), estéril, foram incubados em
condicBes de anaerobiose a 37 °C/48 horas.

Apls esse periodo, 200 pL de inoculo foram transferidos para
Erlenmeyer contendo 200 mL de caldo Clostridium com solugdo férrica, sendo
incubado a 37 °C. A padronizagdo do inoculo foi realizada por meio da
elaboracdo de curva de crescimento e o desenvolvimento do micro-organismo
foi monitorado por espectrofotometria, a 620 nm e contagem direta em placas
em meio agar base de isolamento de C.botulinum (caseina: 16 g, extrato de
levedura: 2 g, dextrose: 0,8 g, pUrpura de bromocresol: 0,008 g, fosfato de sddio
dibasico: 2 g, cloreto de sédio: 0,8 g, sulfato de magnésio: 0,004 g, a4gar: 8 g e
400 mL de agua destilada). As placas foram incubadas, a 37 °C, por 48 horas,
em condicdes anaerdbicas. O indculo foi padronizado em 10" UFC/mL de célula

vegetativa.
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3.4 Determinacdo da concentracdo minima bactericida (CMB) dos 6leos

essenciais sobre Clostridium botulinum

Foi utilizada a técnica de diluigdo em caldo (NCCLS, 2003), com séries
de 15 tubos de ensaio, adicionados de 5 mL de caldo Clostridium contendo
0,5% de Tween 80. Os tubos foram autoclavados, a 121 °C, por 15 minutos.
Depois, foi adicionada solucdo férrica estéril no caldo Clostridium. Os 6leos
essenciais foram diluidos diretamente neste caldo, nas concentragdes de 0,25%,
0,5% 1,0%, 1,5%, 2%, 3%, 4 %,5%, 6%, 7%, 8 %, 9% e 10%. Cada tubo foi
adicionado de 50 pL do indculo padronizado. O tubo de nUmero 14 foi
considerado o controle negativo (caldo Clostridium + cloranfenicol 1.000 mg/L
+ indculo) e o tubo de nimero 15, o controle positivo (caldo Clostridium +
indculo). O contetdo foi homogeneizado e os tubos incubados, a 37 °C, por 48
horas. Apds o periodo de incubacdo, foi realizado o plagueamento em meio agar
base de isolamento de C.botulinum, empregando-se a técnica de plagueamento
em superficie. As placas foram incubadas, a 37 °C, por 48 horas, em atmosfera
anaerobica gerada com auxilio de jarras de anaerobiose e geradores de atmosfera
anaerobica Probac do Brasil®. A concentracdo minima bactericida dos 6leos
essenciais foi considerada como a concentra¢do do tubo de menor diluicdo em
que se verificou a auséncia de crescimento nas placas. O experimento foi

realizado em triplicata com trés repetigdes.

3.5 Estudo do sinergismo entre os 6leos essenciais

Apls a determinacdo da concentracdo minima bactericida, foram
selecionados 0s Oleos essenciais que apresentaram a menor concentragdo
minima bactericida, sendo eles orégano, canela, tomilho e cravo-botéo, para a

realizacdo de quatro combinacBes com trés Oleos em cada. Na Tabela 1
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mostram-se as diferentes proporcGes de 6leos essenciais utilizadas em cada

combinacéo.

Tabela 1 Planejamento experimental para avaliacdo da combinacdo de trés éleos
essenciais, considerando a proporcao referente a concentracdo minima
bactericida (CMB) de cada 6leo analisado

Ensaio Oleo A Oleo B Oleo C
1 100 - -
2 - 100 -
3 - - 100
4 50 50 -
5 50 - 50
6 - 50 50
7 67 17 17
8 17 67 17
9 17 17 67
10 33 33 33

100 refere-se a CMB de cada 6leo a ser estudado e os demais nimeros representam as
proporcdes dos 6leos que foram utilizados baseando-se na CMB

O efeito bactericida da combinacdo entre os 6leos essenciais foi
estabelecido utilizando-se a metodologia em tubos, com série de 11 tubos de
ensaio, adicionados de 5 mL de caldo Clostridium contendo 0,5 % de Tween
80. Os tubos foram autoclavados, a 121 °C, por 15 minutos. Depois, foi
adicionada solucdo férrica estéril no caldo Clostridium. Os éleos essenciais
foram diluidos diretamente neste caldo, nas concentracfes demonstradas no
planejamento experimental (Tabela 1) calculadas de acordo com o valor da
CMB de cada 6leo essencial. O tubo de numero 11 foi considerado o controle

positivo (caldo Clostridium + in6culo). Cada tubo foi adicionado de 50 uL do
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inéculo padronizado. O contetdo foi homogeneizado e os tubos incubados, a 37
°C, por 48 horas. Apds o periodo de incubacdo, foram realizadas diluicbes
seriadas em tubos contendo 9 mL de &gua peptonada 0,1% (m/v) e 100 pL das
diluicbes foram transferidas para as placas contendo meio &gar base de
isolamento de C. botulinum, empregando-se a técnica de plagueamento em
superficie. As placas foram incubadas, a 37 °C, por 48 horas, em atmosfera
anaerdbica gerada com auxilio de jarras de anaerobiose e geradores de atmosfera
anaerdbica Probac do Brasil®. As anélises foram realizadas em triplicata e em

trés repeticoes.

3.6 Elaboracdo da mortadela

A formulacdo da mortadela foi preparada com as mesmas concentragdes
de ingredientes (Tabela 2) para todos os tratamentos, variando apenas as
concentracOes de nitrito de sodio e éleos essenciais. Para o nitrito de sodio, dois
niveis foram testados: 150 ppm, quantidade residual limite permitida pela
legislacéo brasileira e 75 ppm, quantidade relatada por Dutra et al. (2011), em
que ndo ha alteragBes na cor e nas caracteristicas tecnoldgicas das mortadelas,
quando comparadas as do controle (150 ppm de adi¢do). A quantidade de cada
mistura de 6leos essenciais foi baseada nos ensaios microbiolégicos in vitro.

Foram conduzidas trés repeticGes por tempo em triplicata.
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Tabela 2 Formulacdo padrdo para a elabora¢do da mortadela

Ingredientes Qua(rcl;cl);jade
Carne bovina 58,5
Toucinho 14

Fécula de mandioca 5
Agua/gelo 20

Sal 1,9

Acido ascorbico 0,05
Polifosfato 0,5

Nitrito de sddio (150 ou 75ppm + 6le0)

A carne bovina previamente moida foi adicionada ao cutter, para
emulsificacéo, sendo os ingredientes adicionados na seguinte ordem: sal, fosfato,
nitrito, acido ascorbico, agua/gelo, fécula de mandioca, 6leos essenciais e, por
fim, o toucinho. A massa foi embutida em tripa de poliamida marca Calibre 67
mm, empresa Shur, formando gomos de, aproximadamente, 500 g e submetida a
cocgdo, realizada por imersdo em banho-maria, conforme a seguinte
programacdo: 30 minutos, a 55 °C; 30 minutos, a 65 °C; 30 minutos, a 75 °C e
30 minutos, a 80 °C, quando a temperatura interna alcangou 72-73 °C. Todo o
processo de cozimento foi monitorado com o uso de termémetro. Apos o
cozimento, as mortadelas foram mantidas em banho de gelo, por 20 minutos,
sendo armazenadas, a 4 °C, para analises fisicas, quimicas e microbioldgicas.

As amostras destinadas as analises microbioldgicas foram separadas em
porcdes de 25 g, sendo trituradas e inoculadas com 10° UFC/g de C. botulinum
do tipo D, homogeneizadas em Stomacher Metroterm®, seladas a vacuo,
incubadas em estufa tipo BOD, a 25 °C. As amostras destinadas as analises

fisico-quimicas foram separadas em por¢des de 150 g, seladas a vacuo, mas sem
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adicdo do indculo, e armazenadas sob refrigeracdo, a 4 °C. As andlises foram
realizadas nos tempos de 0,10 e 20 dias.

3.7 Quantificagdo de Clostridium botulinum em mortadela

As analises microbioldgicas da mortadela foram divididas em duas
etapas: contagem total e enddsporos de Clostridium botulinum do tipo D. As
andlises do tempo O foram realizadas apds 12 horas de inoculagdo, devido a

montagem do experimento.

3.7.1 Contagem total de C. botulinum

As amostras foram abertas de forma asséptica, homogeneizadas em 225
mL de agua peptonada a 0,1% (m/v), em homogeneizador do tipo Stomacher
(490 golpes/ 3 min). Posteriormente, foram realizadas diluicGes seriadas em
tubos contendo 9 mL de &gua peptonada 0,1% (m/v) e 100 uL das diluicdes
adequadas foram transferidos para as placas contendo o meio agar base de
isolamento de C.botulinum, empregando-se a técnica de plagueamento em
superficie. As placas foram incubadas, a 37 °C, por 48 horas, em condicdes

anaerdbicas e as analises foram realizadas em triplicata com trés repeticoes.

3.7.2 Contagem de enddsporos

Apb6s homogeneizacdo em agua peptonada 0,1% (m/v), as amostras
foram submetidas ao choque térmico, 75 °C, por 15 minutos, e banho de gelo,
por 15 minutos, para a inativacdo das células viaveis. Posteriormente, foram
realizadas diluicGes seriadas em 9 mL de agua peptonada 0,1% (m/v) e aliquotas
de 100 uL foram transferidas para as placas contendo o meio agar base de

isolamento de C. botulinum, empregando-se a técnica de plaqueamento em
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superficie. As placas foram incubadas, a 37 °C, por 48 horas, em condicdes
anaerdbicas e as anélises foram realizadas em triplicata, com trés repeticdes.

3.8 Analises fisico-quimicas das mortadelas

Foram realizadas as seguintes analises fisico-quimicas: pH, atividade de

agua, cor objetiva, oxidacdo lipidica e nitrito residual.

3.8.1 Determinacéo do pH

Os valores de pH das mortadelas foram medidos por meio da inser¢éo de
eletrodo combinado (sistema de referéncia de Ag/AgCl), tipo de penetracéo,
acoplado a um potenciémetro DM20 (Digimed, S&o Paulo, SP, Brasil), em trés

pontos diferentes do produto.

3.8.2 Atividade de agua (Aw)

A atividade de agua (Aw) da mortadela foi determinada em aparelho
Agualab (modelo CX2, Dacagon Devices Inc), que utiliza a técnica de
determinacdo do ponto de orvalho em espelho encapsulado para medir a

atividade de 4gua de um produto.

3.8.3 Andlise de cor objetiva

A avaliacdo objetiva da cor das mortadelas foi realizada utilizando-se
um colorimetro espectrofotométrico CM 700 (Konica Minolta, Osaka, Japéo),
seguindo as recomendagdes sugeridas por Ramos et al. (2009). Para o célculo
dos indices de cor, foi estabelecido o angulo do observador de 10°, iluminante
Dgs e o sistema de cor CIELAB.
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Os parametros luminosidade (L*), indice de vermelho (a*) e indice de
amarelo (b*) foram obtidos considerando-se o valor médio de trés leituras
realizadas em diferentes pontos nas fatias de mortadela. A saturagcdo (C*) e 0
angulo de tonalidade (h*) foram calculados da seguinte forma, C* = (a** +
b*?)%5: e h* = arctg (b*/a*) (RAMOS; GOMIDE, 2007).

3.8.4 Analise da oxidacdo lipidica

A oxidacdo lipidica foi estimada pela mensuragdo das substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), seguindo a metodologia de Raharjo,
Sofos e Schimidt (1992), com algumas modificacdes. Trés por¢des de 10 g de
amostra foram coletadas, trituradas, adicionadas de 40 mL de 4cido
tricloroacético a 5% (TCA 5%) e 1 mL de antioxidante BHT 0,15% (em etanol),
sendo 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 e adicionadas de 2 mL do reagente de
TBA 0,08 M, homogeneizadas e submetidas a banho-maria fervente, por 5
minutos. Apds resfriar, a amostra 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
absorbancia lida x 8,93 (fator de conversédo obtido a partir de curva analitica com

1,1,3,3-tetraetoxipropano — TEP).
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3.8.5 Andlise de concentracao de nitrito

A concentragdo de nitrito residual na mortadela foi determinada segundo
a metodologia oficial n°973.31 da AOAC (1996). Dez gramas de amostra foram
pesados e homogeneizados em 40 mL de agua destilada, a 80 °C e transferidos
para um erlenmeyer de 500 mL, com lavagens sucessivas, utilizando-se agua
destilada a 80 °C, até o volume aproximado de 300 ml. Em seguida, o
erlenmeyer foi submetido a banho-maria, a 80 °C, por 2 horas, sendo agitado
ocasionalmente. Apds esse periodo, os erlenmeyer foram retirados e resfriados a
temperatura ambiente. Posteriormente, o contetdo foi transferido para um baldo
volumétrico de 500 mL. Seu volume foi completado com &gua destilada e a
solucdo foi filtrada.

Ap0s essa etapa, 45 mL do filtrado foram transferidos para tubo Falcon
de 50 mL, sendo adicionados 2,5 mL de sulfanilamida homogeneizados e, ap6s
5 minutos, 2,5 mL de reagente NED (N-1-naftiletilenodiamino) foram
adicionados. A solucgdo foi agitada e mantida em repouso, por 15 minutos, para o
desenvolvimento da cor e, em seguida, foi realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro, a 540 nm.

Os valores de nitrito residual foram expressos em partes por milhdo

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

3.9 Analise Estatistica

As andlises microbioldgicas e fisico-quimicas das mortadelas foram
dispostas em um delineamento inteiramente casualisado (DIC), em esquema
fatorial 4x3, sendo 4 tratamentos (diferentes combinacGes de dleos essenciais e

nitrito) e 3 tempos de armazenamento com trés repeti¢fes. Os resultados foram
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submetidos a andlise de variancia (ANOVA), adotando-se 0 nivel de 5% de
significancia, sendo a comparagdo entre as médias estabelecida pelo teste de
Tukey p (<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Concentracdo minima bactericida

N&o houve a¢do bactericida em nenhuma das concentracdes testadas dos
6leos essenciais de cardamomo, sélvia, basilicdo, limdo-siciliano, gengibre e
noz-moscada sobre C. botulinum (Tabela 3).

O Oleo essencial de alecrim apresentou efeito bactericida na
concentracdo de 10%, a maior testada e o 6leo de cravo botdo na concentra¢do
de 7%. Ja os 0Oleos essenciais de orégano, canela e tomilho apresentaram melhor
efeito antibacteriano sobre C. botulinum, tendo o 6leo de canela sido o que
apresentou melhor atividade antimicrobiana, com concentragdo minima
bactericida (CMB) de 0,5%, seguido dos 6leos essenciais de orégano, com CMB
de 1,5% e tomilho, 2%.

Tabela 3 Concentragcdo minima bactericida (%) dos Gleos essenciais sobre
células vegetativas de C. botulinum do tipo D

Oleos testados 025 05 10 15 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cardamomo + + 0+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+
Orégano + + o+ - - .- Lo
Salvia + + + + O+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
Canela + - - .
Basilicéo + + + + + + + 4+ + + + + o+
Limdo-siciliano + + + o+ o+ + + + + 4+ + + o+
Alecrim + + + + + + + 4+ + + + + -
Gengibre + + 0+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+
Tomilho + + + + - - - L4
Noz-moscada + + 0+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+t
Cravo-botédo + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ - - -

(-) Né&o houve crescimento; (+) houve crescimento
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Ismaiel (1988) testou os efeitos dos éleos essenciais de cravo, tomilho,
pimenta-preta, pimenta, orégano, cebola e canela na germinacéo, no crescimento
pos-germinativo, no crescimento e na produgdo de toxina de Clostridium
botulinum (seis linhagens dos tipos A, B e E) em meio de cultura. O éleo de alho
foi o mais potente inibidor da germinacdo. Aparentemente, os 6leos ndo
apresentaram efeito significativo no crescimento pds-germinativo de esporos
germinados, nem na producdo de toxina. Os Oleos de pimenta-preta, cravo,
canela e orégano foram os que mais inibiram o crescimento vegetativo.

Ooi et al. (2006) verificaram que o 6leo essencial de C. cassia e 0
cinamaldeido foram igualmente efetivos na inibicdo do crescimento de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeroginosa, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus e
Salmonella tyhymurium. Este estudo confirma a eficacia do 6leo essencial de
canela como antimicrobiano, demonstrando ser eficiente para bactérias gram-
positivas e gram-negativas.

Segundo Davidson (1997), a atividade do 6leo essencial de alecrim esta
relacionada a presenca de borneol e outros constituintes fendlicos, carvacrol, p-
cimeno e timol, que sdo, provavelmente, responsaveis pela atividade
antimicrobiana dos 0leos essenciais de orégano e tomilho.

Dias (2011) observou, em seu trabalho, que os Oleos essenciais de
alecrim, gengibre, limdo-siciliano e salvia ndo apresentaram atividade
antibacteriana em nenhuma das concentracfes testadas sobre C. perfringens tipo
A. Aleixo (2013) também testou varias concentracdes de 6leo de alecrim para
enddsporos de C. botulinum, ndo tendo sido eficiente em nenhuma concentracao
testada para inibicdo da germinacdo e crescimento da célula vegetativa. Este
estudo esta de acordo com os resultados daqueles trabalhos, exceto o 6leo de
alecrim, que apresentou efeito bactericida, a 10%, sobre Clostridium botulinum.

Entretanto, essa alta concentragdo ndo € viavel para a industria de alimento,
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sendo necessario conciliar com testes sensoriais e fisico-quimicos para melhor
conclusdo. Portanto, os resultados demonstram que os dleos essenciais testados
de alecrim, gengibre, lim&o-siciliano e séalvia ndo apresentaram efeito
antimicrobiano sobre bactérias do género Clostridium, como C. perfringens e
células vegetativas e enddsporos de C. botulinum.

Martins (2013) observou efeito bactericida de éleo essencial de orégano,
gengibre, capim-lim&o e cardamomo, na concentracéo de 3,1%, para endosporos
de C. perfringens. Neste estudo sobre C. botulinum, os 6leos de gengibre,
capim-lim&o e cardamomo néo apresentaram efeito antimicrobiano; ja o orégano
apresentou melhor efeito bactericida, comparado com o estudo anterior com
CMB de 1,5%.

Os Oleos de limao-siciliano, basilicdo e tomilho-branco apresentaram
concentragdo minima inibitéria (MIC) de 6,3% para Clostridium perfringens
(MARTINS, 2013); para C. botulinum, tomilho apresentou CMB de 2% e 0s
6leos de liméo-siciliano e basilicdo ndo apresentaram efeito antimicrobiano.

A diferenca da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais pode ser
explicada pelas diferencas na composi¢do quimica dos mesmos. Considerando o
nimero de diferentes grupos de compostos quimicos presentes nos Oleos
essenciais, € muito provavel que a sua atividade antimicrobiana ndo seja
atribuivel a um mecanismo especifico, mas que existem varios alvos na célula
(BURT, 2004).

O efeito antimicrobiano esta relacionado, principalmente, a alteracdo da
permeabilidade e da integridade da membrana celular bacteriana (LAMBERT et
al.,, 2001), interrompendo a forca préton motriz, o fluxo de elétrons e o
transporte ativo, ocorrendo também coagulacdo do contetdo das células e
inativacdo das enzimas extracelulares (DENYER; HUGO, 1991).

Outra caracteristica importante dos Oleos essenciais é a sua

hidrofobicidade, o que permite a particio dos lipideos da membrana
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citoplasmatica bacteriana, perturbando sua estrutura e sua funcdo e podendo

ocorrer 0 vazamento de ions e do contetido celular (LAMBERT et al., 2001).
Pouco se sabe sobre a eficacia de 6leos essenciais sobre C. botulinum,

por isso é importante realizar novas pesquisas com diferentes dleos e

concentragOes sobre bactérias dessa espécie.

4.2 Sinergismo entre os 6leos essenciais

Dentre os 6leos essenciais testados, orégano, canela, tomilho e cravo-
botdo foram selecionados por apresentarem menores concentragdes minimas
bactericidas. Estes foram testados em quatro combina¢des contendo trés 6leos
essenciais cada, seguindo o planejamento experimental proposto na Tabela 1. A

acdo antimicrobiana é demonstrada na Tabela 4.
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Tabela 4 Concentragdo minima bactericida das combinacGes de Gleos essenciais
de orégano, canela, tomilho e cravo-botdo, utilizados nas analises de
sinergismo sobre C. botulinum

Ensaios Or(eO%a)mo C?(;)e)la To(r%ho Resultados
1 1,5 - - -
2 - 0,5 - -
3 - - 2 -
4 0,75 0,25 - -
5 0,75 - 1 -
6 - 0,25 1 -
7 1,01 0,09 0,34 -
8 0,26 0,34 0,34 -
9 0,26 0,09 1,34 -

10 0,50 0,17 0,66 -

Ensaios Or(eo%z;mo To(r(;:;ho Crav((())/-ok;otao Resultados
1 1,5 - - -
2 - 2 - -
3 - - 7 -
4 0,75 1 - -
5 0,75 - 3,5 -
6 - 1,34 3,5 -
7 1,01 0,34 1,19 -
8 0,26 1,34 1,19 -
9 0,26 0,34 4,69 -
10 0,50 0,66 2,31 -

Ensaios Ore(:g(z)a)no sz[}/i)'a Crav?(;s))otao Resultados
1 15 - - -
2 - 0,5 - -
3 - - 7 -
4 0,75 0,25 - -
5 0,75 - 3,5 -
6 - 0,25 3,5 -
7 1,01 0,34 1,19 -
8 0,26 0,34 1,19 -
9 0,26 0,09 4,69 -
10 0,50 0,17 2,31 -
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Tabela 4, concluséo

Canela Tomilho Cravo-botao

Ensaios (%) (%) (%) Resultados
1 0,5 - - -
2 - 2 - -
3 - - 7 -
4 0,25 1 - -
5 0,25 - 3,5 -
6 - 1 3,5 -
7 0,34 0,34 1,19 -
8 0,09 1,34 1,19 -
9 0,09 0,34 4,69 -
10 0,17 0,66 2,31 -

() auséncia de crescimento em todas as combinag®es testadas

Todas as combinagdes testadas apresentaram efeito bactericida sobre o
C. botulinum. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Aleixo
(2013) que testou, em diferentes combinagGes, o0s 0leos essenciais de orégano,
cravo-da-india e o composto majoritario carvacrol sobre esporos de C.
botulinum do tipo D e também observou acéo esporicida.

Dias (2011) demonstrou, em seu trabalho, o efeito inibitorio das
combinacBes dos 6leos essenciais de orégano, tomilho e cravo-da-india sobre C.
perfringens do tipo A. As concentracdes de Gleos essenciais que proporcionaram
maior halo de inibicdo foram aquelas contendo as maiores propor¢des de 6leo
essencial de orégano.

Martins (2013), ao analisar as combinagdes entre os 6leos essenciais de
canela, orégano, gengibre e cardamomo contra o Clostridium perfringens tipo A,
constatou maior eficiéncia na reducdo da populacdo do microrganismo pelo
gengibre, seguido dos 6leos essenciais de canela e orégano, e menor eficiéncia

do cardamomo.
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Segundo Fu et al. (2007), dois Gleos essenciais ou mais, quando sdo
combinados, ha interacdo entre as diversas substancias quimicas, podendo
ocorrer sinergismo, adicdo ou efeitos antagbnicos. Véarias combinagdes de 6leos
e conservantes foram testadas e alcancaram a mesma atividade antibacteriana
gue os compostos isolados, porém, em concentra¢cdes mais baixas, 0 que pode
sugerir menores efeitos nas alteragcdes organolépticas nos alimentos. Segundo
Lis-Balchin e Deans (1997), na mistura de um dleo essencial com elevada
atividade inibitéria e outro de atividade moderada pode ocorrer efeito inibidor
significativo, ao passo que combinagBes entre Oleos essenciais de atividades
inibidoras elevadas podem ndo apresentar qualquer aumento da acdo
antibacteriana.

O modo de agdo que provoca a inibicdo de microrganismos por 6leos
essenciais e seus constituintes quimicos envolve diferentes mecanismos,
dependendo dos componentes majoritarios do 6leo essencial. Entretanto, além
de se conhecer a acdo dos componentes majoritarios isoladamente, deve-se
considerar a agdo sinergistica das moléculas que os compdem, pois € possivel
que a atividade atribuida aos componentes majoritarios seja modulada pelos
minoritarios presentes no 6leo, que atuam na penetracéo, na distribui¢éo celular

e na fixagdo deles nas paredes e membranas (LIOLIOS et al., 2009).

4.3 Efeito conservante sobre C. botulinum inoculado em mortadela

Dentre as combinacgdes testadas, todas apresentaram efeito inibitorio
sobre C. botulinum. Com isso, foram escolhidos os 6leos essenciais de orégano,
canela e tomilho, por terem apresentado menores CMB, Tabela 3.

Os tratamentos utilizados foram referentes ao ensaio 7 (67%, 6leo A;
17%, 6leo B e 17%, bleo C), seguindo o planejamento experimental (Tabela 1).

Entretanto, devido a utilizagdo de 75 ppm de nitrito de sddio e buscando o
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possivel sinergismo entre conservante e a mistura de 6leos essenciais, foram
utilizados 25% dos valores das CMB (tratamento 3), que foram calculados
considerando o 6leo de orégano (A), canela (B) e tomilho (C), e 50% dos valores
da CMB (tratamento 4), calculados considerando canela (A), orégano (B) e
tomilho (C).

Na Tabela 5 apresentam-se os resultados da combinacdo dos 6leos
essenciais e a quantidade de nitrito de sddio que foi adicionada na mortadela

contendo células vegetativas de C. botulinum.

Tabela 5 Proporgbes de diferentes combinagdes de Oleos essenciais e
concentracbes de NO, adicionadas em mortadelas, com base na
CMB de cada 6leo essencial, calculadas seguindo o ensaio 7 do
planejamento experimental (67% 6leo A; 17% 6leo B e 17% 6leo C),
conforme Tabela 1

Nitrito Orégano Canela Tomilho Total de Oleos essenciais
Tratamentos

(ppm) (%) (%) (%) (%)
Trat 1 150 - - - -
Trat 2 75 - - - -
Trat 3 75 0,25 0,02 0,09 0,36
Trat 4 75 0,13 0,17 0,17 0,47

4.3.1 Analises fisico-quimicas

Dentre as analises fisico-quimicas realizadas neste estudo, Aw, pH e
nitrito de sodio residual interferem no crescimento bacteriano e, por isso, foram
apresentadas primeiramente.

Para a atividade de &gua (Aw), ndo houve diferenca significativa
(P>0,05) entre os tratamentos e os tempos de estocagem das mortadelas, de 0, 10
e 20 dias. Também ndo houve efeitos isolados, sendo observado um valor médio

de 0,97 de atividade de agua.
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Martins (2013) também observou Aw acima de 0,97, em 17 mortadelas
com diferentes tratamentos (variacdo de nitrito, nisina e dleos essenciais),
estocadas, por trinta dias, em camara fria, a 4 °C. Dias (2011) estudou cinco
amostras de mortadela e relatou que os tratamentos ndo foram afetados
significativamente (P>0,05) pela quantidade de nitrito de sodio e Oleos
essenciais adicionadas as mortadelas, observando, em todos os tratamentos, Aw
superior a 0,97.

A atividade de 4gua (Aw) é um dos fatores intrinsecos dos alimentos e é
uma medida qualitativa que possibilita avaliar a disponibilidade de agua livre
que é suscetivel a diversas reacBes (SCOTT, 1957). A quantidade de agua livre
gue ndo se encontra comprometida com as moléculas constituintes do produto
estd disponivel para as reagdes fisicas, quimicas e bioldgicas, tornando-se o
principal responsavel pela deterioragcdo dos alimentos (WELTI; VERGARA,
1997).

Para o pH foi observado apenas efeito significativo (p<0,05) entre os

tempos de armazenamento (Tabela 6).

Tabela 6 Valores de pH durante 0 armazenamento (4 °C) de mortadelas com
diferentes concentracdes de nitrito e combinacdes de 6leos essenciais

Dia pH

0 6,71a
10 6,55 b
20 6,83 ¢

Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade

Segundo as Normas Sanitarias do Instituto Adolf Lutz (2005), o pH de
mortadelas deve ser levemente &cido, confirmando os resultados obtidos neste
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trabalho, em que foi encontrada média de pH de 6,70, entre 0s tempos
observados.

Silva (2000) afirma que a concentragéo hidrogenidnica que determina o
pH dos alimentos é um fator de importancia fundamental na limitagdo dos tipos
de microrganismos capazes de se desenvolver em um alimento, exercendo
influéncia sobre o crescimento, a sobrevivéncia ou a destruicdo desses
microrganismos.

Para nitrito de s6dio (NO,) residual, ndo houve interacdo significativa
entre tratamento e tempo de armazenamento das mortadelas. Foram observados

apenas efeitos significativos (p < 0,05) entre os tratamentos (Tabela 7).

Tabela 7 Valores médios de NO, residual em mortadelas contendo diferentes
concentracBes de nitrito e combinacdo de éleos essenciais

Tratamentos NO, residual
Trat 1 68,13 a
Trat 2 26,50 b
Trat 3 50,70 a
Trat 4 53,21a

Trat 1: 150 ppm de NO,; Trat 2: 75 ppm de NO,; Trat 3; 75 ppm de NO, e éleos
essenciais de orégano (0,25%), canela (0,02%) e tomilho (0,09%); Trat 4: 75 ppm de
NO, e bleos essenciais de canela (0,17%), orégano (0,13%) e tomilho (0,17%). Médias
seguidas por letras diferentes diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade

Foi observada, neste estudo, reducdo de NO, em todas as mortadelas
testadas, em relacdo a quantidade adicionada.

Segundo Cassens (1997), ap6s adicionar nitrito ao sistema carneo,
aproximadamente 1% a 10% s&o oxidados a nitrato, de 5% a 10% reagem 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
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complexas do nitrito podem contribuir para a varia¢ao na quantidade residual de
nitrito em produtos carneos, portanto, apenas 10% a 20% do nitrito adicionado
podem ser detectados apds o processamento de produtos curados e este nivel
reduz gradualmente com o armazenamento.

Segundo Mac Donald, Gray e Gibbins (1980), o comportamento de
queda do teor de nitrito residual ao longo da estocagem de produtos carneos
curados se deve & reatividade do nitrito com proteinas heme e ndo heme,
peptideos, aminoacidos e metais.

Neste estudo ndo ocorreu reducdo do nitrito gradualmente, pois,
possivelmente, o nitrito foi consumido em grande parte nas primeiras horas de
preparacdo e estocagem, ndo apresentando reducdo significativa nos tempos de
armazenamento.

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 adicéo inferiores a 150
ppm s&o insuficientes para se alcancar este nivel residual e, portanto, nédo
previnem o desenvolvimento deste microrganismo (CASSENS, 1997).

Embora tenha sido demonstrado em estudo que 40 mg/kg de nitrito
sejam suficientes para conferir cor, aroma e sabor de produtos curados
(MULLER, 1991), valores inferiores a 150 mg/kg tém sido relatados como
insuficientes para prevenir o crescimento e a produgdo de toxina pelo
Clostridium ssp (BRASIL, 1998).

4.3.2 Contagem total de C. botulinum em mortadelas
As contagens totais de C. botulinum em mortadelas adicionadas de

nitrito e 6leos essenciais, armazenadas a 25 °C, por 20 dias, sdo apresentadas na
Figura 3.
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Tratl: 150 ppm de NO,; Trat 2: 75 ppm de NO,; Trat 3; 75 ppm de NO, e bleos
essenciais de orégano (0,25%), canela (0,02%) e tomilho (0,09%); Trat 4: 75 ppm de
NO, e 6leos essenciais de canela (0,17%), orégano (0,13%) e tomilho (0,17%). Letras
(A, B) maiusculas diferem entre si em relagdo ao tempo

Figura 3 Crescimento de Clostridium botulinum tipo D em mortadelas
adicionadas de nitrito de sédio e diferentes combinacfes de 6leos
essenciais

Né&o houve diferenga significativa entre tratamentos, porém, o tempo de
estocagem influenciou significativamente o crescimento de C. botulinum nas
mortadelas, que aumentou significativamente (P<0,05) em todos os tratamentos
no décimo dia de estocagem.

O tratamento 4 tem, em sua composi¢do, maior quantidade de 6leos
essenciais e apresentou variacao de 0,654 ciclos logaritmicos, comparado com o
tratamento 2 (75 ppm de nitrito), no vigésimo dia de estocagem. Dentre 0s
tratamentos analisados, este foi 0 que promoveu o menor crescimento de C.

botulinum durante os dias de armazenamento.
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Ismaiel e Pierson (2006) testaram os efeitos inibitorios dos Oleos
essenciais de cravo, tomilho, pimenta-preta, orégano, alho, cebola e canela sobre
C. botulinum 33A, 40B e 1623E. A concentragdo de 200 ppm dos 6leos
essenciais testados foi suficiente para inibir todos as cepas estudadas; ja na
concentra¢do de 10 ppm, a atividade inibitéria da maioria dos 6leos essenciais
foi diminuida. Para inibicdo de C. botulinum, os 6leos essenciais foram divididos
em trés categorias: (1) muito ativos: orégano, canela, cravo; (2) ativos: pimenta e
tomilho e (3) menos ativos: alho, cebola e pimenta-preta. Porém, na germinagédo
dos endosporos, a eficacia dos 6leos essenciais testados foi diferente, 150 e 200
ppm de todos os 6leos impediram a germinagdo. Os 6leos essenciais de cebola e
alho apresentaram melhor efeito esporicida; 10 ppm foram suficientes para inibir
enddsporos de C. botulinum 33A, que apresentou ser mais sensivel que C.
botulinum (40B e 1623E).

Cui, Gabriel e Nakano (2010) estudaram o efeito inibitorio de diferentes
combinacBes de extratos de plantas com 10 ppm de nitrito de sédio (NO,) em
um modelo alimentar carneo inoculado com 10* UFC/mL de C. botulinum 62A,
armazenado, por 7 dias, a 25 °C. A concentracdo de 10 ppm de NO, e extratos
vegetais resultou na inativacdo e na inibi¢do do crescimento da bactéria testada.
A combinacdo de NO; e extrato de sélvia (0,02%) promoveu redugdo inicial de 1
ciclo de log, no primeiro dia de armazenamento, ndo apresentando diferenca
significativa até o sétimo dia de estocagem. J& as combinacBes de NO, e cravo
(0,05%) e NO, e extratos de noz-moscada (0,05%) diminuiram gradativamente
as contagens de C. botulinum. A combinagdo de NO, e extrato de noz-moscada
(0,05%) apresentou maior taxa de inibicdo, diminuindo a populacao por 4 ciclos
logaritmicos, no quarto dia de armazenamento, tendo sido constatado efeito
sinérgico entre 0 NO, e 0s extratos vegetais.

Ismaiel e Pierson (1990) testaram a atividade antimicrobiana de 6leo

essencial de 6regano sobre endosporos de C. botulinum em carne suina picada,
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seladas a vacuo. A combinacdo contendo 400 ppm de 6leo essencial de orégano
e 50-100 ppm de nitrito de sodio influenciou significativamente o nimero de
esporos e reduziu o crescimento de C. botulinum. No entanto, esse efeito ndo foi
evidente quando se utilizou o 6leo essencial de orégano sozinho.

Dias (2011) testou a adi¢do de 150 e 75 ppm de nitrito de sédio (TRAT
1 e 2) em mortadelas armazenadas a 25 °C e observou crescimento de C.
perfringens no primeiro dia de armazenamento. Porém, no mesmo periodo de
tempo, nos tratamentos contendo diferentes combinacGes de 6leos essenciais e
75 ppm de nitrito (TRAT 3, 4 e 5), houve redugdo do nimero de C. perfringens.
Observou-se que, entre os tratamentos contendo também bleos essenciais, aquele
com orégano, tomilho e cravo-da-india (TRAT 5) promoveu a maior reducgéo de
C. perfringens no produto. Resultados diferentes foram encontrados neste
estudo, no qual os tratamentos ndo apresentaram efeito bactericida, exceto o
tratamento 3, que apresentou crescimento até o décimo dia e, apds esse periodo,
ocorreu uma leve reducéo.

Os resultados obtidos neste estudo diferem dos relatados na maioria dos
trabalhos, possivelmente pelas baixas concentracfes de Oleos essenciais
adicionados as mortadelas. Oliveira et al. (2011) observaram pequena redugdo
de C. perfringes em seu trabalho com mortadelas elaboradas com 100 ppm de
nitrito e 0,78% de Oleo essencial de Satureja montana L. armazenadas a 25 °C.
As reducdes nas contagens foram mais pronunciadas nos tratamentos contendo
100 ppm de nitrito e maiores concentra¢des de 6leo, com reducédo de 2,29 ciclos
na concentracdo de 3,125% de 6leo essencial, ao final do primeiro dia de
estocagem das amostras.

O tratamento 1 (controle), contendo 150 ppm de nitrito de sodio, sem
6leo essencial, ndo foi suficiente para inibir o crescimento de C. botulinum

(Figura 3).Vérios fatores podem ter favorecido o crescimento, dentre eles, a
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temperatura de estocagem das mortadelas a 25 °C. Segundo Bhunia (2008), a
temperatura ideal para cepas ndo proteoliticas é de 26 °C a 28 °C.

O valor médio de pH foi de 6,83, no vigésimo dia de armazenamento.
Para que C. botulinum cres¢ga mais rapidamente, Montville, Parris e Conwai
(1985) afirmam que os valores ideais de pH estariam entre 6,5 a 7,0.

Alimentos de baixa acidez (pH>4,5) sdo 0s mais sujeitos a multiplicacdo
microbiana, tanto de espécies patogénicas quanto de espécies deteriorantes
(FRANCO; LANDGRAF, 2005). O pH de um alimento ndo exerce apenas
influéncia sobre a velocidade de multiplicacdo dos microrganismos, mas
também interfere na qualidade dos alimentos, durante o armazenamento, 0
tratamento térmico e a dessecacdo, ou seja, € também responsavel direto pela
deterioragdo de produtos alimenticios (SILVA, 2000).

O valor médio de atividade de agua (Aw) foi de 0,97, no vigésimo dia de
armazenamento. A Aw requerida por este microrganismo € na faixa de 0,94 a
0,97 (JAFARI; EMAM-DJOMEH, 2007). Dessa forma, os resultados do
presente estudo podem ter favorecido o crescimento de C. botulinum.

Outro fator importante é o elevado percentual de gordura encontrado em
mortadelas fabricadas, que pode resultar na reducdo do efeito inibitdrio dos
6leos essenciais testados (OLIVEIRA et al., 2011). Supde-se que os elevados
niveis de gordura e proteina dos alimentos possam proteger as bactérias da acdo
dos 6leos essenciais de alguma forma, pois estes, dissolvidos na fase lipidica do
alimento, sdo relativamente menos disponiveis para a agdo sobre bactérias
presentes na fase aquosa (MEJLHOLM; DALGAARD, 2002).

Smith-Palmer, Stewart e Fyfe (2001) afirmam que o progresso de
antimicrobianos, como o 6leo essencial, para o local alvo na célula bacteriana,
pode ser impedido pelo menor teor de 4gua encontrado nos alimentos, em

comparagdo com 0s meios de laboratorio.
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4.3.3 Contagem de enddsporos

As combinagdes testadas neste estudo ndo foram suficientes para inibir
completamente o crescimento das células vegetativas e induziram a esporulagdo
de C. botulinum nas mortadelas (Figura 4).

No tempo 0, aproximadamente 12 horas ap6s a inoculacdo das células
vegetativas, observou-se diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos
contendo 6leos essenciais e 75 ppm de NO, (Trat 3 e Trat 4), dos demais
tratamentos, contendo 150 ppm (Trat 1) e 75 ppm (Trat 2), para os enddsporos

de C. botulinum.
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Trat 1: 150ppm de NO,; Trat 2: 75ppm de NO,; Trat 3; 75ppm de NO, e 6leos essenciais
de dregano (0,25%), canela (0,02%) e tomilho (0,09%);Trat 4: 75ppm de NO, e bleos
essenciais de canela (0,17%), orégano (0,13%) e tomilho (0,17%). Letras (a, b)
minusculas diferem entre si em relagdo aos tratamentos, e letras (A, B) maitsculas

diferem entre si, em relacdo ao tempo

Figura 4 Esporulagdo de Clostridium botulinum tipo D em mortadelas
adicionadas de nitrito de sodio e diferentes combinacfes de Gleos
essenciais
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O tratamento 4, contendo 75 ppm de NO, e 6leos essenciais de canela
(0,17%),orégano (0,13%) e tomilho (0,17%), inibiu totalmente a esporulagdo das
células vegetativas em todos os dias de armazenamento. J& o tratamento 3
promoveu a esporulacdo das células de apenas 1 ciclo de log, no tempo 0, e
apresentou um aumento significativo (p<0,05) no décimo dia de estocagem, de 3
ciclos de log.

Nas mortadelas contendo apenas nitrito (150 e 75 ppm), a esporulacdo
foi maior. Contudo, o nimero de esporos se manteve praticamente constante,
mostrando que o aumento na contagem de células totais foi, praticamente, de
células vegetativas que ndo esporularam.

Entre o décimo e o vigésimo dia de armazenamento, o Trat 1, o Trat 2 e
o Trat 3 ndo apresentaram diferenca significativa entre eles. Contudo, o Trat 3
apresentou reducdo de 1,40 ciclos logaritmicos, no vigésimo dia de
armazenamento, comparado com o Trat 1 (150 ppm de NO,), demonstrando,
nesse periodo, que as combinagBes contendo dleos essenciais e nitrito foram
mais eficientes que o tratamento contendo somente nitrito.

Oliveira et al. (2011) também observaram maior nimero de esporos ao
final do periodo de estocagem em todos os tratamentos avaliados (diferentes
concentracbes de nitrito e dleo essencial). Segundo Mitchell (2001), a
esporulacdo é iniciada, principalmente, em resposta a escassez de nutrientes,
porém, outros fatores podem alterar a esporulagdo, como o pH, o oxigénio e a
temperatura. Em geral, a esporulacéo é favorecida por condi¢bes que resultem
em reducdo da taxa de crescimento.

Contudo, neste estudo, foi observada, durante os dias de estocagem, uma
dindmica entre células vegetativas e enddsporos, em que nem os 6leos essenciais
ou o nitrito de sddio foram eficientes em inibir completamente o crescimento das

células vegetativas ou a esporulacdo, sendo observada, nas primeiras horas de
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estocagem, a esporulacdo de C. botulinum, ocorrendo germinacéao e crescimento
até o décimo dia (Trat 1 e 2).

O tratamento contendo 150 ppm de nitrito (Trat 1) apresentou ligeira
reducdo nos primeiros dias de armazenamento. Apds o décimo dia, ocorreu,
novamente, crescimento celular, possivelmente pela reducéo do nitrito residual.
Resultados semelhantes foram encontrados por Andrade (2013), que analisou
mortadelas contendo 150 ppm de nitrito inoculadas com 10’ UFC/g de C.
botulinum tipo D. Apds 30 dias de armazenamento refrigerado (4 °C), foram
observadas contagens de 10° UFC/g de C. botulinum, sendo esse fato atribuido a
reducdo dos niveis de nitrito que ocorreu durante o armazenamento, mesmo sob
refrigeracéo.

De acordo com Sofos et al. (1998), dosagens de 80 ppm de nitrito ndo
foram efetivas na reducdo do crescimento de C. botulinum, havendo produgéo da
toxina botulinica em emulsdes com carne mecanicamente separada de frango.
Neste estudo foram encontrados valores inferiores de nitrito residual, sendo
68,12 o0 maior valor encontrado entre as amostras (Tabela 8).

Cammack et al. (1999) demonstraram que ha efeito do nitrito sobre o
DNA e expressdo genética, além de danos a membranas e a parede celular das
bactérias. Os mesmos autores afirmam que o nitrito reage nas ligagdes ferro-
enxofre de algumas proteinas, como, por exemplo, a ferrodoxina, para formar
complexos ferro-6xido nitrosos, inibindo o sistema fosforoclastico, o qual
envolve a conversdo do piruvato a acetil-fosfato, transferéncia de elétrons e
sintese de ATP.

Nguefack, Tamgue e Dongmo (2012) afirmam que as concentracdes
mais baixas de 6leos essenciais podem ser combinadas com outros compostos
antimicrobianos ou outras tecnologias de conservacdo, para se obter efeito

sinérgico sem comprometimento da atividade antimicrobiana.
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4.4 Analises tecnoldgicas
4.4.1 Oxidacao lipidica
N&o foi observada diferenca significativa entre os tratamentos e os dias

de armazenamento da mortadela, entretanto, foi observada diferenca estatistica,

p < 0,05, entre tempo de estocagem inicial, tempo 0 até o décimo dia (Tabela 8).

Tabela 8 indice de TBARs durante o armazenamento (4°C) de mortadelas com
diferentes concentragdes de nitrito e combinagdes de 6leos essenciais

Dia TBARs (mg MA/kg)
0 0,76 a

10 0,55b

20 0,40 b

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

Observaram-se, neste trabalho, valores reduzidos de TBARS, de acordo
com o aumento do periodo de estocagem das mortadelas.

Dias (2011) observou um aumento significativo da oxidacéo lipidica em
todas as mortadelas adicionadas de nitrito e diferentes combinacbes de 6leos
essenciais avaliados durante o tempo de armazenamento, em que os indices de
TBARs foram superiores ao final de sua estocagem. O tratamento contendo 75
ppm de nitrito, tomilho (1%), cravo-da-india (2%) e capim-limdo (1%)
apresentou maior oxidacdo lipidica, dentre todas as amostras. No tratamento
com adicdo de 150 ppm de nitrito sem adicdo de 6leo essencial foram

observados indices inferiores de TBARS.
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Aleixo (2013) testou diferentes tratamentos de Oleos essenciais,
composto majoritario e diferentes niveis de nitrito em mortadelas para o indice
de TBARS e observou efeito significativo (p<0,05) apenas para o tratamento
com adigdo de nitrito, com maiores valores de TBARS nas amostras contendo
0leos essenciais sem nitrito.

Oliveira et al. (2012) analisaram as variaces no indice de TBARS em
modelo alimentar do tipo mortadela contendo diferentes concentragbes de 6leo
essencial de Satureja montana L. (0%, 0,78%, 1,56% e 3,125%) e doses de
nitrito (0, 100, 200 ppm), em fungdo do tempo de estocagem. Estes autores
afirmam que, em mortadelas fabricadas sem adicdo de nitrito e sem Oleo
essencial, foram observados indices de TBARsS significativamente superiores aos
encontrados para os demais tratamentos. Entretanto, neste mesmo estudo, foram
observados indices de TBARs superiores, em maiores concentracdes do 6leo
essencial (3,125%), ao final do periodo de estocagem (30 dias).

Os trabalhos de Dias (2011), Aleixo (2013) e Oliveira et al. (2012)
confirmam a teoria de que o Oleo essencial tem agdo pré-oxidante, em vez de
antioxidante, quando adicionado em altas concentracbes (MUNTEANU,;
ZINGG; AZZI, 2004).

Resultados diferentes foram observados neste estudo, em que 0s
tratamentos contendo 6leo essencial e diferentes niveis de nitrito adicionados nas
mortadelas néo diferiram dos tratamentos controle contendo somente nitrito de
sodio, apresentando ser eficaz no periodo de estocagem de 20 dias,
possivelmente pela acdo antioxidante do nitrito de sodio residual (50,70 e 53,21
ppm) encontrado nos tratamentos 3 e 4, respectivamente.

Al-Shuibi e Al-Abdullah (2002) analisaram mortadelas com diferentes
combinagdes entre nitrito de sodio (40,80 e 120 ppm) e sorbato de sédio (0 e
2.600 ppm) e observaram menores valores para oxidagdo lipidica nas mortadelas

que continham de 40 a 80 ppm de nitrito.
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A acdo antioxidante do nitrito se deve, provavelmente, a mesma reacao
responsavel pelo desenvolvimento da cor. Os fons férricos (Fe*") da
metamioglobina sdo catalisadores ativos da oxidacdo lipidica. Na reacdo dos
pigmentos com o nitrito, o fon férrico é reduzido & forma ferrosa (Fe®"), que nio
funciona como catalisador (TOWNSEND; OLSON, 1984). Essa contribui¢cdo do
nitrito aumenta a estabilidade do produto durante a estocagem, reduz o sabor de

requentado (alimentos pré-cozidos) e aumenta a vida util (ARAUJO, 2006).

4.4.2 Analise de cor

A luminosidade (L*) caracteriza o grau de claridade da cor, variando do
preto para o branco, indo de 0 (escuro) a 100 (claro). O parametro a* representa
a variagdo 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. O
indice de amarelo (b*) representa tonalidades que vdo do azul (valores
negativos) ao amarelo (valores positivos). O indice de saturacdo (c*)
corresponde a intensidade ou a quantidade de uma tonalidade, indicando o nivel
de mistura com o branco, o preto ou o cinza (RAMOS; GOMIDE, 2007).

Ndo houve interagdo significativa (p>0,05) entre os tratamentos e 0s
tempos de armazenamento para os indices de luminosidade (L*), vermelho (a*),
amarelo (b*), tonalidade (h*) e instauracdo (c*). Porém, houve efeito isolado
significativo (p<0,05) para os dias de estocagem (Tabela 9).

O valor de L* apresentou aumento significativo no vigésimo dia de
estocagem das mortadelas contendo diferentes concentracfes de éleos essenciais
e nitrito, 0 que esta de acordo com o observado por Aleixo (2013), que analisou

mortadelas adicionadas de diferentes combinacGes de &leos, compostos
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majoritarios e concentragdo de nitrito, verificando um pequeno aumento

significativo (p<0,05) de L*, no trigésimo dia de armazenamento, a 4 °C.

Tabela 9 Valores médios da cor durante o armazenamento (4°C) de mortadelas
com diferentes concentragbes de nitrito e combinacGes de 6leos

essenciais
Dia L a* b* h* c*
0 54,65 a 12,11 a 13,46 a 47,94 a 18,17 a
10 54,64 a 10,20 b 15,35 b 56,31 b 18,49 a
20 59,60 b 8,84 b 11,43 a 51,84 a 14,48 b

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

Oliveira et al. (2012) também observaram um aumento significativo para
L* entre o primeiro e vigésimo dia de estocagem de mortadelas, a 25 °C,
formuladas com 1,56% de 0Oleo essencial de Satureja montana e 100 ppm de
nitrito e formuladas com 3,125% do 6leo essencial e 200 ppm de nitrito.

Dias (2011) observou aumento da luminosidade (L*) do primeiro ao
décimo dia, e este se manteve constante durante o vigésimo dia de
armazenamento de mortadelas adicionadas de 150 ppm de nitrito de sodio.
Porém, segundo o mesmo autor, foi observada uma reducdo do L* do primeiro
ao décimo dia de estocagem, mantendo-se sem diferenca significativa até o
ultimo dia de estocagem para mortadela adicionada de 75 ppm nitrito de sddio e
6leos essenciais de tomilho (1%), cravo-da-india (2%) e capim-limao (1%).

Para o indice de vermelho (a*) entre os dias de estocagem, houve uma
pequena reducdo, tendo o tempo zero apresentado uma diferencga significativa
(p<0,05) para os demais dias de armazenamento. Isto est4d de acordo com o
relatado por Aleixo (2013), segundo o qual que ndo houve interagéo significativa

(p>0,05) entre os tratamentos (niveis de nitrito e mistura de 6leos essenciais) e 0
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tempo de armazenamento para os indices de vermelho (a*) e de amarelo (b*),
em mortadelas estocadas, por trinta dias, a 4 °C.

Aleixo (2013) observou efeito significativo (p<0,05) isolado para os
tratamentos contendo 150 ppm de nitrito, tendo sido constatado um aumento nos
valores de a* e reducdo nos valores de b*. Resultados diferentes foram
encontrados nesta pesquisa, em que houve efeito somente do tempo e reducdo do
indice de vermelho (a*).

Oliveira et al. (2012) também observaram variacfes do indice de
vermelho (a*), em fungdo do tempo de estocagem, de acordo com as
concentracOes de 6leo essencial de S. montana L. (0%, 0,78%, 1,56% e 3,125%)
e as doses de nitrito (0,100, 200 ppm), utilizadas na elaboracdo do modelo
alimentar carneo emulsionado do tipo mortadela, que apresentou valores
superiores (p>0,05) para formula¢6es em que foi utilizado o nitrito (NaNO,), nas
concentracfes de 100 e 200 ppm, quando comparado a amostras elaboradas sem
nitrito, indicando maior participacao da tonalidade vermelha.

Segundo Dutra (2009), 75 ppm de nitrito de sodio foram suficientes para
a formacdo da cor caracteristica em amostras ndo irradiadas, ndo tendo sido
verificadas diferengas entre este tratamento e amostras formuladas com 150 ppm
de nitrito. Resultados semelhantes foram encontrados nesta pesquisa, em que
ndo foi observada diferenca entre os tratamentos contendo 150 e 75 ppm de
nitrito, e os tratamentos contendo 75 ppm de nitrito mais adicdo de Gleos
essenciais. Segundo Feiner (2006), para se obter uma coloracdo caracteristica,
intensa e instavel sdo necessarios de 30 a 50 ppm de nitrito.

O nitrito, além de funcionar como agente estabilizante da cor vermelha
ou rosea, confere o sabor, o aroma e a textura (melhoria das caracteristicas
sensoriais), que sdo propriedades apreciadas pelo consumidor (ROCA, 2005).
Porém, a queda do indice de vermelho neste estudo pode estar associada com a

oxidacdo do pigmento, o que é reforcado pelas mudancas em h* e C*,
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relacionadas com a reducdo do nitrito residual nos dias de armazenamento.
Segundo Oliveira et al. (2012), maiores valores no indice a* com a adicdo de
nitrito sdo esperados, uma vez que a sua adi¢cdo em produtos carneos fornece a
cor caracteristica do produto curado.

Os indices de amarelo (b*) ndo apresentaram diferenca no tempo O e no
vigésimo dia, porém, apresentaram ligeira reducdo no Gltimo dia de estocagem.
J& no décimo dia de armazenamento das mortadelas houve um aumento
significativo (p<0,05). Resultados semelhantes foram encontrados por Aleixo
(2013), que observou que a adigéo de nitrito reduziu ligeiramente os valores de
b* em mortadelas com diferentes niveis de nitrito e Oleos essenciais,
armazenadas, a 4 °C, por trinta dias.

Dias (2011) analisou mortadelas com diferentes concentragdes de nitrito
e 0Oleos essenciais e observou, durante o armazenamento, um aumento (p<0,05)
do indice de amarelo (b*) para o tratamento contendo 75ppm nitrito de sédio e
6leos essenciais de tomilho (1%), cravo-da-india (2%) e capim-liméo (1%), do
primeiro ao décimo dia, mantendo-se constante no vigésimo dia de estocagem.
Entretanto, o tratamento contendo 75ppm nitrito de sddio e 6leos essenciais de
orégano (2,5%), tomilho (0,3%) e cravo-da-india (0,6%) reduziu o valor de b*
do primeiro ao décimo dia de armazenamento, sem diferenca até o ultimo dia de
estocagem, ndo sendo observadas diferengas (p>0,05) nas demais amostras de
mortadelas. Estes resultados contrastam com os encontrados nesta pesquisa, em
que foi encontrada diferenca somente entre os dias de armazenamento, e nédo
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos.

Para o indice de tonalidade (h*), somente no décimo dia foi encontrada
diferenca estatistica com (p<0,05), ocorrendo um aumento do &ngulo de
tonalidade (h*), devido a um aumento na participacdo do indice de amarelo
neste tempo. Porém, no vigésimo dia de armazenamento, apesar da reducdo dos

valores de b* e a*, o h* ndo foi diferente (p>0,05) do tempo zero. O angulo de
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tonalidade (h*) é representado como a grandeza que caracteriza a qualidade da
cor (vermelho, verde, amarelo, azul etc.), permitindo diferencia-la (RAMOS;
GOMIDE, 2007).

Dias (2011) observou, durante os vinte dias de armazenamento, reducéo
do indice de vermelho (a*) e aumento do indice de amarelo (b*) em
praticamente todas as mortadelas contendo diferentes concentracfes de nitrito de
sodio e Oleos essenciais. Estas alteracGes foram evidenciadas pelo aumento do
angulo de tonalidade (h*) do produto, indicando uma maior participacdo da
tonalidade de amarelo na cor résea do produto, caracteristica considerada por
este autor indesejavel para as amostras testadas. Resultados semelhantes foram
observados neste estudo, no décimo dia de estocagem.

Oliveira et al. (2012) verificaram que concentracdes superiores a 1,56%
do o6leo essencial de Satureja montana L. adicionadas em mortadelas
provocaram efeitos negativos na cor do produto, com reducBes do indice de
vermelho (a*) e aumento da participacdo da tonalidade amarelo (aumento de b*
e h*). Este autor relatou que o uso de dleo essencial em concentragdes elevadas
promove alteracbes da coloracdo da mortadela, descaracterizando, assim, o
produto.

Segundo Dutra (2009), ndo houve diferenca nos valores de tonalidade
(h*) nas amostras de mortadelas adicionadas de diferentes concentracbes de
nitrito (75,150 ppm) e submetidas a diferentes doses de irradiacdo (0, 7,5 e 15
kGy). Apenas as amostras sem adi¢do de nitrito apresentaram maiores valores de
tonalidade, podendo-se afirmar que o aumento do angulo de tonalidade implicou
em amostras mais amareladas/amarronzadas.

O acréscimo dos pardmetros L* e b* e a reducdo do a* estdo
relacionados a uma descoloracdo do produto, que ndo é apreciada pelo
consumidor (AKSU; KAYA, 2005).
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Para o indice de saturacdo (c*) ocorreu uma redugdo significativa (p <
0,05) no vigésimo dia de armazenamento (Tabela 9).

Estes resultados estdo de acordo com os de Oliveira et al. (2012), que
observaram que, em mortadelas elaboradas com 3,125% de dleo essencial de
Satureja montana L., ocorreu efeito significativo de tempo de estocagem com

valores de C* inferiores ao final do armazenamento de 30 dias.
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5 CONCLUSAO

O o6leo essencial de canela foi 0 mais efetivo sobre C. botulinum do tipo
D, seguido de orégano, tomilho e cravo-botdo. Suas combinacdes apresentaram
efeito bactericida em todas as concentragdes testadas.

Os tratamentos adicionados nas mortadelas ndo foram eficientes para
inibir completamente o crescimento das células vegetativas de C. botulinum,
ocorrendo esporulagdo durante 0 armazenamento.

Os tratamentos utilizados ndo promoveram efeito negativo nas
caracteristicas tecnoldgicas e fisico-quimicas, sendo similar ao controle (Trat 1:

150 ppm de nitrito de sodio).
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