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RESUMO

OLIVEIRA, Thales Leandro Coutinho de. Atividade do éleo essencial de
segurelha (Satureja montana L.) sobre Clostridium perfringens em sistemas
de emulsdo carneas elaborados com diferentes niveis de nitrito. 2010. 152 p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras.*

Os produtos carneos sdo géneros alimenticios que aliam, além de
aspectos sensoriais apreciaveis, custo relativamente reduzido quando
comparados a cortes carneos tradicionais in natura. Os produtos carneos curados
apresentam em sua composi¢ao o nitrito, ingrediente chave do processo de cura,
responsavel pela formagdo de cor, sabor e aroma, além de desempenhar um
importante papel na sua conservac¢do. No entanto, estes aditivos possuem efeitos
adversos, pois, apresentam elevada toxicidade aos consumidores. Nos dias
atuais, pesquisas t€ém se intensificado na busca de substitutos naturais aos
aditivos sintéticos comumente empregados pela industria alimenticia: neste
contexto, surgem os Oleos essenciais, compostos naturais obtidos de plantas e
condimentos com atividades antimicrobianas e antioxidantes comprovados.
Nesta pesquisa objetivou-se de avaliar o efeito do 6leo essencial de segurelha
(Satureja montana L.) sobre Clostridium perfringens Tipo A ATCC 3624;
patégeno comumente associado a surtos de toxinfecgdo alimentar por consumo
de produtos carneos contaminados, inoculado em modelos alimentares carneos
emulsionados do tipo mortadela, elaborados com diferentes niveis de nitrito. Foi
avaliado, ainda, o efeito sobre a oxidagdo lipidica do produto. Nos testes in vitro,
o 6leo essencial demonstrou atividade sobre o microrganismo em concentra¢des
superiores a 1,56%, sendo esta determinada a Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM). No entanto, ao se aplicar esta concentragdo na matriz alimentar, uma
reducdo de apenas cerca de um ciclo logaritmico pode ser observada apds o
primeiro dia de estocagem. O efeito mais pronunciado foi observado em
amostras tratadas com o6leo essencial na concentragao de 3,125%. Foi observado,
também, um efeito significativo sobre a oxidacdo lipidica nos modelos
alimentares carneos elaborados com dleo essencial j& na menor concentracio
aplicada (0,78%) e sem adicdo de nitrito. A utilizagdo de 6leos essenciais em
concentragdes superiores a 1,56% pode promover impactos sensoriais negativos,
fato observado pela alteragdo da coloracdo caracteristica, podendo resultar em
rejeicdo por parte dos consumidores. A adigdo dos Oleos essenciais em
alimentos, quando utilizada em conjunto com outros métodos de conservagdo,
pode auxiliar no controle do crescimento de microrganismos patogénicos e
deterioradores e retardar reagdes deteriorativas como a oxidagdo de lipideos.

*Qrientadora: Roberta Hilsdorf Piccoli - UFLA
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Thales Leandro Coutinho de. Activity of winter savory (Satureja
montana L.) essential oil on Clostridium perfringens in meat emulsion
systems prepared with different levels of nitrite. 2010. 152 p. Dissertation
(Master’s in Food Science) — Federal University of Lavras, Lavras.*

Meat products are widely consumed foodstuffs; they combine, besides
appreciable sensory aspects, relatively low cost when compared to traditional in
natura meat cuts. The cured meat products present nitrite in their composition
akey ingredient in the cure process, responsible for formation of color, flavor
and aroma, and play an important role in the conservation of these foods.
However, these additives have adverse effects, since they have high toxicity to
consumers. Currently research has intensified the search for natural substitutes
for synthetic additives commonly employed by the food industry: in this context
essential oils appear, natural compounds obtained from plants and herbs with
proven antioxidant and antimicrobial activity. This research aimed to evaluate
the effect of winter savory (Satureja montana L.) essential oils on Clostridium
perfringens Type A ATCC 3624, a pathogen commonly associated with food
poisoning outbreaks through consumption of contaminated meat products,
inoculated in meat emulsion food models of the mortadella type, prepared with
different levels of nitrite; the effect on lipid oxidation in the product was also
evaluated. In vitro tests showed the essential oil activity on microorganism at
concentrations above 1,56%, which is the determined minimum inhibitory
concentration (MIC); but when applying this concentration in meat food model,
a reduction of only one log cycle can be observed after the first day of storage.
The most pronounced effect was observed in samples treated with essential oil at
concentration of 3,125%. A significant effect was also observed on lipid
oxidation in meat food models prepared with essential oil at the lowest
concentration applied (0,78%) and without nitrite addition. The use of essential
oils at concentrations higher than 1,56% can promote negative impacts, which
was observed by the color change feature and may result in rejection by
consumers. The addition of essential oils in food when used in conjunction with
other conservation methods can help control microorganism growth, and slow
degradation reactions such as lipid oxidation.

*Advisor: Roberta Hilsdorf Piccoli - UFLA
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1 INTRODUCAO

O mercado de embutidos tem apresentado significativa expansdo ¢ alta
competitividade na ultima década, uma vez que o consumo destes produtos
tornou-se parte do habito alimentar de uma parcela consideravel de
consumidores. Os produtos carneos sdo géneros alimenticios amplamente
consumidos, pois, aliam aspectos sensoriais aprecidveis e custo reduzido,
quando comparados aos cortes carneos tradicionais in natura. A mortadela ¢ um
produto carneo emulsionado embutido que propiciou o acesso de classes sociais
menos favorecidas a proteinas de origem animal, tornando possivel a ingestdo
proteica minima recomendada. De acordo com a Revista Nacional da Carne do
ano de 2004, citada por Santos (2007), em 2003 o mercado de mortadelas no
Brasil registrou vendas de 120 mil toneladas resultando em um faturamento de
500 milhdes.

Os produtos carneos curados apresentam em sua composi¢ao um aditivo
peculiar, o nitrito (NO;), tanto de potassio quanto de sdédio; ¢ o agente ativo do
processo de cura responsavel pela formacdo da cor, sabor e aroma
caracteristicos, além de possuir propriedades antioxidantes e bacteriostaticas,
atuando diretamente na vida de prateleira prolongada destes produtos. No
entanto, a adi¢do de nitrito em alimentos € problematica. Este aditivo pode, por
meio de reagcdes com aminas em produtos carneos curados, resultar na formagao
de compostos N-nitrosos, em especial as nitrosaminas, espécies que apresentam
efeitos toxicos, mutagénicos e carcinogénicos comprovados.

Clostridium perfringens ¢ um bastonete Gram-positivo anaerdbico,
capaz de formar esporos quando em condi¢des desfavoraveis para o crescimento
de suas células vegetativas. Seu habitat primario € o trato intestinal de

individuos saudaveis, e animais de sangue quente, podendo ser encontrado em



diversos ambientes como solo, agua, ar e vegetacdo. Considerando essas fontes,
por meio de seus esporos ou mesmo células viaveis, podem atingir uma ampla
faixa de alimentos crus e processados, em especial carnes ¢ produtos carneos. A
maioria dos casos de distarbios causados por C. perfringens estd associada a
alimentos pré-elaborados que sofrem abusos de temperatura posprocesso
(refrigeracdo lenta), no qual o tratamento térmico elimina a microbiota
competidora e favorece a germinagdo de esporos. No entanto, segundo
Brynestad & Granum (2002), células vegetativas podem causar problemas em
alimentos ndo submetidos a tratamentos térmicos; a sanificagdo apropriada de
superficies criticas de unidades de alimentagdo e industrias alimenticias ¢ a
maneira mais eficiente de controlar o problema de toxinfec¢des alimentares
causadas por este microrganismo.

A doenga alimentar é causada por uma enterotoxina (CPE Clostridium
perfringens enterotoxin), associada com a esporulagdo in Vivo no intestino apds a
ingestdo de grande quantidade de células do microrganismo.

Os oleos essenciais sdo fracdes, liquidas, volateis e odoriferas obtidas,
que se baseiam no metabolismo secundario de espécimes vegetais; apresentam
propriedades biologicas comprovadas, como atividade antioxidante e
antimicrobiana (Bakkali et al., 2008).

Nos dias atuais, observa-se o crescimento do interesse por parte dos
consumidores em alimentos ditos “naturais”, livres de aditivos sintéticos em sua
composicao, estando dispostos, inclusive, a pagar mais por estes produtos. Neste
contexto, os Oleos essenciais surgem como alternativa factivel, ndo s6 na
substituicdo, mas também em uso conjunto reduzindo os niveis de aditivos
sintéticos empregados na elaboragdo de alimentos.

Diante do exposto, nesta pesquisa objetivou-se avaliar o efeito do dleo
essencial de segurelha (Satureja montana L.) sobre Clostridium perfringens

Tipo A ATCC 3624, inoculado em modelo alimentar carneo emulsionado do



tipo mortadela, bem como sua atividade sobre a oxidagéo lipidica do produto.
Foi avaliada, também, a variacdo dos niveis de nitrito na elaboragdo, para
verificar a viabilidade da redu¢do deste aditivo ¢ o uso combinado ao 6leo

essencial.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas aromaticas e condimentares

Plantas aromaticas sdo aquelas que podem gerar, por algum processo
fisico-quimico, um produto aromatico o qual possui um odor ou sabor
determinado, sem avaliar sua qualidade comercial ou estética (Bandoni &
Czepak, 2008). Os condimentos sdo definidos como produtos aromaticos de
origem vegetal utilizados com a finalidade principal de temperar alimentos
(Food and Drug Administration - FDA, citado por Dziezak, 1989).

Toda a historia e, ainda, a pré-historia do homem discorre em intima
relagdo com as plantas aromaticas e seus componentes oleosos. Foram
encontrados restos de um equipamento parecido com os destiladores de
esséncias atuais, na cultura mesopotdmica de 5000 anos. Escritos de imperadores
chineses, datados de mais de 3000 anos, antes da Era Crista, listavam centenas
de substancias medicinais, obtidas de plantas, descrevendo inimeras receitas de
compostos fitoterapicos e suas indicagdes. Nessa mesma época, ja se faziam
trocas de ervas medicinais e condimentares entre diferentes povos cujos
babilonios forneciam produtos locais em troca do ginseng da China. Uma
gravacdo egipcia, estimada do ano de 2300 a.C, mostra o emprego do tomilho na
elaboragdo de cerveja. Restos pré-historicos de vasilhames, contendo resinas e
balsamos vegetais, indicam um significado medicinal ou, talvez, cosmético
destes produtos (Bandoni & Czepak, 2008; Upnmoor, 2003).

Embora as técnicas de destilacdo fossem melhoradas, sobretudo, no
século IX d.C com os Arabes, a producio e aplicagio destes componentes
naturais permaneceram, praticamente, inalteradas durante séculos. O
desenvolvimento sistematico comegou no século XIII, quando as farmadcias

comecaram a preparar os chamados Oleos e extratos remédio e, mais tarde,



gravou as propriedades e efeitos fisiologicos destes Oleos nas farmacopeias.
Muitos 6leos essenciais, usados por fabricantes de perfumes e de aromas, foram,
originalmente, preparados por destilagdo nas farmacopeias, nos séculos XVI e
XVIIL. Uma outra etapa importante na histéria de fragrancias naturais e aromas
ocorreu na primeira metade do século XIX, quando a produgdo de oOleos
essenciais passou a ser industrializada, em virtude do aumento da demanda
destes 6leos como perfumes e ingredientes flavorizantes. Por volta de 1850,
compostos organicos isolados foram, também, usados com os mesmos
propositos. Esta revolugdo resultou do isolamento do cinamaldeido do 6leo de
canela por DUMAS & PELIGOT em 1834, e o benzaldeido oriundo do 6leo de
améndoa amarga por LIEBIG & WOHLER em 1837. O primeiro aroma
sintético foi introduzido entre 1845 e 1850 (Surburg & Panten, 2006).

A Revolugdo Industrial ¢ o desenvolvimento da Quimica Organica
resultaram na preferéncia por produtos sintéticos, fato que pode ser explicado
pela maior facilidade de obtencdo de componentes ativos purificados, pela
possibilidade de modifica¢des estruturais para producdo de drogas mais ativas e
seguras. No entanto, nos dias atuais tem crescido o interesse em terapias
alternativas e o uso de produtos naturais, principalmente, aqueles derivados de
plantas aromaticas ¢ condimentares. Este fato esta atrelado, principalmente, as
terapias convencionais ineficientes, abusivas e, ainda, ao uso incorreto de drogas
sintéticas resultando em efeitos colaterais e outros problemas (Rates, 2001).

Existem inumerdveis espécies vegetais com propriedades aromaticas
desde plantas superiores até algas ou liquens. Algumas familias botanicas sdo,
tradicionalmente, fontes de produtos aromaticos como as Pinaceas, Verbenaceas,
Mirtaceas, Lamidceas, Rutdceas, Lauraceas, Piperaceas, Apidceas, e Asteraceas
(Bandoni & Czepack, 2008).

As plantas aromaticas e condimentares, a cada dia, apresentam um maior

emprego, sendo utilizadas na alimentagdo, na industria farmacéutica, na



agroquimica, entre outros. Na alimentagdo, as ervas condimentares e aromaticas
atuam realgando o sabor dos alimentos e ativando a agdo das glandulas salivares
que iniciam o processo digestivo. Além disso, cada tipo de planta tem em sua
composi¢do substancias diferentes, de forma que agem no organismo mesmo
quando a planta é usada apenas como tempero (Cardoso et al., 2005).

Os condimentos, também, possuem propriedades antimicrobianas,
antioxidantes e medicinais. Pode-se dizer que existem, aproximadamente, 70
tipos de condimentos, cultivados e utilizados em todo mundo. Apesar de serem
cultivados em diversos paises tropicais, sua producdo em escala comercial
restringe-se a poucas regides do Sul e Sudeste da Asia, sendo a India o maior
exportador (Shelef, 1984). Segundo Phuthi (1980), paises como os Estados
Unidos da América, Singapura e Australia destacam-se como maiores
importadores.

O uso potencial de plantas, entretanto, como fonte de novas drogas,
ainda, ¢ explorado de forma superficial. Das estimadas, 250-500 mil espécies de
plantas, somente um pequeno percentual tem sido investigado fito quimicamente
e, ainda, uma porcentagem menor foi devidamente estudada em termos de suas
propriedades farmacologicas. Na maioria dos casos, apenas a selegdo
farmacoloégica ou estudos preliminares foram realizados. Estima-se que 5.000

espécies tenham sido estudadas para uso médico (Payne et al., 1991).

2.2 Metabolismo vegetal secundario

Todos os organismos precisam transformar e inter converter um vasto
numero de componentes organicos, para que seja possivel viver, crescer e
reproduzir. E preciso produzir energia sobre a forma de ATP e uma fonte de
constru¢do de blocos para produgdo de seus proprios tecidos. Uma rede

integrada, mediada por enzimas e reagdes quimicas, cuidadosamente reguladas,



¢ usada para este proposito, sendo denominado metabolismo intermediario. As
vias envolvidas sdo chamadas vias metabdlicas (Dewick, 2009).

O metabolismo primério diz respeito ao conjunto das reagdes quimicas,
relacionadas com a transformagdo de macromoléculas (carboidratos, lipideos,
proteinas e acidos nucleicos) em unidades constitutivas da célula, sendo,
portanto, essenciais a vida e comuns a todos os seres vivos. Vegetais,
microrganismos e, em menor escala animais, entretanto, apresentam todo um
arsenal metabodlico (enzimas, coenzimas e organelas) capaz de produzir,
transformar e acumular inumeras outras substincias ndo necessariamente
relacionadas de forma direta a manutencdo da vida do organismo produtor.
Nesse grupo encontram-se substincias cuja produgdo e acumulagdo estdo
restritas a um nimero limitado de organismos, com bioquimica e metabolismo
especificos e unicos, caracterizando-se como elementos de diferencia¢do e
especializa¢do. A todo este conjunto metabolico é definido como metabolismo
secundario, cujos produtos, embora ndo necessariamente essenciais para o
organismo produtor, garantem vantagens para sua sobrevivéncia e para
perpetuacdo de sua espécie, em seu ecossistema (Santos, 2007). Os vegetais, em
relagdo ao metabolismo secundario, possuem elevada capacidade biossintética,
tanto em relagdo ao nimero de substincias produzidas quanto a sua diversidade
numa mesma espécie (Poser & Mentz, 2007).

Os metabolitos secundarios sdo originados de intermediarios do
metabolismo primario da glicose (Figura 1): o acetato (Acetil- CoA), acido
chiquimico, acido mevalonico e metileritrol fosfato. O acetil-CoA ¢ formado,
por meio de descarboxilagdo oxidativa da via glicolitica, produzindo acido
pirGvico, que da origem a metabolitos secundarios como os fendis e
prostaglandinas. O 4acido chiquimico ¢ produzido pela combinagdo do
fosfoenolpiruvato, um intermediario da via glicolitica, e eritrose-4-fosfato,

oriunda da via pentose-fosfato. A via do chiquimato leva a formacdo de



aminoacidos aromadticos (fenilanina, tirosina e triptofano), precursores de
metabolitos secundarios aromaticos como fendis variados, acidos cindmicos e
alcaldides. O acido mevalénico ¢ originado da condensacdo de trés moléculas
de acetil-CoA; o metileritrol fosfato surge da combina¢do do acido pirtivico e
gliceraldeido 3-fosfato e sua via biossintética, juntamente com a via do
mevalonato, sdo responsaveis pela formagdo de estreroides e metabolitos

terpénicos (Dewick, 2009).
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FIGURA 1 Principais vias biossintéticas dos metabolitos vegetais secundarios.
FONTE: Adaptado Dewick (2009).



O conjunto de compostos secundarios nas plantas é resultado do balango
entre a formacdo e eliminagdo desses compostos, durante o crescimento da
planta, sendo esse equilibrio influenciado por fatores genéticos (que sdo fixos) e
ambientais como luz, temperatura, tipo de solo e dgua, os quais sdo variaveis.
Compostos secundarios sdo constituidos de substancias que agem na
preservacgdo da integridade das plantas e podem ser separados, de acordo com as
estruturas quimicas em varios grupos, dentre eles os 6leos essenciais (Cardoso et
al., 2000).

Durante muito tempo, os metabolitos secundarios foram considerados
como produtos de excrecdo do vegetal, com estruturas quimicas e, algumas
vezes, propriedades biologicas interessantes. Atualmente, entretanto, verifica-se
que muitas destas substancias estdo diretamente envolvidas nos mecanismos que
permitem adequacdo do produtor ao seu meio. De fato, ja foram reconhecidas
como fungdes de varias substancias pertencentes a essa classe de metabolitos,
por exemplo, a defesa contra herbivoros e microrganismos, a prote¢do contra
raios UV, a atrag@o de polinizadores ou de animais dispersores de sementes, bem
como sua participacdo em alelopatias (Santos, 2007).

Variagdes temporais e espaciais no conteudo total, bem como as
propor¢des relativas de metabolitos secundarios em plantas ocorrem em
diferentes niveis (sazonais e diarias; intraplanta, inter e intraespecifica) e, apesar
da existéncia de um controle genético, a expressdo pode sofrer modifica¢des
resultantes da interacdo de processos bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e
evolutivos (Lindroth et al., 1987; Hartmann, 1996). Os metabdlitos secundarios
representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante,
portanto, sua sintese ¢é, frequentemente, afetada por condigdes ambientais
(Kutchan, 2001).

Os metabolitos secunddrios apresentam varias atividades biologicas.

Muitos sdo de importancia comercial tanto na area farmacéutica quanto nas



areas alimentar, agronomica e de perfumaria, entre outras. Entre os metabolitos
secundarios, os principais grupos de compostos encontrados com atividade
biologica sdo os alcaloides, flavonoides, cumarinas, taninos, quinonas e 6leos

essenciais (Pereira et al., 2008).

2.3 Oleos essenciais

Oleos essenciais (OE’s) sdo definidos como uma parte do metabolismo
(combinagdo de metabolitos) de um vegetal, composto, geralmente, por terpenos
que estdo associados ou ndo a outros componentes, cuja maioria, volateis,
geram, em conjunto, o odor do dito vegetal (Bandoni & Czepak, 2008). Os OE’s
s3o liquidos oleosos aromaticos, obtidos de material vegetal como flores, brotos,
sementes, folhas, galhos, cascas, ervas, madeira, frutos e raizes. Podem ser
adquiridos por expressdo, fermentagdo, enfloracdo ou extragdo, entretanto, o
método de destilagdo, por arraste a vapor, € o mais comumente utilizado para a
producdo comercial. Os o6leos essenciais dos condimentos sdo misturas
complexas de diferentes compostos, que contribuem para as propriedades
antimicrobianas bem como dando ao alimento caracteristicas de sabor e aroma
especiais (Parry, 1962; Aridogam et al., 2002).

Podem ser, também, chamados de o6leos volateis, Oleos etéreos ou
esséncias, por serem de aparéncia oleosa a temperatura ambiente. Entretanto, sua
principal caracteristica € a volatilidade, diferindo, assim, dos dleos fixos, mistura
de substancias lipidicas, obtidos em geral de sementes. Outra caracteristica
importante é o aroma agradavel e intenso da maioria dos 6leos essenciais, os
quais s3o soluveis em solventes organicos apolares, apresentam solubilidade
limitada em d4gua, mas suficiente para aromatizar solugdes aquosas,
denominadas hidrolatos (Simdes et al., 2007).

Os Oleos essenciais sdo misturas naturais complexas que podem conter

de 20 a 60 componentes em concentragdes variaveis. Sdo caracterizados por dois
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ou trés compostos majoritarios, presentes em concentragdes relativamente
elevadas (20-70%), existindo outros componentes presentes em concentragdes
vestigiais (tracos) (Bakkali et al., 2008). Seus constituintes variam desde
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas,
fenois, ésteres, éteres, oxidos, perdxidos, furanos, acidos orgénicos, lactonas e
cumarinas, até compostos com enxofre (Simdes at al., 2007).

Aproximadamente 3000 6leos essenciais sao conhecidos, dos quais 300
sdo comercial e especificamente importantes, para as indistrias farmacéuticas,
agrondmicas, alimenticias, sanitarias, cosméticas e de perfumaria. Oleos
essenciais e alguns de seus componentes sdo utlizados em perfumes, produtos de
beleza, produtos sanitarios, em odontologia, na agricultura, como conservantes ¢
aditivos alimentares e como drogas naturais (Silva et al., 2003; Hajhashemi et
al., 2003; Perry et al., 2003).

Os OE’s sao comumente obtidos por hidrodestilagdo ou arraste a vapor,
processos desenvolvidos, primeiramente, na idade média pelos arabes.
Conhecidos por suas propriedades antisépticas, bactericidas, virucidas,
fungicidas, medicinais e sua fragrancia, sdo usados em conservantes de
alimentos como  agentes antimicrobianos, analgésicos,  sedativos,
antiinflamatorios, espasmos liticos e drogas anestésicas locais. Na natureza os
6leos essenciais desempenham um importante papel na protecdo de organismos
vegetais como agentes antibacterianos, antivirais, antifungicos, inseticidas e,
também, contra herbivoros por meio da reducdo da palatabilidade. Eles, ainda,
atuam repelindo insetos indesejaveis e atraindo desejaveis, favorecendo a
dispersdo de pdlen e sementes e, consequentemente, a perpetuacdo da espécie
(Bakkali et al., 2008). Biologicamente os 6leos essenciais, por serem volateis,
atuam como sinais de comunicagdo quimica com o reino vegetal ¢ armas de

defesa contra o reino animal (Saito & Scramin, 2000).
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Os 6leos essenciais, normalmente, sdo formados em células especiais, ou
grupo de células, encontrados em diversas folhas e caules. S3o comumente
concentrados em regides particulares do vegetal e, quando ocorrem em varios
orgdos na mesma planta, frequentemente, apresentam perfis de composi¢ao
diferenciados (Oussalah et al., 2007). Organismos vegetais, produtores de 6leos
essenciais, estocam-nos em estruturas especializadas, tais como pelos secretores,
células secretoras da epiderme, bolsas especiais feitas de varias células
secretoras que circundam um espago cheio de 6leo e canais oleiferos (tubos
revestidos de células secretoras) (Bowles, 2003).

A composi¢do do oleo essencial de uma planta é determinada,
geneticamente e, em geral, é especifica para um determinado oOrgdo e
caracteristica para seu estagio de desenvolvimento. As condigdes ambientais,
porém, sdo capazes de causar variagdes significativas, como a influéncia do
ciclo vegetativo, em que a concentracdo de cada um dos constituintes do dleo
pode variar durante o desenvolvimento do vegetal. O ambiente no qual o vegetal
se desenvolve e os tipos de cultivo, também, influenciam sobre a composi¢do
quimica dos Oleos essenciais (Willians & Stockley, 1998). A temperatura, a
umidade relativa, a duragdo total de exposi¢do ao sol e o regime de ventos
exercem uma influéncia direta, sobretudo, sobre as espécies que possuem
estruturas histologicas de estocagem de o6leo essencial na superficie (Salgado,
2005). As plantas ricas em 6leos essenciais devem ser coletadas pela manha ou a
noite, pois, o periodo de exposi¢do ao sol pode provocar uma perda quantitativa
importante do 6leo existente no vegetal. O grau de hidrata¢do do terreno e os
teores de macronutrientes (N, P, K), também, podem influenciar a composi¢do
dos oleos volateis. Entretanto, ndo se pode estabelecer um unico padrio, pois,

cada espécie reage de forma diferenciada (Castro et al., 2006).

12



2.3.1 Biogénese dos o6leos essenciais
Quimicamente, a grande maioria dos 6leos volateis ¢ constituida de
derivados do acido chiquimico e do mevalonato, precursores de fenilpropanoides

ou de terpenoides, sendo os ultimos preponderantes (Simdes et al., 2007).

2.3.1.1 Biossintese de terpenos

Terpenoides constituem uma grande variedade de substincias vegetais,
sendo esse termo empregado para designar todas as substancias cuja origem
biossintética deriva de unidades do isopreno (2-metil-1,3-butadieno). Os
terpenoides sdo sintetizados pela via biossintética do mevalonato (Figura 2). O
acido mevaldnico ¢ formado pela condensagdo de uma molécula de acetoacetil-
CoA com o Acetil-CoA, seguida de uma hidrédlise que leva a formagdo do 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA); posteriormente este composto ¢é
reduzido (HMG-CoA redutase) a mevalonato. As moléculas de mevalonato sdo
rearranjadas, por uma série de transformagdes enzimaticas, a formas de
composto conhecidas como isopentenil-pirofosfato (IPP) e seu isomero
dimetilalil-pirofosfato (DMAPP). O IPP consiste em uma molécula ramificada
de 5 atomos de carbono (conhecida como unidade de isopreno) ligada a dois
grupos fosfato. As unidades de isopreno s@o o ponto de partida para a sintese dos
compostos terpénicos, principais moléculas encontradas nos oleos essenciais

(Simdes et al., 2007; Bowles, 2003).
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FIGURA 2 Sintese de terpendides pela via biossintética do mevalonato.
FONTE: Simdes et al. (2007).

As unidades de isopreno sdo, facilmente, ligadas formando esqueletos de
carbono longos e ramificados, com numero varidvel de unidades
pentacarbonatadas (Figura 3). Os compostos terpénicos, comumente encontrados
em Oleos essenciais, sdo os monoterpenos (Cyg), € os sesquiterpenos (Cis)

constituidos de duas e trés unidades de isopreno respectivamente, embora

14



hemiterpenos (Cs), diterpenos (Cy), triterpenos (C;) e tetraterpenos (Csp)
possam existir. Os monoterpenos sdo as moléculas mais representativas,
constituindo cerca de 90% dos oleos essenciais e permitindo uma grande

variabilidade de estruturas (Bakkali et al., 2008; Bowles, 2003).

Unidade de isopreno (Cs) 2\/

Monoterpeno (Cyg)

o-mirceno

Sesquiterpeno (C;s)

E-B-farneseno

FIGURA 3 Estrutura quimica dos principais terpenos. Linhas tracejadas
representam ligagdes entre unidades de isopreno.
FONTE: Bowles (2003).

Existem estudos em que sdo mostrados que a formacao do IPP, também,

pode ocorrer no cloroplasto (plastidios) pela via 1-deoxi-D-xilulose conhecida
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como via DXPS. Essa via tem inicio com a condensa¢do de uma molécula de
acido piravico, com uma de gliceraldeido 3-P, formando a deoxixilulose 5-P
que, apds sucessivas reagdes, originam o IPP ¢ o DMAPP levando a formagao

de terpenos variados (Dewick, 2002).

2.3.1.2 Biossintese de fenilpropanoides

Os fenilpropanoides se formam com base no acido chiquimico, que dao
origem aos aminoacidos fenilalanina e tirosina os quais, por acdo enzimatica da
fenilalanina amonialiase (PAL) (perda de uma molécula de amdnia), originam as
unidades basicas dos 4cidos cindmico e p-cumarico, respectivamente (Figura 4)

(Simdes et al., 2007).
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FIGURA 4 Rota de biossintese de fenilpropanoides.
FONTE: Simdes et al. (2007).
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Os acidos cindmicos e p-cumarico, por meio de reagdes de reducdo
enzimatica, oxidagdes com degradagdo de cadeias laterais e ciclizagdes
intermoleculares, levam a formagdo de fenilpropanoides. Estes sdo compostos
aromaticos que apresentam, geralmente, um grupo funcional éter-metilico ligado
ao anel aromatico (Figura 5). Os compostos fendlicos também sdo formados pela

via metabolica do 4cido chiquimico (Bowles, 2003; Simdes et al., 2007).

(a)

FIGURA 5 Estruturas quimicas do timol (a) um fenol e anetol (b) um
fenilpropanoide.

2.3.2 Métodos de extracio de 6leos essenciais

O método de extracdo de dleos essenciais empregado varia conforme a
localizacdo do 6leo volatil na planta e com a proposta de utilizagdo do mesmo;
as técnicas de extragdo estdo sendo cada vez mais aperfeigoadas e viabilizam a
producdo com uma determinada composi¢do e pureza desejada. Os métodos

mais comuns estdo sumarizados a seguir:
2.3.2.1 Enfloracao (Enfleurage)

Esse método ja foi muito utilizado, mas atualmente é empregado apenas

por algumas industrias de perfumes, no caso de algumas plantas com baixo teor
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de 6leo de alto valor comercial. E empregado para extrair 6leo volatil de pétalas
de flores (laranjeiras, rosas); que sdo depositadas, a temperatura ambiente, sobre
uma camada de gordura, durante um certo periodo de tempo. Em seguida, estas
pétalas esgotadas sdo substituidas por novas até a saturagdo total, quando a
gordura ¢ tratada com alcool. Para se obter o 6leo volatil, o alcool é destilado a
baixa temperatura e o produto assim obtido possui alto valor comercial (Simdes

et al., 2007).

2.3.2.2 Arraste por vapor d’agua

A extracdo por arraste com vapor de agua pode ser considerada a mais
simples e segura e, inclusive, a mais antiga, pois ¢ mencionada em textos tdo
antigos como a Biblia. A destilacdo por arraste com vapor, empregada para a
extragdo da maioria dos oOleos essenciais é uma destilagdo de dois liquidos
imisciveis e consiste, em resumo, em uma vaporizagao a temperaturas inferiores
as de ebuli¢do de cada um dos componentes volateis, por efeito de uma corrente
direta de vapor d’agua, a qual exerce a dupla fungdo de aquecer a mistura até sua
temperatura de ebulicdo e diminuir a temperatura de ebuli¢do por adicionar
pressdo de vapor, que se injeta nos componentes volateis dos 6leos essenciais.
Os vapores que saem do “pescoco de ganso” se esfriam em um condensador de
onde regressam a fase liquida, os produtos imisciveis, dgua e 6leo essencial e
finalmente se separam em um decantador florentino (Bandoni & Czepak, 2008).

Os 6leos volateis possuem tensdo de vapor mais elevada que a da agua,
sendo, por isso, arrastados pelo vapor d’4gua. Em pequena escala, emprega-se o
aparelho de Clevenger. O 6leo volatil obtido, apos separar-se da agua, deve ser
seco com Na,SO, anidro. Esse procedimento, embora classico, pode levar a
formagdo de artefatos em fun¢do da alta temperatura empregada.

Preferencialmente, esse método ¢ utilizado para extrair 6leos de plantas frescas.

18



A Farmacopéia Brasileira IV preconiza o uso de um aparelho tipo Clevenger,

com modifica¢des (Simdes et al., 2007).

2.3.2.3 Extracdo com solventes organicos

Os oleos volateis sdo extraidos, preferencialmente, com solventes
apolares (éter etilico, éter de petrdleo ou diclorometano), entretanto, estes
extraem outros compostos lipofilicos, além dos o6leos volateis. Por isso, os
produtos assim obtidos raramente possuem valor comercial (Simdes et al.,

2007).

2.3.2.4 Prensagem (ou expressio)

Esse método ¢ empregado para a extragdo dos 6leos volateis de frutos
citricos. Os pericarpos desses frutos sdo prensados e a camada que contém o
oleo volatil ¢, entdo, separada. Posteriormente, o 6leo é separado da emulsdo
formada com a 4gua através de decantacdo, centrifugacdo ou destilacdo
fracionada (Simdes et al., 2007). De acordo com Baldoni & Czepak (2008), sua
aplicagdo ¢ conhecida desde o ano de 1776. Rodano classificou em vérias etapas
os fendmenos que ocorrem durante a extragao do 6leo, conforme segue adiante:

a) Dilaceragdo da epiderme e dos tricomas que contém a esséncia.

b) Criacdo na casca de areas com pressdo maior que a circundante, através das

quais o oleo essencial flui para o exterior.

c) Abrasdo da casca, com a formagdo de pequenas particulas da raspagem. A
extragdo do 6leo essencial ¢ realizada sobre a fruta inteira ou sobre a casca, e em

ambos os processos podem ser realizados por um processo manual ou mecanico.

Todos os métodos anteriormente mencionados se baseiam na ruptura das
glandulas secretoras de 6leo e no recolhimento imediato da esséncia para evitar

que seja absorvida pelo cortex esponjoso que resulta depois deste tipo de
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processamento. Por essa razdo todas as maquinas que processam 0s Citros
contam com um sistema de aspersdo de agua que molha constantemente a

superficie do fruto.

2.3.2.5 Extracao por CO, supercritico

Esse método permite recuperar os aromas naturais de varios tipos e nao
somente Oleo volatil, de modo bastante eficiente e, atualmente, ¢ o método de
escolha para extracdo industrial de 6leos volateis. Nenhum trago de solvente
permanece no produto obtido, tornando-o mais puro do que aqueles obtidos por
outros métodos. Para tal extracdo, o CO, ¢ inicialmente liquefeito através de
compressdo e, em seguida, aquecido a uma temperatura superior a 31°C. Nessa
temperatura, o CO, atinge um quarto do estado, no qual sua viscosidade ¢
analoga a de um gas, mas sua capacidade de dissolugdo ¢ elevada como a de um
liquido. Uma vez efetuada a extragdo, faz-se o CO, retornar ao estado gasoso,

resultando na sua total eliminag@o (Simdes et al., 2007).

2.3.3 Oleos essenciais em alimentos

Ervas e especiarias, bem como os 06leos essenciais e alguns de seus
componentes sdo, originalmente, adicionados a alimentos com a finalidade de
alterar ou potencializar seu sabor e aroma. No entanto, por causa de suas
propriedades biologicas, podem estender a vida de prateleira de alimentos crus e
processados, por meio da redugdo da taxa de crescimento microbiano, bem como
sua viabilidade celular.

Um namero de componentes de 6leos essenciais tem sido registrado pela
Comissao Europeia para utilizagdo como aromatizante em géneros alimenticios.
Os compostos registrados sdo caracterizados por ndo apresentarem qualquer

risco a saude do consumidor e incluem entre outros carvacrol, carvona,
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cinamaldeido, citrato, p-cimeno, eugenol, limoneno, mentol e timol
(Commission Decision of 23 January, 2009).

A conservagdo de alimentos tornou-se um problema complexo. Novos
produtos s3o, constantemente, introduzidos no mercado, exigem uma vida util
mais longa e uma maior garantia de liberdade contra patdégenos de origem
alimentar (Wilson & Droby, 2000). O uso excessivo de conservantes quimicos,
questionado em virtude de seu potencial carcinogénico, atributos teratogé€nicos e
toxicidade residual, tem levado a um aumento da pressdo sobre os fabricantes de
alimentos para substituicio destes agentes por técnicas alternativas de
preservagdo classificadas como “naturais”. Consequentemente ha um interesse
consideravel na pesquisa da possibilidade do uso de produtos naturais tais como
0leos essenciais, extratos de plantas comestiveis ¢ medicinais ervas e especiarias
(Friedman et al., 2002; Aligiannis et al., 2001).

Poucos conservantes, contendo 6leos essenciais, estdo comercialmente
disponiveis. “DMC Base Natural” é um conservante, produzido pela DOMCA
S.A., (Alhendin, Granada, Spain), ¢ composto por 50% de dleos essenciais de
alecrim, salvia e citrus ¢ 50% de glicerol (Mendoza-Yepes et al., 1997).
“Protecta One” e “Protecta Two” sdo misturas de extratos de ervas, produzidos
por Bavaria Corp. Apopka, FL, USA e sdo classificados como GRAS (seguros
para consumo) nos Estados Unidos. Embora o conteudo preciso ndo seja
divulgado pelo fabricante, provavelmente, contém um ou mais 6leos essenciais
dispersos em solugdes de citrato de sodio e cloreto de sodio, respectivamente
(Cutter, 2000).

A tecnologia de “obstaculos ou barreiras” que envolve técnicas de
preservagao multiplas simultineas ¢ realizada, com sucesso, no controle de
patdgenos e na manutencdo da qualidade dos alimentos durante o
armazenamento (Leistner, 2000). Diversos sinergismos potenciais, entre

componentes de 6leos essenciais e conservantes ou métodos de conservagdo de
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alimentos tém sido sugeridos: baixo pH, baixa atividade de agua, agentes
quelantes, tensdes de oxigénio reduzidas, tratamentos térmicos moderados e
elevagdo de pressdo. Tassou et al. (1995) observaram o sinergismo entre NaCl e
0 Oleo essencial de hortelda sobre Salmonella Enteritidis e Listeria.
monocytogenes. A agdo sinergistica entre o 6leo essencial de orégano e nitrito de
sodio e seus efeitos sobre o crescimento e produgdo de toxinas de Clostridium
botulinum foram observados por Ismaiel & Pierson (1990). Timol ¢ Carvacrol
apresentaram efeito sinérgico, quando associados a elevadas pressdes
hidrostaticas (HHP) na redugo das contagens de L. monocytogenes (Karatzas et
al.,, 2001). As atividades antibacterianas dos oOleos essenciais de tomilho e
orégano, sobre S. typhimurium e Staphylococcus aureus, foram mais
pronunciadas em baixos niveis de oxigénio (Paster et al., 1990). Skandamis &
Nichas (2001) observaram que o oOleo essencial de orégano retardou o
crescimento microbiano e suprimiu as contagens de microrganismos
deterioradores em carne picada, estocada em embalagem com atmosfera
modificada (MAP, 40% CO,, 30% N, e 30% de O,). Quando em contraste, a
inibi¢@o nao foi pronunciada em amostras estocadas em atmosfera comum.

Para aplicagdo de dleos essenciais em alimentos, o impacto sensorial
deve ser considerado. Se elevadas concentragdes, sdo necessarios, para atingir
atividades desejadas, niveis inaceitaveis de sabor ¢ aroma inapropriados podem
ser percebidos (Gutierrez et al., 2008a; Nazer et al., 2005; Hsieh et al., 2001). O
sabor de filés de carne, adicionados de 6leo essencial de orégano 0,8% (v/p), foi
aceitavel apos estocagem a 5°C e cocgao (Tsigarida et al., 2000). O sabor, odor ¢
cor de carne picada, contendo 1% de 6leo essencial de orégano, foram afetados,
positivamente, durante a estocagem, sob atmosfera modificada e vacuo a 5°C.
As alteragdes foram, praticamente, imperceptiveis apds o cozimento (Skandamis
& Nichas, 2001). Mejlholm & Dalgaard (2002) reportaram que 6leo de orégano,

adicionado em filés de bacalhau (0,05% v/p), produziu um sabor perceptivel e
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aceitavel, que diminuiu, gradualmente, durante o armazenamento a 2°C. Oleos
de tomilho e orégano, distribuidos na superficie de Robalo asiatico (0,05%),
imprimiram um odor de ervas que, durante o armazenamento por 33 dias/0-2°C,
tornou-se mais pronunciado (Harpaz et al., 2003). Ouattara et al. (2001)
avaliaram os aspectos sensoriais de aparéncia, odor e sabor de camardes
irradiados e tratados com o6leo essencial de tomilho. Os aspectos sensoriais ndo
foram afetados pela irradiacdo e adi¢do do o6leo a 0,9%, no entanto, a adigdo de
6leo essencial de tomilho 1,8% resultou em reducdo da aceitabilidade. Amostras
de alface, tratadas com tomilho e erva-cidreira, em concentracdes de 500 ¢ 1000
ppm, respectivamente, foram rejeitadas por provadores que perceberam “odores
quimicos” pronunciados (Gutierrez et al., 2008b).

A utilizag@o de 6leos essenciais de plantas e condimentos no controle de
microrganismos patogénicos e deterioradores de alimentos requer uma avaliagdo
de sua eficicia em géneros alimenticios ou modelos que simulem sua
composicdo. De forma geral, a eficiéncia de muito agentes antimicrobianos
naturais pode ser reduzida por determinados componentes de alimentos (agua,
lipidios, carboidratos, proteinas) (Glass & Johnson, 2004; Devlieghere et al.,
2004). Elevados niveis de proteinas e/ou lipidios em matrizes alimentares
parecem proteger microrganismos da acdo dos oleos essenciais (Aureli at al.,
1992).

Para se obter o mesmo desempenho antimicrobiano de 6leos essenciais
in vitro, em ensaios com matrizes alimentares, concentra¢des mais elevadas sdo
necessarias. A taxa ¢ de duas vezes para leite semidesnatado (Karatzas et al.,
2001), dez vezes em salsichas (Pandit & Shelef 1994), 50 vezes em sopas (Ultee
& Smid 2001) e de 25 a 100 vezes em queijos (Mendoza-Yepes et al., 1997).
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2.3.4 Atividade antimicrobiana de éleos essenciais

O estudo da atividade in vitro de 6leos essenciais e seus constituintes
sobre patogenos e bactérias deterioradoras tém sido realizado por diversos
autores (Smith-Palmer et al., 1998; Dorman & Deans, 2000; Delaquis et al.,
2002; Mourey & Canillac, 2002; Bassole at al., 2003; Burt & Reinders, 2003;
Oussalah et al., 2007; Liolios et al., 2009). Foram avaliados, também, em
diversas matrizes alimentares, como salsichas tipo hotdogs (Singh et al., 2003);
ricota fresca (Mendonga, 2004; Alarcon, 2007); alface e cenoura (Singh et al.,
2002); salsichas (Bussata et al., 2008; Lemay et al., 2002); peixes (Lin et al.,
2004); presunto (Gill et al., 2002); carnes (Tsigarida et al., 2000; Skandamis &
Nichas, 2001; Vrinda Menon & Garg, 2001; Solomakos et al., 2008); chocolates
(Kotzekidou et al., 2008); arroz (Ultee at al., 2000) e frutas (Roller & Seedhar,
2002).

Os mecanismos de agdo dos Oleos essenciais, no entanto, ndo sdo
completamente compreendidos. Considerando o grande numero de diferentes
grupos de compostos quimicos, ¢ mais provavel que a atividade bacteriana seja
atribuida ndo a um mecanismo especifico, mas, sim, a existéncia de diversos
alvos nas células (Figura 6) (Carson et al., 2002). Uma importante caracteristica
dos odleos essenciais ¢ sua hidrofobicidade, fato que permite a partigdo dos
lipidios da membrana celular bacteriana perturbando sua estrutura e sua fungdo
(Sikkema et al., 1994, 1995). O efluxo de K" geralmente é o primeiro sinal de
dano e, muitas vezes, ¢ seguido pelo extravasamento de constituintes
citoplasmaticos incluindo ATP. A perda da permeabilidade diferencial da
membrana citoplasmatica ¢ considerada a causa da morte celular. Outros eventos
que poderiam levar a disfungdo da membrana e consequentes perturbacdes
incluem dissipagdo das duas componentes da forca proton motiva (gradiente de
pH e potencial elétrico), ambos por alteracdes nos transportes de ions ou

despolarizacdo, por meio de alteragdes na estrutura da membrana; interferéncia
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com o sistema de geracdo de energia (ATP) na célula; e a inibicdo enzimatica
impedindo a utilizagdo de substrato para producdo de energia (Helander et al.,
1998; Cox et al., 2000; Lambert et al., 2001; Ultee et al., 2002). Os componentes
de Oleos essenciais parecem atuar nas proteinas de membranas celulares.
Moléculas carbonicas lipofilicas podem se acumular na bicamada lipidica,
distorcendo as interacdes lipidio-proteina; alternativamente, a interagdo direta,
entre compostos lipofilicos e partes hidrofobicas das proteinas, é possivel (Juven

et al., 1994; Sikkema et al., 1995).
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FIGURA 6 Localidades e mecanismo de acdo de componentes dos Oleos
essenciais em células bacterianas. Danos a membrana
citoplasmatica e proteinas de membrana; efluxo de constituintes
intracelulares; coagulacdo do citoplasma e deple¢do da forga
préton motiva.

FONTE: Burt (2004).

Cox et al. (2000) mostraram que o 6leo essencial, obtido de uma arvore
produtora de cha que continha terpinen-4-ol (um monoterpeno ciclico), inibiu a

respiragdo oxidativa em Echerichia coli, Staphylococcus aureus e leveduras, em
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sua concentracdo minima inibitoria, além de causar danos a sua membrana e
aumentar sua permeabilidade.

Em estudos em que ¢ avaliada a atividade de diversos 6leos sobre
microrganismos sugere-se uma maior susceptibilidade de bactérias Gram-
positivas a estes agentes quando comparadas as Gram-negativas. Organismos
Gram-negativos sd3o menos sensiveis, provavelmente, em virtude da
complexidade de sua parede celular, apresentando uma membrana externa
composta por lipopolissacarideos (LPS), a qual restringe a difusdo de compostos
hidrofébicos. Os Gram-positivos, em contraste, apresentam uma parede simples
composta por glicoproteinas associadas a acidos teicoicos (Lambert et al., 2001;
Vardar-Unlu et al., 2003; Walsh et al., 2003). Farag et al. (1989) estudaram a
atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais de salvia, tomilho, folhas de
alecrim, botdes florais de cravo e cominho sobre espécies Gram negativas
(Pseudomonas fluorescens, E. coli e Serratia marcescens) e Gram-positivas (S.
aureus, Micrococcus spp., Sarcina spp. e Bacillus subtilis). Os autores
observaram que os 6leos essenciais de salvia, cominho, alecrim e seus principais
componentes apresentaram nenhum ou minimo efeito sobre as bactérias Gram-
negativas testadas. Os 6leos de cravo e tomilho foram, fortemente, efetivos em
concentragdes de 0,75-1,5mg.mL" sobre S. aureus e Micrococcus spp., enquanto
zonas de inibi¢do reduzidas foram reportadas para bactérias Gram-negativas.
Entretanto, nem em todos os estudos com 6leos essenciais ha conclusdes de que
bactérias Gram-positivas sdo mais susceptiveis. Em um estudo com o6leo
essencial de menta (Mentha piperita) foram encontradas maiores redugdes nas
contagens de células viaveis de Salmonella enteritidis quando comparadas a L.
monocytogenes (Tassou et al., 1995).

Dentre as bactérias Gram-negativas, as do género Pseudomonas sp., sdo
as que apresentam maior resisténcia a agentes antimicrobianos naturais (P.

aeruginosa e terpenoides/carvacrol/timol, Griffin et al (1999); P. aeruginosa e
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pimentdo (Careaga et al., 2003); P. fluoresecens e urucum (Galindo-Cuspinera et
al., 2003).

Enquanto diferencas estruturais nas células microbianas podem
contribuir para resisténcia ou sensibilidade a O6leos essenciais, diferencas
metabdlicas, também, sdo relevantes. Entre as bactérias Gram-positivas
geralmente sensiveis, as bactérias acido-laticas (LAB) sdo mais resistentes. Sua
habilidade de gerar ATP, pela sua fosforilagdo em nivel de substrato, contribui
para esta resisténcia. Diferencas em niveis internos de ATP em L.
monocytogenes e Lactobacillus sakei, apo6s tratamento com eugenol,
fundamentam esta explicagdo (Gill & Holley, 2003). A maior capacidade de
superar condi¢des de stress osmotico e responder mais efetivamente ao efluxo de
K" causado por estes agentes antimicrobianos, também, exerce influéncia
(Holley & Patel, 2003).

Novos agentes patogénicos de origem alimentar, ditos emergentes,
ganharam destaque nos ultimos 20 anos: Salmonella enteritidis, Campylobacter
spp., E. coli O157:H7; e os psicrotroficos L. monocytogenes e Y. enterocolitica.
A busca de tecnologias efetivas no controle destes patdgenos tem concentrado a
atencdo nos ultimos tempos. Em estudos recentes, uma mistura de ervas
(“Protecta Two”) a 2% (p/v) foi utilizada na agua de resfriamento de aves
reduzindo as contagens de Campylobacter e E. coli em 2 Log;y UFC.mL"
(Dickens et al., 2000). Etapas de preservagdo secundarias, que poderiam reduzir
a viabilidade e o crescimento de L. monocytogenes, em alimentos refrigerados
prontos para o consumo estdo sob estudo. De diversos agentes antimicrobianos
naturais testados, o isoeugenol foi o mais efetivo, causando reducdes de 4,6
Log;y UFC.mL™" de L. monocytogenes, em concentragdes de 100 ppm, em
conjunto com ciclos de congelamento e descongelamento a -20°C (Cressy et al.,

2003). Solomakos et al. (2008) avaliaram o efeito do 6leo essencial de tomilho e
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sua interagdo com a bateriocina nisina sobre E. coli O157:H7, em carne moida
bovina, encontrando efeito em concentracdes de 0,6 € 0,9%.

A composicgdo, estruturas, bem como os grupos funcionais dos o6leos
essenciais desempenha um papel importante na atividade antimicrobiana.
Componentes com estruturas fendlicas como carvacrol, eugenol e timol sdo mais
efetivos (Dorman & Deans, 2000). Oleos com elevados niveis de eugenol
(Pimenta-da-Jamaica, folha e botdes de Cravo da India, louro e folhas e canela),
aldeidos cinamicos (casca de canela e 6leo de cassia) e citral sdo, geralmente,
antimicrobianos fortes. A atividade de salvia e alecrim esta relacionada a
presenca de borneol e outros constituintes fenolicos; carvacrol, p-cimeno e timol
sdo, provavelmente, responsaveis pela atividade em orégano, tomilho e
segurelha (Davidson & Naidu, 2000).

A atividade bioldgica de um o6leo essencial estd relacionada com a
configuracdo quimica de seus componentes, as propor¢des nas quais oS
componentes estdo presentes e a interacdo entre eles. Um efeito aditivo €
observado quando o efeito combinado ¢é igual ao somatdrio dos efeitos
individuais (Dorman & Deans, 2000). O antagonismo ocorre, quando o efeito de
um ou ambos os compostos ¢ menor, quando eles sdo aplicados em conjunto do
que quando aplicados individualmente; o sinergismo ¢ observado, quando o
efeito das substancias combinadas ¢ maior do que a soma dos efeitos individuais
(Davidson & Parish, 1989). Lambert et al. (2001), avaliando a concentragdo
inibitdria do 6leo essencial de orégano e seus componentes majoritarios timol e
carvacrol, encontraram um efeito aditivo destes compostos quando testados
sobre Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Delaquis et al. (2002)
observaram que fragdes de 6leos essenciais de coentro e endro-dill apresentaram
efeito maior, quando aplicados em conjunto do que quando utilizados em fra¢des

isoladas; neste mesmo trabalho, para ampliar o espectro antimicrobiano, uma

28



fragdo do odleo de coentro, sem agdo sobre bactérias Gram-negativas, foi
combinado com oleo de eucalipto potencializando sua atividade.

Testes de atividade antimicrobiana de oleos essenciais podem ser
classificados em quatro grupos: difusdo, dilui¢do (Rios et al., 1988), impedancia
e densidade optica (Tassou et al., 2000). Os métodos comumente utilizados, para
determina¢do da concentracdo inibitoria minima (CIM), sdo os de difusdo em
disco, difusdo utilizando cavidades feitas em agar, diluicdo em agar e diluigdo
em caldo (Takaisi-kikuni et al., 2000; Canillac & Mourey, 2001; Cimanga et al.,
2002; Shafi et al., 2002; Nostro et al., 2004). Desses, a dilui¢do em caldo
mostrou ser o que melhor disponibiliza dados quantitativos, enquanto a difusdo
em placa de Petri se constitui em um método amplamente qualitativo, motivo
pelo qual esses métodos (dilui¢do e difusdo) ndo sdo, necessariamente,
comparaveis (Nascimento et al., 2007). A concentragdo inibitdria minima (CIM)
¢, frequentemente, citada como uma mensura¢ao do desempenho antibacteriano
dos oleos essenciais. A definicdo da CIM difere entre varias publicagdes e
constitui em um obstaculo para a comparacdo entre os estudos (Burt, 2004).
Entretanto, a CIM de um determinado o6leo essencial pode ser definida
claramente como a menor concentragdo do 6leo essencial, capaz de inibir o
crescimento visivel de um microrganismo, em testes de sensibilidade, por
diluicdo em agar ou caldo (National Committee for Clinical Laboratory

Standards - NCCLS, 2003).

2.3.5 Atividade antioxidante de dleos essenciais

Os antioxidantes sdo compostos capazes de prevenir ou retardar o
processo de oxidagdo causado por radicais livres e espécies reativas de oxigénio
em alimentos e sistemas bioldgicos (Choi et al, 2005). Os compostos

antioxidantes encontrados na dieta ou mesmo sintéticos, ¢ um dos mecanismos
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de defesa contra os radicais livres que podem ser empregados nas industrias de
alimentos, cosméticos, bebidas ¢, também, na medicina.

Radicais livres sdo espécies quimicas que contém um ou mais elétrons
desemparelhados, com existéncia independente e, altamente reativos, capazes de
causar danos a outras moléculas pela extragdo de elétrons buscando atingir sua
estabilidade (Sharif Ali et al., 2008). Os radicais livres compreendem as espécies
reativas de oxigénio (ROS), metabolitos fisioldgicos que incluem o radical anion
superoxido (O;’), oxigénio singlete ('0,), peroxido de hidrogénio (H,0,),
radicais hidroxil (OH-) e 6xido nitrico (NO). Pequenas quantidades de ROS séo
continuamente formadas durante o desenvolvimento do organismo, como
resultado do metabolismo do oxigénio. Seu acimulo (stress oxidativo) conduz a
danos oxidativos deletérios da fun¢do celular por diversas alteragdes como
peroxidac¢do lipidica, inativacdo enzimatica, danos ao DNA (mutagénese), além
de estar envolvido com o processo de envelhecimento (Jun et al., 2001).

As ROS (Reactive oxygen species), em organismos eucarioticos, sdo
reguladas por enzimas antioxidantes endogenas: superoxido dismutase,
glutationa peroxidase e catalase; entretanto, a producdo excessiva de espécies
reativas, induzida pela exposi¢@o a substancias oxidantes externas, ou falhas nos
mecanismos de defesa, pode causar danos a estruturas celulares; DNA (bases de
purina e pirimidina e esqueleto de desoxiribose); lipidios (residuos de acidos
graxos de fosfolipidios) e proteinas (cadeias laterais dos residuos de
aminoacidos, principalmente, cisteina e metionina) (Valko et al., 2006). Os
danos oxidativos induzidos nas células e tecidos tém sido relacionados com a
etiologia de varias doencas como cardiopatias, artrite, diabetes, enfisema,
cancer, doengas do sistema imune, disfungdo cerebral e esclerose multipla (Jun
et al., 2001; Bianchi & Antunes 1999).

Os antioxidantes podem inibir ou retardar rea¢des de oxidagdo de duas

maneiras. No primeiro modo, os compostos conhecidos como antioxidantes
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primérios atuam interceptantando os radicais livres gerados pelo metabolismo
celular ou por fontes exdgenas, interrompendo a reag@o em cadeia, impedindo o
ataque sobre os lipideos, os aminoacidos das proteinas, a dupla ligacdo dos
acidos graxos poliinsaturados e as bases do DNA (Figura 7). Compostos tais
como as vitaminas C (4cido ascorbico), E (o-tocoferol) e A, flavonoides e
carotenoides sdo, extremamente importantes, na interceptacdo dos radicais
livres. Num segundo modelo, os antioxidantes secundarios operam por
mecanismos variados como ligacdes com ions metalicos, interceptagdo de
oxigénio, conversdo de hidroperoxidos, absor¢do de radiagdo UV e desativacio

de oxigénio singlete (Gordon, 2001; Bianchi & Antunes 1999).

ROO*+ AH — ROOH+ A"

R°"+ AH — RH+ A’

onde: ROO® e R" - radicais livres; AH - antioxidante
com um atomo de hidrogénio ativo ¢ A* - radical incrte

FIGURA 7 Mecanismo de acdo para os antioxidantes primarios; creditado a
oleos essenciais e seus componentes.
FONTE: Ramalho & Jorge (2006).

Os compostos responsaveis pela atividade antioxidante de alguns 6leos
essenciais sdo principalmente aqueles que possuem um ou mais grupos hidroxila
(-OH), ou metoxila (-CH;0) ligados ao anel aromatico, insaturagdes ¢ elétrons
para serem doados provendo assim a inativagdo dos radicais livres (Carvalho,
2004).

A oxidacdo lipidica é um dos principais problemas enfrentados pela

industria de alimentos. E responsdvel por sabores e odores rangosos dos
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produtos com conseqiiente queda de qualidade sensorial, valor nutricional e
seguranca causada pela formagdo de compostos toxicos secundarios. Diversos
antioxidantes sintéticos como o buti-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno
(BHT) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ) sao utilizados no controle das reacdes
oxidacdo; no entanto estes apresentam efeitos toxicos adversos. Nos ultimos
tempos tem aumentado a demanda dos consumidores por produtos naturais
“livres de aditivos quimicos”, levando a industria de alimentos a considerar a
incorporacdo de antioxidantes naturais em produtos diversos (Ahn et al., 2002;
Badi et al., 2004). No presente existe um interesse crescente em pesquisas
cientificas e industriais por condimentos ¢ ervas aromaticas em virtude de suas
fortes propriedades antioxidantes, propriedades estas relacionadas a presenga de
diversas substincias como vitaminas, flavonoides, terpenoides, carotenoides,
fitoestrégenos e minerais (Callucci et al., 2003).

Alguns exemplos de compostos antioxidantes comumente encontrados
em condimentos e ervas e seus Oleos essenciais sdo galatos, biflorina, os
isdbmeros eugenol e acetato de eugenila em Cravo da india (Lee & Shibamato,
2001); carnosol, acido carndsico, rosmanol, rosmaridifenol, rosmadial,
rosmariquinona, e varios etil e metil esteres em alecrim e salvia (Pizzale et al.,
2002); flavonoides, acidos ferulicos, piperinas, amidas em pimenta preta (Peter,
2000); os isdmeros monoterpenos fendlicos timol e carvacrol em orégano,
tomilho e segurelha (Peter, 2000; Pizzale et al., 2002). De acordo com um banco
de dados fitoquimicos (United States Department of Agriculture - USDA, 2003)
o numero de diferentes compostos antioxidantes em soja pode alcangar 42, 34

em orégano, 32 em tomilho.
2.3.5.1 Oxidacao lipidica em alimentos

Gorduras, 6leos e alimentos a base de lipideos sdo deteriorados por meio

de diversas reagdes ocorridas no aquecimento ou ao longo do periodo de
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estocagem. Os principais processos de deterioragdo sdo reacdes de oxidagdo e
seus produtos que resultam na queda do valor nutricional e qualidade sensorial,
uma vez que envolve a perda de acidos graxos essenciais, vitaminas e geracdo de
compostos toxicos, causando adicionalmente deterioragdo de flavor (off flavor),
textura e cor (Estévez & Cavas, 2006).

Os lipidios ocorrem em quase todas as matérias primas, utilizadas na
fabricacdo dos mais diversos géneros alimenticios, apresentando como
principais classes os mono, di e triacilglicerdis, acidos grados livres,
glicolipidios, fosfolipidios (constituicdo de membranas biologicas) esterdis e
outras substincias. As gorduras sdo os principais constituintes de diversos
alimentos como maioneses, molhos, margarinas e Oleos para fritura. Estes
lipidios sdo quase em sua totalidade triacilglicerois e estes componentes sdo as
mais significantes fontes potenciais de off-flavors oxidativos em alimentos. Os
tecidos animais e vegetais utilizados como alimentos e os fosfolipidios presentes
em membranas biologicas, constituem o principal substrato para deterioragdo
oxidativa (Gordon, 2001).

Os lipidios podem ser oxidados por diversos caminhos: ReagOes
hidroliticas que sdo catalisadas por lipases ou pela ag¢do de calor ¢ umidade
gerando 4cidos graxos livres; Oxidacdo enzimatica por ag¢do de enzimas
lipoxigenases que atuam catalisando a adicdo do oxigénio a cadeia carbdnica
poliinsaturada, com formagdo de peroxidos e hidroperoxidos capazes de se
envolver em diferentes reagOes degragativas; Fotoxidacdo promovida,
essencialmente, pela radiagdo UV em presenga de fotossesibilizadores (clorofila,
mioglobina) que absorvem energia luminosa e transferem para o oxigénio
triplete (‘O,), gerando o estado singlete ('O,), capaz de reagir com duplas
ligagdes, formando hidroperdxidos que, por degradagdes posteriores, ddo origem
a aldeidos alcoois e hidrocarbonetos; Autoxidagdo que ¢ a reagdo do oxigénio

atmosférico com acidos graxos insaturados, dependentes de luz e calor, com
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formagio de produtos estaveis (Figura 8). E o principal mecanismo de oxidagio
de oleos e gorduras (Ramalho & Jorge, 2006; Silva et al., 1999).

As reagdes de oxidagdo lipidica representam um importante aspecto
determinante da qualidade de carne e produtos caneos, pois, afetam diretamente

seus aspectos sensoriais.

Iniciacdo RH — R'+H"
Propagacio R*+0, — ROO"

ROO*+RH — ROOH + R*

Término ROO*+R* — ROOR

Produtos

ROO™+ROO* —> ROOR+O, } poavai

R*+R" — RR

onde: RH - Acido graxo insaturado; R* - Radical livre;
ROO" - Radical peréxido e ROOH - Hidroperoxido

FIGURA 8 Mecanismo de autoxidagdo proposto por Farmer et al., (1942).
Iniciacido: ocorre a formagdo dos radicais livres do acido graxo
devido a retirada de um hidrogénio do carbono alilico na molécula
do éacido graxo, em condi¢des favorecidas por luz e calor.
Propagacio: os radicais livres que sdo prontamente susceptiveis ao
ataque do oxigénio atmosférico, sdo convertidos em outros radicais,
aparecendo os produtos primdrios de oxidagdo (peroxidos e
hidroperoxidos) cuja estrutura depende da natureza dos acidos
graxos presentes. Os radicais livres formados atuam como
propagadores da reagdo, resultando em um processo autocatalitico.
Término: dois radicais combinam-se, com a formagao de produtos
estaveis (produtos secundarios de oxidag@o) obtidos por cisdo e
rearranjo dos perdxidos (epoxidos, compostos volateis e ndo
volateis).

FONTE: Ramalho & Jorge (2006).
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A inibi¢do dos processos de oxidacdo € importante para os segmentos
participantes da cadeia produtiva de alimentos, e podem ser inibidos por
diversos métodos que incluem a prevencdo do acesso do oxigénio, usos de
baixas temperaturas e abrigo da luz, agentes antioxidantes e uso de embalagens
apropriadas (Pokorny, 2001). Antioxidantes sintéticos e naturais como
condimentos, ervas e scus extratos e 6leos essenciais sdo comumente utilizados

com sucesso na industria de produtos carneos (Descalzo & Sancho, 2008).

2.4 Descricio botanica e 6leo essencial de Satureja montana L.

O género Satureja L. compreende mais de 30 espécies cujos centros de
distribui¢do estdo localizados na porcdo oriental da regido mediterranea
Europeia, Asia ocidental, Norte da Africa, Ilhas Canarias ¢ América do Sul
(Slavikovska et al., 2001; Azaz et al., 2005).

Satureja montana L., comumente conhecida como segurelha de inverno
ou segurelha montanhesa (Figura 9), é pertencente a familia Lamiaceae,
subfamilia Nepetoideae, tribo Mentheae. E uma planta perene semi-arbustiva
(20-30cm) que habita zonas éaridas, ensolaradas e rochosas. E nativa da regido
mediterrdnea, podendo ser encontrada por toda Europa, Russia e Turquia.
(Slavkovska et al., 2001; Masteli¢ & Jerkovi¢, 2003; Bezbradica et al., 2005;
Cetkovié et al., 2007; Silva et al., 2009).

A segurelha de inverno ¢ uma forte erva aromatica e tem sido usada ha
centenas de anos como condimento de alimentos e chas; € utilizada na comida
mediterranea, principalmente, como tempero de carnes e peixes (Prieto et al.,
2007, Silva et al., 2009). Na medicina tradicional e homeopatica, a segurelha de
inverno ¢ utilizada em varias enfermidades, principalmente digestiva, como
colica e diarreia; estimulantes, espectorantes, carminativos, anticatarrais e

afrodisiaco (Cetkovi¢ et al., 2007).
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Quanto a propriedades biologicas e valor econdmico, patentes Europeias
e internacionais foram, recentemente, registradas para extratos de S. montana
alegando suas propriedades anti-fertilidade; bioatividades foram descritas para
este espécime, incluindo potente atividade anti-HIV-1 de seu extrato aquoso e
atividade antiproliferativa em células humanas eritroleucémicas K562 do 6leo

essencial do vegetal (Yamasaki et al., 1998; Lampronti et al., 2006).

FIGURA 9 Aspecto geral do condimento seco e espécime vegetal de Satureja
montana L.

O ¢leo essencial de Satureja montana ¢ utilizado na medicina tradicional
popular, para diversos disturbios, em virtude de suas atividades bactericidas,
digestivas, espectorantes, fungicidas, laxativas, antidiuréticas, sedativas e
antioxidantes; seu oleo ¢ aplicado na inddstria alimenticia como agente
flavorizante em sopas, salsichas, carnes enlatadas e molhos picantes. E usado,
ainda, em formulas dermatologicas, para cura de picadas de insetos, abelhas e
vespas (Bezbradica et al., 2005). Em virtude do forte carater fendlico de seu
6leo essencial, ¢ utilizado como reminiscéncia do sabor e fragrancia dos 6leos

comerciais de orégano e tomilho (Skocibusi¢ & Bezi¢, 2003).
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A composicdo do 6leo essencial de S. montana ¢ variavel dependendo da
localizacdo e estagio vegetativo da planta, método de extracdo e tratamento da
erva antes da extragcdo. De acordo com a maioria dos autores, os componentes
mais abundantes sdo os compostos fendlicos timol e carvacrol, seguidos de
monoterpenos como p-cimeno e Yy-terpineno (Mastelic & Jerkovi¢, 2003;
Radonic & Milos, 2003; Sko¢ibusi¢ & Bezié¢, 2003; Prieto et al., 2007; Cavar et
al., 2008; Silva et al., 2009). Em contrapartida, Slavkoska et al. (2001)
encontraram como constituintes majoritarios hidrocarbonetos monotépenicos e
sesquiterpénicos e alcoois. Alguns autores, também, relatam a presenga de
outros componentes presentes no 6leo essencial S. montana como cariofileno e
geraniol (Sevarda et al., 1986).

Uma das caracteristicas da subfamilia Nepetoidae ¢é que seus
representantes apresentam em sua constitui¢do 0,5% de o6leo essencial (El-
Gazzar & Watson, 1970).

A atividade bioldgica e o uso dos Oleos essenciais, nas diferentes
induastrias, sdo dependentes de sua composi¢do, a qual é afetada por diversos
fatores. O efeito antioxidante do oOleo essencial de S. montana tem sido
relacionado a presenga de grupamentos hidroxil em seus compostos fendlicos
(timol e carvacrol) (Radonic & Milos, 2003). A atividade antimicrobiana do 6leo
¢ atribuida a presencga de timol e carvacrol, uma vez que numerosos estudos
evidenciam o poder bactericida destes compostos sobre microrganismos
patogénicos (Juven et al., 1994; Helander et al., 1998; Lambert et al., 2001;
Ultee et al., 2002;); entretanto, os constituintes em menor concentragao,
também, devem ser considerados, bem como a interacdo entre eles, pois, estes

afetam o efeito antimicrobiano dos 6leos essenciais (Skocibusi¢ & Bezi¢, 2003).
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2.5 Clostridium perfringens
2.5.1 Caracteristicas morfofisiolégicas

C. perfringens ¢ um microrganismo Gram-positivo, imovel e
anaerobico. Em condigdes desfavoraveis para o crescimento células vegetativas
podem diferenciar para forma de enddsporos metabolicamente dormentes.
Algumas cepas sdo capazes de formar cépsulas predominantemente compostas
de polissacarideos. As células possuem morfologia de bastonetes com dimensdes
que podem variar de 0,5 a 2um de didmetro podendo atingir até 30um de
comprimento (Mitchell, 2001; Silva et al., 2007; Carman et al., 2008).

E capaz crescer em temperaturas entre 15 e 50°C com um 6timo de 45°C
para a maioria das linhagens. O tempo de geragdo (G;) para a maioria das
estirpes a temperaturas entre 33 e 49°C ¢é abaixo de 20 minutos ¢ G; de 8
minutos ja foram relatadas (Labbé, 2000). Sao sulfito redutoras, fermentadoras
de lactose, reduzem o nitrato e hidrolisam a gelatina. O pH 6timo de crescimento
¢ de 7,2 com minimo entre 5,5 ¢ 5,8 e maximo entre 8,8 ¢ 9,0. A atividade de
agua minima é de 0,93. O crescimento ¢ estimulado pela presenca de um
carboidrato fermentavel e inibido por 20% de bile. Em baixas temperaturas pelo
contrario as células vegetativas de C. perfringens sio muito sensiveis com
temperatura minima de crescimento relatada entre 12 e 15°. Morrem
rapidamente entre 0 ¢ 10°C e a estocagem por poucos dias sob refrigeragdo pode
levar a uma reducdo de 3 a 5 ciclos logaritimicos na contagem em placas. S&o
relativamente sensiveis a NaCl, crescendo bem em concentragdes de 2% mas
ndo em 6,5% (Silva et al., 2007).

A 45-46°C também fermenta o leite rapidamente, produzindo um tipo de
coagulacdo tipica, chamada de coagulagdo ‘“tempestuosa”. Essa reacdo
caracterizada pelo rompimento e deslocamento do coagulo (devido a producio
de gas) pode ser provocada em 5 horas ou menos, a partir de um indculo pesado

de culturas jovens e ativas (Rhodehamel & Harmon, 2001).
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C. perfringens podem produzir mais de 13 toxinas diferentes, embora
cada cepa produza apenas um numero limitado destas existentes. Sao
classificados em cinco tipos A, B, C, D ¢ E, de acordo com a produgdo de quatro
toxinas mais letais: alfa (a), beta (B), epsilon (€) e iota (1) conforme mostrado na

Tabela 1 (Carman et al., 2008).

TABELA 1 Toxinas utilizadas para classificacdo de Clostridium perfringens,
enterotoxinas e localizagdo genética

Tipo a-toxina p-toxina g-toxina 1-toxina Enterotoxina
A + - - - +
B + + + - +
C + + - - +
D + - + - +
E + - - + +
Gene plc cpbl etx iap cpe
cpb2 ibp
Localizagao Plasmideo/
Cromossomo Plasmideo Plasmideo Plasmideo
Genética Cromossomo

FONTE: Brynestad & Granum (2002).

A toxina o ¢ comum a todos os tipos embora seja produzida em maior
quantidade pelo tipo A. E uma fosfolipase que hidrolisa a lecitina (lecitinase),
ndo associada a doencas transmitidas por alimentos. Provoca a gangrena gasosa
(mionecrose) uma infeccdo de feridas que atinge animais e humanos. A
produg@o da toxina a pode ser observada em meios contendo gema de ovo, onde
as colonias apresentam um halo opaco caracteristico da atividade de lecitinase
(Silva et al., 2007).

Os tipos A, C, e D de C. perfringens sio patdogenos humanos, enquanto
os tipos B, C, D e E sdo patogenos animais. O tipo A causa gangrena gasosa em

homens e animais, e toxinfec¢do alimentar em humanos; o tipo B é causador de
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disenteria em cordeiros e enterotoxemia em ovinos caprinos ¢ potros; Tipo C
enterite necrética (NE) em animais e humanos, além de enterotoxemia em
bezerros, leitdes e ovelhas; os C. perfringens tipos D e E causam enterotoxemia

em carneiros, cordeiros e gado (Forsythe, 2002; Granum, 1990).

2.5.1.1 Esporos de C. perfringens

Em condig¢des desfavoraveis, para o crescimento, as células vegetativas
de C. perfringens podem se diferenciar para a forma de esporos, estruturas
resistentes a tratamentos como calor, radiagdo e agentes quimicos. O processo de
formagdo de esporos pode levar horas e ¢é acompanhado por altera¢des
morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas.

Estruturalmente, o esporo (Figura 10) apresenta uma camada externa de
natureza proteica; em seu interior ¢ encontrada a regido do cortex do esporo,
composto por peptideoglicano; no interior, o centro do esporo que contém DNA,
ribossomos, enzimas, quantidades significantes de acido dipicolinico (DPA) e
fons Ca®", além de apresentar um baixo teor de umidade. Pequenas proteinas
soluveis acidas (SASP) estdo presentes ligados ao DNA (Mitchell, 2001).

Em condic¢des apropriadas, os esporos podem reverter a sua forma de
célula vegetativa. Esta conversdo ¢ chamada de germinagdo e envolve trés
etapas: ativacdo, germinacgdo e crescimento. A ativacdo pode ser alcangada com
0 aquecimento a temperaturas subletais. Esporos de clostridium, também,
respondem a pH e alcool, além de poder ser iniciada por diversos nutrientes
incluindo aminoacidos, aglcares, lactato e nicotinamida. Esporos de C.
perfringens podem completar sua germinagdo em menos de 20 minutos na
presenca de L-asparagina e ions K’ (Paredes-Sabja et al., 2008b). Durante a
germinacdo, o centro dos esporos ¢é transformado em citoplasma com

ribossomos e area nuclear definida. O periodo de crescimento subsequente ¢é
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caracterizado pela sintese de RNA, proteinas, membranas, parede celular e DNA
(Mitchell, 2001).

Recentes estudos com esporos de C. perfringens (Paredes-Sabja et al.,
2008a; Raju et al., 2007, 2006) tém demonstrado que sua resisténcia esta
envolvida com fatores como estrutura de peptideoglicano do cértex (PG); baixo
teor de agua no centro do esporo; elevados niveis de DPA; satura¢do do DNA do
esporo com o, SASP.

Os esporos de C. perfringens, isolados de distirbios alimentares, exibem
elevada resisténcia a fatores ambientais de estresse como calor imido; estresse
induzidos por osmose, nitrito e pH; estocagem sob refrigeragdo prolongada;
pressdo hidrostatica elevada; fatores que favorecem sua sobrevivéncia em

diversos géneros alimenticios (Li & McClane, 2006; Paredes-Sabja et al., 2007).

FIGURA 10 Micrografia eletronica de transmissdo de componentes estruturais
esporo de Clostridium perfringens; ct camada externa de natureza
protéica; cX cortex peptideoglicano (PG); € regido central do
esporo (core).

FONTE: Novak et al. (2003).
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2.5.2 C. perfringens como contaminante em alimentos

C. perfringens é encontrado em diversos ambientes incluindo solo, agua,
ar e vegetacdo. Seu habitat primario € o trato intestinal de individuos saudaveis
(10°-10%g de peso seco de fezes) e demais espécies de animais de sangue
quente. Com base nestas fontes, pode atingir uma grande variedade de alimentos
crus e processados, em especial aves e carnes. E comum a presenca de esporos,
em carcagas de bovinos e aves, peixes, vegetais, em condimentos, massas, em
farinhas, em gelatina, em leite ¢ em pds para preparo de alimentos doces e
salgados (Juneja et al., 2003; Silva et al., 2007). A ampla distribui¢do de esporos
tem sido considerada o principal fator de contribui¢do para doengas de origem
alimentar causada por C. perfringens (McClane, 2001).

A habilidade de formar esporos e elevadas taxas de crescimento, em
amplas faixas de temperaturas, sdo os fatos que tornam a bactéria capaz de
sobreviver e multiplicar em alimentos. A maioria dos casos de distarbios
alimentares, causados por C. perfringens, ocorre em estabelecimentos de
alimentac@o que preparam grandes quantidades de alimento, mantidas de um dia
para o outro até o momento de servi-lo; locais como restaurantes, hospitais e
lares para idosos s3o os mais associados (Brynestad & Granum, 2002).
Resfriamento improprio, apds a cocgao (ou lento que € caracteristico de grandes
porg¢des de alimentos) e abusos de temperatura de alimentos prontos, contendo
carne, sdo fatores que contribuem para os surtos; os esporos deste
microrganismo sdo tolerantes ao calor e podem sobreviver aos processos
térmicos a que sdo submetidos a maioria dos alimentos. O tratamento térmico
pode contribuir para a germinagdo dos esporos, elimina¢do da microbiota
acompanhante competidora, resultando num crescimento rapido (bactéria se
multiplica até niveis causadores de enfermidades) do microrganismo, no
resfriamento imprdprio e abusos de temperatura, durante a manipulagdo (Juneja

et al., 2009). Como resultado do rapido crescimento, um aumento de 5 log 1o em
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células vegetativas pode ocorrer em 2 horas sob condi¢des 6timas (Taormina et
al., 2003).

A US Food and Drug Administration (FDA) recomenda para alimentos
prontos refrigerados, potencialmente perigosos, a queda de temperatura de 57°C
para 21°C em 2 horas e, subsequentemente, para 5°C em 4 horas, para reducao
do risco do desenvolvimento de patogenos esporulados (FDA, 2005). Apesar de
esporos serem a principal preocupa¢do em produtos alimenticios, células
vegetativas, também, podem causar problemas em alimentos ndo cozidos ou pela
recontaminagao posprocesso.

C. perfringens ndo ¢ capaz de produzir 13 dos 20 aminoécidos
essenciais, e surtos relacionados a este microrganismo sdo associados a
alimentos ricos em proteinas. Cerca de 75% dos casos s@o atribuidos a carne,
produtos carneos e aves (Johnson & Gerding, 1997; Olsen et al., 2000).

Embora seja uma bactéria anaerdbia, a sensibilidade de C. perfringens
ao oxigénio ¢ menos acentuada (aerotolerante) do que outros clostridios,
podendo crescer no interior da massa de alimentos. Formas reativas de oxigénio
como radicais hidroxil, anion superéxido e perdxido de hidrogénio sdo capazes
de causar danos a moléculas bioldgicas, e a inibi¢do do crescimento de
determinados microrganismos na presenca de oxigénio é resultado da auséncia
de sistemas para eliminar estas espécies reativas. Os clostridios, em geral, ndo
possuem a enzima catalase, mas as enzimas superoxido dismutase (SOD) e
NADH/NADPH peroxidase sdo amplamente distriduidas, indicando a habilidade
de remover superoxidos e peroxidos (Mitchell, 2001). Hewitt & Morris (1975)
observaram uma elevada atividade de SOD em C. perfringens apresentando
maior resisténcia a oxigénio.

C. perfringens ¢ o terceiro mais comum agente bacteriano causador de
surtos alimentares nos Estados Unidos. O organismo causa estimados 250.000

casos levando a 41 hospitaliza¢des e sete mortes por ano (Mead et al., 1999).
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Entretanto, o numero de casos é subestimado e a maioria das pessoas acometidas
ndo relata a autoridades competentes. Na Noruega, C. perfringens foi registrado
como a causa mais comum de disturbios alimentares no periodo de 1988 a 1995.
O namero de casos registrados variou entre 202 e 1240 nos EUA, 288 ¢ 4571 no
Japdo, 562 e 1716 na Inglaterra e Pais de Gales durante o periodo de 1983 e
1994 (Labbé, 2000).

2.5.3 Toxinfec¢do alimentar causada por Clostridium perfringens Tipo A

Em pesquisas ha demonstracdes de que cerca de 2 a 5% da populacao
global de C. perfringens carrega o gene cpe que codifica para a toxina de maior
importancia biomédica: Clostridium perfringens Enterotoxina (CPE). Os casos
relatados de disturbios, causados por C. perfringens, sio relacionados, quase em
sua totalidade, a linhagens do Tipo A, fato explicado pela grande maioria dos
isolados cpe positivos serem do Tipo A (McClane & Rood, 2001).

A doenga de origem alimentar ¢ resultante da acdo da enterotoxina CPE,
produzida no intestino delgado do hospedeiro, apés a ingestdo de no minimo 10’
células de C. perfringens do Tipo A. A produgdo da enterotoxina CPE ¢
associada com a formacdo dos esporos “in vivo”, estimulada pelas condigdes
acidas do estdmago e pelos sais biliares do intestino. Durante o processo de
esporulacdo, as células produzem CPE, que ¢ acumulada no citoplasma da célula
mae e liberada no organismo, juntamente com enddsporo maduro (Figura 11),
quando ocorre a lise do esporangio (Brynestad & Granum, 2002; Silva et al.,
2007).

A CPE ¢, entdo, liberada no limen intestinal, em que se liga ao epitélio,
exercendo sua agdo molecular, causando danos histopatologicos responsaveis
pela iniciacdo da perda de fluido intestinal e eletrolitos (McClane & Rood,
2001). Sao relatados poucos casos de ingestdo da toxina preelaborada (Forsythe,

2002).
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Apés cerca de 8-12h (6-24h) do consumo do alimento contaminado, os
sintomas se iniciam, com aguda dor abdominal, diarreia, nduseas, geralmente
sem vOmitos ou febre. O alimento contaminado quase sempre passa por um
tratamento térmico, que elimina a microbiota competitiva enquanto esporos de
C. perfringens podem sobreviver. A doen¢a comumente € autolimitante com
duracdo de 24h. As mortes podem ocorrer, em consequéncia de desidratagdo,
principalmente, em pessoas idosas e pacientes muito jovens ou debilitados

(Brynestad & Granum, 2002).

Germinaio dos <¢t\7 o

esporos
Células M
?l vegetativas
i\‘,\l; Diferenciacio
Crecimento

Esporos @ Divisdo celular @

Maturacio dos esporos

Inicio esporulacio [%
@

Sintese de toxinas

FIGURA 11 Ciclo celular Clostridium. Alteragdes morfologicas associadas a
esporulagdo e sintese de toxina sdo indicadas.

FONTE: McClane & Rood (2001).

2.5.3.1 Clostridium perfringens Enterotoxina (CPE)
Clostridium perfringens Enterotoxina (CPE) (Figura 12) é um

polipeptideo com aproximadamente 35kDa, ponto isoelétrico 4,3, composto por
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319 residuos de aminoacidos. E sensivel a pH’s extremos e calor com valor de
Dy de 4 minutos (McClane & Rood, 2001; Forsythe, 2002).

A proteina possui uma estrutura de dois dominios. A extremidade C-
terminal (290-319 aminoacidos) contém a regido de ligagdo com as proteinas
claudinas 22kDa receptoras localizadas no intestino. Anticorpos sobre a regido

de ligagdo podem neutralizar a citotoxicidade da CPE (McClane, 2000).

171 290 319

J J

Ligacio

Insercio
Citotoxicidade

FIGURA 12 CPE e suas regidoes funcionais. A enterotoxina possui atividade
elevada quando aa 1-26 (34) sdo removidos; os aa 290-319 sdo
essenciais para ligacdo aos receptores e 26-171 estdo envolvidos
na inser¢ao na membrana e citotoxicidade

FONTE: Brynestad & Granum (2002).

A extremidade N-terminal ndo possui nenhum papel funcional, no
entanto a remog¢ao dos aminoacidos de sua extremidade parece estar relacionada
com a ativagdo da toxina. Tripsina e quimiotripsina podem remover esta
extremidade e produzir formas ativas de CPE. A presencga destas proteases no
limen intestinal sugere a ativagdo da CPE durante o disturbio (Bahl & Diirre,
2001). Os aminoacidos 44-171 estdo envolvidos na insergdo e citotoxicidade da
molécula (Brynestad & Granum, 2002).

O modelo de agdo da CPE ¢ caracterizado pela formacdo de um
“pequeno complexo” formado quando a enterotoxina se liga aos receptores
intestinais (claudinas); apds alteragdes fisicas neste complexo, este interage com

uma proteina de c.a 70kDa para formar um “grande complexo” muito
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hidrofébico que causa permeabilidade de moléculas de baixo peso molecular
(Figura 13) (McClane, 1997).

Os genes traduzidos para formacdo da enterotoxina (Cpe) podem estar
localizados tanto em cromossomos quanto em plasmideos, podendo, portanto ser
transmitido via conjugagdo para isolados cpe-negativos. No entanto estudos
demonstram que células e esporos de isolados com o gene cpe localizado nos
cromossomos sao mais resistentes a tratamentos térmicos; células vegetativas de
linhagens com copias de cpe cromossomais apresentaram valores de Dssoc 2
vezes maior que linhagens com gene cpe alocados em plasmideos, e esporos
apresentaram valores Dgpec 60 vezes superiores. Esta resisténcia térmica explica
a associac¢do C. perfringens com cdpias cromossomais do gene Cpe associadas
com surtos alimentares, uma vez que os alimentos envolvidos quase sempre sdo

submetidos a um tratamento térmico (Sarker et al., 2000).

—
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intestino
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(claudinas) /
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Modelo de poro do comlexo CPE
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FIGURA 13 Esquema mostrando as principais etapas na toxinfeccdo causada
por Clostridium perfringens e seus mecanismos.
FONTE: Brynestad & Granum (2002).
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2.6 Nitrito em produtos carneos curados

Antes da disponibilidade da refrigeracdo, alimentos, principalmente
carne e peixe, eram preservados pelo uso de sal, por meio da redugdo da
atividade de agua, que os protegia da deterioragdo microbiana. Foi no processo
de tratar a carne com sal grosso que deu origem as praticas modernas de cura. A
cura de produtos carneos pode ser definida como adicdo intencional de sal e
nitrito, com o propodsito de tornar produto mais atrativo sensorialmente e
proporcionar uma maior estabilidade durante sua estocagem (Pegg & Shahid,
2000).

O nitrito é o ingrediente chave no processo da cura, sendo responsavel
pelo desenvolvimento da coloragdo rosea dos produtos carneos curados;
contribui para o sabor e aroma tipicos de carnes curadas, além de prevenir a
formag¢do do WOF (“warmed over flavor” ou chamado “sabor de requentado™) e
deterioracdo do flavor de carnes cozidas; atua como conservante por seus efeitos
antioxidantes e bacteriostaticos (Jafari & Eman-Djomeh, 2007; Feiner, 2006).

O nitrito (NO,), tanto de potassio quanto de sodio, é o agente ativo de
cura; em contraste, o nitrato (NO;) ndo € um agente ativo, sendo reduzido a
nitrito, pela acdo de bactérias nitrato redutoras, naturalmente presentes na carne,
durante o processamento (Varnan & Sutherland, 1995).

A coloragdo rosa avermelhada de produtos carneos curados ¢ um dos
mais importantes efeitos do processo de cura. A mioglobina (Mb), principal
pigmento associado a cor da carne, pode existir no musculo em trés estados, nos
quais o cofator heme (anel de porfirina com um ion de ferro no centro)
responsavel pela coloragdo, liga-se a diferentes elementos quimicos. O atomo de
ferro, elemento central do anel de porfirina, pode ser encontrado na forma
reduzida (Fe*") ou oxidada (Fe’"); estando no seu estado reduzido, outras
moléculas podem complexar e formar compostos com coloragdes variadas. Na

presenca de oxigénio, a mioglobina pode se ligar & molécula de O, e formar a
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oximioglobina (MbFe0,) de coloragdo vermelho brilhante (Karl-Otto, 2008).
O oxigénio e outros agentes oxidantes como o nitrito podem oxidar o ferro da
sua forma Fe*" para Fe’". Possivelmente a reacdo inicial na cura consiste na
conversdao da formas quimicas da mioglobina, em especial a oximioglobina, em
metamioglobina (MbFe™), que confere uma coloragio marrom a carne (Ramos
& Gomide, 2007). No entanto, nas condigdes presentes na carne (pH entre 5,5 e
6,0), o nitrito ¢ convertido a acido nitroso (HNO,) e deste a 6xido nitrico (NO),
presentes em equilibrio. O NO formado se combina com a por¢do heme da
metamioglobina para originar o pigmento de nitrosometamioglobina
(MbFe™NO), altamente instavel e que é, rapidamente, reduzida a forma quimica
de nitrosomioglobina (MbFe?NO), pigmento de cor vermelho rosado
caracteristica de produtos curados crus (Moller e Skibsted, 2002). A
nitrosomioglobina, no entanto, ¢ muito instavel e a estabilizacdo do complexo
pode ser promovida pela desnaturagcdo da molécula de globina pelo aquecimento
(50-60°C), formando o pigmento nitrosoemocromo que apresenta cor rosea
caracteristica de produtos curados (Ramos & Gomide, 2007).

De acordo com Feiner (2006), para se obter uma coloragdo
caracteristica, intensa e estavel de produtos curados, sdo necessarios de 30 a 50
mg de nitrito por Kg de produto.

Os sabores ¢ aromas relacionados ao processo de cura sdo originados
das reagdes entre o oxido nitrico (NO) com numerosas substincias presentes em
carnes como aldeidos, alcool e inosina de grande importancia com diversos
compostos sulfurados. Por volta de 30-50ppm de nitrito sdo requeridos para o
desenvolvimento de sabor e odor caracteristico da cura (Feiner, 2006).

O nitrito é capaz de retardar ou inibir ou retardar reacdes de oxidagao.
Sua atividade antioxidante ¢ baseada na formagao de compostos estaveis entre
pigmentos heme e nitrito (oxidante), com redugdo do Fe’" para Fe** que reduz o

numero de fons ferro livre Fe®" catalisadores da oxidagio lipidica. Cerca de 20 a
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60 ppm de nitrito sdo necessarios para que atue como antioxidante (Pegg &
Shahid, 2000).

A respeito de suas propriedades bacteriostaticas, a a¢do inibitoria de
nitrito sobre microrganismos esta relacionada com a forma nao associada do
acido nitroso (HNO;) um composto ativo. O nitrito atua, inibindo o crescimento
de Salmonella spp. e Staphylococcus aureus, Listeria, Clostridium e em especial
C. botulinum, onde o nitrito reage nas ligagdes ferro-enxofre de algumas
proteinas prejudicando a sintese de ATP. Entretanto, apresenta um efeito
reduzido sobre Micrococcus spp., Lactobacillus spp. e Enterococcus spp. Uma
concentragdo de 80-140ppm de nitrito de sddio, em um produto carneo, ¢ uma
barreira efetiva no controle microbiologico (Feiner, 2006; Cammack et al., 1999;
Pierson & Smoot, 1982).

Embora estudos tenham mostrado que 40 mg/kg de nitrito sejam
suficientes para conferir a cor, aroma e sabor de produtos curados, valores
inferiores a 150 mg/kg tém sido relatados como insuficientes para prevenir o
crescimento e producdo de toxina pelo Clostridium sp. Esse ¢ o motivo pelo qual
as autoridades sanitarias de diversos paises, entre eles o Brasil, permitem valores
residuais maximos de 150 mg de nitrito/kg em produtos curados (Dutra, 2009).

De acordo com a legislacdo brasileira vigente para aditivos e
conservantes em produtos carneos (Instrugdo normativa 51 SDA de 2006), o
valor maximo permitido para o uso de nitrito (s6dio ou potassio), com ou sem
nitrato combinado ndo deve ultrapassar 150ppm ou 0,015% no produto pronto

para o consumo (Brasil, 2009).

2.6.1 Efeitos adversos do uso do nitrito
Embora agentes conservantes, permitidos para uso em alimentos, sejam
considerados livres de riscos potenciais, existe uma preocupacdo quanto a

segurancga do uso de nitritos. O nitrito em concentragdes elevadas ¢ toxico para
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os seres humanos. O principal efeito toxico ¢ a oxidagdo da oxihemoglobina
levando a methemoglobinemia que pode ser fatal, principalmente, em criangas,
cuja capacidade de reducdo de methemoglobina ¢ baixa. Efeitos agudos foram
observados em casos de ingestdo acidental em &gua potavel, salsichas e
remédios (Cammack et al., 1999).

No entanto, o acido nitroso, oriundo da hidratagdo do 6xido de nitrito
produzido pela redugdo do nitrito de sddio, pode reagir com aminas em produtos
carneos curados para formagdo de compostos N-nitrosos em especial as
nitrosaminas (Figura 14). Estas possuem efeito toxico, mutagénico, neuro e
nefrotoxico e carcinogénicos (Francis, 2000; Rywotycki, 2002).

Somente aminas secundarias formam nitrosaminas estaveis. Aminas
primarias sdo, imediatamente, degradadas a alcool e nitrogénio, enquanto que as

terciarias nao reagem (Karl-Otto, 2008).

NaNO, + H* — HNO, + Na*
HNO: + H — NO" +H.0
2HNO:;  — N;0O: + H20
N,O;  — NO + NO,
NO +M" — NO"+M
Amina priméria RNH; + NO®" — RNH-N=0+H" — ROH+ N
Amina secundaria R;NH + NO* — R,N-N=0O+H"

Amina terciaria RgN + NO+ o formagéo de
nitrogamina

FIGURA 14 Formagao de nitrosaminas.
FONTE: Karl-Otto (2008).

Alguns trabalhos relatam problemas de saude relacionados com a

associagdo positiva entre tumores cerebrais, leucemia e o consumo de alguns
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produtos carneos curados como bacon e presunto (McKean-Cowdin et al.,
2003).

Em diversos estudos documenta-se que as preferéncias do consumidor
por alimentos orgdnicos e naturais estdo baseadas na preocupa¢do com
antibiodticos, pesticidas, hormonios, modificagdes genéticas em animais e plantas
e aditivos quimicos que os consumidores associam com alimentos produzidos
convencionalmente. Os consumidores estdo até mesmo dispostos a pagar
significantes bonifica¢des por alimentos organicos e naturais; para carnes e aves,
estes valores podem alcangar 200% (Winter & Davis, 2006). Pesquisas
concentram esforgos na descoberta de novos produtos naturais, ausentes de
aditivos quimicos ou, ainda, produtos com niveis reduzidos de
conservantes/aditivos sintéticos, em que a estabilidade microbiolégica,
seguranca ¢ qualidade podem ser baseadas na aplicacdo inteligente de diversos
métodos combinados de conservacdo denominados técnicas “barreiras”. Com
relacdo aos problemas relacionados ao consumo de nitrito, Cassens (1997)
sugere o uso de agentes capazes de substituir o nitrito, parcial ou
completamente, observando niveis necessarios, para produgdo de um género
carneo curado caracteristico e seguro; ou usos agentes capazes de bloquear a
formagdo dos compostos N-nitrosos, evitando, assim, a formacdo de
nitrosaminas carcinogénicas. Al-Shuibi & Al-Abdullah (2002) avaliaram o
efeito da substituicdo parcial e total de nitrito por sorbato na elaboragdo de
mortadelas; os autores observaram, em seus resultados, que o uso combinado de
nitrito/sorbato resultou num produto sem diferencas significativas para cor,
flavor e aceitabilidade, quando comparado a mortadelas elaboradas somente com
nitrito, tornando possivel a substitui¢do parcial do aditivo de cura. Quanto a
reducdo do uso de nitrito, Jafari & Eman-Djomeh (2007) estudaram o efeito da
reducdo de nitrito em salsichas, por meio da utilizacdo métodos de conservagio

combinados (uso de redugdo de pH e atividade de agua, além de um tratamento

52



térmico). Objetivaram evitar o prejuizo sensorial com obtengdo de um produto
seguro; com os resultados observados foi sugerida a viabilidade da redugdo dos

niveis empregados.

2.7 Matriz alimentar: produto carneo emulsionado do tipo mortadela

O mercado de embutidos tem apresentado significativa expansdo e alta
competitividade na ultima década, uma vez que o consumo de produtos carneos
como salsichas, linguicas, mortadelas, hamburgueres e outros, tornou-se parte do
habito alimentar de uma parcela consideravel de consumidores brasileiros.

Entende-se por Mortadela, o produto carneo industrializado, obtido de
uma emulsdo das carnes de animais de agougue, acrescido ou nio de toucinho,
adicionado de ingredientes, embutido em envoltério natural ou artificial, em
diferentes formas e submetido ao tratamento térmico adequado. De acordo com
a composi¢ao da matéria prima e das técnicas de fabricacdo, podem ser
classificadas em Mortadela, Mortadela tipo Bologna, Mortadela tipo Italiana,
Mortadela Bologna e Mortadela de ave (Brasil, 2000). A mortadela é um
produto carneo curado e este processo contribui para formac¢do da cor
caracteristica, textura, sabor e aroma especificos do produto, além de efeitos
conservantes (Marriot et al., 1981).

A mortadela ¢ uma tradicional iguaria italiana originaria de Bologna.
Apresenta coloragdo rosa clara e sua fina massa possui visiveis cubos de gordura
distribuidos uniforme; como especiarias podem ser utilizadas noz-moscada,
canela, cravo, pimenta ¢ um toque de coentro. A perda de peso, durante seu
cozimento, ¢ de 15% e a atividade de dgua no produto final é de 0,93, que
restringe o crescimento de patogenos como Salmonella spp e Staphylococcus
aureus. A elevada temperatura central, durante seu cozimento, contribui

efetivamente para destruicdo de bactérias, juntamente com a combinacdo dos
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efeitos térmicos, reduzida A, e elevados niveis de sais a fazem um produto
estavel, durante sua estocagem, cuja refrigeracdo nio € requerida (Fainer, 2006).

A mortadela é um embutido que demonstra, claramente, como o advento
da tecnologia dos produtos carneos, proporcionou um acesso a proteina de
origem animal a um contingente populacional que ndo possuia condigdes de
suprir a quantidade minima diaria recomendada de proteina consumindo carne in
natura. A tecnologia aliou a funcionalidade da proteina carnea a propriedades

sensoriais que fizeram da mortadela um produto apreciado por todas as classes

sociais (Yunes & Boron, 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e conducio do experimento

A extracdo dos oleos essenciais, bem como a determinagdo de
rendimento e teor de umidade, foi realizada no Laboratério de Quimica Orgénica
do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras (DQI-UFLA).
A caracterizagdo quimica do oleo essencial foi realizada no laboratorio
METABIO da Universidade Federal de Sergipe.

A etapa de producdo de o modelo alimentar carneo emulsionado do tipo
mortadela, em escala experimental, e respectivas analises fisico-quimicas foram
realizadas no Laboratério de Tecnologia de Carnes e Pescado do Departamento
de Ciéncia dos Alimentos (DCA-UFLA). Todos os procedimentos
microbioldgicos foram conduzidos no Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (UFLA).

Os procedimentos de analise ultraestrutural foram realizados no
Laboratorio de Microscopia Eletronica (LME) do Departamento de
Fitopatologia da Universidade federal de Lavras (DFP-UFLA).

O experimento foi conduzido em duas etapas. Na primeira, verificou-se
o efeito antimicrobiano in vitro do o6leo essencial de segurelha (Satureja
montana L.), sobre o microrganismo estudado (Clostridium perfringens Tipo A
ATCC 3624), para determinacdo da concentragdo inibitéria efetiva. Para tal
empregou-se a metodologia Difusdo Cavidade em Agar proposta por Deans &
Ritchie (1987) com adaptagdes. A segunda etapa foi caracterizada pela aplicagdo
do 6leo essencial na sua concentragdo efetiva na matriz alimentar inoculada com
o microrganismo alvo: C. perfringens. A ac8o antimicrobiana do dleo essencial
foi comprovada, por meio de contagem direta em placas, durante o periodo de

estocagem determinado.
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3.2 Oleos essenciais
3.2.1 Material vegetal

O condimento utilizado foi a segurelha (Satureja monatana L.),
originaria da Albania, pais de clima mediterraneo e relevo montanhoso
localizado na regido sudeste da Europa na peninsula Balcanica (41° 21’ Norte;
19° 59’ Oeste). O material vegetal seco foi adquirido no mercado municipal da
cidade de Sdo Paulo — SP (Mr. Josef ERVAS e ESPECIARIAS®) sendo sua

procedéncia verificada com base em informagdes obtidas junto ao fornecedor.

3.2.2 Extracio dos oleos essenciais

O processo de extragdo dos dleos essenciais foi realizado empregando-se
o método de hidrodestilagdo, utilizando o aparelho de Clevenger modificado
(Figura 15). As partes aéreas do condimento seco, imerso em agua, em baldo de
6000mL de fundo redondo e boca esmerilada, foram submetidas a aquecimento,
mantido em ebulicdo por um periodo de 2 horas e 30 minutos. Posteriormente,
coletou-se o hidrolato (agua + 6leo), o qual foi centrifugado em centrifuga
(FANEM/Baby®) 965,36xG/5 minutos, visando a separagdo da fase organica da
fase aquosa. O oleo essencial foi removido com auxilio de micropipetas e
armazenado em frascos de vidro, previamente, esterilizados (121°C/15 minutos),
sendo acondicionados sob temperatura de refrigeracdo 5+2°C ao abrigo da luz

durante toda execug@o do experimento (Guimaraes et al., 2008).
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FIGURA 15 Aparelho extrator de Clevenger modificado.

3.2.2.1 Determinacéo do teor de umidade e rendimento

Para determinagdo da umidade, cerca 5g do condimento seco foi
misturado em 80mL de ciclohexano em baldo de 250mL de fundo redondo e
boca esmerilada. O sistema foi acoplado a um condensador com coletor
volumétrico graduado (Figura 16) e, posto em ebulicdo, por um periodo de 2
horas. Apos o processo de destilacdo, quantificou-se o volume de dgua presente
no coletor, sendo expressa como o teor de agua contido em 100g de amostra
(Pimentel et al., 2006).

No calculo de rendimento de extragdo do oOleo essencial,
aproximadamente, 350g do condimento foram acondicionados em baldo e
submetidos a extracdo seguindo os procedimentos descritos no item 3.2.2. O
o6leo essencial coletado foi armazenado em frasco previamente tarado e pesado,

para verificagdo do rendimento. Em paralelo ao teor de umidade foi possivel
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obter o rendimento de 6leo essencial para planta seca (%) p/p (Base Livre de

Umidade — BLU) (Pimentel et al., 2006).

FIGURA 16 Sistema para determinagdo do teor de umidade.

3.2.3 Avalia¢do qualitativa e quantitativa dos constituintes dos oOleos
essenciais

A andlise qualitativa do 6leo essencial foi realizada por cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM), na Universidade
Federal de Sergipe, utilizando-se o aparelho Shimadzu CG-17A com detector
seletivo de massa modelo QP 5000 sob as seguintes condi¢des experimentais:
coluna capilar de silica fundida (30m x 0,25mm) com fase ligada DB5 (0,25um
de espessura de filme); temperatura do injetor: 220°C; programacgdo da coluna
com temperatura inicial: 40°C, sendo acrescidos 3°C a cada minuto até atingir
240°C; gas carreador hélio (1mL. min™); taxa de split 1:10; volume injetado de

1uL (17 de solugdo em diclorometano) e pressdo inicial na coluna de 100,2 KPa.
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As condigdes do espectrometro de massas foram energia de impacto: 70 eV;
velocidade de decomposicdo 1000; intervalo de decomposi¢do: 0.50; e
fragmentos de 45 Daltons a 450 Daltons decompostos. Injetou-se, nas mesmas
condi¢cdes das amostras, uma mistura de hidrocarbonetos (CoHyo; CioHaa;
Ci1Hog;... CogHso; CosHsp; CogHsg). A identificacdo dos constituintes foi realizada
comparando-se os espectros obtidos com os do banco de dados da biblioteca
Wiley 229 e pelo indice de Kovats calculado para cada constituinte de acordo
com Adams (2007).

A andlise quantitativa foi realizada no Laboratorio de Quimica Organica
da Universidade Federal de Lavras, utilizando-se cromatégrafo gasoso
Shimadzu CG — 17A equipado com detector por ioniza¢do de chamas (DIC), nas
seguintes condigdes experimentais: coluna capilar DBS5; programacao da coluna:
temperatura inicial de 40°C até 240°C; temperatura do injetor: 220°C;
temperatura de detector: 240°C; gés carreador: nitrogénio (2,2 mL min™); taxa
de split 1:10; volume injetado: 1 pL (1% de solugdo em diclorometano) e
pressdo na coluna de 115 KPa, sendo a quantificagdo de cada constituinte obtida

i i a A 0).
por meio de normalizacdo de areas (%)

3.3 Microrganismo utilizado, manutencio e padronizacio

Foi utilizada uma cepa de Clostridium perfringens tipo A ATCC 3624
(American Type Culture Colection), histérico 1.C. Hall. (L.S. Mc Clung 1997;
A.J. Wildson Tipo A, cep26) INCQS 00053, cedida pelo Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Satde — (INCQS) da Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ).

A cepa liofilizada foi reativada em meio especifico semi-solido
Clostridium Broth BIOLIFE®. Apds o crescimento 24h/37°C em condigdes
anaerdbias a cultura foi centrifugada em microtubos (5000rpm/10min) e o

sobrenadante retirado; em seguida o conteudo celular decantado foi recoberto
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por Meio de Congelamento (glicerol 150mL, peptona de carne 5g, extrato de
levedura 3g, NaCl 5g, H,O 1000mL, pH 7,2 +0,2) e estocado sob temperatura de
congelamento durante o periodo de execucdo da pesquisa. A cada nova
reativacao da cultura sua pureza foi verificada por meio de crescimento em meio
seletivo e diferencial Agar TSC (Triptose Sulfito Cicloserina), coloragdo de
Gram e testes bioquimicos de motilidade, reducdo do nitrato a nitrito,
fermentacdo de lactose e crescimento em meio de leite e ferro (coagulagdo
tempestuosa do leite) segundo recomendac¢des do Compedium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods da AMERICAN PUBLIC HEALTH
ASSOCIATION (Labbe, 2001).

A padronizagdo foi realizada por meio da elaboragdo de curva de
crescimento; o desenvolvimento do microrganismo, em meio de cultivo caldo
BHI (Brain Heart Infusion) HIMEDIA®, foi monitorado por espectrometria
através da evolugdo da densidade 6tica a 620nm e contagem direta em placas

contendo BHI Agar, além da quantificacdo dos esporos.

3.4 Atividade antibacteriana in vitro - Concentracao Inibitéoria Minima
(CIM)
Para a avaliagdo da atividade inibitoria do 6leo essencial foi empregada a

metodologia de Difusdo Cavidade em Agar (Deans & Ritchie, 1987), adaptada
por Mendonga (2004). Sobre uma camada previamente solidificada de Agar BHI
em placas de 150 mm, foram dispostas pérolas de vidro (@ 3 mm de didmetro e
10mm’® de volume) previamente esterilizadas. Posteriormente outra camada do
mesmo meio de cultura a +£45°C, inoculado com a cultura reveladora de
Clostridium perfringens a uma concentragdo de 10® UFC/mL (ODg200m=1,2972),
foi adicionada sobre a camada inicial. Apds solidificagdo, as pérolas de vidro
foram removidas com auxilio de pinga estéril para formag¢do dos micropogos
onde foram dispensados aproximadamente 10uL dos 6leos essenciais diluidos

em dimetil sulfoxido ((CH;),SO-DMSO) nas concentragdes de 50; 25; 12,5;
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6,25; 3,125; 1,56; 0,78; 0,39% e 0%, sendo esta denominada de controle. O
controle positivo foi realizado empregando-se uma solugdo de cloranfenicol
1000 mg.L™".

As placas foram incubadas 37°C/24h em condi¢des anaerobias, sendo os
halos inibitérios mensurados posteriormente com auxilio de paquimetro digital
DIGIMESS".

A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi definida como sendo a
menor concentragdo do o6leo essencial capaz de inibir o crescimento visivel do
microrganismo testado (Karapinar & Aktug, 1987; Onawunmi, 1989; Hammer

et al., 1999; Delaquis et al., 2002).

3.5 Fabricacao do modelo alimentar carneo emulsionado

Na fabrica¢do do modelo alimentar carneo emulsionado, foi utilizada a
formulag@o tipica de mortadela descrita por Dutra (2009) (Tabela 2), variando os
niveis de nitrito de sédio NaNO, (0, 100 ¢ 200 mg.Kg™) e adicionando os 6leos
essenciais nas concentragdes de 0; 0,78; 1,56 e 3,125% p/v, sendo estas
concentragdes baseadas nos ensaios microbioldgicos in Vvitro (concentrago
inibitéria minima - CIM). As carnes e o toucinho foram obtidos no comércio
varejista local e os aditivos cedidos pela New Max Industrial.

Inicialmente o corte bovino (paleta) e o toucinho foram processados em
moedor BECARRO®™ (modelo Picador PB-22 “001771489”) com disco de
moagem numero 4, previamente sanificado; em seguida a carne e o toucinho
moidos foram acondicionados sob temperatura de congelamento por um periodo

de + 4h, antes do preparo da massa.
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TABELA 2 Formulagédo utilizada na elaboragdo das mortadelas

INGREDIENTES/ADITIVOS (%)

Paleta bovina 58,0

Toucinho 14,0

Agua-tgelo 20,0

Fécula de Mandioca 5,0

Sal 1,9

Polifosfatos Fosmax 320° 0,5

Acido ascérbico* 0,05

Condimento mortadela 913 0,5
Nitrito de sédio (NaNO,)* 0,0; 0,015 0,02

*Foi utilizado o maximo de acido ascorbico sugerido na literatura para reduzir a
formacao de N-Nitrosaminas.* Valores percentuais para obtencdo de 0, 100 e
200 mg.Kg' de NaNO.,.

Adicionou-se ao multi processador operando em poténcia maxima a
carne moida e o gelo; ap6s completa homogeneiza¢do foram adicionados
fosfato; sal; nitrito de sddio e condimentos seguindo esta ordem. Posteriormente
a velocidade do multi-processador foi reduzida e foram adicionados o toucinho
moido a fécula e o acido ascorbico; seguiu-se a homogeneizagdo até que a
temperatura da massa atingisse + 15°C. Apds todo o processo a massa foi
pesada, embutida manualmente, e embalada a vacuo.

O processo de cocgdo foi realizado por imersio em banhos com
temperatura controlada, e os bindmios escalonados da seguinte maneira:
55°C/30 min; 65°C/30 min; 75°C/30 min e 85°C até que a temperatura interna
da massa atingisse 73°C. Todo o processo de cozimento foi monitorado com uso
de termopar fixado no interior do produto, com mensura¢ao da temperatura do
banho e temperatura interna. Apos o cozimento as mortadelas foram mantidas

em banho de agua e gelo (0°C) por 10 minutos.
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3.5.1 Preparo das amostras

Durante a homogeneizagdo da massa da mortadela, antes da embalagem
e processamento térmico, o Oleo essencial foi adicionado a massa nas
concentragoes desejadas (0; 0,78; 1,56 e 3,125% p/v) em cada nivel de nitrito
empregado (0, 100 e 200 mg.Kg") conforme descrito no fluxograma da Figura
17. Para cada tratamento (Nitrito/6leo essencial) foram fabricadas duas bateladas
de 500g cada (limitado pelo multi processador), sendo cada mortadela
(tratamento) embalada com +30g; porgdo suficiente para execugdo das andlises
microbioldgicas e de cor e o oxidagao lipidica.

As amostras destinadas as analises microbiologicas foram inoculadas
com o microrganismo padronizado (Clostridium perfringens) a uma
concentragio de 10" UFC.g" de células viaveis; sobre a superficie do produto foi
depositado um ponto de silicone, e apos a secagem, a cultura do microrganismo
crescido foi injetada com auxilio de seringa e agulha estéril em capela de fluxo
laminar. Foi fabricado um controle (formulagéo sem adi¢do de C. perfringens), a
fim de se monitorar a qualidade microbioldgica.

Foram utilizados trés niveis de nitrito (0, 100, 200 mg.Kg™") e quatro
concentragdes de dleo (0; 0,78; 1,56 e 3,125%); as amostras foram estocadas por
30 dias a temperatura ambiente (25°C) e analisadas com 1, 10, 20 ¢ 30 dias de

armazenamento.
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Adicio da carne moida e o gelo ao processador
operando em poténcia maxima

Completa homogeneizacio

Adigdo seguindo a ordem:
1)fosfato; 2) sal; 3) nitrito de sédio; 4) condimento para
mortadela

Bateladas variando a concentracio de nitrito de
sodio NaNQ, (0, 100, 200 ppm)

Reducdo da velocidade do processador;
Adiciio do toucinho moido; a fécula e acido ascérbico

Homogeneizacio até que a temperatura da massa
atingir + 15°C

Adicao do 6leo essencial (S. montana L.) nas
concentragdes desejadas (0; 0,78; 1,56 e 3,125% p/v)

Pesagem, envase a vacuo;
Tratamento térmico

55°C/30 min; 65°C/30 min; 75°C/30 min e 85°C até que a
temperatura interna da massa atingisse 73°C
Resfriamento em banho de agua e gelo

Adic¢o do inéculo de Clostridium perfringens ATCC3624;
10" UFC.g"

Estocagem 25°C
Analises 1, 10, 20 30 dias

FIGURA 17 Fluxograma das etapas da fabricagdo da mortadela e preparo das
amostras.
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3.6 Analises microbiologicas
3.6.1 Enumeracio de Clostridium perfringens

Abertas as embalagens das mortadelas de forma asséptica, cerca de 10g
das amostras foram pesadas e homogeneizadas em 90mL agua peptonada 0,1%
p/v em Stomacher Metroterm® (490 golpes/2 min). Apos diluigdes seriadas
decimais em 9mL de agua peptonada 0,1% , aliquotas de 100puL foram semeadas
por superficie em agar seletivo e diferencial TSC (Triptose Sulfito-cicloserina
BIOLOG™), suplementado com D-cicloserina 200mg (inibigio da microbiota
anaerobia acompanhante) e emulsdo de gema de ovo (12,5 mL de gema, 12,5mL
de solugdo salina 0,85%), para verificar a atividade de fosfolipase da a-toxina
(lecitinase). As placas foram incubadas em atmosfera anaerébia com auxilio de
jarras de anaerobiose e geradores de atmosfera anaerobica PROBAC® a

37°C/24h.

3.6.2 Contagem de esporos de Clostridium perfringens

Apds homogeneizagdo em agua peptonada 0,1% p/v, as amostras de
mortadela foram submetidas a um tratamento térmico 75°C/20 minutos para
inativacdo das células vidveis e ativacdo dos esporos. Posteriormente, aliquotas
de 1 mL de dilui¢des apropriadas foram inoculadas em séries de 3 tubos,
contendo meio de cultivo RCM (Reinforced Clostridial Medium) e recobertas
com o6leo mineral, para geracdo de atmosfera anaerobia, sendo incubadas a
37°C/7dias com avalia¢des peridodicas a cada 24h. Os tubos com crescimento
caracteristico (turvagdo e producdo de gas) foram considerados positivos e
interpretados em tabelas apropriadas de NMP (Numero Mais Provavel), sendo
os resultados expressos em NMP de esporos/g de amostra (NMP/g) (Scott et al.,
2001).
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3.6.3. Controle microbiolégico

Foram realizadas contagens de C. perfringens em mortadelas elaboradas
(controle) sem adigdo do microrganismo alvo, objetivando verificar a
contaminag¢do das amostras, fato que poderia resultar na interferéncia dos
resultados observados. Também foi realizada a Contagem Total em Placas
buscando avaliar o grau de contaminagdo das mortadelas. Para tal utilizou-se o

agar PCA (Plate Count Agar).

3.7 Analises Fisico-Quimicas
3.7.1 Composicio centesimal

Para determinacdo da composi¢do centesimal do modelo alimentar
carneo emulsionado elaborado, foram avaliados os teores de umidade, extrato
etéreo, proteina bruta, cinzas (residuo mineral fixo), fibra bruta e fragdo
glicidica. Todas as analises foram realizadas segundo normas estabelecidas pela
Association of Official Analytical Chemists International - AOAC (2000)

A determinagdo do teor de umidade foi obtida por método gravimétrico
com emprego de calor a temperatura de 105°C, até peso constante; o teor de
extrato etéreo foi obtido por extragdo com éter etilico, por 5 horas, em aparelho
tipo Soxhlet; o teor de nitrogénio total foi determinado pelo método de Micro-
Kjeldahl compreendendo as etapas de digestdo com H,SO,, destilagio com
solucdo de NaOH 50% e titulagdo com solug¢do de HCI 0,02 N, utilizando-se um
fator de corre¢do de 6,25; o residuo mineral fixo foi determinado com emprego
do método gravimétrico com uso de mufla a 550°C; o teor de fibra bruta foi
obtido por gravimetria apos digestdio em meio acido; a fracdo glicidica foi
determinada por diferenca (Fracdo glicidica = 100 - (umidade + Extrato etéreo

+ proteinas+ fibras + cinza)), para parametros em matéria integral.
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3.7.2 Analise da cor objetiva

As leituras de cor foram obtidas com um colorimetro Chroma Meters
CR-300 (Konica Minolta Sensing Inc.), sendo estabelecido o angulo de 10° para
o observador e o iluminate Dgs para calculo dos indices de cor no sistema
CIELAB seguindo recomenda¢des de Ramos & Gomide (2007). Os pardmetros
de cor luminosidade (L*), indice de vermelho (a*) e indice de amarelo (b*)
foram obtidos considerando-se o valor médio de seis leituras realizadas em
diferentes pontos de fatias de, aproximadamente, quatro centimetros de largura.
Foram determinados os indices de saturagdo C* (C* = (a** + b*)"?) e 4ngulo de

tonalidade h* (h* = tan™ (b*/a*)).

3.7.3 Oxidacdo lipidica

A atividade do o6leo essencial sobre a oxidagdo lipidica nas amostras de
mortadela foi avaliada pela quantificacdo das substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (indice TBAR’s) segundo metologia descrita por Raharjo et al.,
(1992).

Porcdes de 10g da amostra foram coletadas, adicionadas de 40mL acido
tricloroacético a 5% (TCA) e ImL de antioxidante BHT (2,6-di-tert-butil-4-
methylphenol) 0,15% SIGMA-ALDRICH® em etanol, (10 pg.BHT.g' de
lipideo) ¢ homogeneizadas em politron (5 minutos); em seguida procedeu-se a
filtracdo do homogenato e o volume do filtrado foi ajustado para SOmL em baldo
volumétrico, com TCA 5%. Dos baldes foram transferidas aliquotas de 2mL
para tubos de ensaio (3 tubos por baldo) e adicionadas de 2mL do reagente de
TBA (2-thiobarbituric acid) 0,08 Molar SIGMA-ALDRICH® em acido acético
50% e homogeneizou-se; posteriormente os tubos foram levados ao banho-maria
sob temperatura de ebulicdo por 5 minutos. As leituras foram obtidas em
espectrofotometro (CARY® Varian) a 53Inm. O malonaldeido pode ser

formado a partir de acidos graxos poliinsaturados e sua concentragdo pode ser
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medida pela reagdo com acido tiobarbitirico, por meio da formagao de produtos
de condensagdo com coloracdo avermelhada, que absorvem 530-535nm
(Pokorny, et al., 2001).

Os valores de TBAR’s foram expressos em miligramas de malonaldeido
por quilo de amostra (mg MDA/Kg), utilizando-se o fator 7,38, obtido através de

curva padrao utilizando o 1,1,3,3-tetractoxipropano (TEP) como padrao.

3.8 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A visualizacao dos danos provocados pelo 6leo essencial sobre as células
¢ estruturas de C. perfringens foi obtida por meio de Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET). Todos os procedimentos do preparo das amostras para
visualizacdo foram realizados segundo metodologia proposta por Kitajima
(1998).

A partir da cultura de C. perfringens crescida em caldo BHI (Brain Heart
Infusion) a 37°C, foram transferidas aliquotas para microtubos e centrifugadas a
5000rpm/5minutos; em seguida foi retirado o sobrenadante e a massa celular
decantada recoberta por solucdo contendo caldo BHI (Brain Heart Infusion),
TWEEN 80 e o o6leo essencial de S. montana em concentragdo efetiva
determinada na avalia¢do da atividade antimicrobiana in vitro. O conteudo foi
novamente centrifugado 5000rpm/10minutos com retirada do sobrenadante, e
lavado por trés vezes com solugdo salina 0,85% p/v. Posteriormente procedeu-se
o emblocamento adicionando ao decantado 0,2mL de solu¢do semi-solida
(x45°C) de agarose 1,0%, seguida de homogeneizacdo objetivando a formagdo
do bloco (agarose + células). O procedimento foi repetido periodicamente sendo
monitorado um periodo de 6 horas de tempo de contato 6leo essencial/cultura.

O bloco formado foi imerso em fixador Karnovsky (2,5% de

glutaraldeido, 2,5% de formaldeido em 0,05M tampao cacodilato de sédio e
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0,001M tampao CaCl, a pH 7,2) e estocado ao abrigo da luz sob temperatura de
refrigeracao.

Ap6s fixagdo, o bloco foi lavado por trés vezes (10 minutos de contato a
cada lavagem) com tampao cacodilato 0,05M para remocao de residuos de
gluteraldeido que poderiam reduzir o tetroxido de 6smio (O40s). Cerca de 4
gotas de tetra-oxido de Osmio foram adicionadas ao bloco e estocados por 4h
em camara de fluxo laminar. Decorrido o periodo, o 6smio foi retirado e a
amostra lavada por 3 vezes com agua destilada; apos a lavagem adicionou-se
solucdo de acetato de uranila 2%, estocando as amostras sob refrigeragdo por
12h.

Posteriormente realizou-se a desidratagdo das amostras em gradiente de
etanol: 25%, 50%, 75%, 90% e 100% (10 minutos de contato para cada etapa).
Em seguida as amostras foram tratadas com resina (30% 8 horas; 70% 12h;
100% 3x de 12h sendo a ultima etapa realizada em estufa a 60°C para
solidificacao).

Apos a solidificacdo os blocos resinados foram submetidos ao desbaste
grosseiro e fino, seguidos de cortes semi-fino e ultrafino em ultramicrétomo
ULTRACUT®. Posteriormente os cortes foram contrastados para observa¢io em

microscopio eletronico ZEISS®, e obtengdo das micrografias.

3.9 Analises estatisticas dos dados

Os tratamentos foram dispostos em um delineamento inteiramente
casualisado (DIC), em esquema de parcelas subdivididas, tendo nas parcelas um
fatorial 4x3 com concentracdes de 6leo essencial (0; 0,78; 1,56; 3,125%) e
niveis de nitrito (0, 100 e 200 mg.Kg™) e na subparcela os tempos (1, 10, 20, 30
dias) de armazenamento. Todas as analises foram realizadas usando o software

estatistico R” (2010).
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Os resultados obtidos para pardmetros de cor e valores do indice
TBAR’s foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e regressao, sendo a
comparagdo entre médias estabelecida pelo teste de Tukey, adotando um nivel
de 5% de significancia; foi utilizado o pacote “Laercio” (Silva, 2008).

Os resultados obtidos no ensaio de Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) foram submetidos a analise do tipo dose-resposta empregando o modelo
log-logistico de cinco parametros do pacote “drc” (Analysis of Dose-Response
Curves) (Ritz & Streibig, 2005).

Para os dados de contagem de Clostridium perfringens em mortadela,
foram plotados os valores médios expressos em Log;sUCF/g em funcdo do
tempo, juntamente com os respectivos erros padrdo. Os valores absolutos médios
do Log;oUCF/g foram comparados pelo teste de Scoot & Knott (1974), adotando

um nivel de significancia de 5%, utililizando o pacote Laércio (Silva, 2008).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagao quimica do 6leo essencial

A composicdo quimica do 6leo essencial de S. montana L. estudado,

obtida por CG/EM, bem como suas

concentragdes

quantificadas por

normalizacdo de 4reas pela analise do cromatograma, obtido por CG com

detector FID, sdo apresentados na Tabela 3.

TABELA 3 Constituintes quimicos do 6leo essencial de Satureja montana L.
identificados por CG/EM e seus respectivos teores

Pico T, Composto (%) IRRexp IRRIit
1 6,580 o-tujeno 0,23 924 930
2 6,801 o-pineno 1,37 932 939
3 7,314 canfeno 0,55 948 954
4 8,297 1-octen-3-ol 1,32 979 979
5 8,607 mirceno 0,68 989 990
6 9,549 a-terpineno 1,13 1016 1017
7 9,826 p-cimeno 12,00 1024 1024
8 9,985 limoneno 0,62 1028 1029
9 10,094 1,8-cineol 1,26 1031 1031
10 11,030 y-terpineno 2,91 1057 1059
11 11,480 cis-sabineno hidra. 1,34 1069 1070
12 12,586 linalol 11,00 1100 1096
13 12,815 cis-tujona 1,62 1106 1102
14 14,307 canfora 1,59 1146 1146
15 15,241 borneol 3,43 1171 1169
16 15,558 terpinen-4-ol 3,96 1180 1177
17 16,100 a-terpineol 1,33 1194 1188
18 17,344 éter metil timol 0,45 1229 1235
19 17,672 éter metil carvacrol 2,16 1238 1244
20 19,356 acetato de isobornila 0,35 1284 1285
21 19,576 timol 28,99 1290 1290
22 19,845 carvacrol 10,71 1298 1299

...continua...
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TABELA 3, Cont.

23 24,007 (E)-cariofileno 4,54 1418 1419
24 26,502 NI* 0,52 1494 -
25 26,909 B-bisaboleno 1,86 1507 1505
26 29,071 espatulenol 1,00 1576 1578
27 29,236 Oxido de cariofileno 3,08 1581 1583
Total Identificado 99,48%
Umidade (Condimento Seco) 9,9561% (+1,9586)
Rendimento (BLU**) 0,4721% (£0,0006)

T, tempo de retengio (min); IRRexp — indice experimental; IRRIit — Indice
literatura; NI* — Composto ndo identificado, BLU**Base livre de umidade
(matéria seca).

Os oleos essenciais podem compreender em sua constituicdo mais de
sessenta componentes quimicos individuais. Os constituintes majoritarios podem
representar mais de 85% desta fracdo, enquanto outros componentes estdo
presentes como constituinte traco (Burt, 2004).

Foram identificados 26 componentes quimicos (99,48%) para o 6leo
essencial de S. montana L. Os componentes encontrados em maiores
concentragdes foram o timol (28,99%), p-cimeno (12,00%), linalol (11%) e
carvacrol (10,71%), coincidindo com componentes quimicos identificados por
diversos autores que trabalharam com este espécime (Slavkovska et al., 2001;
Radonic & Milos, 2003; Skocibusi¢ & Bezi¢, 2003). O condimento apresentou
um rendimento médio de extragdo de 0,4721% (BLU), e um teor de umidade de
9,9561%. A Figura 18 mostra as estruturas quimicas de alguns dos constituintes
majoritarios do 6leo essencial avaliado.

Skocibusi¢ & Bezi¢ (2003), avaliaram a composi¢do quimica do 6leo
essencial de S. montana originaria da Croacia por CG/MS e encontraram
carvacrol (50.2%), timol (11%), y-terpineno (5.8%), carvacrol metil éter (4.6%)
¢ hidricarbonetos monoterpénicos como p-cimeno (4.8%). Também foram

encontrados em concentracdes menores o-terpineno, a-tujeno e mirceno.
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FIGURA 18 Estruturas quimicas de alguns compostos presentes no o6leo
essencial de Satureja montana L. (A) Timol; (B) Carvacrol; (C)
y-terpineno; (D) p-cimeno.

Mirjana & Nada (2004) estudaram a variagdo da composi¢ao do 6leo
essencial de segurelha (S. montana) antes, durante e depois do periodo de
florescimento. Os autores relataram variagdes significativas nos teores de
carvacrol (52.4>26.2>16.1) e timol (11>5.4>2.6) os quais reduziram suas
concentragdes, durante o florescimento. Em contrapartida, os indices de p-
cimeno apresentaram aumentos significativos (3.8<15.2<25.6).

A respeito da variabilidade da composicdo deste o6leo essencial,
Slavkovska et al. (2001) reportaram a existéncia de variacdo significativa entre
populagdes da mesma subespécie, entre subespécies e entre espécies.

Radonic & Milos (2003) determinaram a composi¢do do 6leo essencial
de Satureja montana L. por CG/MS, identificando 22 componentes; o

componente majoritario assim como encontrado neste experimento foi o timol
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(45,2%) apresentando também fra¢des de p-cimeno (6,4%), y-terpineno (5,9%),
carvacrol metil éter (5,8%), timol metil éter (5,1%), carvacrol (5,3%), geraniol
(5%) e borneol (3,9%).

Cavar et al. (2008) avaliaram 6leos obtidos por hidrodestilagio de partes
aéreas de Satureja montana L. oriunda das regides da Bosnia e Hezergovina por
CG/MS, encontrando como componentes majoritarios timol (31,7% ) e geraniol
(22,3%).

A composi¢do final de um o6leo essencial ¢ influenciada, geneticamente,
sendo especifica para cada orgdo e seu estagio de desenvolvimento; pelas
condigdes climaticas do local de origem da planta; grau de hidratagdo do terreno
e teor de macro e micro nutrientes; além das condi¢des de secagem a que o

material vegetal foi exposto.

FIGURA 19 Oleo essencial de S. montana apos extragio por hidrodestilagao.

74



4.2 Composicio centesimal do modelo alimentar
As proporgdes dos macro constituintes, presentes na matriz alimentar
carnea emulsionada avaliada nos estudos, em sua formulacdo empregada sdo

expressas na Tabela 4.

TABELA 4 Composi¢do centesimal do modelo alimentar caneo do tipo
mortadela empregado nos estudos

Mortadela
Umidade (%) 66,15+1,28
Extrato Etéreo (%) 9,95+0,75
Proteina Bruta (%) 13,28+0,94
Residuo Mineral (Cinzas) (%) 3,05+0,11
Fibra Bruta (%) *
Fragdo Glicidica (%) 7,60£1,32

Valores obtidos para seguinte formulagdo: (58% carne bovina; 14% toucinho;
20% gelo+agua; fécula de mandioca 5%, sal 1,9%; 0,5% polifosfato; 0,05%
acido ascorbico; 150 ppm NaNO,; 0,5% condimento para mortadela 913).*Valor
ndo significativo. Dados expressos representam a média (%) + desvio padriao da
média (SD).

A composi¢do do produto elaborado encontra-se dentro dos padroes
legais vigentes nacionais. De acordo com Brasil (2000), em seu regulamento
técnico de identidade e qualidade de mortadela, os limites estabelecidos para o
produto sdo de 10% para carboidratos totais (méx); 65% de umidade (méx);
gordura 30% (max); proteina 12% (min).

Os resultados obtidos sdo proximos aos observados por Dutra (2009),
que trabalhou com mortadelas irradiadas e diferentes niveis de nitrito de sddio
(0, 75 e 150ppm de nitrito), utilizando a mesma metodologia proposta para

composicdo centesimal desta pesquisa. Foram obtidos valores de 65,54% para
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umidade, 17,52% para proteina, 11,91% de extrato etéreo, 3,62% de cinzas nos
tratamentos com 150ppm de nitrito. O autor observou uma variagao significativa
no teor protéico, em fungdo dos diferentes niveis de nitrito empregados, com
valores 2,9% superiores em mortadelas elaboradas com nitrito.

Em estudos realizados por Cassens (1997) foi demonstrado que, apés o
nitrito (NO,) ser adicionado no sistema carneo, aproximadamente 1 a 10% ¢
oxidado a nitrato (NO3), 5 a 10% reage com a mioglobina, 5 a 15% com os
grupos sulfidrilas das proteinas, 1 a 5% com gordura; 20 a 30% com proteina e
cerca de 1 a 5% transformam em gas e se desprendem do produto.

Santos (2007), ao avaliar a composicdo centesimal de mortadelas
elaboradas com sangue suino e concentrado proteico de soro de leite, obteve em
seu controle (sem adi¢do dos tratamentos) 64,94+1,11 de umidade; 5,44+2,63
para carboidratos totais; 3,234+0,42 de cinzas; lipidios 11,48+2,60; 14,92+ 0,72
de proteina bruta.

De acordo com os resultados obtidos, a mortadela se constitui em
excelente meio para o crescimento do microrganismo alvo estudado C.
perfringens, pois, apresenta amplo espectro nutricional e elevado teor proteico,
fornecendo os diversos aminoacidos essenciais ao seu desenvolvimento. Além
disso, ¢ estocada sob atmosfera com baixas tensdes de oxigénio (anaerobia-
vacuo), pode ser armazenada a temperatura ambiente, apresentando em adigdo

pH e A, apropriados.

4.3 Analise da Cor objetiva

Decisdes de compra da carne e produtos carneos sdo influenciadas pela
cor mais do que qualquer outro atributo de qualidade, uma vez que a cor é usada
por consumidores como indicador de qualidade e frescor. Como resultado, de

acordo com Smith et al. (2000), cerca de 15% da carne do varejo tém seu preco
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descontado em virtude da descoloragdo da superficie, que corresponde a perda
de receita anual de mais de 1 bilhdo de ddlares.

Foram observados efeitos significativos (P<0,05) da interagdo tripla
entre os tratamentos e tempo de estocagem (concentragdes de 6leo essencial X
niveis de nitrito X tempo de estocagem) para luminosidade (L*), indice de
vermelho (a*), indice de amarelo (b*), indice de saturagdo (C*) e angulo de
tonalidade (h*). Os efeitos, para todos os parametros de cor (L*, a*, b*, C* ¢ h*)
foram decompostos, e cada interagdo, entre concentracdes de oleo essencial e
niveis de nitrito aplicados, foi avaliada com o tempo de estocagem por meio de
analise de regressao.

A luminosidade (L*) caracteriza o grau de claridade da cor, variando do
preto ao branco, indo de 0 (escuro) a 100 (claro). As variagdes do parametro L*,
em fun¢do do tempo de estocagem, de acordo com as concentragdes de o6leo
essencial de S. montana L. (0; 0,78; 1,56; 3,125%) e doses de nitrito (0, 100, 200
mg.Kg™), utilizadas na elaboragio do modelo alimentar carneo emulsionado do
tipo mortadela, sdo representadas na Figura 20. Na Tabela 5 sdo apresentados os
coeficientes de regressdo de cada interagcdo dos diversos tratamentos avaliados
para L*.

Para os tratamentos elaborados com 1,56%/100 mg.Kg' e 3,125%/200
mg.Kg' de o6leo essencial/nitrito de sodio foi observado um aumento
significativo (P<0,05) para L* entre o primeiro e o trigésimo dia de estocagem
(Tabela 8). O tratamento elaborado com maior concentracdo de 6leo essencial e
maior nivel de nitrito apresentou valores de luminosidade superiores e crescentes
durante todo o periodo de estocagem.

Este aumento na luminosidade das amostras pode, no entanto, ser

considerado favoravel para a aceitagdo do produto.
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FIGURA 20 Efeito das diferentes concentragdes de dleo essencial de Satureja
montana L. e niveis de nitrito sobre a luminosidade (L*) durante o
armazenamento das mortadelas (25°C). A=0; B=100; C=200
mg.Kg"' de NaNO,.
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TABELA 5 Equagdes* e respectivos coeficientes de regressio (R”) para os
valores de luminosidade (L*) de modelos alimentares carneos
emulsionados do tipo mortadela, elaborados com diferentes
concentragdes de Oleo essencial e niveis de nitrito, durante o
periodo de estocagem a 25°C (X em dias)

Nitrito NO, Oleo essencial

= 2
(mg.Kg") (%) Equacao R

0 0,00 y=55,187 -

0 0,78 y=53,842+0,356.x-0,009.x>  0,6238

0 1,56 y=55,322 -

0 3,125 y=56,022 -
100 0,00 y=56,423 -
100 0,78 y=56,158 -
100 1,56 y=56,957 -
100 3,125 y=54,830 -
200 0,00 y=55,234 -
200 0,78 y=55,554 -
200 1,56 y=53,876+0,374.x-0,010.x>  0,6391
200 3,125 y=59,959+0,105.x -

* Significativas pelo teste de “F” (P<0,05)

Embora o indice de vermelho (a*) seja o parametro de cor mais sensivel
na caracterizag¢do da cor vermelha e sua estabilidade (Ramos & Gomide, 2007),
a luminosidade é considerada o parametro de cor que governa a qualidade da
carne e de produtos carneos (Garcia-Esteban et al., 2003), sendo, segundo
Brewer et al. (2001), o que melhor prediz a intensidade visual da cor rosea.
Vilkova et al. (2007) e Scarpa et al. (2009), avaliando a aceitagdo de produtos
curados comerciais, observaram que a luminosidade foi o atributo de cor que
mais influenciou a aceitacdo do produto, sendo preferido amostras mais claras.

O aumento da luminosidade pode ser atribuido ao crescimento de
bactérias 4cido-laticas naturalmente presentes na carne e produtos carneos, as
quais produzem acidos organicos, em especial o acido latico, ocasionando a

reducdo do pH. De acordo com Ramos & Gomide (2007) menores valores de pH
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resultam no aumento da reflectancia interna (dispersdo) da luz e conseqiiente
aumento da luminosidade da superficie.

Os valores de a* representam tonalidades que vao do verde ao vermelho.
Valores positivos de a* ou a” variando de 0 até +50 representam a cor vermelha
do produto, enquanto valores negativos de a*ou a  de 0 até -50 indicam a
coloracao verde da amostra (Feiner, 2006).

As variagdes do indice de vermelho (a*), em fun¢do do tempo de
estocagem, de acordo com as concentragdes de 6leo essencial de S. montana L.
(0; 0,78; 1,56; 3,125%) e doses de nitrito (0, 100, 200 mg.Kg'l), utilizadas na
elaboragdo do modelo alimentar carneo emulsionado do tipo mortadela, sdo
representadas na Figura 21. Na Tabela 6 sdo apresentados os coeficientes de
regressao de cada interacao dos diversos tratamentos avaliados para a*.

De acordo com os resultados obtidos, os valores de a* foram superiores
(P<0,05) para formulagdes em que foi utilizado o nitrito (NaNO,), nas
concentragdes de 100 ¢ 200 mg.Kg™', quando comparado a amostras elaboradas
sem nitrito, indicando maior participacdo da tonalidade vermelha. Este fato era
esperado, pois, o nitrito desempenha papel fundamental na formagdo da cor
caracteristica dos produtos carneos curados. De acordo com Feiner (2006), para
se obter uma coloragdo caracteristica, intensa e estavel de produtos curados, sdo
necessarios de 30 a 50 mg de nitrito por Kg de produto.

Nao foram observadas diferengas significativas (P>0,05), para o indice
de vermelho (a*), ao final do primeiro dia de estocagem (Tabela 8), para
tratamentos elaborados com 100 ¢ 200 mg.Kg™ de nitrito, permitindo concluir
que a menor dose de nitrito utilizada foi suficiente para formagdo da tonalidade

vermelha na composi¢@o da cor caracteristica do produto.
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FIGURA 21 Efeito das diferentes concentragdes de 6leo essencial de Satureja
montana L. e niveis de nitrito sobre o indice de vermelho (a*)
durante o armazenamento das mortadelas (25°C). A=0; B=100;
C=200 mg.Kg" de NaNO.,.

81



TABELA 6 Equagdes* e respectivos coeficientes de regressio (R”) para os
valores dos indices de vermelho (a*) de modelos alimentares
carneos emulsionados do tipo mortadela, elaborados com
diferentes concentracdes de Oleo essencial e niveis de nitrito,
durante o periodo de estocagem a 25°C (X em dias)

Nitrito NO, Oleo essencial

(mz.Kg™) (%) Equagdo R

0 0,00 y=11,333 -

0 0,78 y=11,232 ;

0 1,56 y=11,495 ;

0 3,125 y=1 1,918-0,608.X-1—0,014.X2 0,8721
100 0,00 y=17,341 ;
100 0,78 y=17,475 -
100 1,56 y=14,762 -
100 3,125 y=16,258-0,734.x+0,0195%  0,8449
200 0,00 y=16,189 -
200 0,78 y=16,042 ;
200 1,56 y=17,415-0,796.x+0,022.5%  0,7582
200 3,125 y:l4,7l8—0,907.X+0,022.X2 0,8513

* Significativas pelo teste de “F” (P<0,05)

Dutra (2009), ao avaliar a formagdo da cor em mortadelas irradiadas e
elaboradas com diferentes niveis de nitrito, observou que 75ppm de nitrito foram
suficientes para formagdo da cor caracteristica, ndo sendo verificadas diferencas
perceptiveis para o pardmetro a* entre este tratamento e amostras formuladas
com 150ppm de nitrito. As amostras fabricadas, sem adi¢do de nitrito, também,
revelaram valores de a* inferiores, assim como encontrado nesta pesquisa.

Em estudos buscando reduzir o teor de nitrito empregado na elaboragdo
de salsichas tipo hot dog, sem afetar sua segurancga e aspectos sensoriais de cor e
sabor, Jafari & Emam-Djomeh (2007), observaram que os indices de cor a* e¢ b*
foram semelhantes em amostras fabricadas com 50 e 120 ppm de nitrito; os
autores relataram que 50 ppm de nitrito parecem ser suficientes para
desenvolvimento de cor e sabor caracteristicos do produto, no entanto

concentragdes mais elevadas sdo requeridas para estabilidade microbiologica.
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Estudos conduzidos por Al-Shuibi & Al-Abdullah (2002) avaliaram os
aspectos sensoriais de cor em mortadelas elaboradas com niveis variados de
nitrito de soédio substituidos pela adicdo de sorbato de soédio. Os autores
relataram que provadores atribuiram notas para o atributo cor (escala de 0 a 10)
que ndo diferiram significativamente (P>0,05) entre mortadelas elaboradas com
120 e 40 ppm de nitrito; no entanto amostras elaboradas sem a adicao de nitrito e
com sorbato receberam notas significativamente inferiores (P<0,05).

Foi observado um impacto negativo na formagao da cor caracteristica do
produto carneo curado com a adi¢do do 6leo essencial de S. montana L. em
concentragdo superior a 1,56% nas mortadelas elaboradas com 100 e 200
mg.Kg"'. Os resultados revelaram indices de a* reduzidos (P<0,05) ja ao final do
primeiro dia de estocagem (Tabela 8) para os tratamentos onde foram aplicados
Oleos essenciais nestas concentragdes. A estabilidade da cor formada também foi
afetada, e ao decorrer do periodo de estocagem esta queda se tornou mais
pronunciada, principalmente em tratamentos onde foi utilizado o 6leo essencial
na concentracdo de 3,125%, tratamentos onde foram detectados efeitos
significativos (P<0,05) durante o periodo de estocagem.

A redugdo dos indices de vermelho como consequéncia da aplicagdo do
6leo essencial em concentragdes elevadas pode ser explicada pela possivel
interacdo ocorrida entre o nitrito de s6dio e os componentes quimicos
aromaticos presentes na fragdo do 6leo essencial, indisponibilizando o composto
quimico (NO,) para se ligar ao ferro (Fe’") da molécula de mioglobina e
desempenhar seu papel na formagdo da cor. Em paralelo a este fenomeno a
propria coloragdo do 6leo essencial (amarela) adicionado em concentragdes
elevadas pode afetar a cor do modelo alimentar fabricado. Este fato poderia
influenciar na aceitabilidade do produto, uma vez que o indice de vermelho (a*)
¢ um dos pardmetros fundamentais na avaliacdo da cor caracteristica de produtos

carneos curados.
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Valores de b* representam tonalidades que vdo do azul (valores
negativos) ao amarelo (valores positivos). As variagdes do indice de amarelo
(b*), em fungdo do tempo de estocagem, de acordo com as concentra¢des de
6leo essencial de S. montana L. (0; 0,78; 1,56; 3,125%) e doses de nitrito (0,
100, 200 mgKg"), utilizadas na elaboragio do modelo alimentar céarneo
emulsionado do tipo mortadela, sdo representadas na Figura 22. Na Tabela 7
apresentam-se 0s coeficientes de regressdo de cada interagdo dos diversos
tratamentos avaliados para b*.

Para intensidade do indice de amarelo ndo foram observadas alteragdes
(P>0,05), em decorréncia dos diferentes niveis de nitrito, empregados ao final do
primeiro dia de estocagem; a adicdo de 6leo essencial nas concentragdes de
0,78% e 1,56% nado resultou em alteragdes perceptiveis, ao passo que, na
concentragdo de 3,125%, este indice se mostrou superior e crescente ao longo do
periodo de estocagem. Nos tratamentos elaborados com 100 mg.Kg™' foram
observadas menores alteracdes para este paradmetro de cor.

O aumento dos indices de amarelo (b*) pode ser atribuido a mudangas
no estado quimico dos pigmentos heme, ocasionado pelas alteragdes de pH e as
possiveis condigdes pro-oxidantes, durante o armazenamento, alterando suas
caracteristicas de absor¢do e reflexdo da luz. Estas alteragdes sdo evidenciadas
pelo aumento do angulo de tonalidade (h*) do produto com o tempo de
estocagem, que indica maior participagdo da tonalidade de amarelo.

Além dos efeitos da acdo antimicrobiana e consequente queda de pH,
também, ndo podem ser descartados os efeitos da taxa de permeabilidade ao
oxigénio (TPO) da embalagem nas alteracdes de cor durante o armazenamento.
Maiores reducdes nos valores de a* e aumento nos valores de L* e b* tém sido
observados em produtos curados com maiores valores de oxigénio residual na
embalagem ocasionado por maiores valores de TPO (Mooler et al., 2003;

Juncher et al., 2003).
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TABELA 7 Equagdes* e respectivos coeficientes de regressio (R”) para os
valores dos indices de amarelo (b*) de modelos alimentares
carneos emulsionados do tipo mortadela, elaborados com
diferentes concentracdes de Oleo essencial e niveis de nitrito,
durante o periodo de estocagem a 25°C (X em dias)

Nitrito NO, Oleo essencial

~ 2
(mg.Kg") (%) Equacao R

0 0,00 y=8,677-0,119.x+0,003.x>  0,6549

0 0,78 y=7,996 -

0 1,56 y=8,052 -

0 3,125 y=7,786+0,162.x-0,003.x>  0,7767
100 0,00 y=8,973 -
100 0,78 y=8,719 -
100 1,56 y=7,674 -
100 3,125 y=7,533+0,104.x-0,03.X*  0,5915
200 0,00 y=9,069 -
200 0,78 y=9,032 -
200 1,56 y=9,229 -
200 3,125 y=8,227+0,412.x-0,009.x>  0,9160

* Significativas pelo teste de “F” (P<0,05)

Viuda-Martos et al. (2010) avaliaram os efeitos da adi¢do de Oleos
essenciais de tomilho e alecrim a uma concentracdo de 0,02%, sobre os
parametros de cor L*, a* e b*, na fabricagdo de mortadelas tipo bologna. Os
autores observaram aumentos significativos (P<0,05) para luminosidade (L*) e
indice de amarelo (b*) e redugdes nos valores de (a*) (P>0,05) em decorréncia
da adi¢do dos dleos essenciais.

Lee et al. (2010), estudando a eficacia de extratos de mostarda (Brassica
juncea) sobre a oxidagdo lipidica em carne crua de porco moida, avaliaram os
parametros de cor L*, a* e b*, obtendo resultados semelhantes aos obtidos nesta
pesquisa. Os autores reportaram que os valores de L* ¢ a* diminuiram com a
adi¢do do extrato de mostarda enquanto que valores de b* foram maiores,
tornando-se mais evidentes em maiores concentragdes de extrato aplicadas

(0,05, 0,1 e 0,2%). Foi observado, também, que a adicdo do extrato promoveu
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uma maior estabilizacdo do valor a*, quando comparado ao controle e
atribuiram este fato a presenca de compostos fenolicos no extrato de mostarda.

A Tabela 8 apresenta os valores médios absolutos dos parametros de cor
L* a* e b* para os diversos tratamentos avaliados no primeiro € no trigésimo dia

de estocagem.

TABELA 8 Valores médios de Iuminosidade (L*), indice de vermelho (a*) e
indice de amarelo (b*) obtidos para produtos carneos emulsionados
do tipo mortadela elaborados com 0, 100 e 200 mg.Kg™" de nitrito
de soédio e 0; 0,78; 1,56 e 3,125% de 6leo essencial (O.E) de S.
montana L. durante estocagem por 30 dias (dia 1 e dia 30) a 25°C

Tratamento Luminosidade (L*)
(mgﬁzg") 0O.E (%) 1 (dia) 30 (dias) P

0 0 54,80(x1,31)" 54,51(x0,90)5¢ 0,7666

0 0,78 54,44(+0,80)" 55,99(+0,81)5¢ 0,0802

0 1,56 54,51(£0,91)" 54,74(£0,47)%¢ 0,7165

0 3,125 55,16(+0,12)" 56,03(+1,28)8¢ 0,3061
100 0 55,75(x0,93)" 56,65(+0,83)5€ 0,2782
100 0,78 55,71(x0,84)" 55,64(+0,41)5C 0,899
100 1,56 54,36(+0,99)" 57,31(x1,46)" 0,045%
100 3,125 54,78(+0,31)® 53,67(x1,99)¢ 0,3965
200 0 55,42(+0,39)" 54,83(+1,44)8€ 0,2955
200 0,78 55,34(x0,59)" 54,94(+0,20)5¢ 0,3273
200 1,56 54,61(+0,40)" 55,49(+0,51)8¢ 0,0786
200 3,125 59,84 (+0,81)" 62,51(+0,60)* 0,010%

indice de vermelho (a*)
Tratamento 1 (dia) 30 (dias) P

0 0 11,41(x0,05)” 11,61(£0,98) %€ 0,7398

0 0,78 11,17(x0,63)° 11,21(+0,63) B¢ 0,9415

0 1,56 11,61(x0,99)° 10,70(£0,92) <P 0,3055

0 3,125 11,71(x0,62)° 6,35(x0,10)" 0,0001%*
100 0 17,14(+0,26)*B 17,22(+0,40)* 0,7848
100 0,78 17,83(x0,39)* 17,39(+0,46)* 0,2835
100 1,56 14,29(+0,94)¢ 14,73(+0,46)*® 0,5127
100 3,125 15,75 (£0,56)%¢ 11,22 (£1,79)B€ 0,0140%
200 0 16,97(£0,21)® 16,18(x2,47)* 0,6106
200 0,78 16,95(0,12)*B 16,98(+0,27)* 0,8687
200 1,56 17,14(£0,25)"® 12,63(£2,13)5¢ 0,0220%
200 3,125 14,38(£0,19)¢ 7,55(£0,71)°" 8.783e-05*

...continua...
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TABELA 8, Cont.

indice de amarelo (b¥)

Tratamento 1 (dia) 30 (dias) P

0 0 8,54(£0,14)*®P 8 27(+0,55)%P 0,4598

0 0,78 8,16(£0,25)8°PF  8,18(+0,20)%CP 0,8938

0 1,56 8,27(x0,55)*BPE  7.98(+0,49)C" 0,5318

0 3,125 7,90(+0,41)CPE 9,26(+0,22)® 0,0071%*
100 0 8,86(+0,33)AB¢ 8,98(+0,10)5¢ 0,5693
100 0,78 9,13(+0,38)* 8,71(£0,32)BP 0,2107
100 1,56 7,47(£0,43)F 7,82(+0,25)° 0,2963
100 3,125 7,63(£0,02)PF 7,78(+0,20)° 0,2911
200 0 9,00(+0,21)*B 8,76(+0,78)BP 0,2955
200 0,78 8,6(+0,26)B€ 9,14(+0,16)® 0,0385%
200 1,56 8,97(+0,30)*® 9,00(+0,39)B¢ 0,9298
200 3,125 8,53(£0,29)*B®  11,8(x0,18)* 7.973e-05%

Valores médios (xErro Padrdo). Médias na coluna acompanhadas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). *Diferencas
significativas (P<0,05) para médias comparadas entre 1 e 30 dias de estocagem.

O indice de saturagdo corresponde intensidade ou quantidade de uma
tonalidade. As variagdes do indice de saturacdo (C*) em fungdo do tempo de
estocagem de acordo com as concentragdes de dleo essencial de S. montana L.
(0; 0,78; 1,56; 3,125%) e doses de nitrito (0, 100, 200 mg.Kg'l) utilizadas na
elaboragdo do modelo alimentar carneo emulsionado do tipo mortadela sdo
representadas na Figura 23. A Tabela 9 apresenta os coeficientes de regressao de
cada interag@o dos diversos tratamentos avaliados para C*.

De acordo com os resultados o indice de saturacdo foi afetado pela
concentragdo de nitrito utilizado na elaboragdo das mortadelas, onde tratamentos
adicionados de nitrito apresentaram maior indice C*, indicando maior
intensidade da tonalidade vermelha. Os tratamentos adicionados de oleo
essencial em concentracdo superior a 1,56% apresentaram saturagdo reduzida,
quando comparados aos demais tratamentos. Em mortadelas elaboradas com
3,125% de oleo foi observado um efeito significativo de tempo de estocagem

(P<0,05) com indices C* inferiores ao final do armazenamento.
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TABELA 9 Equagdes* e respectivos coeficientes de regressio (R”) para os
valores dos indices de saturagdo (C*) de modelos alimentares
carneos emulsionados do tipo mortadela, elaborados com
diferentes concentracdes de Oleo essencial e niveis de nitrito,
durante o periodo de estocagem a 25°C (X em dias)

Nitrito NO, Oleo essencial

~ 2
(mg.Kg") (%) Equacao R

0 0,00 y=13,938 -

0 0,78 y=13,804 -

0 1,56 y=14,063 -

0 3,125 y=14,211-0,325.x+0,007.x>  0,8151
100 0,00 y=19,541 -
100 0,78 y=19,542 -
100 1,56 y=16,658 -
100 3,125 y=17,858-0,558.x+0,014.x*  0,8273
200 0,00 y=18,587 -
200 0,78 y=18,549 -
200 1,56 y=19,373-0,597.x+0,016.X*  0,6310
200 3,125 y=16,725-0,340.x+0,008.x>  0,7108

* Significativas pelo teste de “F” (P<0,05)

O angulo de tonalidade (h*) ¢ a grandeza que caracteriza a qualidade da
cor. As variagdes do pardmetro (h*) em fun¢do do tempo de estocagem de
acordo com as concentragdes de 6leo essencial de S. montana L. (0; 0,78; 1,56;
3,125%) e doses de nitrito (0, 100, 200 mg.Kg™) utilizadas na elaboragio do
modelo alimentar carneo emulsionado do tipo mortadela sdo representadas na
Figura 24. A Tabela 10 apresenta os coeficientes de regressdo de cada interagdo
dos diversos tratamentos avaliados para h*.

A Tabela 11 apresenta os valores médios absolutos dos pardmetros de
cor C* e h* para os diversos tratamentos avaliados no primeiro € no trigésimo

dia de estocagem.
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FIGURA 24 Efeito das diferentes concentragdes de 6leo essencial de Satureja
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TABELA 10 Equagdes* e respectivos coeficientes de regressio (R?) para os
valores dos angulos de tonalidade (h*) de modelos alimentares

carneos

emulsionados

do tipo mortadela, elaborados com

diferentes concentracdes de Oleo essencial e niveis de nitrito,
durante o periodo de estocagem a 25°C (X em dias)

Oleo essencial

Nitrito NO, - 2
(mg.Kg'l) (%) Equacao R
0 0,00 y=35,625 -
0 0,78 y=35,587 -
0 1,56 y=35,026 -
0 3,125 y=33,100+2,454.X-0,058.x2 0,8776
100 0,00 y=27.367 -
100 0,78 y=26,502 -
100 1,56 y=27,479 -
100 3,125 y=24,378+1.871.x-0,051 X 0,8285
200 0,00 y=29,607 -
200 0,78 y=29,741 -
200 1,56 y:26,220+1,840.x—0,051.x2 0,8824
200 3,125 y=29,064+3,578 x-0,089.x°  0,8671

* Significativas pelo teste de “F” (P<0,05)

Dentre os niveis de nitrito testados, a utilizagdo do nitrito (NaNO,) na

concentragio de 100 mg.Kg"' pareceu ser suficiente para formagio da cor

caracteristica (tonalidade vermelha). A utilizagdo do oOleo essencial em

concentragdes superiores a 1,56% afetou negativamente a cor do produto, com

redugdes do indice de vermelho (a*), e aumento da participagdo da tonalidade de

amarelo (aumento de b* e h*).
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TABELA 11 Valores médios dos indices de saturagdo (C*) e angulos de
tonalidade (h*) obtidos para produtos carneos emulsionados do
tipo mortadela elaborados com 0, 100 e 200 mg.Kg™ de nitrito de
sodio e 0; 0,78; 1,56 e 3,125% de o6leo essencial (O.E) de S.
montana L. durante estocagem por 30 dias (dia 1 e dia 30 a

25°C)
Tratamento indice de saturagio (C*)
(mg%g-‘) O.E (%) 1 (dia) 30 (dias) P

0 0 14,25(0,12)° 14,28(+0,53)PF 0,9324

0 0,78 13,84(+0,35)° 13,88(+0,58)<P" 0,9181

0 1,56 14,28(+0,53)° 13,34(+1,03)"® 0,2346

0 3,125 14,14(+0,30)° 11,23(20,14)¢ 0,0001*
100 0 19,29(x0,37)* 19,42(+0,40)* 0,7068
100 0,78 20,03(£0,49)* 19,45(+0,50)* 0,2278
100 1,56 16,12(£1,04)¢ 16,67(x0,52)*5€ 0,4597
100 3,125 17,50(+0,50)® 13,68(x1,53)<P" 0,0146*
200 0 19,21(£0,28)* 18,41(£2,53)*8 0,6140
200 0,78 19,01(0,20)* 19,28(+0,22)* 0,1804
200 1,56 19,35(£0,36)* 15,54(+1,90)5¢P 0,0267*
200 3,125 16,72(+0,09)%¢  14,02(+0,24)°P" 5.3e-05%

angulo de tonalidade (4*)
1 (dias) 30 (dias) P

0 0 36.82(+0,37)" 35.55 (+4,03)® 0,6172

0 0,78 36.19 (£2,39)* 36.17 (£1,37)® 0,9915

0 1,56 35.55 (£4,03)*" 36.74 (£0,68)® 0,6406

0 3,125 34.02 (£2,75*® 5554 (£1,01)* 0,0002*
100 0 27.33(£0,53)¢ 27.55 (+0,28)° 0.5742
100 0,78 27.12(£0,64)¢ 26.60 (£0,76)° 0.4170
100 1,56 27.61 (£0,19)¢ 27.97 (£0,28)° 0.1387
100 3,125 25.88 (+0,86)¢ 35.02 (+4,03)%C 0.0184*
200 0 27.94 (£0,28)¢ 28.61 (+1,85)° 0,5729
200 0,78 26.90 (£0,63)¢ 28.29 (+0,67)° 0,0579
200 1,56 27.63 (+0,46)¢ 35.79 (+4,03)® 0.0253*
200 3,125 30.69 (£1,15)%¢  57.42 (£2,83)* 0.0001*

Valores médios (+Erro Padrdo). Médias na coluna acompanhadas pela mesma

letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

*Diferencas

significativas (P<0,05) para médias comparadas entre 1 e 30 dias de estocagem.
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A Figura 25 representa com fotografias as variagdes da colorag@o das

mortadelas para os diversos tratamentos avaliados.

FIGURA 25 Efeito das diferentes concentragdes de 6leo essencial e nitrito na
coloracdo das mortadelas. A=0/0; B=0,78/100; C=0,0/100;
D=3.125/0; E=1,56/100; F=0/200 de 6leo essencial/nitrito.

4.4 Oxidagio lipidica (indice TBAR’s)

O efeito do o6leo essencial de S. montana L. sobre a oxidagéo lipidica no
modelo alimentar carneo emulsionado do tipo mortadela foi avaliado por meio
do indice TBAR’s (Reactive substances tiobarbituric acid). O malonaldeido
pode ser formado a partir de acidos graxos poliinsaturados e sua concentracao
pode ser medida pela reagdo com acido tiobarbititico, por meio da formacao de
produtos de condensagdo com coloragdo avermelhada por espectrofotometria

(Gordon, 2001).
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Foram observados efeitos significativos (P<0,05) da interagdo tripla
entre os tratamentos e tempo de estocagem (concentragdes de 6leo essencial X
niveis de nitrito X tempo de estocagem) para os indices TBAR’s. Os efeitos para
os indices foram decompostos e cada interagdo entre concentragdes de Oleo
essencial e niveis de nitrito aplicados foi avaliada, com o tempo de estocagem,
por meio de andlise de regressao.

As variagdes dos indices TBAR’s, em funcdo do tempo de estocagem, de
acordo com as concentragdes de 6leo essencial de S. montana L. (0; 0,78; 1,56;
3,125%) e doses de nitrito (0, 100, 200 mg.Kg™"), utilizadas na elaboragio do
modelo alimentar carneo, emulsionado do tipo mortadela, sdo representadas na
Figura 26. Na Tabela 12 apresentam-se os coeficientes de regressdo de cada
interagdo dos diversos tratamentos avaliados para os indices TBAR’s.

Os resultados apresentados evidenciam o potencial antioxidante do 6leo
essencial utilizado. Nas mortadelas fabricadas sem adicdo de nitrito de sodio
(Grafico A, Figura 26) e também sem aplicacdo do 6leo essencial do condimento
(controle), foram observados indices TBAR’s, significativamente, (P<0,05)
superiores aos encontrados, para todos demais tratamentos, avaliados ao final do
periodo de estocagem (30 dias). Na Tabela 13 apresentam-se os valores médios
absolutos dos indices TBAR’s, para os diversos tratamentos avaliados no
primeiro e no trigésimo dia de estocagem.

O Oleo essencial de Satureja montana apresenta como constituintes
majoritarios o timol e carvacrol e sua atividade sobre a oxidagdo lipidica é
creditada a presenca destes compostos, antioxidantes consagrados (Baydar et al.,
2004; Dorman et al., 2003; Yanishlieva et al., 2006). A atividade antioxidante
destes compostos fendlicos esta relacionada com a presenca de radicais hidroxil
ligados ao anel aromatico, capazes de doar atomos de hidrogénio com elétrons e
estabilizar radicais livres (Figura 27). O radical formado ¢ estabilizado pelas

estruturas de ressonincia na molécula.

95



¥ s
<
::rl
E T
-
& o -
<
{":_D o~ —
s _
=
£
I T T T T T !
1 5 10 15 20 25 30
Tempo(dias)
~
—_— 0.0%
7 S l--- 0.78%
v — Amaiaisd 1.56%
B 3.125%

indice TBAR's (mg MDA/Kg)
4

o
I T T T T 1
1 5 10 15 20 25 30

Tempo(dias)
P

5o — 0.0%

o a8

= = m——li--- 0.78%

g w s 1.56%

o e Lo 3.125%

= <+

2 .

-

g o

5]

2 e |

E

- =
f T T T T ]
1 5 10 15 20 25 30

Tempo(dias)

FIGURA 26 Efeito das diferentes concentragdes de 6leo essencial de Satureja
montana L. e niveis de nitrito sobre o indice TBAR’s durante o
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TABELA 12 Equagdes* e respectivos coeficientes de regressio (R?) para os
indices TBAR’s expressos em mg de malonaldeido por kilo de
amostra (mg MDA)/Kg de modelos alimentares carneos
emulsionados do tipo mortadela, elaborados com diferentes
concentragdes de oOleo essencial ¢ niveis de nitrito, durante o
periodo de estocagem a 25°C (X em dias)

Nitrito NO, Oleo essencial

~ 2

(mg.Kg'l) (%) Equacao R
0 0,00 y=1,743-0,207.x+0,011.x>  0,9910
0 0,78 y=0,715-0,088.x+0,004.x>  0,8882
0 1,56 y=0,600-0,060.x+0,004.x>  0,9954
0 3,125 y=0,870-0,072.x+0,004.x>  0,9662
100 0,00 y=0,303+0,038.X 0,9202
100 0,78 y=0,683-0,031.x+0,002.x*  0,9773
100 1,56 y=0,887-0,095.x+0,003.x>  0,9708
100 3,125 y=1,248-0,133.x+0,006.x*  0,8651
200 0,00 y=2,125-0,102.x+0,004.x>  0,9472
200 0,78 y=1,909-0,113.x+0,004.X*  0,6845
200 1,56 y=0,620+0,070.X 0,9168
200 3,125 y=1,184-0,063.x+0,004.x>  0,9925

* Significativas pelo teste de “F” (P<0,05)

(radical livre)

FIGURA 27 Estrutura do carvacrol sendo atacada por um radical livre (R")
FONTE: Lima (2008).
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TABELA 13 Valores médios para os indices TBAR’s (mg de malonaldeido/Kg
de amostra) obtidos para produtos carneos emulsionados do tipo
mortadela elaborados com 0, 100 ¢ 200 mg.Kg" de nitrito de
sodio e 0; 0,78; 1,56 e 3,125% de o6leo essencial (O.E.) de S.
montana L. durante estocagem por 30 dias/25°C

Tratamento indice TBAR’s (mg de MDA/Kg)
(mg%g-‘) O.E (%) 1 (dia) 30 (dias) P

0 0 1.46 (0,01)C 6.03 (£0,18)" 1.915e-06*

0 0,78 0.53 (£0,0)" 1.91 (+0,08)"® 1.035¢-05*

0 1,56 0.54 (x0,01)°"  2.35(£0,09)" 5.346e-06*

0 3,125 0.76 (x0,01)" 2.44 (£0,24)C 0.0002*
100 0 0.32 (£0,01)" 1.52 (£0,11)%F 4.482¢-05%
100 0,78 0.62 (x0,01)¢ 1.74 (£0,04)® 2.709¢-06*
100 1,56 0.81 (£0,03)" 1.13 (x0,1)F 0.0079%*
100 3,125 0.99(x0,06) ® 2.43(+0,28)¢ 0.0010*
200 0 2.06 (+0,04)* 2.28(+0,05)<P 0.0060*
200 0,78 1.66 (+0,03)® 2.36 (£0,17)€ 0.0022%*
200 1,56 0.84(x0,01)" 2.67(x0,11)%¢ 9.162¢-06*
200 3,125 1.12 (£0,05)° 3.06(+0,15)" 3.352e-05%

Valores médios (+Erro Padrdo). Médias na coluna acompanhadas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). *Diferengas
significativas (P<0,05) para médias comparadas entre 1 ¢ 30 dias de estocagem.

Outros componentes, presentes no 6leo essencial S. Montana, utilizado
nesta pesquisa, também, apresentam atividade antioxidante relatada na literatura.
Ruberto & Baratta (2000), avaliando cerca de 100 constituintes purificados de
diversos oOleos essenciais, verificou atividade antioxidante pronunciada nos
compostos [ e y-terpineno, inclusive comparando seus efeitos aos de
constituintes fenodlicos quando em elevadas concentragoes.

Radonic & Milos (2003), utilizando a metodologia TBAR’s, avaliaram a
atividade antioxidante in vitro do 6leo essencial de S. montana e também de seus
componentes principais timol e carvacrol em sua fracdo isolada. Os autores
trabalharam com concentragdes de 100 e 1000ppm e relataram atividade
pronunciada em ambas as concentra¢des, para os 6leos e fragdes isoladas de seus

componentes, atribuindo o efeito a seus principais constituintes (timol e
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carvacrol). Nesta pesquisa concluiu-se que o o6leo de segurelha possui forte
efeito antioxidante, podendo ser comparado a antioxidantes sintéticos e naturais
(a-tocoferol) consagrados.

Cavar et al. (2008) avaliaram a atividade antioxidante do 6leo essencial
de S. montana pelo método DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila), dosando a
habilidade dos componentes do 6leo de doar atomos de hidrogénio ou elétrons
neutralizando radicais livres. Os autores reportaram atividade efetiva e
atribuiram o efeito do 6leo essencial sobre o radical DPPH aos constituintes
fenodlicos timol e carvacrol.

Com a finalidade de inibir a oxidagdo lipidica, diversos antioxidantes
sintéticos como BHA, BHT, TBHQ sao utilizados na industria de alimentos. No
entanto, o uso tem sido restrito, em virtude de possiveis riscos a saude e
toxicidade. O uso de aditivos naturais tem despertado interesse, e alguns autores
reportam eficiéncias equivalentes ou superiores de compostos naturais com
relagdo a atividade antioxidante. Sebranek et al. (2005) compararam a atividade
antioxidante de extratos de alecrim com antioxidantes sintéticos BHA/BHT,
adicionados em salsichas, utilizando o método TBAR’s. Os autores observaram
eficiéncia semelhante nos testes realizados.

Nas mortadelas elaboradas com 100 mg.Kg' de nitrito (Grafico B,
Figura 26), observaram-se indices TBAR’s inferiores mesmo em amostras sem
adicdo oleo essencial. O nitrito possui efeito antioxidante por meio da formagao
de compostos estaveis com a mioglobina indisponibilizando o Fe, para atuar
como catalisador ativo das reagdes de oxidagdo (Karl-Otto, 2008).

Estudos foram realizados por Al-Shuibi & Al-Abdullah (2002) com
mortadelas elaboradas contendo diferentes niveis de nitrito e estocadas por 14
semanas a 4 e 25°C. Ao final do periodo de armazenamento foram observados
indices TBAR’s reduzidos para amostras que continham nitrito, observando

ainda, indices significativamente superiores nas amostras estocadas a 25°C.
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De maneira geral, nesta pesquisa, o efeito antioxidante foi mais
pronunciado em mortadelas fabricadas com 100 mg.Kg' de nitrito quando
comparadas as elaboradas com 200 mg.Kg'. Este efeito também foi observado
por Al-Shuibi & Al-Abdullah (2002), que encontrou em seus resultados com
mortadelas valores de TBA para tratamentos com 40 e 80 ppm de nitrito na faixa
de 0,53-0,59mg/Kg e valores de 0,65mg/Kg para amostras com 120ppm.

Segundo Liicke (2000), as concentragdes de nitrito, necessarias para
ocorréncia dos diversos efeitos nos produtos carneos, seriam de 30 a 50ppm,
para desenvolvimento de cor; de 20 a 40ppm para desenvolvimento de aroma; de
80 a 150ppm para o efeito conservante, e entre 20 a 50ppm para o efeito
antioxidante. Esses valores sdo dependentes do tipo de produto carneo.

Melton (1983) reportou sabores oxidados detectaveis em carne suina e
bovina, com valores de TBA na faixa de 0,3-1,0; frango 1,0-2,0 e peru > 3,0. No
entanto, estes valores de TBA nfo devem ser considerados como referéncia para
os limiares de odor rancoso da carne, pois, os valores de TBA sdo influenciados
por diversos fatores. Produtos carneos condimentados parecem mascarar 0s
efeitos de “off flavor” desenvolvidos.

Pode-se inferir também que ocorreu um efeito significativo do tempo de
estocagem na oxidagdo lipidica para todos os tratamentos avaliados, onde os
indices TBAR’s se mostraram superiores (P<0,05) ao final do periodo de
armazenamento (Tabela 13).

Lee et al. (2010) avaliaram a eficacia do extrato de mostarda (Brassica
juncea) no retardamento do rango oxidativo em carne crua de porco moida, e
reportaram aumentos significativos (P<0,05) nos dos indices TBAR’s e
percentual de acidos graxos livres durante os 14 dias de estocagem a 4°C. Este
fato também foi observado com as mortadelas elaboradas e analisadas neste

experimento.
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Estevéz & Cava (2006) avaliaram a eficacia do 6leo essencial de alecrim
(150, 300, 600ppm) na inibicdo da oxidagdo lipidica em salsichas estocadas a
4°C por 60 dias. Foi observado um incremento nos valores de TBAR’s durante o
armazenamento; o 6leo aplicado na concentragdo de 150 ppm ndo demonstrou
efeito ao passo que doses de 300 e 600ppm foram efetivas, com atividade mais
pronunciada na maior concentracao testada.

Viuda-Martos et al. (2010) avaliaram o efeito da adi¢do de O6leos
essenciais de alecrim e tomilho (0,02%) sobre o indice TBAR’s de mortadelas
estocadas por 24 dias em embalagens com atmosferas diferenciadas. Os autores
observaram indices inferiores (P<0,05) para mortadelas adicionadas de oleos
essenciais quando comparadas ao controle. Foi observado também um efeito
significativo do tempo de estocagem, fato também observado nesta pesquisa.

Nas mortadelas elaboradas com 200 mg.Kg' de nitrito um evento
inesperado pode ser observado, onde indices TBAR’s maiores para
concentragoes de oleo essencial maior foram detectados. Este fato ndo condiz
com a maioria dos relatos da literatura. Este fendmeno sugere uma possivel
interagdo entre o nitrito e compostos quimicos presentes na fragdo do dleo
essencial de S. montana L. Os compostos aromaticos poderiam interagir com
nitrito (Figura 28) e o antagonismo existente prejudicar efeito antioxidante

isolado do 06leo essencial e nitrito.

101



CHg CHz CHs

NO, ON
NO, +
—_—
OH OH OH
CH3
N//O
\O
o—H

FIGURA 28 Esquema de reagdo da possivel interagdo existente entre compostos
aromaticos (timol) do 6leo essencial e o nitrito. Linha pontilhada
representa a ligagdo de hidrogénio.

A metodologia empregada para avaliacdo do efeito inibitorio sobre a
oxidacdo lipidica ¢ baseada na reacdo entre o malonadeido e o acido
tiobarbiturico, entretanto esta rea¢do nao é especifica e a reagdo com uma ampla
variedade de outros produtos pode contribuir para a absor¢do. Alcadienos como
0 2,4 decadienal também podem reagir com TBA. Diversos componentes de
alimentos incluindo proteinas, produtos de reagdo de Maillard e produtos da
degradagdo de agucares podem afetar a determinagdo. Para enfatizar a falta de
especificidade os valores obtidos no teste sdo descritos com substancia reativas

ao acido tiobarbittrico (Gordon, 2001).
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4.5 Avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro e determinaciao da

Os 6leos essenciais e alguns de seus constituintes foram testados in vitro
por diversos autores, ¢ demonstraram possuir atividade antimicrobiana
comprovada sobre patogenos e bactérias deterioradoras (Oussalah et al., 2007,
Donaldson et al., 2005; Hsich, et al., 2001; Dorman & Deans, 2000; Kotzekidou
et al., 2008).

A formagdo dos halos de inibi¢do sobre a cultura testada evidenciam o
efeito antimicrobiano do 6leo essencial de Satureja montana L. Os valores
observados para o didmetro dos halos inibitérios na determinacdo da
concentragdo inibitoria minima (CIM) do 6leo essencial sobre C. perfringens sido
apresentados na Figura 29.

Foi observada a formacdo de halos inibitérios, em concentracdes
superiores a 1,56% (15,6uL.mL"), com didmetro médio de 2mm, sendo esta
determinada a concentragdo minima inibitéria (CIM). A concentragdo minima
inibitéria ¢é citada pela maioria dos pesquisadores como a medida do
desempenho antibacteriano dos 6leos essenciais (Burt, 2004).

Para demais concentragdes os diametros médios dos halos foram
5,67mm em 31,25uL.mL'l; 8,67mm para 62.50 pL.mL'l; 10mm para 125 pL.mL"
110,67 para 250 ;VLL.mL‘1 e 11,67mm para 500 uL.mL'l.

No micropogo controle, o qual continha somente o diluente DMSO
(dimetil sulféoxido) ndo foi observada a formac¢do de halo inibitério,
demonstrando a ndo interferéncia do diluente empregado na atividade do 6leo
sobre o microrganismo. O halo inibitério mais pronunciado foi observado na
maior concentragdo de oleo aplicada 50% (500 pL.mL™), provavelmente, em

virtude da maior concentragdo dos componentes ativos do 6leo essencial.
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FIGURA 29 Diametro dos halos inibitérios (mm) em func¢do das diferentes
concentra¢des de Oleo essencial de S. montana sobre Clostridium
perfringens tipo A ATCC3624. x média dos dados observados;
descontados os didmetros dos micropogos.

Foi realizado um controle positivo com solug¢do de cloranfenicol 1000
mg.L", sendo observado um valor médio para o halo de 16,67mm (halo central
na placa Figura 30).

Geralmente, 6leos essenciais que possuem propriedades antimicrobianas
pronunciadas sdo aqueles que apresentam elevado percentual de compostos
fendlicos como eugenol, timol e carvacrol. A importancia da presenga de grupos
hidroxil em compostos fenolicos tem sido confirmada (Dorman & Deans, 2000).

O oleo essencial testado apresentou elevadas concentragdes de timol e

carvacrol suportando seu efeito sobre o microrganismo testado.
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FIGURA 30 Formagdo dos halos de inibi¢do sobre C. perfringens pela
metodologia Difusdo Cavidade em Agar.

Timol e carvacrol sdo capazes de desintegrar a membrana externa de
bactérias Gram-negativas liberando lipopolissacrideos e aumentando a
permeabilidade da membrana citoplasmatica ao ATP (Helander et al., 1998).
Juven et al. (1994) avaliaram o efeito do timol sobre S. typhimurium e S. aureus
e formularam a hipdtese de que o componente se liga as proteinas de membrana
hidrofobicamente e, por meio de pontes de hidrogénio, alterando as
caracteristicas de permeabilidade da membrana.

Em estudos com B. cereus demonstrou-se que o carvacrol interage com a
membrana celular e se dissolve na bicamada fosfolipidica e presume-se alinhar
entre as cadeias de acidos graxos. Esta distor¢do da estrutura fisica causaria
expansdo e desestabilizagdo da membrana, aumentando sua fluidez que, por sua

vez, aumenta a permeabilidade passiva (Ultee et al., 2000).
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O timol ¢, estruturalmente, semelhante ao carvacrol, com um grupo
hidroxil ligado em posicdes diferentes no anel fenolico. A diferente localizagdo
do grupamento hidroxil ndo aparenta influenciar na atividade do 6leo essencial.
O efeito do timol sobre B. cereus, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa aparenta ser comparavel ao do carvacrol, por exemplo (Lambert et
al., 2001). A significancia do anel fendlico na atividade (desestabilidade
eletrénica) ¢ comprovada pela auséncia de atividade do mentol quando
comparado ao carvacrol estruturalmente semelhante (Ultee et al., 2002).

Paralelamente a inibicdo do crescimento de células vegetativas, a
inibicdo da producdo de toxinas ¢ de grande interesse para microbiologia de
alimentos. O carvacrol é capaz de inibir a sintese de toxinas de B. cereus. Duas
teorias sdo propostas para o modelo de ac¢do na limitacdo de toxinas: se a
excrecdo de toxinas € um processo ativo pode ocorrer insuficiéncia de ATP e
forca proton motiva para exporta-la do meio intracelular; alternativamente, a
baixa taxa de crescimento especifica resulta num maior consumo de energia para
manutencdo da viabilidade celular, consequentemente, prejudicando os estoques
energéticos para sintese de toxinas (Ultee & Smid, 2001).

O p-cimeno, também, foi encontrado em concentragdes significativas na
fragdo do 6leo essencial. O p-cimeno é o precursor bioldgico do carvacrol e
causa um inchaco da membrana citoplasmatica, tornando-a mais extensa do que
a molécula de carvacrol. Nao possui efeito se atuar sozinho, mas combinando
com o cravacrol possui um efeito sinergistico atuando sobre B. cereus in vitro e
arroz. Sobre este microrganismo, o p-cimeno parece ser incorporado a bicama
lipidica, facilitando o transporte de carvacrol por meio da membrana
citoplasmatica (Ultee et al., 2002).

Ciani et al. (2000) avaliaram a atividade do 6leo essencial de Satureja

montana L. in vitro, sobre 46 espécies de leveduras, incluindo leveduras
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deterioradoras, patogénicas e industriais. Os autores reportaram valores de MIC
na faixa de 0,10 a 0,25uL.mL".

Mirjana & Nada (2004) estudaram a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de segurelha (S. montana) colhida na parte central da Dalmacia
(Croacia) sobre cinco bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabile, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhi)
quatro  bactérias Gram-positivas  (Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis) e cinco fungos filamentosos e
leveduras patogénicas (Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Candida
albicans, Candida rugosa e Saccharomyces cerevisiae) utilizando o método de
dilui¢do em agar. Os autores relataram forte atividade do 6leo sobre todas as
linhagens testadas com exce¢do de Pseudomonas aeruginosa; a atividade
maxima foi observada sobre E. coli, S. aureus ¢ fungos, com valor de CIM para
E. coli de 0,06%.

Bezbradica et al. (2005) utilizando a mesma metodologia utilizada nesta
pesquisa, a de difusdo cavidade em 4agar, avaliaram a atividade do 6leo essencial
de S. montana sobre Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa, Corynebacterium sp. e Pseudomonas putida. O 6leo
essencial numa concentracdo de 5% diluido em etanol demonstrou atividade
antimicrobiana sobre todas as bactérias testadas, sendo Corynebacterium sp. o
organismo mais suscetivel.

Cavar et al. (2008) avaliaram o efeito inibitorio do 6leo essencial de
Satureja montana L. obtido por hidrodestilagdo utilizando a metodologia de
difusdio em discos, sobre o crescimento de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Bacillus subtilis. Todos os microrganismos testados foram inibidos pelo 6leo

essencial.
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Si et al. (2009) avaliaram o potencial de inibicdo de 66 dleos esseciais e
alguns de seus componentes isolados sobre Clostridium perfringens tipo A,
encontrando uma inibi¢do de mais de 80% em 33 destes componentes testados.
Os valores de CIM,s variaram entre 167 ¢ 425 pg.mL"', sendo os componentes
timol e carvacrol uns dos mais efeicientes inibidores dentre os testados pelos
autores.

Para aplicagdo nas mortadelas foram escolhidas as concentragdes de
1,56% (concentracdo inbitdria minima); 0,78% para verificagdo de efeitos
combinados as doses de nitrito; € 3,125% levando em consideragdo a reducédo de
atividade provocada pelos constituintes (lipidios, carboidratos e proteinas) dos

alimentos.

4.5.1 Analise ultraestrutural do efeito do 6leo essencial de S. montana sobre
Clostridium perfringens

Os danos causados a parede celular bacteriana e a perda de constituintes
celulares podem ser observados por microscopia eletronica de transmissdo
(MET).

As alteracdes morfologicas das células de Clostridium perfringens
ATCC3624, causadas pelo tratamento com 6leo essencial de Satureja montana
L., na sua concentracdo inibitoria minima (CIM), s3o apresentadas nas
micrografias eletronicas de transmissao da Figura 31.

As micrografias da cultura celular ndo tratada, sem exposi¢do ao 6leo
essencial, demonstraram uma parede fina e continua e demais estruturas
celulares bem definidas. As células de C. perfringens, submetidas ao contato
com o oleo (Figuras 31 C, D, E e F), apresentaram morfologia adulterada; a
parede celular apresenta irregularidades e alteragdes degenerativas, em alguns

casos conduzindo a ruptura da parede e consequente lise celular.
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500 nm

FIGURA 31 MET - Micrografias eletronicas de transmissdo. Aumento em A
x7000; B x12000; C x4400; D x12000; E x4400; F x12000.
Figuras A e B células de Clostridium perfringens ATCC 3624 sem
tratamento com Oleo essencial (controle). Figuras C e D
representam células de C. perfringens tratadas com 6leo essencial
de Satureja montana L. na Concentragéo inibitoria minima (CIM)
apos 15 minutos de contato; figuras E e F apos 45 minutos de
contato. As setas apontam os danos causados pelo tratamento com
6leo essencial.
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Conforme indicado pelas setas brancas, nas células tratadas também foi
observado uma distribuicdo desigual do citoplasma, ocorrendo coagulacdo e
aglomeragdo de materiais intracelulares (regides negras concentradas). As
células também demonstraram auséncia de citoplasma em determinadas regides
em virtude da perda da funcionalidade da membrana, caracteristico do
mecanismo de agdo dos componentes majoritarios do dleo essencial de S.
montana L., como descrito anteriormente.

Nao foi observada a formacdo de esporos em virtude do contato do 6leo

essencial com as células viaveis do microrganismo estudado.

4.6 Atividade antimicrobiana do Oleo essencial de S. montana sobre C.
perfringens inoculado em mortadela

As variagdes nas contagens de células viavies de Clostridium perfringens
tipo A ATCC 3624 nas mortadelas elaboradas com diferentes concentragdes de
6leo essencial (0,0; 0,78; 1,56; 3,125%) e niveis de nitrito (0, 100 e 200 mg.Kg’
", estocadas a 25°C por 30 dias sdo apresentadas na Figura 32. A Tabela 14
apresenta os valores absolutos das populagdes nos diversos tratamentos
avaliados durante o periodo de armazenamento.

Nas mortadelas elaboradas sem adi¢do de dleo essencial e sem nitrito, o
controle positivo, ao final do primeiro dia de estocagem foi observado um
aumento de 2 ciclos logaritmicos nas contagens de células viaveis (107 para 10°
UFC.g"). A matriz alimentar, utilizada no experimento, ¢ um bom meio para o
crescimento de C. perfringens, ¢ fatores como a temperatura de estocagem e

embalagem a vacuo contribuiram para este crescimento.
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FIGURA 32 Contagens médias (£Erro Padrdo) de Clostridium perfringens tipo
A ATCC3624 em mortadelas elaboradas com diferentes niveis de
nitrito e concentragdes de 6leo essencial estocadas por 30 dias a
25°C.
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TABELA 14 Populagdes de Clostridium perfringens tipo A ATCC 3624 (logl0 UFC.g"') em modelos carneos
emulsionados do tipo de mortadela elaborados com diferentes niveis de nitrito de sédio (0, 100 e 200
mg.Kg'l) e concentragdes de Oleo essencial (O.E) de Satureja montana L. (0,0; 0,78; 1,56; 3,125%)
durante estocagem por 30 dias/25°C

48!

Tratamento LOG,, UFC.g'1
NITRITO O.E
(mg.Kg") (%) DIA O DIA 1 DIA 10 DIA 20 DIA 30
0 0,00 7,00 (£0,00) Ac 8,95 (+0,03) Aa 7.65(+0,21)  Ab 5.97 (+0,04) Bd 2.83 (£0,24)  Ae
0 0,78 7,00 (£0,00) Aa 7,04(£0,07) Ba  5.96(+0,10) Cb  6.17(x0,07) Bb  2.96(£0,09) Ac
0 1,56 7,00 (£0,00) Aa 6,20(£0,02) Cc  6.60(x0,06) Bb 693 (+0,04) Aa  2.79(£0,05) Ad
0 3,125 7,00 (£0,00) Aa 4,65 (£0,07) Ec 5.74 (£0,12) Cb 6.07 (£0,08) Bb 2.78 (£0,19) Ad
100 0,00 7,00 (£0,00) Aa 732(£0,18) Ba  6.45(+029) Ba  6.94(x0,15) Aa  2.08(£025) Bb
100 0,78 7,00 (£0,00) Aa 6,73 (+0,30) Ba 6.81 (+0,06) Ba 5.50(+£0,29) Bb 1.86 (£0,09) Cc
100 1,56 7,00 (£0,00) Aa 5,79 (x0,08) Db 6.06 (£0,13) Cb 5.86 (x0,13) Bb 2.08 (£0,25) Bc
100 3,125 7,00 (£0,00) Aa 4,71 (£0,15) Ec 6.10 (+£0,02) Cb 5.94 (+0,11) Bb 1.69 (£0,00) Cd
200 0,00 7,00 (£0,00) Aa 6,46 (+0,33) Ca 6.47 (+0,36)  Ba 5.99(+0,04) Ba 1.00 (+0,00) Db
200 0,78 7,00 (£0,00) Aa 6,15 (+£0,07) Cb 6.11 (0,11) Cb 5.86 (£0,04) Bc 1.00 (£0,00) Dd
200 1,56 7,00 (£0,00) Aa 5,66 (+0,22) Dc 6.53 (£0,07) Bb 4.71 (+0,09) Bd 1.00 (£0,00) De
200 3,125 7,00 (+0,00) Aa 430(+0,18) Ec  598(£0,08) Cb  580(x0,05) Cb  1.00(+0,000 Dd

Valores médios (+ Erro Padrdo). Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na coluna, e mesma letra mintiscula na
linha ndo diferem entre si (P>0,05) pelo teste de Scott & Knott (1974).



Para amostras sem nitrito, adicionadas de 6leo essencial na concentragio
de 0,78%, ndo foram observadas redugdes significativas (P<0,05) nas
populagdes ao final do primeiro dia. J& para concentracdo de 1,56% foi
observada uma reducdo de 0,8 ciclos nas contagens; a maior reducdo (2,35
ciclos) ocorreu nas amostras de mortadela elaboradas com 3,125% de 6leo
essencial de segurelha. O efeito do 6leo sobre o microrganismo alvo foi reduzido
consideravelmente quando aplicado no modelo alimentar carneo emulsionado.

A aplicagdo de oleos essenciais para o controle de patdogenos e bactérias
deterioradoras requer a avaliagdo da sua eficacia em produtos alimenticios ou
em modelos que simulam de forma aproximada a composi¢do dos alimentos.
Geralmente a eficacia de alguns aditivos e agentes antimicrobianos naturais
podem ser reduzidas por certos componentes de alimentos (Glass & Johnson,
2004).

Em geral, supde-se que os elevados niveis de gordura e/ou proteinas dos
alimentos possam proteger as bactérias da agdo dos OE, de alguma forma. O
6leo essencial, dissolvido na fase lipidica do alimento ¢, relativamente menos
disponivel, para a agdo sobre bactérias presentes na fase aquosa (Mejlholm &
Dalgaard, 2002). O elevado percentual de gordura de 9,95%, encontrado para as
mortadelas fabricadas, pode resultar na redugdo do efeito inibitdrio do o6leo
essencial testado.

Outra sugestdo ¢ de que o menor teor de agua dos alimentos, em
comparagdo com os meios de laboratorio, pode impedir o progresso de agentes
antibacterianos para o local alvo na célula bacteriana (Smith-Palmer et al.,
2001). O o6leo essencial de menta, em produtos com altos teores de lipideos
como patés e saladas de ovas de peixe, exibiu um efeito antimicrobiano reduzido
sobre L. monocytogenes e S. Enteretidis, quando comparados a alimentos como
saladas de iogurte e pepino cuja atividade foi muito maior (Tassou et al., 1995).

O teor de proteinas, também, tem sido apresentado como fator inibidor da agdo
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do 6leo de cravo em S. Enteritidis em queijo de baixo teor de gordura (Smith-
Palmer et al.,, 2001). Carboidratos dos alimentos ndo parecem proteger as
bactérias da acdo dos OES tanto quanto gordura e proteina o fazem. A alta
atividade de agua e/ou altos niveis de sal facilitam a agdo do OE (Skandamis &
Nychas, 2000).

O teor de proteinas, também, tem sido apresentado como fator inibidor
da acdo do dleo de cravo em S. Enteritidis em queijo de baixo teor de gordura
(Smith-Palmer et al., 2001). Carboidratos dos alimentos ndo parecem proteger as
bactérias da acdo dos OES tanto quanto gordura e proteina o fazem. A alta
atividade de agua e/ou altos niveis de sal facilitam a agdo do OE (Skandamis &
Nychas,2000).

A estrutura fisica do alimento pode limitar o efeito antimicrobiano do
0leo essencial. Um estudo do desempenho do o6leo de orégano sobre S.
Typhimurium em meio liquido (caldo) e em gel de gelatina revelou que a matriz
gélica reduziu, drasticamente, o efeito inibitério do 6leo, provavelmente, em
virtude da limitagdo da difus@o pela estrutura da matriz gélica (Skandamis et al.,
2000). A mortadela, ap6s o processo de cozimento, apresenta estrutura fisica
semissolida podendo interferir na difusdo do oleo e prejudicar seu efeito
antimicrobiano.

Geralmente a susceptibilidade da bactéria ao efeito antimicrobiano do
6leo essencial aumenta com a queda de pH no alimento, menores temperaturas
de estocagem e teor de oxigénio na embalagem. Em baixos valores de pH, a
hidrofobicidade do 6leo essencial aumenta tornando a dissolugdo dos lipideos da
membrana celular mais facilitada (Skandamis & Nychas, 2000; Tsigarida et al.,
2000).

Gill et al. (2002) sugerem que a grande viabilidade de nutrientes em
alimentos comparados aos meios utilizados em laboratério pode habilitar a

bactéria a reparar danos nas células mais rapidamente. A este respeito nao
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somente as propriedades intrinsecas dos alimentos (gordura, proteina, teor de
agua, antioxidantes, conservantes, pH, sal e outros aditivos) sdo importantes,
mas fatores extrinsecos sdo determinantes (temperatura, embalagem em
atmosfera modificada e caracteristicas do microrganismo) ¢ podem afetar a
sensibilidade bacteriana (Burt, 2004).

Gutierrez et al. (2008a) avaliaram a interferéncia de constituintes de
alimentos (amido, extrato de carne, 6leo de girassol) e pH na atividade do 6leo
essencial de orégano e tomilho sobre Listeria monocytogenes. Os autores
reportaram que amido e 6leo de girassol, nas concentragdes de 5 e 10%, tiveram
impacto negativo na eficacia da atividade dos 6leos; por outro lado, os dleos
foram mais efetivos em elevadas concentragdes de proteinas e em pH 5,
comparados com 6 ou 7

Conforme observado na Figura 32 mortadelas elaboradas com 100
mg.Kg"' de nitrito ¢ sem adigdo do 6leo essencial apresentaram um crescimento
menor, ao final do primeiro dia de armazenamento, quando comparada ao
tratamento controle, evidenciando a agdo bacteriostatica do nitrito sobre C.
perfringens.

A respeito do efeito de inibi¢do do nitrito sobre microrganismos varios
mecanismos sdo relatados na literatura. Riha & Solberg (1975) propuseram que
a inibi¢do do nitrito sobre C. perfringens se da na reagdo do nitrito e acido
nitroso com SH-constituintes de células bacterianas. A reacdo do acido nitroso
com tiols pode produzir nitrosotiols, os quais podem interferir na agdo de
enzimas como gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase.

Foi demonstrado que em Clostridium botulinum o nitrito reage nas
ligagdes ferro-enxofre de algumas proteinas, por exemplo, a ferrodoxina, para
formar complexos ferro-6xido nitrosos, inibindo o sistema fosforoclastico, o
qual envolve a convers@o do piruvato a acetil-fosfato, transferéncia de elétrons e

sintese de ATP (Cammack et al., 1999). Estes mesmos autores reportaram ainda
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o efeito do nitrito sobre 0 DNA e expressdo genética além de danos a membrana
e parede celular. O'Leary & Solberg (1976) relataram que células de C.
perfringens inibidas por 14 mM de nitrito se apresentaram cinza escuras ou
marrons, além de apresentar consisténcia alterada e se mostrar mais dificeis de
dispersar em solucdo tampao. Os autores postularam que esta pigmentagdo esta
associada com paredes celulares e membranas sugerindo que os danos a estas
estruturas seriam os eventos primdrios na atividade do nitrito sobre este
microrganismo.

Para mortadelas elaboradas com 100 mg.Kg™' de nitrito ¢ 0,78% uma
pequena redugdo foi observada; este fato poderia induzir um efeito combinado
tornando possivel a redugao de nitrito de sodio quando em uso combinado com o
6leo essencial.

As redugOes nas contagens foram mais pronunciadas para tratamentos
com 100 mg.Kg™ nas concentragdes de 6leo mais elevadas, com reducio de 2,29
ciclos na concentracdo de 3,125% ao final do primeiro dia de estocagem das
amostras.

Nas mortadelas elaboradas com 200 mg.Kg™ de nitrito foi observado um
efeito mais pronunciado quando comparado aos tratamentos com 0 e 100 mg.Kg’
" de nitrito, inclusive com pequena redugio (P>0,05) de células vidveis nos
tratamentos sem o6leo essencial. A atividade sobre o microrganismo foi maior em
concentragoes de 6leo mais elevadas.

Para a maioria dos tratamentos avaliados entre o primeiro e o décimo dia
de estocagem houve um aumento no numero de células viaveis de C.
perfringens. Este fato pode ser explicado pela temperatura de estocagem (25°C)
das mortadelas, favoravel ao crescimento do microrganismo. Segundo Labbé
(2000) C. perfringens é capaz de crescer em temperaturas entre 15 ¢ 50° com um
6timo de 45°C. Uma possivel alternativa seria o uso de tecnologias de “barreiras

multiplas” aliando além de nitrito e 6leo essencial com efeitos antimicrobianos
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comprovados, o uso de baixas temperaturas, garantido assim um produto seguro
durante toda sua vida de prateleira. Mendonca (2004) e Alarcon (2007)
avaliaram o efeito de Oleos essenciais sobre S. aureus e E. coli em ricota
estocada a 7°C e observaram uma redug@o nas contagens dos microrganismos
apos 24h de tratamento, sendo estas contagens mantidas até o final do periodo de
estocagem (21dias).

O género Clostridium possui habilidade de metabolizar uma ampla faixa
de moléculas organicas incluindo aguacares e outros carboidratos; desde
monossacarideos até largos polimeros podem ser fermentados para obtencdo de
compostos de carbono e energia. Em comum com outras fermenta¢des, uma
consideravel quantidade de carbono do substrato é convertida a produtos finais
de fermentacdo os quais sdo caracteristicos do microrganismo. Polimeros como
celulose, amido e pectina sdo importantes substratos para Clostridios na
natureza, os quais podem ser degradados por enzimas extracelulares e
complexos enzimaticos, resultando em compostos de baixo peso molecular
passiveis de assimilacdo pela célula (Mitchell, 2001). Com relacdo a
deterioracdo de alimentos os clostridios podem ser classificados em proteliticos
(putrefativos) capazes de decompor proteinas peptideos e aminoacidos,
produzindo compostos sulfurosos com odor putrido; e um segundo grupo, do
qual faz parte Clostridium perfringens, ditos sacaroliticos (ndo-proteoliticos)
com fermentac¢do de carboidratos caracteristica e producdo de acidos butiricos e
acético, além de dioxido de carbono e hidrogénio. O crescimento ¢é caracterizado
por odor butirico e produ¢ao de gas (Scott et al., 2001).

A acentuada queda no numero de células viaveis ao final do periodo de
armazenamento pode ser relacionada com a queda de pH no produto; a
mortadela apresenta em sua constituicdo quantidade consideravel de carboidrato
fermentavel (fécula), a qual deu origem a acidos orgénicos responsaveis pela

brusca queda de pH. Como foi relatado anteriormente o microrganismo

117



apresenta pH o6timo de crescimento de 7,2 com minimo entre 5,5 ¢ 5,8. Em
adicdo, a redugdo no numero de células viaveis pode ser estimulada pelo
crescimento de bactérias acido-laticas naturalmente presentes na carne, as quais
possuem habilidade de crescer em pHs de até 3,8. As bactérias acido-laticas
(Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus) sio
capazes de produzir varios fatores antimicrobianos como bacteriocinas (nisina) e
acidos organicos como o acido latico; os acidos organicos interferem na forca
préton motiva e nos mecanismos de transporte ativo da membrana
citoplasmatica bacteriana (Forsythe, 2002).

Em virtude da elevada concentragdo celular inoculada o produto se
apresentou completamente deteriorado com odor desagradavel carcateristo,
alteracdo de consisténcia “amolecida” e aspecto “estufado”, caracteristico do
crescimento do microrganismo estudado.

As contagens de esporos de C. perfringens durante o periodo de
estocagem sdo apresentadas na Tabela 15. De maneira geral pode-se observar
um maior nimero de esporos ao final do periodo de estocagem para todos os
tratamentos avaliados. De acordo com Mitchell (2001) a esporulacdo ¢é iniciada
em resposta a excassez de nutrientes; outros fatores que podem alterar a
esporulagdo sdo pH, oxigénio e temperatura. Em geral a esporulagdo ¢
favorescida por condi¢des que resultem em redugdo da taxa de crescimento.

Com o desenvolvimento do microrganismo do produto as condigdes
podem ter se tornadas desfavoraveis para o crescimento e favoraveis para o

inicio processo de esporulagdo.
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TABELA 15 Contagens de esporos de Clostridium perfringens tipo A ATCC
3624 em mortadelas elaboradas com diferentes niveis de nitrito e
concentragoes de 6leo essencial durante estocagem por 30 dias a

25°C
Nitrito Tempo Oleo essencial

(ppm)  (dias) 0% 0,78% 1,56% 3,125%

1 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0

0 10 2,3x10° <3.0 <3.,0 <3.0
20 3,1x10? 3,0x10' 1,33x10° 3,3x10?
30 2,4x10* 2,4x10* 7,8x10° 2,4x10°

1 <3.0 <3.0 <3.0 <3.0
100 10 <30 i <3,0 i <3,0 X <3,0 1
20 43x10 1,8x10 2,1x10 3,6x10
30 7,8x10° 6,7x10° 2,4x10° 2,4x10°

1 <30 <30 <3,0 <30
200 10 <3,0 i <30 X <3,0 X <3,0 X
20 3,3x10 2,3x10 1,85x10 3,3x10
30 4,6x10° 2,4x10° 2,4x10° 7,8x10°

*Valores médios NMP/g de esporos
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5 CONCLUSOES

O dleo essencial de Segurelha (Satureja montana L.) apresentou efeito
inibitorio sobre o crescimento de Clostridium perfringens Tipo A
ATCC3624 inoculado em mortadela em concentragdes superiores a
1,56%.

A utilizacdo do o6leo essencial em concentragdes elevadas pode
promover alteragdes sensoriais indesejaveis, fato observado nas anélises
de cor objetiva, por meio da alteragdo da coloragdo caracteristica do
produto;

A atividade antioxidante do 6leo essencial em mortadelas também foi
comprovada;

Os resultados obtidos sugerem uma possivel utilizagdo do 6leo essencial
combinado com doses minimizadas de nitrito, uma vez que foram
retardadas reagdes oxidativas e reduzidas contagens de C. perfringens

nas amostras de mortadela.
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