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RESUMO

Clostridium difficileé uma bactéria meséfila, Gram-positiva, anaeréiiata
formadora de esporos, associada a diarreia parciiddenosocomial, entretanto
esta a cada dia mais relacionado a ingestédo deratisicontaminados. Devido
ao crescimento do interesse dos consumidores proergbs naturais, sem
adicdo de conservantes quimicos, 0s 6leos essesai@gem como alternativa,
reduzindo o uso de aditivos artificiais como oitutrObjetivou-se neste estudo
determinar a concentracdo minima bactericida (CMB) diferentes Oleos
essenciais e suas combinagbes sdbredifficile; identificar e quantificar
componentes quimicos dos 6leos essenciai©dganum vulgare, Thymus
vulgarise Litsea cubebae elaborar mortadelas com reducao de nitritobd®s
e adicdo de dleos essenciais, analisando o crescineeesporulacdo dE.
difficile, avaliagdo por microscopia eletrbnica de varredaspectos
morfologicos deste, assim como o efeito sobre amadacao lipidica, nitrito
residual, textura e os efeitos sensoriais do poodat CMB do OE deO.
basilicumfoi de 1,2%, enquanto o de. vulgaree T. vulgaris apresentaram
efeito bactericida a 0,3%le cubebaa 0,15%. Todas as combinacdes dos Oleos
essenciais d®. vulgare, T. vulgari®e L. cubebaeficientesin vitro. Sendo
selecionada para elaboracdo das mortadelas a cagéibidos OE d@. vulgare
(0,2%), T. vulgaris(0,05%) eL. cubeba(0,025%) para F1 e para F2 os OE de
O. vulgare (0,1%), T. vulgaris (0,1%) e L. cubeba(0,05%). Nao houve
diferenca significativa do crescimento de célulaweis entre os tratamentos
contendo OE e controle, entretanto houve aumentapdeximadamente 2,5
log,o de NMP/g de células vidveis ap6s o quinto dia.e@lmi-se aumento da
esporulacéo durante a estocagem, principalmerfd wam 2,3 logy NMP/g de
endésporos na mortadela ao final de sua estocagemreducéo do pH durante
0 armazenamento e maior quantidade de nitritowakita F1 com 10,23 ppm e
reducdo do nitrito residual durante o armazenameapiesentando 18,75 ppm
no primeiro dia de estocagem e 5,11 no dltimo@lzservou-se maior oxidacao
lipidica (P<0,05) em mortadelas-controle, ndo sendo observdidasencas
significativas P>0,05) de oxidacdo em mortadelas adicionadas deuddnte
todo o armazenamento; A adicdo de OE néao influenaicor P>0,05) das
mortadelas, quanto a textura reduziram a durezasigabilidade durante o
tempo de armazenamento com aumento da adesiviBa@gdb). Ao aplicar o
teste de comparacdo mudltipla, a cor ndo foi difedd amostra-controle, e o
atributo mais afetado pelos OE foi o sabor, qudigop em baixa aceitacéo do
produto.

Palavras-chave: Anaerdbios. Aditivo alimentar. Glessenciais.



ABSTRACT

Clostridium difficileis a mesophilic bacteria, Gram-positive, anaeraibiict,
spore former, associated with diarrhea for nosoabiimfection, however is
every day more related to the ingestion of contabeih food. Because of the
growing consumer interest in natural foods with @oded chemical
preservatives, the essential oils are an altemateducing the use of artificial
additives such as nitrite. In this study the objectwas to determine the
minimum bactericidal concentration of different esgal oils and their
combinations onC. difficile; identify and quantify chemical components of
essential oils ofOriganum vulgare, Thymus vulgaréd Litsea cubebaand
prepare bologna with reduction of sodium nitrited aadding essential oils,
analyzing the growth and sporulation Gf difficile, evaluation by scanning
electron microscopy morphological aspects, as aglhe effect on color, lipid
oxidation, residual nitrite, texture and sensorfe&s of the product. The
Minimum Bactericidal Concentration of the essermih(EO) O. basilicumwas
the 1.2%, whileO. vulgareand T. vulgarisshowed bactericidal effect to 0.3%
andL. cubebao 0.15 %. All essential oils combinatio@s vulgare, T. vulgaris
andL. cubebeefficientin vitro. Being selected for the bologna preparation, the
combination of EO ofD. vulgare(0.2%), T. vulgaris (0.05%) andL. cubeba
(0.025%) for F1, and F2 for the EO Of vulgare(0.1%), T. vulgaris (0.1%)
andL. cubeba(0.05%). There was no significant difference ieviable cells
growth among treatments containing EO and controlyever there was an
increase approximately 2,5 lggle NMP/g of viable cells after the fifth day. It
was observed an increase of sporulation duringagérespecially in F1 with
2.3 logo NMP/g of endospores in bologna at the end oftdsage, reducing pH
during storage and greater amount of residualtaitni F1 with 10.23 ppm and
reducing residual nitrite during storage, presentii.75 ppm in the first day of
storage and 5.11 in the last day. It was observddgher lipid oxidation
(P<0.05) in bologna-control, not being observednificant differences
(P>0.05) of oxidation in bologna added EO duririgsirage time. The EO did
not influence the color (P>0.05) of bologna, asttheure reduced the hardness
and chewiness during the storage time with incetasthesiveness (P< 0.05).
By applying the multiple comparison test, the coleas not deferred the
control- sample, and the most affected attributeEQy was the flavor, which
resulted in lower product acceptance.

Keywords: Anaerobic. Food additive. Essential oils.
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1 INTRODUCAO

Entre os produtos emulsionados mais consumidos masilBesta a
mortadela, sendo apreciada por todas as classegissoBossuem como
ingredientes principais a carne bovina, suina,ibtwce aditivos como nitrito de
sédio, ascorbatos e polifosfatos.

O nitrito de s6dio tem como fun¢Bes contribuir pardesenvolvimento
de cor e sabor caracteristicos da mortadela, imbidesenvolvimento de
microrganismos e atuar como antioxidante. Entretamtacido nitroso oriundo
do nitrito de sédio, pode reagir com aminas em ytaxlcarneos curados para
formacdo de compostos N-nitrosos, em especial tessaiminas, que possuem
efeito téxico, mutagénico, neuro, nefrotéxico ectagénicos.

A principal justificativa para o emprego do nitrit@ elaboracédo de
produtos cérneos é prevenir o crescimento de fonegstativas e impedir a
germinacdo dos endésporos @dostridium sp., sendo que a toxinfecgéo
alimentar causada p@iostridium difficileesta cada vez mais difundida na area
alimenticia.

Portanto, os 6leos essenciais sdo aditivos quenpade utilizados em
alimentos, como a mortadela, substituindo e/ou temg@ntando os aditivos
alimentares artificiais na indUstria de alimentéddém de sua atividade
antimicrobiana e antioxidante podem ser usados dtaweorizantes, aromaticos,
antissépticos, carminativos, antiespasmadicos ectogantes.

Logo, neste trabalho objetivou-se elaborar mokedeom reducéo do
teor de nitrito de sddio, adicionadas de mistum®léos essenciais cont€a

difficile e avaliar os efeitos antimicrobianos, tecnolégi@ssensoriais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mortadelas

Dentre os produtos carneos embutidos, destacamm-smolsionados, e
um dos principais representantes é a mortadela.

A mortadela, segundo a legislacdo brasileira, € produto cérneo
industrializado, obtido através da emulsdo dasesade animais de acougue,
acrescido ou nao de toucinho, adicionado de ingnéels, embutido em
envoltério natural ou artificial, em diferentesrfaas e submetido ao tratamento
térmico adequado (BRASIL, 2000). Quando carne, wardagua e sal sao
misturados e submetidos a alta velocidade, uma angsdormada, com
caracteristicas de emulséo 6leo em agua (HEDRIG84)1

A tecnologia aliou a funcionalidade da proteinaneara propriedades
sensoriais que fizeram da mortadela um dos prodidoseos processados de
maior aceite mundialmente, consumido por todadasses sociais (YOUNES;
BORON, 2006). O produto esta presente no topo dkasl|de alimentos
preconizados pela Associacdo das Indistrias Birasilde Alimentos (ABIA)
pela reducido de cloreto de sédio em sua formulg§éZsSOCIACAO DAS
INDUSTRIAS BRASILEIRAS DE ALIMENTOS - ABIA, 2010).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL2001b)
estabelece limites microbiolégicos em mortadelasra pas seguintes
microrganismos:Salmonella(auséncia em 25 g), Clostridisulfitorredutores
(méx. de 5 x 1DUFC.g"), Estafilococos coagulase positiva (méax. de 3 % 10
UFC.g") e coliformes termotolerantes (méax. de 3 ¥ WFC.g"), sendo as
bactérias, principais responséaveis pela deterioragdcontaminacdo de carnes e

produtos carneos em fungéo da alta atividade de @mire 0,98 e 0,99), do pH
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relativamente elevado (entre 5,5 e 5,7) e por p@saudtimas fontes de
nutrientes (PORTO, 2006).

2.2 Nitrito de sédio

Dentre um dos principais ingredientes da mortadsla a adicdo de
nitrito, de sodio ou de potassio, que apresentamocfinalidades basicas
conferir a cor rG6sea e 0 sabor caracteristicos rddupos curados, além de
prevenir alteragbes desagradaveis oriundas dadenoixidativa dos lipidios e
atuar como conservante, principalmente contra scoreento e a producdo de
toxina doClostridium botulinum(CASSENS, 1997; FEINER, 2006; TOLDRA,
2010).

Constituem um sal de um acido relativamente frade ema base forte,
formando uma substancia cristalina, muito soliwvel&gua (ROCA, 2005). A
guimica do nitrito em produtos curados correspandea mistura complexa de
reacBes quimicas envolvendo diferentes reagentes; € um composto
altamente reativo e pode atuar como oxidante, iedazs nitrosaminas, além
de ser convertido em uma variedade de compostoljido acido nitroso,
nitrico e 6xido de nitrato (SEBRANEK; BACUS, 2007).

A maior perda do nitrito € observada durante aidabraté o final do
processo de aquecimento, a perda ocorre em cer6&%ee apos 20 dias de
estocagem a uma reducdo de um terco da concentaa¢Boo aquecimento
(HONIKEL, 2008). Segundo Cassens (1997), apés @ukeinitrito ao sistema
carneo, aproximadamente 1% a 10% sao oxidadosratonide 5% a 10%
reagem com a mioglobina, de 5% a 15% com os greydéidrilas das proteinas,
de 1% a 5% com gordura, de 20% a 30% com proteiceraa de 1% a 5%
transformam-se em gas e se desprendem do produtm €onsequéncia, essas
reacbes complexas do nitrito podem contribuir panreariacdo na quantidade

residual de nitrito em produtos carneos, portaapenas 10% a 20% do nitrito
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adicionado podem ser detectados apds o processanfemrodutos curados e
este nivel reduz gradualmente com o0 armazenamento.

O nitrito adicionado ao produto reage com a miogi@be outros
compostos presentes na carne e, portanto, umalgaaeitrito € consumida
por essas reacdes. Para que haja um controle stibez varias bactérias, dentre
elas oC. botulinum alguns autores consideram necessarios aproxingdarh0
ppm de nitrito residual no produto final e afirmajune valores de adicao
inferiores a 150 ppm sdo insuficientes para senelraesse nivel residual e,
portanto, ndo previnem o desenvolvimento desseongianismo (CASSENS,
1997). Em trabalho realizado por Dias (2011) fosesbado que mortadelas
contendo 6leos essenciais tiveram maior concemtrdeaitrito residual que as
demais e consequentemente melhora do efeito atgitzaw durante 20 dias de
armazenamento.

A acao inibitoria do nitrito sobre microrganismaséerelacionada com a
forma ndo associada do acido nitroso (HN@m composto ativo (FEINER,
2006), o nitrito reage nas ligacdes das enzimasaguesentam ferro e enxofre
em sua estrutura, impedindo a sintese de ATP (atlentrifosfato) a partir do
piruvato (essas enzimas atuam sobre o transporteléti®ns, na quebra do
piruvato, originando ATP, e CQ) (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

Cammack et al(1999) demonstraram que ha efeito do nitrito sabre
DNA e expressao genética, além de danos a membeahagsarede celular das
bactérias, este reage nas ligacdes ferro-enxofrgienas proteinas, como, a
ferrodoxina, para formar complexos ferro-6xido asws, inibindo o sistema
fosforoclastico, o qual envolve a conversdo do vaite a acetil-fosfato,
transferéncia de elétrons e sintese de ATP.

Os sabores e aromas relacionados ao processo @eamroriginados
das reacdes entre o 6xido nitrico (NO) e numereshstancias presentes em

carnes como aldeidos, alcool e inosina, e para abta coloracéo caracteristica



18

(rosa avermelhada), intensa e estavel de produtaga@s, sdo necessarios de 30
a 50 ppm de nitrito por produto (FEINER, 2006).

O nitrito também é capaz de retardar ou inibir feagde oxidagdo. Sua
atividade antioxidante é baseada na formacdo depastos estaveis entre
pigmentos heme e nitrito (oxidante), com reduc@eBe para F& que reduz o
nimero de fons ferro livre Eecatalisadores da oxidacdo lipidica, sendo
necessarios cerca de 20 a 60 ppm de nitrito par&sfe atue como antioxidante
(PEGG; SHAHID, 2000).

O nitrito (NQ,), tanto de potassio quanto de sédio, € o ageivie de
cura; em contraste, o nitrato (j)Chdo é um agente ativo, sendo reduzido a
nitrito pela acdo de bactérias nitrato redutoraralmente presentes na carne
(ZANARDI, 2002). O nitrito é convertido a &cido noiso (HNQ) e a oOxido
nitrico (NO). O NO formado se combina com a porfgéme da metamioglobina
para originar o pigmento de nitrosometamioglobibRe*NO), altamente
instavel e que é rapidamente reduzido a forma gairde nitrosomioglobina
(MbFe™NO) (M@LLER; SKIBSTED, 2002). Em auséncia de oxigéno
pigmento de nitrosomioglobina é estavel, mas nagmga de oxigénio a
estabilidade do complexo é altamente dependert@xdale dissociacdo do NO,
visto que o oxigénio reage apenas com o NO livxeJamdo-o rapidamente a
NO,. Dessa forma, o pigmento de nitrosomioglobina (MB¥O) é considerado
instavel, uma vez que a concentracdo de oxigéei@lgente, € muito maior,
substituindo o NO assim que este se dissocia dglobima. Além disso, outros
oxidantes reagem com o NO, convertendo-o novamemgrato (NQ), que
devera ser convertido a nitrito (W deste novamente a NO, para entéo reagir
com a mioglobina, ilustrando a natureza cicliceoxiereducdo das reacgbes de
cura (HONIKEL, 2008). O complexo MbE®O é estabilizado através da

desnaturacdo da molécula de globina pelo aquean{t66C), formando o
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pigmento nitrosoemocromo, que apresenta cor r@seacteristica de produtos
curados cozidos (RAMOS; GOMIDE, 2009).

O &cido nitroso, produzido pela reducéo do niitgosddio, pode reagir
com aminas em produtos carneos curados para foomdedcompostos N-
nitrosos, em especial as nitrosaminas, sendo gas psssuem efeito toxico,
mutagénico, neuro, nefrotoxico e carcinogénicos AMRRIS, 2000;
RYWOTYCKI, 2002). Os microrganismos também podenrtigipar da
formacgéo de nitrosaminas reduzindo o nitrato dtamit degradando proteinas
em aminas e aminoacidos (TRICKER; PREUSSMANN, 1991)
consequentemente, a formacdo de N-nitrosaminasliemnéos € controlada
pela concentracdo residual de nitrito, jA que acihde de sua formacgdo é
diretamente proporcional ao quadrado da concemtr@dgitrito (HILL, 1988).

A formagdo de nitrosaminas estd presente em todosiveis de
concentracBes residuais de nitrito de sédio, reptaado risco para a saude
humana (CASSENS, 1997), em adultos sadios, oatgstre 0s nitritos sdo
absorvidos pelo trato gastrintestinal, sendo @tatrapidamente excretado pela
via renal. Os nitritos, por sua vez, podem combksacom a hemoglobina,
transformando-a em meta-hemoglobina, por processxidacao do ion ferroso
a fon férrico no complexo porfirinico. A metaemdgitm (HbFé®) é incapaz de
transportar oxigénio (CORTAS; WAKID, 1991). Niveie HbFé&de 10%
podem produzir cianose assintomatica e, com nérgie 20% e 30%, ocorre 0
aparecimento de cianose com sinais de hipoxianiasteispneia, cefaleia,
taquicardia e inconsciéncia, concentracdes emmugeriores a 50% podem
ser fatais (BORONAT; PADROS; ALONSO, 1982).

No Brasil, os sais de cura comerciais sao condtisuide mistura de
cloreto de sdédio (sal carreador) com nitrito deic@d potassio, ou apenas um
destes. Qualquer que seja o sal utilizado, a qleddi de nitrito residual e

nitrato residual do produto ndo pode ultrapassad ppm e 300 ppm,



20

respectivamente. A mescla de aditivos com iguatdonpode ser utilizada,
desde que a soma de todos os limites ndo sejai@uper limite maximo de
nenhum deles (BRASIL, 1998, 2009). Varios paisespem leis semelhantes,
como Code of Federal RegulationESTADOS UNIDOS DA AMERICA -
EUA, 2005; HONIKEL, 2008).

Diante disso, a conservagdo de alimentos tornawyselesafio para a
indUstria de alimentos, necessitando cada vez dwmisonservantes eficazes,
mas que ndo trazem riscos a saude do consumidoiosVabalhos tém
demonstrado a preferéncia dos consumidores poemtios “naturais”, ou seja,
com reducdo de aditivos quimicos, com isso divesstsres tém trabalhado a
fim de obter a substituicdo total ou parcial deitoit(ALEIXO, 2013; DIAS,
2011; DUTRA et al., 2011; MARTINS, 2013, 2014; OIHIRA et al., 2011,
2012; RODRIGUES, 2014).

2.3Clostridium difficile

Clostridium difficileé uma bactéria mesdéfila, Gram-positiva, anaerébia
estrita, formadora de esporos, sendo um importgeate patogénico humano
(HOOVER; RODRIGUEZ-PALACIOS, 2013; WEESE, 2010).i Fescoberta
pela primeira vez em 1935, mas s6 a partir de ¥ffie foi associada em
humanos ao diagnéstico de colite pseudomembranugiay causa de diarreia
associada a antibioticos (BARTLETT, 2006; FREEMANak, 2010; LOO et
al., 2005; RODRIGUEZ-PARDO; MIRELIS; NAVARRO, 2013VIANA,
2013).

O principal reservatorio d€. difficile & o trato gastrintestinal de seres
humanos e animais de sangue guente, coloniza o eblocerca de 3% dos
adultos saudaveis e em 10-30% dos doentes hospitai. Em condi¢des

normais, a microbiota intestinal inibe o crescimet¢C. difficile, no entanto,
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guando o equilibrio é alterado por intermédio dibaiticos, idade avancada,
hospitalizac@o, pacientes que apresentam comosdsdaidnunodepressivas,
cancer e outros fatores de risco, este encontraligfi@s propicias a sua
germinacdo, colonizacdo e segregacdo de toxinasRTBETT, 2006;
HERNANDEZ-ROCHA et al., 2012; LOO et al., 2005; RRIGUEZ-PARDO;
MIRELIS; NAVARRO, 2013; VIANA, 2013).

A infeccdo porC. difficile ocorre em consequéncia da ingestdo de
células vegetativas ou endosporos que resistemaa dg acido géstrico,
germinam no intestino delgado e colonizam o céfmoduzindo toxina que
iniciam uma série de fendmenos (RODRIGUEZ-PARDO; RHILIS;
NAVARRO, 2013; SUNENSHINE; MCDONALD, 2006).Apresentam
crescimento relativamente lento no intestino em pamacdo com as outras
bacterias entéricas, esta se assemelha fenotipitameom Clostridium
sporogenesno entanto, ao contrario des@, difficile n&o digere proteinas, e
ndo produz lipases (CATO; GEORGE; FINEGOLD, 19860QVER;
RODRIGUEZ-PALACIOS, 2013). Durante a progressaoirdacdo associada
aC. difficile comeca um ciclo de formacéo de esporos por estarlza que sao
libertados no limen colico e que posteriormenteladgados no meio ambiente
(HERNANDEZ-ROCHA et al., 2012; PAREDES-SABJA; SARRE2011).

Duas grandes toxinas sdo produzidas durante oroesso vegetativo
de C. difficile, sendo os principais fatores de viruléncia, an@xh e toxina B,
gue se destacam entre as maiores toxinas polipgsidonhecidas (400-600
kDa), entretanto nem todas as cepas sdo capaz@sdiei-las. A toxina A é
uma enterotoxina potente com ligeira atividadet@itea, enquanto a toxina B é
uma citotoxina extremamente potente (HOOVER; RODBEGE-PALACIOS,
2013).

As toxinas A e B, ap6s unir-se aos seus recepterdgam na célula

por endocitose, apresentam atividade glicosiltexast, causando interrupcéo
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das fibras de actina do citoesqueleto que resuitalieninuicdo da resisténcia
transepitelial, aumento da permeabilidade vascotem acumulagéo de liquidos
devido a destruicao das ligac@es intercelularesstruicdo do epitélio intestinal.
Além disso, as toxinas A e B induzem a producaéatlr de necrose tumoral e
de interleucinas pro-inflamatérias associadasm@dgfo de pseudomembranas.

A maioria das estirpes pode produzir ambas as dexi e B; no
entanto, cepas capazes de produzir apenas a tBxjpadem ser igualmente
prejudiciais em contextos clinicos, aparentandofwglamental para a doenca
manifestar, enquanto cepas produtoras somentexdetd nao parecem ser
comuns na natureza. Alguis difficile também podem produzir uma terceira
toxina, chamada binario oG difficile transferase (CDT), que pode inibir a
polimerizacdo da actina, podendo facilitar a cdagfio e formacdo de
formagcdo nas células, entretanto sua contribuig@@a @ doenca em seres
humanos nédo é bem compreendida (HOOVER; RODRIGUAIZAEIOS,
2013; KUEHNE et al., 2010; WEESE, 2010).

C. difficile pode causar sintomatologia, que varia desde uaraeii
aguosa até casos mais graves de colite pseudonmm@sbyanegacoélon toxico ou
perfuragédo codlica, que culminam com a perda dadimta barreira das células
intestinais, aparecimento de diarreia e formacagsdeidomembranas, que se
manifestam como placas amarela-esbranquicadas2dmr- de didmetro que
com o evoluir da doenca manifestam por toda padededlon. Em estudo
microscopico foi observado que as pseudomembraoastm leucdcitos,
fibrina, muco e restos celulares, com a mucosadatente infiltrada por
neutr6filos  (RODRIGUEZ-PARDO; MIRELIS; NAVARRO, 2@1
SUNENSHINE; MCDONALD, 2006). Febre, calafrios, dasbdominal
localizada, sobretudo no hipogastro, hipoalbumiaemiimento de creatinina e
leucocitos séo frequentes, mas apenas relatadoseams de 50% dos doentes.

Quando surge aumento do lactato sérico, faléno&,rhipertensao arterial, ileo
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paralitico ou choque, o quadro clinico torna-sesnggave (APAC; CUBAS,
2008; BARTLETT, 2006; HERNANDEZ-ROCHA et al., 201RODRIGUEZ-
PARDO; MIRELIS; NAVARRO, 2013; VIANA, 2013).

O exato periodo de incubacao ndo é estabelecidoedle Abdelsayed
(2009) verificaram que o tempo médio para iniciandeccaoC. difficile apds a
alta é de 20 dias.

Houve algumas mudancgas no perfil epidemiolégicaCddifficile ao
longo dos udltimos 10 anos, com aumento na incidéaaravidade associada a
infeccdo hospitalar, com grandes surtos, altasstale mortalidade, e pior
resposta ao tratamento, relatado internacionalmeatgxando oC. difficile
como lider em diarreia causada por infeccdo nosiatoapresentando quadros
de reinfec¢do ou recaida dentro dos 2 primeirosesnde tratamento (20%),
sendo considerado o fator de risco mais importaniélizacdo de antibiéticos
(HERNANDEZ-ROCHA et al., 2012; LOO et al., 2005; ISENSHINE;
MCDONALD, 2006; WEESE, 2010).

Em 2002, os hospitais em Quebec, Canada, relaelerado numero
de casos graves de doencas associada€.adifficile com alta taxa de
mortalidade. A partir de 2003 a 2005, os surtoslbgpam para varios hospitais,
aumentando mais de 5 vezes o indice de mortalidastima-se que 14.000
casos, incluindo 2.000 mortes (taxa de mortalidE28%), foram relatados em
Quebec durante esse periodo do surto (BARTLETTE280CFARLAND et
al., 2007), sendo considerada a causa microbiaisaam@umente diagnosticada
associada a diarreia hospitalar, e de colite pseadiranosa (WEESE, 2010).

Nos ultimos anos tem sido relatado grande aumeatolonero de
casos deC. difficile relacionado a ingestdo de alimentos contaminad&iN@®
et al., 2015; HOOVER; RODRIGUEZ-PALACIOS, 2013; LO# al., 2005;
PAREDES-SABJA; SARKER, 2011; RODRIGUEZ-PALACIOS &it, 2007,
RODRIGUEZ-PARDO; MIRELIS; NAVARRO, 2013; WEESE, 20)1
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Em estudo de amostragem em lojas de varejo, 6% dos
estabelecimentos em trés provincias do Canadativpelo menos um produto
positivo paraC. difficile (RODRIGUEZ-PALACIOS et al., 2009), podendo ser
relacionado aos endésporos @e difficile que sdo tolerantes a condicbes
ambientais adversas, incluindo calor, permanecef@eis mesmo apds 120
minutos a 71°C, temperatura recomendada para ae camvida cozinhar
internamente (RODRIGUEZ-PALACIOS et al, 2007). Séamcessarias
temperaturas capazes de assegurar a eliminacdoddsperos, temperatura
subletal promove sua germinacdo de modo que hegziorento em condicdes
anaerébicas (RODRIGUEZ-PALACIOS; LEJEUNE, 2011).

Os enddsporos dormentes @e difficile germinam para regressar ao
crescimento, produzindo toxinas que causam doebBsEes endOsporos
germinam in vitro quando estdo na presenca de nutrientes, denominado
'germinantes’, principalmente na presenca dosd&ises e glicina, enquanto
vivo a germinacdo de esporos @dostridium é menos clara, embora, ha
evidéncias de que fatores do hospedeiro, comoigbitiares sirvam de gatilho
na germinacédo, além disso, fatores do proprio liespe derivado de células
epiteliais também podem provocar a germinacdo didsporos de bactérias
(PAREDES-SABJA; SARKER, 2011).

Aditivos alimentares como o0s 0leos essenciais [enmielser uma

alternativa para o controle desse microrganismalenentos.

2.4 Oleos essenciais

Os 0leos essenciais segundo a Resolucdo — RDCd# 15 de janeiro

de 2007, séo produtos volateis de origem vegeldidas por processo fisico

como destilacdo por arraste com vapor de agudlagést & presséo reduzida ou
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outro método adequado (BRASIL, 2007). Essas sutissrsdo conhecidas
como: esséncia, 6leo essencial ou 6leo etéreopraneipal caracteristica é a
volatilidade, apresenta aroma agradavel e intes&0, solUveis em solventes
organicos apolares, geralmente sdo incolores airdigente amarelados e
instaveis, principalmente em presenca de ar, lalprcumidade e metais
(SIMOES, 2007).

Os Oleos essenciais sdo produzidos pelo metabolégoondario das
plantas, variando a intensidade e a composicdcad@com a espécie, fatores
ambientais e o estagio de desenvolvimento da p{@WSSALAH et al., 2007).
Os vegetais possuem elevada capacidade biossintéte metabolitos
secundarios, tanto em relacéo ao nimero de sulEgmoduzidas quanto a sua
diversidade em uma mesma espécie (POSER; MENTZ)26fhbora estes nao
sejam necessariamente essenciais para 0 organisodutqr, garantem
vantagens para sobrevivéncia e perpetuacdo despéai® em seu ecossistema
(CASTRO, 2004).

Os oOleos essenciais podem ocorrer em estruturaset@as
especializadas, tais como pelos glandulares (L&@ag¢c células
parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Piperacd®paceae), canais
oleiferos (Apiaceae) ou em bolsas lisigenas ou issigigenas (Pinaceae,
Rutaceae) e estar estocados em oOrgdos, tais coones fl(laranjeira e
bergamoteira), folhas (capim-liméo, eucalipto, @juou ainda nas cascas do
caule (canelas), madeira (sandalo, pau-rosa), staizigomas (curcuma,
gengibre), frutos (anis-estrelado, funcho, ervae)loou sementes (noz-
moscada). Embora todos os 6rgdos de uma plantarpoasumular 6leos
essenciais, sua composi¢do pode variar segundeabziicdo (OUSSALAH et
al., 2007).
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A origem de todos os metabolitos secundérios pedessumida a partir
do metabolismo da glicose, via dois intermediarfméncipais: o acido

chiquimico e o acetato (Figura 1) (SIMOES, 2007).
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Figura 1 Ciclo biossintético dos metabdlitos seduiod
Fonte: Simdes et al. (2007)

Os constituintes quimicos dos 6leos essenciai® afiddribuidos em
duas classes quimicas distintas: terpenoides dpr@panoides, sendo os
terpenoides produzidos com maior abundéancia e fregjgentemente, enquanto
gue os fenilpropanoides séo indispensaveis paectegisticas flavorizantes e
odorizantes (SANGWAN et al., 2001). Outros compestomo alcoois simples
e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésterteses¢ Oxidos, peroxidos,
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furanos, acidos organicos, lactonas e cumaringscamnpostos com enxofre
também sdo encontrados nos 6leos essenciais (SIVEDED).

Estima-se que aproximadamente 3.000 6leos esseséi@iconhecidos,
dos quais 300 sdo comercialmente importantes, ieépente para a inddstria
de alimentos, farmacéutica, cosméticos e agri@lfNEDOROSTOVA et al.,
2009). Estes tém atraido atencdo de varios pesipués devido ao potencial
antioxidante, antimicrobiano, flavorizante, arom@tiantisséptico, carminativo,
antiespasmodico e expectorante (BAKKALI et al.,, 0BURT, 2004;
OLIVEIRA et al.,, 2012; OUSSALAH et al., 2007; PER® et al., 2014;
SANGWAN et al., 2001; TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, P10).

A grande demanda dos consumidores por alimentagce@ de alta
gualidade pode ser atribuida, em parte, a disdm@te e acessibilidade a
informaces, gerando preocupacfes sobre a seguteagdimentos devido ao
aumento de toxinfec¢des alimentares, proporcionagdandes desafios,
sobretudo porque ha cada vez mais recusa em red@mcéiso de conservantes
guimicos e antimicrobianos artificiais para inibio crescimento de
microrganismos patogénicos (TAJKARIMI; IBRAHIM; CYER, 2010).

Alguns componentes dos 6leos essenciais tém sigistrezlos pela
Comissao Europeia para utilizacdo como aromatizzmtgéneros alimenticios,
esses sao caracterizados por ndo apresentarenarssaame do consumidor, os
compostos incluem o carvacrol, carvona, cinamatgefdtrato, p-cimeno,
eugenol, mentol e timol (COMISSION DECISION OF 28NUARY, 2009).
Entretanto, a ingestdo oral de doses elevadas gimsalcompostos naturais
podem promover graves problemas de toxicidade,oseedessario encontrar
um equilibrio entre a dose efetiva e a que podsazaoxicidade (DUSAN et al.,
2006).

Deans e Ritche (1987) afirmam que a substituicdadite/os sintéticos

por naturais, depender4d fundamentalmente da dei@¢do de uma
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concentracdo ideal, porém, segundo Shelef (1984), cancentracfes
normalmente empregadas para realcar o aroma e gakiam de 0,5 a 1%,
contudo, ndo inibem o desenvolvimento microbianoe gqdepende de
concentracdes superiores a 1%. Portanto, paraaflicde 6leos essenciais em
alimentos o impacto sensorial deve ser considef@delevadas concentracdes
s80 necessarias para atingir acdo desejada, mgewitaveis de sabor e aroma
inapropriados podem ser percebidos (GUTIERREZ; BXHRRAN;
BOURKE, 2008).

A crescente industrializacdo e comercializacdo Bs6 essenciais
ocorrem em paises como o Brasil (29%), a india (26% Estados Unidos
(17%) e a China (9%) e entre os principais mercadt& os Estados Unidos,
Alemanha, Reino Unido, Japéo e a Franca. A poslo@rasil deve-se aos OE
de citricos, que sdo subprodutos da industria dessiNo passado, o pais teve
destaque como exportador de OE de pau-rosa, sessafmenta. Nos dois
Ultimos casos, passou a condicdo de importador Z8|Z HOVELL;
REZENDE, 2009).

De acordo com a base de dados americana COMTRADte(U
Nations Commodity Trade Statistics Database), dsnes consumidores de OE
no mundo sédo os EUA (40%), a Unido Europeia (3G¥ndo a Franca o pais
lider em importag8es e o0 Japao (7%), ao lado dodRénido, Alemanha, Suica,
Irlanda, China, Cingapura e Espanha (UNITED NATION®MMODITY
TRADE STATISTICS DATABASE - COMTRADE, 2005).

Com o incremento do volume de trocas comerciais mescados de
Oleos essenciais, as normas de controle de qualidéh tido crescente
importancia, em especial na identificacdo e na quazlacdo dos niveis de
gualidade dos 6leos essenciais mais utilizadoglosdada grande atengdo aos

Gleos utilizados para o consumo humano (BOVILL,®01
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A importancia da normatizacdo no setor dos 6lesenesais pode ser
abordada do ponto de vista técnico ou comerciaspscificacbes de qualidade,
baseadas no estabelecimento das caracteristigass figuimicas e sensoriais,
assim como no perfil cromatografico dos 6leos asaix) permite prevenir e
detectar adulteracfes e determinacdo dos compsnanitados pela legislagédo
na area da saulde, devido a sua toxicidade, aléarde utilizadas como fonte
de informacdo para a industria, com especificagfies contribuem para a
estabilidade da qualidade e genuinidade oferecilBl§ ERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION - ISO, 2004).

2.4.1 Mecanismo de acdo antimicrobiana dos Oleznemis

O potencial antibacteriano dos O6leos essenciaig edtetamente
relacionado com a composi¢do quimica dos Oleosyduéde extracdo, volume
do inéculo, fase de crescimento, meio utilizadayppedades intrinsecas e
extrinsecas do alimento, tais como pH, gorduragipaf teor de agua,
antioxidantes, conservantes, temperatura, procetimele embalagem, e
estrutura fisica (BRANDI et al., 2006; BURT, 2004)PEZ-MALO; PALOU;
ALZAMORA, 2005; TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010).

Varios estudos demonstram a eficacia dos 6leosi@ase na inibicao
do crescimento microbiano (BAKKALI et al., 2008; BW, 2004; OLIVEIRA
et al.,, 2012; OUSSALAH et al., 2007; PEREIRA et &014; ROTA et al.,
2008; SANGWAN et al., 2001; TAJKARIMI; IBRAHIM; CLYER, 2010).

Considerando a variabilidade de grupos de composjaisnicos
presentes nos 6leos essenciais, observa-se gaéwdade antibacteriana nao é
atribuida somente a um mecanismo especifico, havelifdrentes alvos na
célula microbiana (CARSON; MEE; RILEY, 2002). V&ioompostos possuem
atividade antibacteriana, interferindo na perméddile da membrana

citoplasmatica, atuando principalmente nas proseftea membrana, causando
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perdas de constituintes celulares, prejudicandersas enziméticos, inativando
ou destruindo o material genético de bactériagamdl® diretamente a forca
préton motiva (BURT, 2004; TAJKARIMI; IBRAHIM; CLINER, 2010;
ULTEE; KETS; SMID, 1999; ULTEE; SMID, 2001) e cauns® lise da parede
celular (OLIVEIRA et al., 2011), portanto, os Oleessenciais agem causando
danos estruturais e funcionais na membrana cehaateriana (GONI et al.,
2009), como observado na Figura 2.

Segundo Conner e Beuchat (1984) os éleos essermiaisavelmente,
danificam varios sistemas enzimaticos, inclusiveemglvidos na producéo de
energia celular e sintese de compostos estruturdesferindo também no
mecanismo de reparo necessario para a divisdcacefiligere-se, ainda, que
cause danos ou lesdes na membrana citoplasmat@aitipdo que os
componentes antimicrobianos dos Oleos migrem masdamente para o
interior da célula, alterando seu metabolismo nbrma

Moreira et al. (2005), afirmam que os composto®lfeos dos 6leos
essenciais se ligam a bicamada fosfolipidica da lmama celular, aumentando
sua permeabilidade e extravasando os constituimteselulares ou danificando
0 sistema enzimatico da célula. Souza et al. (2@EDMam que mesmo
pequenas mudancas ocorridas na estrutura da meantitaplasmatica podem
afetar o metabolismo, incluindo a sintese de maagié&rnlas. Assim como 0s
compostos fendlicos, o local de acdo dos terpendsy componente dos Oleos
essenciais, € a membrana celular. Eles permeiavéatda membrana fazendo
com que ela inche, assim inibindo enzimas respiegt@® causando a dissipacao
parcial do gradiente de pH e de potencial elé(@®YLAN; FUNG, 2004).
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Fonte: Nazarro et al. (2013)

Os compostos lipofilicos encontrados nos 6leosneiss sdo mais
ativos em bactérias gram-positivas, e geralmestehaatérias Gram-negativas
sd0 menos sensiveis aos agentes antimicrobianmodemembrana externa de
lipopolissacarideo, que restringe a difusdo de omtms hidrofébicos. No

entanto, isso nao significa que as bactérias Grasitiyas sdo mais susceptiveis
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sempre, como observado em alguns estudos em dpaetdsias Gram-positivas
tém sido menos ou igualmente sensiveis que bact@ram-negativas a 6leos
essenciais (BAKKALI et al., 2008; BURT, 2004; OUSS¥ et al., 2007;
PEREIRA et al., 2014).

Nevas et al. (2004) observaram em seu trabalhodpse 13 6leos
essenciais testados contra 12 espécies de bactpatsyénicas e/ou
deterioradoras, as bactérias Gram-positivas foraas reensiveis aos 0leos,
sendo os mais sensivéls butulinuntipos B, E eC. perfringensEntretanto, no
estudo realizado por Sharififar et al. (2007) odlim o carvacrol apresentaram
maior bioatividade sobre bactérias gram-negativesdd a maior afinidade
deste pela estrutura lipidica da membrana que\asven Helander, Alakomi e
Mattila-Sandholm (1998), afirmam que esses compgostdo capazes de
desintegrar a membrana externa de bactérias grgatives, liberando
lipopolissacarideos e aumentando a permeabilidade miembrana
citoplasmatica.

Na literatura, sugere-se que a atividade antimiar@b dos O6leos
essenciais esta relacionada principalmente ao@apasto majoritario, embora
alguns autores mencionem a sinergia com 0S congosimoritarios
(BAKKALLI et al.,, 2008; BURT, 2004; TAJKARIMI; IBRAHM; CLIVER,
2010).

Quando o efeito combinado das substancias é maiguéd a soma dos
efeitos individuais, isso € sinergia; antagonismmontece quando uma
combinacdo mostra efeito menor em comparac¢éo camplEscdes individuais
(BURT, 2004). Os efeitos sinérgicos de alguns catgme 6leos essenciais
foram representados em alguns estudos (ABDALLA Iet2007; ALEIXO,
2013; DIAS, 2011; MARTINS, 2013, 2014; RODRIGUE®12; ROTA et al.,

2008). Os principais componentes dos 6leos essermialem constituir até
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85%, e outros componentes sdo geralmente em méaiikiais (GROSSO et al.,
2008).

A elevada atividade antimicrobiana dos 6leos essisrgpbre patdgenos
de origem alimentar provavelmente se da devido ltes @orcentagens de
compostos fenolicos como carvacrol, eugenol e t{iAMBERT et al., 2001).
Dentre diversos 6leos essenciais que se destacams & orégano, tomilho e a

pimenta chinesa.

2.4.2 Orégano Qriganum vulgare)

A espécieO. vulgareé uma planta perene, aromatica e condimentar
conhecida como orégano, orégdo, manjerona-silvestrenanjerona-rasteira.
Devido a variabilidade de caracteristicas quimieasaromas, plantas de
Origanum, pertencentes a diferentes espécies sdo amplamglizadas na
agricultura, industria farmacéutica e cosméticam@o erva culinaria,
aromatizando produtos alimenticios, bebidas alcaslie perfumaria devido a
fragrancia picanteTambém tem sido usada como um remédio tradicicaa p
tratar distirbios convulsivos, digestivos e proldemmenstruais (CASTRO,
2004).

Figueredo et al. (2006) tém apontado que existerfereticas
significativas na producdo e composicdo de Oleaenefais a partir de
populagcbes d©. vulgaredecorrentes de fatores ambientais, sendo repeagkent
principalmente pela altitude, relacionando issaldafde agua e periodos de
crescimento curto.

A atividade antimicrobiana do orégano é atribuides seus Oleos
essenciais que contém terpenos como carvacrol @, tory-terpineno e o p-
cimeno séo precursores do timol e carvacrol, résaeaeente, portanto, sua
concentracdo no produto é proporcional aos te@eseds precursores (BURT,
2004).
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O timol é estruturalmente muito simliar ao carvdnavendo apenas o
grupo hidroxila em localizacdo diferente do aneléfeo (LAMBERT et al.,
2001).

Stefanakis et al. (2013) avaliaram sete amostragOdevulgare e
observaram que a atividade antibacteriana depemdipal de erva, bem como
sua composicao, no entanto, o teor de componesmétidos dos 6leos ndo sédo
0s Unicos fatores que contribuiem para sua atieidad

Além da atividade antimicrobiana, os terpenos pmitese no 6leo
essencial de orégano possuem também importantéaatiy antioxidante
(ZHENG; WANG, 2001), pois sdo capazes de doaraiétaos radicais livres
reativos, tornando as moléculas mais estaveis oua#ivas (DORMAN et al.,
2003).

2.4.3 Tomilho (Thymus vulgaris)

A espécieT. vulgaris pertencente a familia Lamiaceae, € uma planta
semiarbustiva, de ciclo perene, que atinge aténd@e altura. Desenvolve-se
formando touceiras com caules lenhosos, rasteirmst@osos. As folhas séo
pequenas, opostas, com bordos enrolados para Baxtores sdo pequenas de
coloracao rosada, branca, em formato tipo espigao@a € herbaceo e o sabor
levemente picante, sendo amplamente empregaddinar@icomo condimento
(NAGRAES, 2003). As folhas e flores sdo usadas coomaimento, enquanto a
planta, sem a raiz, ilizada para a extracao do 6leo essencial, quesmnde
a um liquido amarelado, com aromas doces, quenmmgentes (ESSAWI;
SROUR, 2000).

O o6leo essencial de tomilho apresenta elevadalatiei antimicrobiana,
sendo essa atribuida principalmente aos seus ctwspfendlicos, timol e

carvacrol, considerados ingredientes importantea @andustria de alimentos,
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visto que todos proporcionaram inibicdo de varig=eies de bactérias (ROTA
et al., 2008).

2.4.4 Pimenta chinesal(itsea cubeba)

Litsea cubebaé conhecida também panay-changou pimenta-
chinesa, é uma planta aromatica, pertencente atagbe folhas de Neolitsea ou
pequenas arvores Lauraceae, contém cerca de 2@@lades de plantas de
Neolitsea no mundo que estéo localizadas, printipale, nas regides tropicais
e subtropicais da Asia, especificamente na Chind@SDONG FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION, 2004).

Todas as flores, folhas e cascasLdecubebacontém 6leo essencial,
podendo ser muito utilizado em cosméticos, sabspptedutos quimicos e na
producdo de alimentos, demontrando grande aplicagderspectivas no valor
de mercado, servindo de fontes antioxidantes dieai@esso (JIM; SHA, 2004).

Yang et al. (2014) identificaram 33 componente®lieo essencial de
L. cubeba,como o E-citral (geranial) (27,49%), Z-citral (ngré23,57%) e D-
limoneno (18,82%), seguido ppithujeno (3,34%)p-pineno (2,85%)¢-pineno
(2,57%), 6-methyl-5-hepten-2-ona (2,40%) e linal@|36%), representando
98,01% do total do 6leo. Entretanto, Wang e Liul@®0relataram que o 6leo
essencial do fruto dé. cubebade areas do sul da China, contém dois
componentes principais, o neral (63,75%) e limon@h88%) seguido por 6-
methyl-5-hepten-2-ona (3,54%), camfeno (3,12%)ineno (2,87%), e p-
cimeno (2,14%). Resultados diferentes podem teo sievido a época da
colheita e local, fatores climaticos e sazonaisn beomo a duracdo de
armazenamento de ervas medicinais (YANG et al4R01

Liu e Yang (2012) observaram efeito antimicrobiaioodleo essencial
delL. cubebaantoin situ quanto em modelos alimentares, e ao realizar lsana

sensorial, a aceitacao geral do tofu e o molhoofe feram preferidos ao sem
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6leo essencial; enquanto as bebidas de leite d# &adanja ndo se diferiram

guanto a composi¢cdo com e sem 6leo.

2.4.5 Efeito antimicrobianoin vitro

Diversos autores tém reportado o efeito antimienobi desses 6leos
essenciais em estudos vitro. Dimitrijevi¢ et al. (2007) destacaram que 6leos
essenciais de orégano, tomilho e alecrim estdoe ens mais ativos
antimicrobianos, enquanto, afirmam que concentsagbais baixas de 6leos
essenciais podem ser combinadas com outros comspastomicrobianos ou
outras tecnologias de conservacdo, para se obgto e§inérgico sem
comprometimento da atividade antimicrobiana.

Sl et al. (2009) estudaram o potencial de inibigho 66 O6leos
essenciais e varios de seus componente€.gmerfringendipo A, encontrando
inibicdo de mais de 80% em 33 dos componentesdtestaendo o timol e
carvacrol os inibidores mais eficazes entre osadest pelos autores. Ultee,
Bennik e Moezelaar (2002) mostraram que o carvagntdrage com a
membrana celular e provoca distorcdo da estrufasieafda membrana, o que
pode causar uma expansdo e desestabilizacdo, antersgua fluidez e sua
permeabilidade.

Rodrigues (2014) observou que o 6leo essenciahdela foi o mais
efetivo sobreC. botulinumdo tipo D, seguido dos 6leos de orégano, tomilho e
cravo-botdo e suas combinacdes apresentaram bfitericida em todas as
concentragdes testadas.

2.4.6 Oleos essenciais em alimentos
A aplicacdo de antimicrobianos por diferentes apélidemonstram
diferencas notaveis (GONI et al., 2009), o graneeafio é a determinacéo da

concentracdo ideal que exerca, simultaneamenteifo efEntimicrobiano,
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realcador de sabor e aroma dos alimentos paréizacdio dos 6leos essenciais,
em substituicdo aos aditivos sintéticos para aliose(ALEIXO, 2013; DIAS,
2011; MARTINS, 2013; OLIVEIRA et al.,, 2011; OLIVER SOARES;
PICCOLI, 2013; RODRIGUES, 2014).

Existem diferencas entre ensaiowitro ein situ de antimicrobianos de
origem vegetal (TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010), para obter
resultados semelhantes em uma matriz alimentareotragdes superiores de
Oleo essencial a partir de tesfasvitro sdo geralmente necessarios (BURT,
2004).

Em estudo em espinafres branqueados e carne cpizigda, usando
cravo e OE, foram necessarias trés e quatro veMiCcem estudosn vitro
para restringir populacdes &e coli nas matérias alimentares (MOREIRA et al.,
2007).

As aplicacdes de 0Oleos essenciais em alimentoalngemte apresentam
sua eficacia reduzida por certos componentes (GLASSINSON, 2004). Em
geral, supde-se que elevados niveis de gordura mfmeinas presentes nos
alimentos podem proteger as bactérias da acaolelns €ssenciais, reduzindo a
disponibilidade destes (MEJLHOLM; DALGAARD, 20033 os carboidratos
ndo parecem proteger as bactérias das acGes deedlsenciais tanto quanto a
gordura e as proteinas, entretanto elevada ateiddd agua e altas
concentracfes de sal facilitam a acdo desses ardliianos (TSIGARIDA;
SKANDAMIS; NYCHAS, 2000).

Gutierrez, Barry-Ryan e Bourke (2008) avaliaramnterferéncia de
componentes de alimentos (lipidios, carboidratopraeinas) em atividade
antibacteriana de 6leos essenciais de tomilhoganoésobré.. monocytogenes
e eles sugerem que a fécula de batata e de lipiilziu o efeito antilisterial

em concentra¢des superiores a 5%.
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Skandamis, Tsigarida e Nychas (2000) estudaranmgpadamento do
Oleo essencial de orégano &amonellalyphimurium em liquido (caldo) e em
gel de gelatina, demontrando que a matriz de gelzie drasticamente o efeito
inibitério do 6leo, possivelmente devido a limitacéle difusdo através da
estrutura de matriz do gel.

Rota et al. (2008) sugeriram que 6leos essenaditiyimus hyemalig'.
zygise T. vulgaris possuem propriedades antimicrobianas e sdo coadate
fontes potenciais de ingredientes para a indUgialimentos, uma vez que
todos apresentaram uma forte inibicAo em relacd® das 10 linhagens
bacterianas analisadas.

O orégano combinado com tomilho em doses baixase der
considerado como uma alternativa para o controleagientes patogénicos
(GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008). Existem preapacdes sobre
0 aroma e sabor realgado de orégano com os niaéssetevados de aplicacéo
em itens alimentares, especialmente em 1% (CHOURARal., 2007).

Alguns estudos tém demonstrado a eficiéncia dizagho de Oleos
essenciais como antimicrobianos naturais e sdddmyagos fontes potenciais
de aditivos para a industria de alimentos, incligdara carnes e produtos
carneos (BAKKALI et al., 2008; BURT, 2004; DIAS, 20 EMIROGLU et al.,
2010; GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008; LIU; YARS, 2012;
OLIVEIRA; SOARES; PICCOLI, 2013; ROTA et al., 2008 AJKARIMI;
IBRAHIM; CLIVER, 2010; VIUDA-MARTOS et al., 2010).

O modelo alimentar, mortadela, a qual é utlizada earios
experimentos é um excelente meio para o crescimdatanicrorganismos
anaerobios, apresenta grande quantidade de nasjemom quantidade
consideravel de carboidratos, umidade minima exi¢fdv) e teor de proteinas
que fornecem todos os aminoacidos essenciais @eCsspara 0 crescimento,

além disso, fatores como temperatura de armazemangerembalagem em
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atmosfera (reduzidas tensGes de oxigénio) contmbpara o crescimento da
populacédo nas amostras-controle (OLIVEIRA et &119.

Em mortadelas elaboradas com 100 pgennitrito e 0,78% de 6leo
essencial deSatureja montanaOliveira et al. (2011) observaram pequena
reducdo de crescimento sol@eperfringensgntretanto redugcdes nas contagens
foram mais pronunciadas em maiores concentra¢fedletes essenciais,
portanto é relatada a possibilidade da reducao igikonde soédio quando
combinado a 6leo essencial, observaram também reggmrulacéo ao final do
periodo de estocagem em todos os tratamentos @omli&egundo Mitchell
(2001) a esporulacdo é iniciada, principalmente, resposta a escassez de
nutrientes, porém, outros fatores podem alterarsporelacdo, como pH,
oxigénio e temperatura, sendo favorecida em gematpndicGes que resultem
em reducao da taxa de crescimento.

Rodrigues (2014) observou que o0s tratamentos moateombinacdes
de 6leos essenciais adicionados em mortadelasenugao de nitrito ndo foram
eficientes para inibir completamente o crescimeiai® células vegetativas Ge
botulinum possibilitando a esporulacdo durante o armazemameontudo a
adicdo dos Oleos essenciais ndo promoveu efeitatimegnas caracteristicas
tecnolégicas e fisico-quimicas do produto, senchilasi ao controle.

Em trabalho realizado por Dias (2011) ndo se obseraumento
significativo do nimero de UFC/g d& perfringensdurante todo o tempo de
armazenamento em mortadelas elaboradas com redigcduotrito de sédio
(75ppm) e 3,1% de Oleo essencial de orégano, antoethouve maior
concentracdo de nitrito residual e alteracbes sasondesejaveis. Enquanto,
nos estudos de Viuda-Martos et al. (2010), obsamague as amostras de
mortadelas adicionadas de fibras de laranja eédsencial de tomilho (0,02%)
e alecrim (0,02%) reduziram a concentracdo detmitgsidual em relacéo ao

controle.
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Cui, Gabriel e Nakano (2010) estudaram o efeitaitiriio de diferentes
combinacdes de extratos de plantas com 10 ppmtid® mie sédio (NQ em
um modelo alimentar carneo inoculado c@mbotulinumarmazenado, por 7
dias, a 25 °C, tendo sido constatado efeito sio@érgntre 0 N@e os extratos
vegetais.

Ismaiel e Pierson (2006) testaram os efeitos inios de Oleos
essenciais sobre cepas@ebotulinum,sendo que aoncentracdo de 0,02% foi
suficiente para inibir todas as cepas estudad@€)1&% e 0,2% para impedir
germinacgéo dos endésporos, classificando os Géstsdios em trés categorias:
muito ativa (canela, origano e cravo), ativa (pitaerhinesa e tomilho) e menos

ativa (alho, cebola e pimenta preta).

2.4.7 Atividade antioxidante de 6leos essenciais efimentos

A oxidacéo lipidica é responsavel pelo desenvolaimeale sabores e
odores desagradaveis, tornando os alimentos inipsdpara consumo, além de
provocarem outras alteracBes que irdo afetar naa gqadalidade nutricional,
devido a degradacdo de vitaminas lipossollveis écitibs graxos essenciais,
mas também a integridade e seguranca dos alimentos.

O grau de oxidacéo lipidica do alimento que propo sabor e odor
caracteristicos de ranco pode ser analisado a partavaliacdo do indice de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBAR® malonaldeido
corresponde a um aldeido de cadeia curta provenidos processos de
decomposicdo de hidroperdxidos lipidicos, ou gmjadutos de oxidacao, e sua
concentracdo pode ser medida pela reacdo com @ talirbitdrico, por meio
da formacéo de produtos de condensacdo com cotoeagiimelhada, medidos
por espectofotometria. Apesar de a metodologicbaseada na reacdo entre o
acido tiobarbitirico e malonaldeido, diversos congmtes de alimentos

incluindo proteinas, produtos da degradacdo deasgsice de reacBes de
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Maillard podem influenciar na determinacdo do TBARar isso sua defini¢cdo
como substancias reativas ao acido tiobarbitu@RDON, 2001).

As reacfes de oxidacao lipidica representam asplEt#yminante da
gualidade de carnes e produtos carneos, pois distiamente relacionados aos
seus aspectos sensoriais, caracteristicas de extisrportancia para o0s
consumidores. Com a finalidade de inibir ou retaraleoxidacdo lipidica de
Oleos, gorduras e alimentos gordurosos, sdo engwegaompostos quimicos
conhecidos como antioxidantes (RAMALHO; JORGE, 2006

Os antioxidantes sdo substancias capazes de seguastimpedir a
formacgédo de radicais livres, ou seja, sdo doaddegarétons. Os antioxidantes
estdo presentes de forma natural ou intencionagaeturas e alimentos para
retardar o aparecimento dos fenbmenos de oxidagaatendo intactas suas
caracteristicas sensoriais. Os antioxidantes qualiseonam aos alimentos néo
devem causar efeitos fisioldgicos negativos, privdumes, odores, nem sabores
andmalos, devem ser lipossollveis, resistentes trmtamentos a que seja
submetido o alimento, ativos em baixas temperat@wasconémicos. Os
antioxidantes sintéticos que sao utilizados cononfagquéncia na indistria de
alimentos sdo os compostos fendlicos butil-hidmigial (BHA), butil-
hidroxitolueno (BHT), terc-butilhidroquinona (TBH@)galato de propila (GP).
O TBHQ é estavel em altas temperaturas e é coasideem geral, mais eficaz
em Oleos vegetais que o BHA, o BHT e o GP. Naoarenfores anémalas e é
muito eficiente no armazenamento de 6leos refinadidssodorizados, por isso,
seu uso é muito difundido nos paises produtoreper@dores de 6leos vegetais
(ORDONEZ et al., 2005).

O TBHQ é considerado o melhor antioxidante sintégiara 6leos sob
temperaturas elevadas, pois resiste ao aquecinmeam,estudos toxicoldgicos
tém demonstrado a possibilidade desse antioxidaapeesentar efeito

carcinogénico em experimentos com animais. Por @ssévo, 0 uso de



42

antioxidantes sintéticos é restringido em vario$sgm visto que existe a
possibilidade de terem efeitos indesejaveis pasatale humana (ALMEIDA-
DORIA; REGITANO-D’ARCE, 2000). No Brasil, o uso dantioxidantes é
controlado pelo Ministério da Satde que limita anmiximo 200 mg.kg para
BHA e TBHQ e 100 mg.kypara BHT (BRASIL, 2001a).

O emprego de antioxidantes sintéticos na indideialimentos tem sido
alvo de questionamentos quanto a sua inocuidadeloSsssim, pesquisas sdo
realizadas em busca de compostos naturais queeat#es essa propriedade
funcional, podendo atuar como alternativa paraeie\a deterioracdo oxidativa
de alimentos e diminuir o uso dos antioxidantet8oos, prolongando a vida
util de varios alimentos (RAMALHO; JORGE, 2006). i@ trabalhos
confirmando a capacidade antioxidante de éleoseisse ja foram publicados,
sendo constatada inclusive em carnes e produtoeas{ABDALLA et al.,
2007; BAKKALI et al., 2008; CASTILHO et al., 201#WANG; CHOI; LEE,
2005; OLIVEIRA et al., 2012; VIUDA-MARTOS et al.,020; YE; DAI; HU,
2013).

Lee et al. (2005) encontraram no 6leo essencialatags de manjericao
e tomilho a presenca dos componentes majoritamosl te carvacrol, que
demonstraram ser eficientes antioxidantes, tante @ssa propriedade foi
comparada a atividade da vitamina E (alfa-tocofeecoBHT. Castilho et al.,
(2012), afirmam que os 6leos essenciais tém majmaidade de eliminacdo de
radicais livies do que o0s extratos mais polaresygwelmente devido aos
elevados teores em timol, que demonstraram maigidate antioxidante,
enquanto Guerra e Lajolo (2005) observaram queoo®astos apolares sao
mais eficientes em baixas atividades de agua terglm agdo diminuida com o
aumento da agua do sistema, ja com os compostaepalcorre o inverso.

Vérios autores afirmam que a atividade antioxidatée compostos

fendlicos esta relacionada com os grupos hidrigaldios ao anel aromatico, que
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sdo capazes de doar atomos de hidrogénio e emtabiladicais livres
(BAYDAR et al., 2004; DORMAN et al., 2003).

Dias (2011) relata que a adicado de 3,1% de Oleeneisd de orégano,
assim como a combinacgédo dos 6leos essenciais dbadih%), cravo-da-india
(2%) e capim-liméo (1%) e a combinacédo dos 6lecsréigano (2,5%), tomilho
(0,3%) e cravo-da-india (0,6%) em mortadelas aptaessam acdo pro-oxidante
ao invés de antioxidante dos 6leos essenciais.

Oliveira et al. (2012) analisaram as variagfe$ndice de TBARs em
modelo alimentar do tipo mortadela contendo difi®rconcentracbes de 6leo
essencial de&satureja montand.. (0%, 0,78%, 1,56% e 3,125%) e doses de
nitrito (0, 100, 200 ppm), em funcdo do tempo dmegem. Esses autores
afirmam que, em mortadelas fabricadas sem adicamitdiéo e sem Oleo
essencial, foram observados indices de TBARs sigtifamente superiores aos
encontrados para os demais tratamentos. Entreteggt® mesmo estudo, foram
observados indices de TBARs superiores, em matmmasentracdes do Oleo
essencial (3,125%), ao final do periodo de estona@® dias), confirmando o

efeito pro-oxidante dos o6leos devido a quantidadevada utilizada.
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CONSIDERACOES FINAIS

Em ensaios realizadosn vitro foi possivel observar efeito
antibacteriano individual e em combinacBes sobre difficile dos 6leos
essenciais deOriganum vulgare, Thymus vulgaris Litsea cubeba sendo
identificado como compostos majoritarios o carvacrbmol e citral,
respectivamente. Em uma segunda etapa do tral@lihealizada a formulacao
de mortadelas com reducao de nitrito e adicionddaombinacdes desses 6leos
essenciais. Entretanto, estes ndo se mostraranensdie na inibicdo do
crescimento e esporulacdo do microrganismo. Oanteitos contendo Gleos
essenciais apresentaram maior quantidade de migsidual no produto apos
estocagem e células isoladas em analise de migiaseletronica. Contudo os
Oleos essenciais adicionados a mortadelas inib@amxidacdo lipidica do
produto e ndo interferiram negativamente nem naecoem na textura destas,
entretanto, doses menores sao requeridas para im@nios efeitos negativos
identificados pelo teste de sensorial, quanto horsa
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RESUMO

Objetivou-se neste estudo determinar a concentragi&ma
bactericida de diferentes Oleos essenciais e swabigacdes sobr€.
difficile, e avaliar sua adicdo em mortadelas elaboradasemmmeduzido
de nitrito de sodio contr@. difficile, assim comadentificar e quantificar
0S componentes quimicos majoritarios dos oleosnesse utilizados.
Para CMB foi utilizado a técnica de diluicdo endcatom modificacdes,
realizando uma triagem utilizando caldo de closind em tubos de
ensaio de tampa rosqueada e em seguida utilizabds & vacuo para 0s
Oleos essenciais selecionados, testando-os indigiduem combinacdes.
Os componentes quimicos dos melhores OE foram teawsxios por
Cromatografia de Fase Gasosa. Foram elaboradasrtedeias contendo
combinacdes de Oleos essenciais e teor reduzidotrite de sédio, as
amostras foram separadas e as destinadas a andisbiologica foram
inoculadas 1WJFC/g deC. difficile embaladas a vacuo e armazenadas a
25°C durante 15 dias. Foi avaliado o crescimenasmorulacdo d€.
difficile, e observado por microscopia eletronica de varee@spectos
morfolégicos destes, avaliado Aw, pH e nitrito desil do produto. A
CMB do OE deO. basilicumfoi de 1,2%, enquanto o d& vulgareeT.
vulgaris apresentaram efeito bactericida a 0,3%. eubebaa 0,15%.
Todas as combinacdes dos 6leos essencidls delgare, T. vulgarie L.
cubeba eficientes in vitro, apresentaram 0s compostos majoritarios
carvacrol, timol e citral respectivamente. Sendo selecionados para
elaboragéo das mortadelas a combinacdo dos @k delgare(0,2%),T.
vulgaris (0,05%) eL. cubeba(0,025%) para F1 e para F2 os OEQle
vulgare (0,1%), T. vulgaris (0,1%) eL. cubeba(0,05%). Nao houve
diferenca significativa do crescimento de célulaaveis entre os
tratamentos contendo OE e controle, entretanto éncawvmento de
aproximadamente 2,5 lggde NMP/g de células viaveis apdés o quinto
dia. Observou-se aumento da esporulacdo durantestacagem,
principalmente na F1 com 2,3 ledNMP/g de endosporos na mortadela
ao final de sua estocagem. Houve reducdo do pH ntdura
armazenamento e maior quantidade de nitrito resislud1 com 10,23
ppm e reducao do nitrito residual durante o armaxemto, apresentando
18,75 ppm no primeiro de estocagem e 5,11 no Gltiimo

Palavras-chave: Produto carneo. Anaerébios. Adithaturais.
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1 INTRODUCAO

Clostridium difficile € uma bactéria mesdfila, Gram-positiva,
anaerdbia estrita, formadora de esporos, consiiuinm importante
agente patogénico humano (Hoover and RodrigueziBala 2013;
Weese, 2010).

A infeccdo ocorre em consequéncia da ingestdo de células
vegetativas ou endosporos que resistem a acdo ido @éstrico,
germinam no intestino delgado e colonizam o cdpvoduzindo toxinas
que iniciam uma série de fenbmen@odriguez-Pardo et al., 2013;
Sunenshine and McDonald, 200f)e variam desde diarréia aquosa até
casos mais graves de colite pseudomembranosa, ah@gadxico ou
perfuracdo colicague culminam com a perda da funcdo da barreira das
células intestinais, aparecimento de diarréia emdgio de
pseudomembranas (Rodriguez-Pardo et al.,, 2013; nShine and
McDonald, 2006)

Observa-se o0 aumento do numero de casosCddlifficile
relacionado a ingestdo de alimentos contaminadendlet al., 2015;
Hoover and Rodriguez-Palacios, 2013; Loo et alQ52@0Paredes-Sabja
and Sarker, 2011; Rodriguez-Palacios et al., 2B@driguez-Pardo et al.,
2013; Weese, 2010), principalmente produtos carceo® a mortadela.

Dentre os principais ingredientes da mortadelaoestaitrito de
sédio ou de potéassio, que apresentam como finaglbdsicas conferir a
cor r0sea e 0 sabor caracteristicos de produteslas,r além de prevenir
alteracbes desagradaveis oriundos da rancidez tivaddos lipidios e

atuar como conservante, principalmente contra acorento e a
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producdo de toxina d€lostridium sp.(Cassens, 1997; Feiner, 2006;
Toldra, 2010). Entretanto o &cido nitroso, podegirceom aminas em
produtos carneos curados para formacdo de compbstogosos, em
especial as nitrosaminas, que possuem efeito torictagénico, neuro,
nefrotoxico e carcinogénicos (Francis, 2000; Rywkity2002).

Diante disto, a conservacdo de alimentos tornoursedesafio
para a industria de alimentos, necessitando cadenaés de conservantes
eficazes, mas que nédo trazem riscos a saude doarnoimtg, sobretudo
porque ha uma tendéncia de recusa em relacdo adeusonservantes
quimicos e antimicrobianos artificiais para inibicrescimento de micro-
organismos patogénicos (Tajkarimi et al., 2010\eDsos autores tém
trabalhado a fim de obter a substituicdo total ancipl de nitrito de sédio
(Aleixo, G, 2013; Dias, 2011; Dutra et al., 201l1lamihs, 2013, 2014,
Oliveira et al., 2012, 2011; Rodrigues, 2014), patteos 6leos essenciais
ser uma alternativa, atraindo a atencao de vadasguisadores, devido ao
potencial antioxidante, antimicrobiano, flavorizgnt aromatico,
antisséptico, carminativo, antiespasmadico e eppaate (Bakkali et al.,
2008; Burt, 2004, Oliveira et al., 2012; Oussalalale 2007; Pereira et
al., 2014; Sangwan et al., 2001; Tajkarimi et2010).

Estudos tem demonstrado a eficiéncia da utilizagéodleos
essenciais como antimicrobianos naturais e saoidsyagdos fontes
potenciais de aditivos para a industria de alimgntelusive para carnes
e produtos céarneos (Bakkali et al.,, 2008; Burt, £00ias, 2011;
Emiroglu et al., 2010; Gutierrez et al.,, 2008; Lamd Yang, 2012,
Oliveira et al., 2013; Rota et al., 2008; Tajkarieti al., 2010; Viuda-
Martos et al., 2010).



65

Diante disto, este trabalho objetivou determinaoacentracéo
minima bactericida de diferentes 6leos essenciasias combinacdes
sobre C. difficile; identificar e quantificar componentes quimicos do
Oleos essenciais d@riganum vulgare, Thymus vulgamsLitsea cubeba
e testar sua adicdo em mortadelas elaboradas cometkizido de nitrito
de sodio contr&. difficile.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencéo do inoculcClostridium difficile

A bactéria utilizada neste trabalho f6i difficile ATCC 9689
(Historico 90556-M6S:L.S. McClung 1780; INCQS 00214btida do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em 8a(iNCQS) da
Fundacéo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brasil).

O micro-organismo foi reativado em meio especifico
Clostridium Broth (CB, HiMedia, India) acrescido de 0,5% deage
(CB-Gli) e mantido em condi¢Bes anaerobicas utilizadleo mineral e
incubados a 37°C por 72h. Apds o crescimento da,a@@obrenadante
foi centrifugado (5000 rpm por 5 min a 24°C), aluwras estoque foram
armazenadas em meio de congelamento (15% glicefs¥ peptona
bacterioldgica; 0,3% extrato de levedura; 0,5% Na@ de 7,2 +0,2) e
mantidas a -18°C durante a execucao do trabalh@a Rativacdo e
utilizacdo da cepa uma aliquota da cultura congeladtransferida para
tubos contendo CB-Gli e incubadas por 37°C/72hvamente reativada

a 37°C/24h sob condi¢bes anaerdbicas. A cada mafvacao a pureza
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da cultura foi verificada em agar SPS (Sulfite Rolyin Sulfadiazine;
HiMedia, India) e coloracao de Gram.

A populacdo bacteriana do inoculo foi padronizada mpeio de
curva de crescimento, por espectofotometria atrdaé@ensidade Optica a
600nm, com leituras de absorbancias periédicasneagem em placas
utiizando meio SPS, através metodologaur plate incubadas a
37°C/72h em condigbes anaerobicas utilizando geraao atmosfera
anaer6bica PROBAT

2.2 Oleos essenciais

Foram avaliados os 6leos essenciais (OE)Cidsamomum
Camphora(Ho Wood) Cinnamomum zeylanicugCanela),Citrus limon
(Lim&o-siciliano),Citrus nobilis(Mandarina) Foeniculum vulgare Dulce
(Funcho doce),Litsea cubeba(Pimenta chinesa)Mentha piperita
(Menta), Myristica fragans (Noz moscada) Ocimum basilicum
(Manjericdo/basilicdo)Qriganum vulgargOrégano),Pimpinella anisum
(Anis), Piper nigrum (Pimenta preta)Rosmarinus officinaligAlecrim),
Syzygium aromaticun{Cravo-da-indis  Thymus vulgaris(Tomilho),
foram adquiridos da empresa FERQUIMA Industria en€aio Ltda,

Brasil.

2.2.1Concentracdo minima bactericida

Para a CMB foi realizada uma triagem utilizand@enica de
diluicdo em caldo (NCCLS, 2003) com modificacBedigéotas da
cultura padronizada em A0FC/mL (DQsonr=0,100) foram transferidas

para tubos de ensaio com tampas rosqueaveis conbend de CB-Gli
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contendo 0,5% (v/v) de tween 80, e OE nas conagesade 10,0; 8,0;
7,0; 6,0; 5,0; 4,0; 3,5; 3,0; 2,5; 2,0; 1,0; 0,29 0,12; 0,06; 0,03; 0,01%
e 0% como controle negativo. O controle positivo geeparado com
1000mg/L de solugcédo de cloranfenicol. Os tubosnfioiacubados em
condi¢cbes anaerobias utilizando 6leo mineral a23748h, ap0s esse
periodo, 0,1mL do in6culo foram inoculadas em ubotaontendo CB-
Gli e incubadas em condicbes anaerdbicas utilizabldo mineral a
37°/24-48h. As analises foram realizadas em tapic As menores
concentragdes de OE onde verificou-se a auséndiandg®;do nos tubos
foram consideradas como as CMB.

Apbs esta primeira etapa foram selecionados qu2E@ara o
teste in vitro utilizando tubos a vacuo, a fim @segurar os resultados
obtidos, visto a sensibilidade da cepa ao oxig&foorealizada a mesma
metodologia descrita anteriormente, entretanto semecessidade da

utilizacao do 6leo mineral.

2.2.2Combinacgédo de 6leos essenciais

Apos os testes foram selecionados os OE que apaem@nmenor
concentragcdo minima bactericida para serem avaliado combinacoes
através de planejamento experimental. Para arddisecombinacdes foi
utilizada a técnica de diluicdo em caldo. Aliquatascultura padronizada
a 10UFC/mL (DGs0onn=0,100) foram transferidas para tubos a vécuo
contendo 5mL de CB-GIli contendo 0,5% (v/v) de twe8d, e
combinacdes dos OE nas proporcdes apresentadaabeta .. Os tubos
foram incubados a 37°/24h, ap0s esse periodo Of@mtansferido para

tubo a vacuo contendo CB-Gli e incubadas a 37°8M-#As analises
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foram realizadas em triplicata. O crescimento fmseyvado por meio da

turvacdo do meio e leitura da absorbancia.

Tabela 1 Planejamento experimental para avaliagdocodnbinacdo de
trés Oleos essenciais, considerando a proporcé@renté a
concentragdo minima bactericida (CMB)* de cada Oleo

analisado
Oleo A Oleo B Oleo C
Ensaio (%) (%) (%)
1 100 0 0
2 0 100 0
3 0 0 100
4 50 50 0
5 50 0 50
6 0 50 50
7 67 17 17
8 17 67 17
9 17 17 67
10 33 33 33

* A CMB de cada 6leo estudado foi considerada caf@ e os demais
nameros representam as proporcées dos Oleos dditizdaseando-se na
CMI

2.2.3 Identificagéo e quantificagdo dos constituies quimicos

As andlises quimicas dos OE foram realizadas norasdrio de
Fitoquimica do DAG/UFLA.

Os componentes quimicos dos melhores OE foramteazszos
por Cromatografia de Fase Gasosa Agilent® 7890Agragm com
sistema de processamento de dados HP GC ChemSvaioi\.01.14,

equipado com injetor/amostrador automéatico CombiPRutosampler
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System (CTC Analytic AG, Switzerland) e Detector ld@izacdo em
Chama (CG-DIC). As amostras foram preparadas dituse o Oleo
essencial em acetato de etila (1%, v/v). O volumengecdo foi de 1,0
uL, no modo split a uma razéo de injecdo de 50mprEgou-se coluna
capilar de silica fundida HP-5MS (30 m de compritoex 250 um de
didmetro interno x 0,2m de espessura do filme) (Califérnia, EUA).
Hélio foi utilizado como gas de arraste com flux® 40 mL/min; as
temperaturas do injetor e do detector foram mastiéan 240°C.
Empregou-se uma rampa de temperatura de 3°C/m@dde a 200° C,
seguido de uma rampa de 10 °C/min até 270 °C, ndovse em
condicdo isotérmica por 1 minuto. As concentragdes constituintes
foram expressas pela média da porcentagem de éleava aos picos
cromatograficos + o desvio padrdo de 3 amostradisadas. Os
resultados analiticos foram apresentados paran® constituintes de
maior area relativa. As andlises qualitativas foraealizadas em
Cromatografo Agilent® 7890A acoplado a um detecsetetivo de
massas Agilent® MSD 5975C (Agilent TechnologieslifGania, EUA),
operado por ionizagao de impacto eletronico a 70e@vmodo varredura,
a uma velocidade de 1,0 scan/s, com intervalo desig§o de massas de
40-400 m/z. As condi¢Oes operacionais foram as meg@mpregadas nas
andlises por CG-DIC. Os constituintes quimicosrfordentificados por
comparacdo dos seus indices de retencdo relativosngecdo de uma
solucéo padrédo de n-alcanos (C8-C20, Sigma-Aldricdt®Louis, USA)

e por comparacdo dos espectros de massas do bandadds da
biblioteca NIST/EPA/NHI (NIST, 2008) e de literadufADAMS, 2007).

Os indices de retengdo foram calculados usandaacég de Van den
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Dool e Kratz (1963) e para as atribuicdes foramsuattados indices de

retencéo de literaturas (Adams, 2007).

2.3 Elaboracéo das mortadelas

As mortadelas foram elaboradas no Laboratorio dmdlegia de
Carnes e Derivados, DCA/UFLA.

Utilizou-se a formulacao tipica de mortadela beasi| segundo
Dutra et al. (2011): A carne bovina (58,5%) prewate moida foi
adicionada accutter, seguida de cloreto de sédio (1,9%), polifosfato
Fosmax (0,3%, New Max Industrial, Brasil), nitrile sodio (0,0075%),
acido ascorbico (0,05%), agua/gelo (20%), fécular@dadioca (5%) e
toucinho (14%), respectivamente. Para todos texéms foi utilizado
75ppm de NaNg@ representando metade da quantidade limite de NaNO
permitida pela legislacdo de 150 ppm de nitritosddio (Portaria n°
1.004 de 11 de Dezembro de 1998 da ANVISA), visaaddilizacdo
conjunta com a combinacdo de OE baseados em ems@iabioldgicos
in vitro.

Apbés completa emulsificacdo a massa foi embutiaa teépa
sintética (CALEBRE, 67 mm, empresa Shur) e cozetasbanho-maria,
até temperatura final de %3 no ponto frio da amostra, monitorado com
uso de termbémetro. Apos o cozimento as mortadelasnf mantidas em
banho-de-gelo por 20 min e armazenadas sob redgger

As amostras destinadas a analise microbiolégiearfeeparadas
em porcdes de 25g, inoculadas & WFC/g do inoculo deC. difficile,

homogenizadas e seladas a vacuo em embalagerisgsasts amostras
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destinadas as andlises fisico-quimicas foram eidmlam porgbes de

1009 e seladas a vacuo, sem adicao do inéculo.

2.4 Analise das mortadelas
As amostras foram armazenadas em estufa tipo BOI3°G,
retiradas para analise nos tempos 0, 1, 5, 10diak5 Todas as analises

foram realizadas em 3 repeticdes em triplicata.

2.4.1 Contagem total de células e endésporos @edifficile

Para quantificacdo de. difficile, 25g do produto foi diluido em
225mL de agua peptonada (0,1% m/v) e homogeneigad&tomacher
(Metroterm, Brasil) com 490golpes/min durante 2 .m&pos este
procedimento foram realizadas diluicbes seriadasagom peptonada
(0,2% m/v) e aliquotas de 1 mL foram adicionadosuem sequéncia de
3 tubos de ensaio com tampa rosqueada contendoliGBi@&ubados a
37°C de 24 a 48h sob condi¢bes anaerdbicas utilizatmomineral. Os
tubos apresentando caracteristicas de crescimemt@¢ao e producao
de gas) foram considerados positivos e interpretgoiela tabela de
Numero Mais Provavel (NMP). Os resultados foramresgos em NMP
de células viaveis por grama nas amostras de netata@NMP/g),
metodologia descrita por Scott et al. (2001).

Para enumeracdo de endosporos, apés a diluicdo gera a
peptonada as amostras de mortadela foram submeatiddsque térmico,
75°C por 15 minutos, seguido de banho de gelo pbmird
Subsequentemente foi realizado diluicbes seriadashgua peptonada
(0,2% m/v) e adicionado 1mL em sequéncia de ti@sstule ensaio com
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tampa rosqueada adicionados de CB-Gli, incuba®&de 24-48h sob
condicbes anaerdbicas utilizando 6leo mineral. @sultados foram

expressos em NMP de enddsporos por grama nas asmdstmortadelas
(NMP/q).

2.4.2 Determinacao do pH e Atividade de agua

Os valores de pH das mortadelas foram medidos @0 mha
insercao de eletrodo combinado (sistema de refier&ecAg/AgCl), tipo
de penetracdo, acoplado a um potenciometro DM2§ir{ied, Sao Paulo,
SP, Brasil), em trés pontos diferentes do produto.

A atividade de &gua (Aw) da mortadela foi determinaem
aparelho Aqualab (modelo CX2, Dacagon Devices Iqdg utiliza a
técnica de determinacdo do ponto de orvalho emltesmncapsulado
para medir a atividade de dgua de um produto.

2.4.3 Nitrito residual

O teor de nitrito residual nas mortadelas foi addi segundo a
metodologia oficial n® 973.31 da AOAC (1995). Apirmadamente 10 g
de amostra foram homogeneizados em 40 mL de agtitada a 80°C. A
solucéo foi transferida para um baldo de fundog;hailizando-se agua
destilada a 80°C até o volume de +300mL, sendo stidena banho-
maria, a 80°C, por 2 horas, agitando ocasionalméés esse periodo,
os baldes foram retirados e resfriados a temperatonbiente, o volume
do baldo foi completado com agua destilada e a;&olioi filtrada. Em
seguida, transferiu-se 45 mL do filtrado para tu® Falcon, sendo

adicionados 2,5 mL de sulfanilamida, homogeneizadapds 5 minutos,
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2,5 mL de reagente NED (N-(1-naftil) etilenodianjifioi adicionado e a
mistura homogeneizada. A solucdo foi mantida enousp por 15
minutos e em seguida, fez-se a leitura em espédtoétro a 540 nm. A
analise das amostras foi realizada em triplicata.v@lores de nitrito
residual foram expressos em partes por milhdo (ppar)meio da curva

padréo de nitrito de sadio.

2.4.4 Microscopia eletrénica de varredura

Para visualizacdo do efeito do Oleo essencial s@brdifficile
foram inoculados 100uL de cultura padronizada a UBC/g deC.
difficile em fatias de mortadela, sendo estas embaladascwo &
incubadas a 37°C. Apés o periodo de duas horaspibsiedo, retiraram-
se cilindros de 0,5 cm de didmetro das mortaddlasamostras foram
imersas em solucdo fixadora (Karnovsky modificadujl 7,2, pelo
periodo de 24 horas. Apds este periodo, foram &s/asbm tampao
cacodilato (0,05M) por trés vezes por 10 minutopods-fixados em
tetroxido de 6ésmio 1%, em agua, por 1 hora. Apds psriodo, foram
lavadas por trés vezes em agua destilada e, endaggdesidratados em
gradiente de acetona (25%, 50%, 75% e 90%, porid0tos; 100% por
trés vezes de 10 minutos). O material foi levadaaparelho de ponto
critico (Bal-Tec CPD 030) para substituicdo da @wtpor CQ e
complementacdo da secagem. Posteriormente, asrasifasm cobertas
com ouro (metalizador Bal-Tec SCD 050) utilizantidos como suporte.
Foram obtidas eletromicrografias dos microrganismexderidos a
superficie das fatias de mortadela utilizando nsicdpio eletrénico de
varredura Evo 040 Leo (Alves, 2004).
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2.5 Andlise estatistica

A andlise da CMB e combinacdo dos OE foi submdiidaalise
dos componentes principais (PCA). Os dados foraépprcessados,
sendo estes centrados na média, para um melhde aos dados antes
das analises, utilizando o software Chemoface @¢eisb).

O experimento foi montado em um delineamento iateénte
casualisado (DIC), em esquema fatorial 3x4, sergk ttatamentos em
quatro tempos de armazenamento com trés repetededriplicata.
Foram realizadas analises de regresséo no temaagda tratamento. Os
resultados foram submetidos a analise de variasNOVA) e a
comparacdo entre as médias foi estabelecidas gsti® de Tukey, com
nivel de significancia de 5%. As analises estatistiforam realizadas
utilizando o software STATISTICA verséo 5.0, da SSOFT.

3 RESULTADOS

3.1 Concentracdo minima bactericida e selecdo de OE

Triagem inicial foram realizadas testando a CMBvdrios OE
sobreC. difficile. O OE deP. nigrumnéo foi efetivo a 10%, apresentando
crescimento semelhante ao controle, os OE Rle officinalis C.
Camphora e F. vulgare apresentaram CMB semelhante com inibicdo a
1%, enquantoM. fragans C. limon e M. piperita tiveram efeitos
semelhantes com CMB a 0,12%, Ja vulgaris e C. nobilis foram
inibitorios a 0,06%, ©. vulgare C. zeylanicumO. basilicumL. cubeba

e P. anisumtiveram CMB a 0,015% constituindo os OE com menores
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concentragdes minimas inibitérias analisadas. Od®Eravo nédo teve
efeito semelhante a nenhum outro com CMB a 4%, cpoae ser
observado na figura 1.

11

13
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, 14

I 3 10]

Figural PCA da concentracdo minima bactericidadeos essenciais
de O. basilicunibasilicdo (1), P. nigrumpimenta (2), P.
anisumanis estrelado (3)M. Fragangnoz moscada (4)T.
vulgaristomilho  (5), C. nobiligmandarina  (6), L.
cubebagpimenta chinesa (7),M. piperitadmenta (8), C.
limor/lim&o (9),0. vulgardorégano (10)R. officinaligalecrim
(11), C. zeylanicunicanela (12)C. Camphorddo Wood (13),
S. aromaticurcravo (14),F. vulgardfuncho (15) e controle
(C) sobreC. difficile
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Diante dos resultados foram selecionados os@HEulgare T.
vulgaris e L. cubebacom potencial bactericida e também sensoriais para
possivel andlise em mortadela, para confirmar diawhdade dos
resultados utilizou-se tubos a vacuo, visto a bdisde do micro-
organismo analisado. A CMB do OE d& basilicumfoi de 1,2%,
enquanto o d®. vulgaree T. vulgarisapresentaram efeito bactericida a
0,3% elL. cubebaa 0,15%, demonstrando que a concentracdo minima
bactericida teve pequeno aumento para o todos desdfios.

Foram selecionados os trés melhores Oleos parseamn@ efeito
sinérgico entre eles, sendo OE @evulgare, T. vulgarie L. cubeba
entretanto todas as misturas testadas se mostrafmmentes, nao
permitindo o crescimento d& difficil.

Diante disto, para elaboracdo da mortadela foraroll@slos o
ensaio 7 do planejamento experimental com 67% dpopcdo da CMB
do OE deO. vulgare e 17% da CMB dos demais OE, e o ensaio 10 que
corresponde a utilizacdo de 33% da CMB de todosless testados.
Portanto, para formulacdo 1 (F1) adicionou-se abtoagéo dos OE de
O. vulgare (0,2%), T. vulgaris (0,05%) elL. cubeba(0,025%); para
formulagcéo 2 (F2) foi adicionada as concentrac@&®©H deO. vulgare
(0,1%),T. vulgaris(0,1%) eL. cubeba0,05%).

3.2 Caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais
O carvacrol é o composto majoritario @o vulgarerepresentando
73,1% de seus constituintes, ja o timol represb@t8% dos compostos

quimicos contidos no OE dB vulgaris enquanto os citral (geranial e
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neral) correspondem a 71,83% dos compostos do OE. daibeba
(Tabela 2).

Tabela 2 Constituintes quimicos dos Oleos essend®@D. vulgare, T.
vulgarise L. cubebaidentificados por cromatografia gasosa

Oleo essencial Compostos majoritarios  Total (%)
(%)
Carvacrol 73,11
B-cariofileno 4,32
Origanum vulgare y-terpineno 3,93
p-cimeno 3,92
Timol 2,97
Total 88,25
Timol 50,89
o-cimeno 24,97
Thymus vulgaris y-terpineno 591
Linalol 4,46
Carvacrol 2,93
Total 89,16
Geranial 40,5
Neral 31,33
Litsea cubeba Limoneno 13,21
a-pineno 1,34
Sabineno 1,28
Total 87,66

3.3 Efeito dos OE enC. difficile inoculados em mortadela

Foi observada interacdo significativa entre ositm&ntos durante
o tempo de estocagem da mortadela por 15 dias @. 2880 houve
diferenca (p0,05), do crescimento de células viaveis entreatarhentos
contendo OE e controle, entretanto este efeitsifpiificativo durante o
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tempo de armazenagem do produto. N&o apresentosciroento
(P<0,05) deC. difficile no primeiro dia de estocagem, entretanto houve
aumento de aproximadamente 2,54ae NMP/g de células viaveis apos
0 quinto dia de armazenamento ndo apresentandoigiemscimento
significativo nos proximos dias de estocagem.

Ao analisar a contagem de esporo<ddifficile, foi observada
interacdo significativaR<0,05) entre os tratamentos durante o tempo de
estocagem da mortadela por 15 dias a 25°C. Noaliaatulacdo nao foi
observada enddsporos o que confirma que utilizowsseabalho apenas
células viaveis, ja no primeiro dia de armazenamaéb houve diferenca
entre os tratamentos com 0,48 1p&MP/g de enddsporos, entretanto
houve aumento da esporulacdo durante a estocadpservando maior
quantidade de NMP de endoésporos nos tratamentotenciin OE,
principalmente na F1 com 2,3 lgdNMP/g de enddsporos na mortadela

ao final de sua estocagem (Figura 2).
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Log MNWPicéluas viavels
wn
&
v

Log MIMP/z enddsporos

Tempo(diasg)

C: 75ppm de nitrito de sodio; F1: 75ppm de nitdesoédio e OE de.
vulgare (0,2%), T. vulgaris (0,05%) eL. cubeba(0,025); F2: 75ppm de
nitrito de soédio e OE d®©. vulgare (0,1%), T. vulgaris (0,1%) eL.
cubeba (0,05%). Equacdes para lg§MP/g de células viaveis: y = -
0,026% + 0,608x + 4,623 (R2=0,91); leg\MP/g de endésporos: C: y = -
0,008x2 + 0,237x + 0,085 (R2=0,97); F1: y = -0,043x0,359x - 0,011
(R2=0,94); F2: y = -0,017x2 + 0,373x + 0,073 (R3), Valores
seqguidos por letras diferentes na linha (NMP/cé)ubana mesma coluna
(NMP/endésporos) diferem entre si significativaneeif<0,05) pelo
teste de Tukey.

Figura 2 Crescimento (A) e esporulacdo (BYddlifficile (Logio NMP/g)
em mortadelas formuladas teor reduzido de nitrécsddio e
adicdo de 6leos essenciais armazenadas a 25°QelliBadias
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A atividade de agua (Aw) da mortadela permaneceu em
aproximadamente 0,97+0,005 em todos os tratameatdaempos de
armazenamento.

Quanto ao pH, as mortadelas também néo se difeqt@mto aos
tratamentos, entretanto foi presenciada uma ledecé® linear P<0,05)
durante sua estocagem passando de 6,17 no pridi@i&07 no quinto
dia e 6,04 no décimo dia chegndo a 5,93 no déciminta dia de
estocagem a 25°C.

Ao analisar o nitrito residual das mortadelas n@ovk interacéo
entre os tratamentos e periodo de estocadgen®,(5), entretanto foi
observado maior quantidade<0,05) de nitrito residual na F1, seguida

da F2 que né&o se diferenciou nem desta nem doot®(ifiabela 3).

Tabela 3 Nitrito residual em mortadelas elaboradas reducéo de nitrito
de sobdio e diferentes combinacdes de Oleos esgencia
armazenadas a 25°C durante 15 dias

Tratamentos Nitrito residual (ppm)
C 7,63 6,20
F1 10,23 +6,41
F2 8,86 +5,8%

C: 75ppm de nitrito de sodio; F1: 75ppm de nitd®sddio e OE d®.
vulgare (0,2%), T. vulgaris (0,05%) eL. cubeba(0,025); F2: 75ppm de
nitrito de sodio e OE d®©. vulgare (0,1%), T. vulgaris (0,1%) elL.
cubeba (0,05%). Médias tDesvio padrdo. Valores seguidos Iptras
diferentes na coluna diferem entre si significatieate P<0,05) pelo
teste de Tukey.
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Observou-se decréscimo do nitrito residual logoprimeiro dia
de andlise, visto que foram formuladas mortadedas £5 ppm de nitrito
e no primeiro dia continha 18,75 ppm, reduzindmificpativamente apos
5 dias de estocagem e ligeira reduc&>Q,05) durante todo o
armazenamento (Tabela 4).

Tabela 4 Nitrito residual durante o armazenamengo nadbrtadelas
elaboradas com teor reduzido de nitrito de sédibferentes
combinacdes de 6leos essenciais

Tempo Nitrito residual
(dias) (ppm)
1 18,75 +2,1%
5 6,62 +2,53
10 5,14 +1,64
15 5,11 +0,87

C: 75ppm de nitrito de sodio; F1: 75ppm de nitd®sddio e OE d®.
vulgare (0,2%), T. vulgaris (0,05%) eL. cubeba(0,025); F2: 75ppm de
nitrito de sodio e OE d®©. vulgare (0,1%), T. vulgaris (0,1%) elL.
cubeba (0,05%). Médias tDesvio padrdo. Valores seguidos Iptras
diferentes na coluna diferem entre si significatieate P<0,05) pelo
teste de Tukey.

3.4 Andlise ultraestrutural

A ultraestrutura da superficie de mortadela e afotamia deC.
difficile apds a exposicdo de 2 horas aos tratamentos s@unsieados
pela micrografia eletrdnica de varredura, comosgnado na Figura 3. E
possivel observar as estruturas de gorduras e/owoQ@Bntrole negativo,
ja no controle positivo presencia-se grande crestiondeC. difficile, na

F1 é possivel identificar as células intactas, aterac6es morfoldgicas,
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0 mesmo ocorre com a F2, entretanto pode-se evatemaior

crescimento destas que da F1 que apresentou céhiadas.

Figura 3 Micrografia eletronica de varredura de taelas formuladas
com reducdo de nitrito e 6leos essenciais inocaladan C.
difficile. (A) Controle negativo; (B) Controle positivo; (E}:
OEO. vulgare(0,2%),T. vulgaris(0,05%) €eL. cubeba0,025);
(D) F2: OE deO. vulgare (0,1%), T. vulgaris (0,1%) elL.
cubeba(0,05%). As setas indicam as célulagddlifficile

4 DISCUSSAO
Principal componente dos OEs dle cubebaé o limoneno,
apresentando maior CMB analisada, seguida pelo ©& @romaticum

(eugenol); R. officinalis (cineol), C. Camphora(linalol) e F. vulgare
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(anetol), M. Fragans (a,B-pineno), C. limon (limoneno) eM. piperita
(mentol), enquanto os OE mais eficazes foram oulgaris (timol), C.
nobilis (limoneno), seguido dos OE d®. vulgare (carvacrol), C.
zeylanicum(aldeido cinamico)®. basilicum(linalol), L. cubebacitral) e
P. anisum(anetol), segundo o laudo cromatografico disptimédzo pela
industria FERQUIMA.

Lambert et al. (2001) afirmam que a elevada &k
antimicrobiana dos OE sobre patdégenos provavelmamtéa devido as
altas porcentagens de compostos fenolicos comaaaly eugenol e
timol, sendo isto retratado por alguns OE analisadotretanto, sugere-se
que a atividade antimicrobiana dos OE esté reladiamrincipalmente ao
seu composto majoritario, embora alguns autorecime®m a sinergia
com 0s compostos minoritarios (Bakkali et al., 20@urt, 2004;
Tajkarimi et al., 2010).

A atividade antimicrobiana dO. vulgareé atribuida aos seus OE
que contem terpenos como carvacrol e timokterpinene e o p-cimeno
que sao precursores do timol e carvacrol, respeotwnte, portanto, sua
concentragdo no produto € proporcional aos teoeeseds precursores
(Burt, 2004). O oleo essencial @ vulgareé constituido de 73,1% do
composto majoritario carvacrol, além da presencg-dariofileno ,y-
terpineno, p-cimeno e Timol. Stefanakis et al. (2013) avalioetes
amostras d@®. vulgaree observou que a atividade antibacteriana depende
do tipo de erva, bem como sua composi¢cdo, no entantteor de
componentes fendlicos dos 6leos ndo sdo os Uniatme$ que

contribuem para sua atividade.
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O o6leo essencial dd. vulgaris apresenta elevada atividade
antimicrobiana, sendo esta atribuida principalmeint® seus compostos
fendlicos, timol e carvacrol, considerados ingretéie importantes para a
industria de alimentos, visto que todos proporagi@amainibicdo de varias
espécies de bactérias (ROTA et al.,, 2008). O coemenmajoritario
deste OE foi o timol contendo 50,9%, seguidasemmeno,y-terpineno,
Linalol e Carvacrol. Grosso et al. (2008), afirmaeqos principais
componentes dos OE podem constituir até 85%, @®upmponentes
sdo geralmente em niveis residuais.

Yang et al. (2014) &Vang; Liu (2010) encontraram resultados
diferentes do identificado neste estudo quantoomatografia do OE de
L. cubeba Resultados diferentes podem ter sido devido aama
colheita e local, fatores climéaticos e sazonaisn lmemo a duracédo de
armazenamento (Yang et al., 2014).

Dimitrijevi¢ et al. (2007) destaca que OE de orégano, tomilho e
alecrim estdo entre os mais ativos antimicrobiaeo§!| et al. (2009)
estudaram o potencial de inibicdo de 66 OE e vaéléoseus componentes
em C. perfringengipo A, encontrando inibicdo de mais de 80%, semdo
timol e carvacrol os inibidores mais eficazes erisetestados pelos
autores.

CMB dos 06leos d©. vulgare T. vulgarise L. cubebapodem ter
se diferido ao ser analisado em tubos de ensdipantio 6leo mineral e
tubos & vacuo diante do vestigio de oxigénio ptesemo meio; visto a
sensibilidade d&. difficile ao oxigénio (Hoover and Rodriguez-Palacios,
2013; Weese, 2010).



85

Quando o efeito combinado das substancias é maiogque a
soma dos efeitos individuais, isto € sinergia (B2@04). Os efeitos
sinérgicos de alguns compostos e OE foram repradesitem alguns
estudos (Abdalla et al., 2007; Aleixo, G, 2013;9ia011; Jayasena and
Jo, 2013; Martins, 2013, 2014; Rodrigues, 2014;aRet al., 2008),
também sendo observado neste estudo, aonde asnegdds dos Oleos
de O. vulgare T. vulgarise L. cubebainibiram o crescimento d€.
difficile em todas concentracdes analisadasitro; as combinagfes de
OE permite utilizar concentracdes menores de ot@rseguindo o duplo
objetivo de reduzir impacto indesejavel na quakdsensorial e controlar
crescimento microbiano.

Considerando a variabilidade de grupos de compapi@sicos
presentes nos OE, observa-se que sua atividadeaetetiana ndo é
atribuida somente a um mecanismo especifico, havdifierentes alvos
na célula microbiana (Carson et al.,, 2002). Vadompostos possuem
atividade antibacteriana, interferindo na permeddmle da membrana
citoplasmética, atuando principalmente nas proseidea membrana,
causando perdas de constituintes celulares, pcajpdo sistemas
enzimaticos, inativando ou destruindo o materialéjeo de bactérias,
afetando diretamente a for¢a proton motiva (Bub04£ Tajkarimi et al.,
2010; Ultee and Smid, 2001; Ultee et al., 199%uesando lise da parede
celular (Oliveira et al., 2011), portanto, os OEemgcausando danos
estruturais e funcionais na membrana celular baoger(Gonfi et al.,
2009). Moreira et al. (2005), afirmam que os conmoEendlicos dos OE
se ligam a bicamada fosfolipidica da membrana @eklimentando sua

permeabilidade e extravasando o0s constituintesacelwlares ou
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danificando o sistema enzimatico da célula, enqu8ntza et al., (2010)
relata que mesmo pequenas mudancas ocorridas natuest da
membrana citoplasmatica podem afetar o metabolismduindo a
sintese de macromoléculas (Ceylan and Fung, 2004).compostos
lipofilicos encontrados nos OE sdo mais ativos eotdsias gram-
positivas. No entanto, isto ndo significa que astdyaas Gram-positivas
sd0 mais susceptiveis sempre, como observado emsatégtudos em que
as bactérias Gram-positivas tém sido menos ourngrde sensiveis que
bactérias Gram-negativas a OE (Bakkali et al., 20B8rt, 2004;
Oussalah et al., 2007; Pereira et al., 2014).

Alguns estudos tem demonstrado a eficiéncia deagéo de OE
como antimicrobianos naturais e sdo consideradotedopotenciais de
aditivos para a industria de alimentos, inclusiegapcarnes e produtos
carneos (Bakkali et al., 2008; Burt, 2004; Dias1ROEmiroglu et al.,
2010; Gutierrez et al., 2008; Jayasena and Jo,;200&nd Yang, 2012;
Oliveira et al., 2013; Rota et al., 2008; Tajkarieti al., 2010; Viuda-
Martos et al., 2010), sendo que o modelo alimemartadela utilizada
em Varios experimentos € um excelente meio paraescimento de
micro-organismos anaerobios, apresenta grandeidadatde nutrientes,
com quantidade consideravel de carboidratos, uraigathima exigida
(Aw) e teor de proteinas que fornecem todos os @midos essenciais
necessarios para o crescimento, além disso, fatorae temperatura de
armazenamento e embalagem em atmosfera (reduzatedes de
oxigénio) contribuem para o crescimento da popolagds amostras

controle (Oliveira et al., 2011), justificando aekha quanto a mortadela
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para andlise in situ deste trabalho, e armazersaf&8C, temperatura em
gue muitas mortadelas sdo comercializadas.

Deans e Ritche (1987) afirmam que a substituicAadigvos
sintéticos por naturais, dependera fundamentalnamigeterminacéo de
uma concentracao ideal, porém, segundo Shelef }L8840oncentracdes
normalmente empregadas para realcar o aroma e gabam de 0,5 a
1%, contudo, ndo inibem o desenvolvimento micrabigue depende de
concentracOes superiores a 1% (Gutierrez et ai8)2Meste trabalho
utilizou-se concentracao final de OE na F1 de 2,/%%a F2 2,5% de
combinacdes de OE.

Rota et al. (2008) sugeriram que OETdsymus hyemali§. zygis
e T. vulgarispossuem propriedades antimicrobianas e sédo coadue
fontes potenciais de ingredientes para a induskeiaalimentos, assim
como orégano combinado com tomilho em doses bailage ser
considerado como uma alternativa para o controkegeates patogénicos
(Gutierrez et al.,, 2008). Ismaiel e Pierson (20@&taram os efeitos
inibitérios de OE sobre cepas @ botulinum,classificando os Oleos
testados em trés categorias, muito ativo (caneigamo e cravo), ativa
(pimenta chinesa e tomilho) e menos ativa (alhbpleee pimenta preta),
entretanto a aplicagcdo de antimicrobianos por elifies analises
demonstram diferencas notaveis (Gofi et al., 2009)ande desafio € a
determinacédo da concentracdo ideal que exercaltameamente, efeito
antimicrobiano, realcador de sabor e aroma dosealos para a
utilizacéo dos OE, em substituicdo aos aditivogtoos para alimentos.

Existem diferencas entre ensaios in vitro e in sde

antimicrobianos de origem vegetal (Tajkarimi ef 2010), as aplicacbes
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de OE em alimentos geralmente apresentam sua iaficéduzida por
certos componentes (Glass and Johnson, 2004; dayase Jo, 2013).
Em geral, supde-se que elevados niveis de gordima groteinas
presentes nos alimentos podem proteger as bact@&iagdo dos OE,
reduzindo a disponibilidade destes (Mejlholm andgBard, 2002), j& os
carboidratos ndo parecem proteger as bactériamgiEes de OE tanto
quanto a gordura e as proteinas, entretanto eleataddade de agua e
altas concentracbes de sal facilitam a acdo demtdisnicrobianos
(Tsigarida et al., 2000), podendo justificar osil@glos encontrados neste
trabalho, ndo sendo observado efeito antimicrobiaae mortadelas
devido ao uso de OE, e permitindo o cresciment€ dficile durante
sua estocagem. Burt (2004) afirma que para obseittaglos semelhantes
em uma matriz alimentar concentracdes superioreSlate essencial a
partir de testes in vitro geralmente sdo geralmeetessarios.

Segundo Mitchell (2001) a esporulacao € iniciadacgpalmente,
em resposta a escassez de nutrientes, porém, fattioss podem alterar
a esporulacdo, como pH, oxigénio e temperaturajoséavorecida em
geral por condicOes que resultem em reducao dad@xeaescimento, fato
observado neste estudo com o aumento da esporutgcandifficile
durante o tempo de estocagem, e maior contagemsperos em
mortadelas adicionadas de OE, comparadas ao cantrol

A maior perda do nitrito € observada durante aidab@o até o
final do processo de aquecimento, a perda ocorrececa de 65%, e apos
20 dias de estocagem a uma reducao de um tergandartracao apés o
aquecimento (Honikel, 2008), efeito semelhante dbservado neste

estudo havendo reducéo de 75% do nitrito inici@l afprimeiro dia de
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estocagem,com maior reducdo apds o quinto diageepa reducao no
final do armazenamento. Segundo Cassens (199%,aaficionar nitrito
ao sistema carneo, aproximadamente 1% a 10% sdadms a nitrato, de
5% a 10% reagem com a mioglobina, de 5% a 15% cengropos
sulfidrilas das proteinas, de 1% a 5% com gordiea20% a 30% com
proteina e cerca de 1% a 5% transformam-se em gaslesprendem do
produto. Como consequéncia, essas rea¢fes complexarito podem
contribuir para a variacdo na quantidade resideahittito em produtos
carneos, portanto, apenas 10% a 20% do nitritoica@ido podem ser
detectados apds o0 processamento de produtos curagkis nivel reduz
gradualmente com o armazenamento.

Para que haja um controle eficaz sobre varias fastéentre elas
o C. botulinum alguns autores consideram necessarios aproxingmam
10 ppm de nitrito residual no produto final e atmm que valores de
adicao inferiores a 150 ppm séao insuficientes paralcancar este nivel
residual e, portanto, ndo previnem o desenvolvimelgste micro-
organismo (Cassens, 1997), fato observado ne$s@hmque ao final do
décimo quinto dia apresentava 5,11 de nitrito redidentretanto, o
tratamento F1, que continha maior quantidade de deEorégano
apresentou nitrito residual final de 10,23, senguesior ao observado na
amostra controle. Em trabalho realizado por Digx {2 foi observado
que mortadelas contendo OE tiveram maior conceidrage nitrito
residual que as demais e, consequentemente méddiiar @ntibacteriano
durante 20 dias armazenamento, entretanto, ViudéMat al., (2010),

observaram que as amostras de mortadelas adicoramdibras de
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laranja e 0leo essencial de tomilho (0,02%) e me(®,02%) reduziram a

concentragao de nitrito residual em relagéo aorclant

CONCLUSAO

Houve efeito sinérgico da combinacdo dos OEDdevulgare T.
vulgaris e L. cubeba in vitrp entretanto suas combinagcdes nao foram
eficientes para inibir o crescimento d& difficile em mortadelas,
contudo, o tratamento F1 elaboradas com a comlndgd OE deD.
vulgare (0,2%), T. vulgaris (0,05%) eL. cubeba(0,025%); apresentou
maior concentracdo de nitrito residual no final estocagem, além de
apresentar células isoladas em micrografias e magporulacéo,

comparada ao controle.
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RESUMO

Objetivou-se avaliar os efeita® combinacdo de 6leos essenciais
de Origanum vulgare, Thymus vulgarie Litsea cubebasobre as
caracteristicas tecnoldgicas e sensoriais de naamcarmazenadas a
25°C durante 15 dias. Foram elaboradas mortadet#sote com 75ppm
de nitrito; para F1 adicionou-se a combinacdo désde O. vulgare
(0,2%), T. vulgaris(0,05%) eL. cubeba(0,025%); para F2 foi adicionada
as concentracdes de OE Qe vulgare(0,1%), T. vulgaris (0,1%) eL.
cubeba(0,05%). A oxidacao lipidica foi avaliada pela me@mcao das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico, de@s de cores utilizando
o sistema de cor CIELAB, para andlise do perfiltebtura utilizou-se
texturometro TA.XT2i e as caracteristicas sensoridas mortadelas
foram avaliadas utilizando o teste de ComparacakipVal Houve maior
oxidacgéo lipidicaRP<0,05) em mortadelas controle, ndo sendo observadas
diferencas significativa®?¢0,05) de oxidagdo em mortadelas adicionadas
de OE durante todo o armazenamento; A adicao dadEnfluenciou a
cor (P>0,05) das mortadelas, quanto a textura reduziraduraza e
mastigabilidade durante o tempo de armazenamento aiomento da
adesividade H<0,05). Ao aplicar o teste de comparacdo multipleoa
nao foi diferida da amostra controle, e o atriboiais afetado pelos OE
foi 0 sabor, que implicaram em baixa aceitacdorddydo.

Palavras-chave Antioxidante natural. Teste de Comparagdo Mutipl

Nitrito de sodio

1 INTRODUCAO

Produtos a base de carne sdo amplamente consuiihhe eles
destacam-se a mortadela. Cujo um dos principaieedmgntes esta a
figura do nitrito, que apresentam como finalidadésicas conferir a cor

résea e sabor caracteristicos de produtos curgmtesenir alteracdes
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desagradaveis oriundos da rancidez oxidativa ggidis e atuar como
conservante, principalmente contra o crescimerda@eoducao de toxina
do Clostridium botulinum(Cassens, 1997; Feiner, 2006; Toldra, 2010).
Entretanto, a alta ingestdo de nitrito apreserstzosi & saude, incluindo
efeitos alérgicos, vasodilatadores (Cammack etl8P9) e formacédo de
compostos N-nitrosos, em especial as nitrosamionas,possuem efeito
toxico, mutagénico, neuro, nefrotoxico e carcinagén (Francis, 2000;
Rywotycki, 2002).

Os antioxidantes sintéticos que sdo utilizados coraior
frequéncia na industria de alimentos sdo os corapdendlicos butil-
hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), te-butilhidroquinona
(TBHQ) e galato de propila (GP) (ORDONEZ et al.03)) entretanto, o
uso de antioxidantes sintéticos é restringido enosaises, visto que
existe a possibilidade de terem efeitos indesejgpaia a salde humana
(Almeida-Doria & Regitano-D’arce, 2000). Os consdares estado cada
vez mais exigentes quanto ao consumo de alimeetpsras e de alta
qualidade, visto que a seguranca dos aditivos tEio$é esta sendo
guestionadas, havendo cada vez mais recusa enfcgelw uso de
conservantes quimicos e antimicrobianos artific{@egjkarimi, Ibrahim,
& Cliver, 2010), aumentando a demanda por alimematrais que
melhoram a qualidade da carne e produtos carneosa®ar residuos no
produto ou ambiente (Jayasena & Jo, 2013). Sergim apesquisas sao
realizadas em busca de compostos naturais que p@digan como
alternativa para prevenir a deterioracao oxidadiwalimentos e diminuir
0 uso dos antioxidantes sintéticos, prolongandada vitil de varios

alimentos (Ramalho & Jorge, 2006).
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Os oleos essenciais tem atraido a atencéo de yé@sgsiisadores,
devido ao potencial antioxidante, antimicrobiahaydrizante, aromatico,
antisséptico, carminativo, antiespasmoédico e eppacte (Bakkali,
Averbeck, Averbeck, & Idaomar, 2008; Burt, 2004{v@ira et al., 2012;
Oussalah, Caillet, Saucier, & Lacroix, 2007; PexeiPiccoli, Batista,
Camargos, & Oliveira, 2014; Sangwan, Farooqi, Shali Sangwan,
2001; Tajkarimi et al., 2010), para tanto, alguremponentes ja
apresentam registros pela Comissdo Européia paliaagdo como
aromatizante em géneros alimenticios, sendo segurgaude do
consumidor Comission Decision of 23 Janua3009). Muitos trabalhos
confrmam a capacidade antioxidante de Oleos essgncsendo
constatada inclusive em carnes e produtos carrogalla, Darwish,
Ayad, & El-Hamahmy, 2007; Bakkali et al., 2008; dalas,
Savluchinske-Feio, Weinhold, & Gouveia, 2012; Hwa@dpoi, & Lee,
2005; Oliveira et al., 2012; Viuda-Martos, Ruiz-Mgas, Fernandez-
Lépez, & Pérez-Alvarez, 2010; Ye, Dai, & Hu, 2013).

Deans e Ritche (1987) afirmam que a substituicAadievos
sintéticos por naturais, dependera fundamentalnat@geterminacdo de
uma concentragao ideal, que apresente efeito antibi@ano, antioxidante
e a aceitacdo do produto sobre o impacto sensorial.

Diante disto, este trabalhou objetivou avaliar deit@s da
combinacdo de 6leos essenciaigOdganum vulgare, Thymus vulgams
Litsea cubebasobre as caracteristicas tecnoldgicas e sensaiis
mortadelas armazenadas a 25°C durante 15 dias.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencéo dos Oleos essenciais

Os o6leos essenciais (OE) désea cubeba(pimenta chinesa)
Origanum vulgare (orégano), Thymus vulgaris (tomilho) foram
adquiridos da empresa FERQUIMA Industria e Comékrtila, Brasil.

2.2 Elaboragéo da mortadela

As mortadelas foram elaboradas no Laboratorio dmdlegia de
Carnes e Derivados, DCA/UFLA.

Utilizou-se a formulacao tipica de mortadela beasi| segundo
Dutra et al. (2011): A carne bovina (58,5%) prewate moida foi
adicionada accutter, seguida de cloreto de sédio (1,9%), polifosfato
Fosmax (0,3%, New Max Industrial, Brasil), nitrite sédio (0,0075%),
acido ascoérbico (0,05%), agua/gelo (20%), féculardedioca (5%) e
toucinho (14%), respectivamente.

Todos tratamentos foram elaborados utilizando 75geMaNQ,
visando a utilizagdo conjunta com a combinacdo #&eb@seados em
ensaios microbiologicas vitro, realizados no artigo 1. O controle (C) foi
elaborado, apenas com os ingredientes descritos;f@anulacdo 1 (F1)
adicionou-se a combinacdo dos OE @e vulgare (0,2%), T. vulgaris
(0,05%) eL. cubeba(0,025%); para formulagédo 2 (F2) foi adicionada as
concentragcbes de OE d@. vulgare (0,1%), T. vulgaris (0,1%) elL.
cubeba(0,05%),
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Apés completa emulsificacdo a massa foi embutiaa tepa
sintética (CALEBRE, 67 mm, empresa Shur) e cozatasbanho-maria,
até temperatura final de %3 no ponto frio da amostra, monitorado com
uso de termbémetro. Apos o cozimento as mortadelasnf mantidas em
banho-de-gelo por 20 min e armazenadas sob refggera 4°C durante
12 horas.

As amostras foram separadas em fatias de aproamete
100g e seladas a vacuo em embalagens plasticadas Tas amostras
foram armazenadas em estufa tipo BOD %C26 retiradas para andlise
nos tempos 1, 5, 10 e 15 dias. Todas as analism® fealizadas em trés

repeticdes no tempo e em triplicata.

2.3 Analises tecnoldgicas e sensoriais

2.3.1 Oxidagéo lipidica

O efeito dos OE tratamentos sobre a oxidacdo tipidia
mortadela foi avaliada pela mensuracdo das sulistareativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS), seguindo a metodologia dehRrjo, Sofos, &
Schmidt (1992), com algumas modificacbes. Porcdes 10g de
mortadelas foram combinadas com 40 mL de &cidtotaacético a 5%
(TCA) e 1 mL de antioxidante BHT 0,15% (em etanad)
homogeneizadas, por 1 minuto em Politron. O homagdn foi
centrifugado (3000 rpm/2min) e filtrado em filtre gapel, o volume foi
ajustado em baldo volumétrico para 50 mL com TCA Bfiguotas de 2
mL foram retiradas, e combinadas com reagente d& UB8mol/L,

homogeneizadas e submetidas a banho-maria fer{E@e5°C) por 10
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min. Apos resfriar em agua foi conduzida a leitd@aabsorbancia a 532
nm e os valores de TBARS foram expressos em nmligsa de
malonaldeido por quilograma de amostra (mg de MgRp/kalculado a
partir da curva analitica com 1,1,3,3-tetraetoxpareo (TEP), fator de

conversao=8,93.

2.3.2 Analise da cor objetiva

A cor das mortadelas foram mensuradas por coladmet
espectrofotométrico CM-700 (Konica Minolta, Osakapdo). Para o
calculo dos indices de cor, foi estabelecido o Endo observador de
10°, iluminante D65, modo componente especularuétal (SCE). Os
indices de cores foram avaliados no sistema de @&LAB -
luminosidade I(*), indice de vermelhoaf) e indice de amareldoX) -
considerando-se o valor médio de trés leituraszemds em diferentes
pontos nas fatias de mortadela. Estas foram paréidaneio para garantir
a leitura da cor no interior do produto, visto @stavam em contato com
embalagens plasticas. A saturac&@d) (e o angulo de tonalidaddn
foram calculados da seguinte forma, C* =%(a*b*?)*2% e h* = arctg
(b*/a*). Para acompanhar as mudancas de cor nastaspavaliou-se o
indice de descoloracadading), utilizando as razdes de reflectancias

650/570nm (Ramos & Gomide, 2009).

2.3.3 Analise perfil de textura

A Andlise do Perfil de Textura (TPA) das mortadelas
conduzida segundo Jorge et al. (2015), utilizando texturdmetro
TA.XT2i (Stable Micro Systems Ltd., Surrey, Englan@inco amostras
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(cubos com 1 mm de arestas) foram obtidas e congasauas vezes até
50% de seu tamanho, a temperatura ambiente, conproba cilindrica
de compresséao plana de aluminio (36 mm de diam&tém) houve tempo
de repouso entre os dois ciclos de compressao.rnsade deformacéo
com o tempo foi obtida a uma velocidade de compresse 200
mm/minuto (3,33 mm/s), a partir da qual foram adsidcinco
caracteristicas de textura: Dureza; coesividadesiadade; flexibilidade
e mastigabilidade (Ramos, & Gomide, 2009). A TPA dnalisada no

primeiro e ultimo dia de armazenamento.

2.3.4 Avaliacao sensorial

As caracteristicas sensoriais das mortadelas foaaaliadas
utiizando o teste de Comparagdo Mdultipla, segumdaonetodologia
descrita por Dutra et al. (2012) e Meilgaard et (4999), por 50
provadores nao treinados e consumidores de maatadel

Foram servidas aos provadores a amostra padr&gnddai como
P, semelhante a controle, seguida das amostraicadds e servidas de
forma balanceada (C, F1, F2) de aproximadamente A@igsolicitado
que o provador comparasse cada amostra com a amupatirdo e
avaliasse o grau de diferenca quanto aos atrilmaigsabor e textura, de
acordo com a escala de diferenca (0 = nenhumeedifardo Padréo; 1 =
Diferenca muito ligeira; 2 = Diferenca ligeira/modéa; 3 = Diferenca
moderada; 4 = Diferenca moderada/grande; 5 = Diteregrande; 6 =
Diferenca muito grande da padréo). Em seguida, teste de aceitacao,
os provadores aplicaram uma nota em relacdo acctasprapressao

global de acordo com a escala de 9 pontos (em qearésponde ao
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desgostei extremamente, 5 nem gostei/nem desgest® gostei

extremamente).

2.4 Anadlise estatistica

O experimento foi montado em um delineamento iateénte
casualisado (DIC) em esquema fatorial 3x4, senél® tiatamentos em
quatro tempos de armazenamento com trés repetededriplicata.
Foram realizadas analises de regresséo no temaagda tratamento. Os
resultados foram submetidos a analise de variasNMOVA) e a
comparacdo entre as medias das analises fisicaegqisine sensoriais
foram estabelecidas pelo teste de Tukey, com nigetignificancia de
5%. As andlises estatisticas foram realizadaszaiio o software
STATISTICA verséo 5.0, da STATSOFT. Todos os dddosm obtidos

a partir de trés experimentos independentes elicata.

3RESULTADOS

3.2 Efeitos dos tratamentos sobre as mortadelas

A oxidacao lipidica apresentou interacdo signiiuea (P<0,05)
entre os tratamentos e os dias de armazenamentaattedelas (Figura
1). No primeiro dia de estocagem nado foi observali@renca
significativa £>0,05) entre os tratamentos, entretanto no decowsr d
dias constatou-se maior oxidacao lipidix@,05) na amostra controle,
comparada com as amostras contendo combinagcOes Ele q@e
mantiveram sem alterac6d®>0,05) na oxidacéo lipidica durante todo o

periodo de armazenamento.
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C: 75ppm de nitrito de sodio; F1: 75ppm de nitd®sddio e OE d®.
vulgare (0,2%), T. vulgaris (0,05%) eL. cubeba(0,025); F2:75ppm de
nitrito de sodio e OE d®©. vulgare (0,1%), T. vulgaris (0,1%) eL.
cubeba (0,05%). Equacbes para C: y=0,001x2 - 0,002x +19,5
(R?=0,82); F1: y=0,430; F2: y=0,432.

Figura 1 indices de TBARs de mortadelas elaboradas teor reduzido
de nitrito adicionadas de 6leos essenciais armdasna 25°C
durante 15 dias.

N&do foi observada interacdo significativd>(Q,05) entre
tratamento e tempo quanto aos parametros de conoldadelas durante
todo o armazenamento, demonstrando que a adic@Ed#io interferiu

na cor das mortadelas, como pode ser observadabedarl.
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Tabela 1 indice de luminosidade (L*), vermelho (a&@marelo (b*),
saturacdo (C*), angulo de tonalidade (h*) e indide
descoloracdo em mortadelas elaboradas com teoridedde
nitrito de sodio e 6leos essenciais armazenad&S@ @urante
15 dias

Amostras L* a* b* C* h* Fading
C 57,92 +£1,41 10,72 +0,4714,32 +0,80 17,94 +0,69 52,94 £1,99 2,12 +0,35
F1 57,24 +1,17 11,76 £0,7514,40 0,47 18,68 +0,73 50,96 +1,52 2,23 +0,39
F2 57,22 1,95 11,49 +0,4214,52 +0,90 18,52 +0,92 51,59 +1,14 2,23 +0,33
Média 57,46 11,32 14,41 18,38 51,83 2,19

C: 75ppm de nitrito de sodio; F1: 75ppm de nitdesédio e OE de.
vulgare (0,2%), T. vulgaris (0,05%) eL. cubeba(0,025); F2:75ppm de
nitrito de soédio e OE d®©. vulgare (0,1%), T. vulgaris (0,1%) eL.
cubeba(0,05%).. Médias +Desvio padrdo. Valores seguipos letras
diferentes na coluna diferem entre si significatieate P<0,05) pelo
teste de Tukey.

Ao analisar a textura de mortadelas foi observdifierenca
significativa P<0,05) no tempo de armazenamento com reducdo da
dureza e mastigabilidade, e aumento da adesividiazde mortadelas
durante sua estocagem, contudo a coesividade eibililgxde
mantiveram-se sem efeito adicionBbQ,05), como observado na Tabela
2.
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Tabela 2 Analise de textura de mortadelas elaberadm teor reduzido
de nitrito de sddio e adicdo de Oleos essenciaigzgnadas a
25°C durante 15 dias

Parametro Tempo (dias) P<F
1 15
Dureza (N) 15,84 £+ 6,01 12,02+2,69 0,013
Coesividade 0,71 £0,23 0,67 £ 0,08 0,239
Adesividade (N*mm) 0,06 £ 0,05 0,13 £ 0,07 0,037
Flexibilidade (mm) 4,41 +1,43 4,35 +0,46 0,734

Mastigabilidade (N*mm) 49,28 £18,74 36,20 £12,17 03%

MédiastDesvio padréo.

3.2 Andlise sensorial de mortadelas

A maioria dos julgadores foram do sexo feminin6%y; 92%
apresentando entre 18 e 30 anos de idade e 8%3n&el5 anos; 50%
relataram consumir mortadelas uma vez por sematta, LlBna vez ao
més e 16% trés vezes ao ano.

Dentre os atributos sensoriais avaliados, a car fpie nao diferiu
(P>0,05) do tratamento controle, indicando que a psale OE néo
altera a cor da mortadela. Para a textura, osmeatns F1 e F2
possuiram a mesma diferenca em relacdo ao congntes ligeira a
moderada. O sabor foi duramente afetado pela pyas#noleo essencial
em ambos os tratamentos, exibindo diferenca entaadg & muito
grande, o que refletiu na aceitacdo dos mesmosjueis os provadores
desgostaram ligeiramente a moderadamente. Portémitopbservada
diferenca significativa R<0,05) entre os atributos textura, sabor e
impressdo global entre a amostra controle e oanteaitos F1 e F2.

Entretanto, estas amostras nao se diferiram anffatsela 3).
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Tabela 3 Teste de diferenca* e aceitacdo** serisdeianortadelas com
teor reduzido de nitrito de sodio adicionadas dmlpacbes
de 6leos essenciais

Tratamentos Cor* Textura* Sabor*  Impresséo global**
C 0,86 1,42 2,16 6,36
F1 1,24 2,82 536 3,12
F2 1,1 282 528 3,08

*0 = nenhuma diferenca do Padrédo; 3 = Diferenca eraith; 6 =
Diferenca muito grande da padrdo. **1= desgostéieexamente; 5 =
nem gostei/nem desgostei; 9 = gostei extremaméntésSppm de nitrito
de sodio; F1: 75ppm de nitrito de s6dio e OEQdevulgare(0,2%), T.
vulgaris (0,05%) eL. cubeba(0,025); F2:75ppm de nitrito de sédio e OE
de O. vulgare(0,1%), T. vulgaris(0,1%) eL. cubeba(0,05%). Valores
seguidos por letras diferentes na coluna diferemtreensi
significativamente®<0,05) pelo teste de Tukey.

4 DISCUSSAO
O nitrito € capaz de retardar ou inibir reacfesxidacdo. Sua
atividade antioxidante é baseada na formacao dpastos estaveis entre
pigmentos heme e nitrito (oxidante), sendo neciesséerca de 20 a 60
ppm de nitrito para que este atue como antioxid@Aegg & Shahid,
2000). Neste estudo observou-se aumento da oxidip¢diza durante o
periodo de armazenamento de mortadelas elaboradas’/s ppm de
nitrito de sodio. Contudo em estudos realizadosQdimeira et al. (2012),
utiizando esta mesma metodologia, observou-se ertadelas sem
adicao de nitrito valores muito superiores de mgid®naldeido por Kg.
Neste trabalho, ndo foi observada aumento da ¢&adépidica
dos tratamentos de mortadelas contendo OE. Muabsalhos confirmam

a capacidade antioxidante de OE, sendo constatallsive em carnes e
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produtos carneos (Abdalla et al., 2007; Bakkalalet 2008; Castilho et
al., 2012; Hwang et al., 2005; Oliveira et al., 20¥iuda-Martos et al.,
2010; Ye et al.,, 2013). Os terpenos presentes nod®P. vulgare
possuem importante atividade antioxidante (Zhen@/&ng, 2001), pois
sdo capazes de doar elétrons aos radicais livegs/ag, tornando as
moléculas mais estaveis ou nao reativas (Dormdtgkee, Hiltunen, &
Tikkanen, 2003). Lee et al. (2005) encontraram 6 d&s folhas de
manjericdo e tomilho a presenca dos componentegritaajps timol e
carvacrol, que demonstraram ser eficientes antioxes, tanto que essa
propriedade foi comparada a atividade da vitaminglt&a-tocoferol) e
BHT. Enquanto Hwang et al. (2005) afirma ter efaitdioxidante no OE
de pimenta chinesa. Castilho et al., (2012), redaa os OEs tem maior
capacidade de eliminacdo de radicais livres do gmieextratos mais
polares, provavelmente devido aos elevados teomestimol, que
demonstraram maior atividade antioxidante, enttetaBuerra e Lajolo
(2005) observaram que o0s compostos apolares s& efiaientes em
baixas atividade de &4gua tendo a sua acao dimimeitiao aumento da
agua do sistema, j& com 0s compostos polares oodmeerso. Varios
autores afirmam que a atividade antioxidante depostos fendlicos esta
relacionada com os grupos hidroxil ligados ao amematico, que séo
capazes de doar atomos de hidrogénio e estabilaicais livres,
sequestrando-os (Baydar,s8ig, Ozkan, & Karadgan, 2004; Dorman et
al., 2003).

Oliveira et al. (2012) analisaram as variacOes imdice de
TBARs em modelo alimentar do tipo mortadela contemiferentes

concentracdes de Oleo essenciabdaureja montand. e doses de nitrito,
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em funcdo do tempo de estocagem. Estes autoremaafirque, em
mortadelas fabricadas sem adicdo de nitrito e dem @ssencial, foram
observados indices de TBARS significativamente ©ofEs aos
encontrados para os demais tratamentos.

Em produtos emulsionados, a textura € dependergstdhilidade
da emulséo, isto €, a interface agua-gordura (Deftral., 2012), neste
estudo a textura ndo foi afetada pela adicdo de&Emortadelas, visto
que as alteracbes observadas foram proporcionad@s tpmpo de
armazenamento e néo pela diferenca entre os tratasn€s parametros
mais afetados foram a reducédo da dureza e madiigal®. Estes dois
atributos estdo relacionados, uma vez que madidmde é definido
como o produto de dureza, coesividade e elastieil@dmos & Gomide,
2009). Pietrasik (1999) relataram que a durezaatkichas, em geral,
diminui com o0 aumento dos niveis de gordura e ud@dacom a reducao
do teor de proteina, o que pode ter ocorrido nestiedo durante o tempo
de armazenamento. Entretanto, diferente desteestiutia-Martos et al.
(2010) observaram aumento da dureza e mastigateliéareducdo da
flexibilidade em mortadelas elaboradas com adig@aldo essencial e
fibras de laranja. Dong et al. (2007) observou guextura de salsicha
com diferentes adicdes de nitrito de sbédio ndo seridm, e o0s
avaliadores néo identificaram diferencas entre, elesfirmando que a
quantidade de nitrito de sédio adicionada as mekdacheste trabalho ndo
alteraram a textura do produto.

A cor dos produtos curados sdo de extrema impo#adpara
aceitacdo do produto. Para Brewer, Zhu, Bidner,siger, & Mckeith

(2001) a luminosidade é o parametro que melhornmioa intensidade
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visual da cor résea, e segundo Garcla-Esteban,rémsoGimeno, &
Astiasara (2003) os valores de a* representam ectspnais importante
da cor. Pietrasik (1999), confirma que a cor domi@ade produtos
curados € o vermelho, e a diferenca entre os wmldeea* podem ser
considerados como de maior impacto sobre a coratuf.

N&o foram observadas alteracbes quanto a cor resstelo,
possivelmente devido as concentracdes de OE dkiizando interferindo
nas caracteristicas do produto. Entretanto, Olveiral. (2012) observou
alteracfes indesejaveis nos parametros de cor etadetas adicionadas
de OE de Smontana e afirma que mortadelas elaboradas com nitrito de
sbédio apresentam indice de a* superiores a seitonitrque € esperado
visto que este apresenta como finalidades basodsra a cor résea e o
sabor caracteristicos de produtos curados (CASSHNS/; FEINER,
2006; TOLDRA, 2010).

Em estudos com o objetivo de reduzir o nivel detoiutilizado
na producéo de salsicha, Jafari & Emam-DjomehQO{R@escobriram
que os indices de cor L* a* e b* ndo apresentadifierencas em
amostras fabricadas com 50 e 120 mg/kg de nitetseddlio, e os autores
relatam que 50 mg/kg de nitrito parece ser sufieigrara desenvolver a
coloracdo, sabor e reducdo da oxidacdo lipidica pdmduto, mas
concentragcbes mais elevadas s&o necessarias paestahilidade
microbioldgica. O que é justificado por Feiner@@pPque afirma que os
sabores e aromas relacionados ao processo de &wrariginados das
reacdes entre o oxido nitrico (NO) e numerosast&dnbias presentes em
carnes como aldeidos, é&lcool e inosina, e parar abtea coloragcéo

caracteristica, intensa e estavel de produtos ocsrado necessarios de 30
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a 50 ppm de nitrito por produto. Estudos realizgakda Al-Shuibi e Al-
Abdullah (2002) avaliaram os aspectos sensoriaisodleem mortadela
produzida com diferentes niveis de nitrito de s@&dibstituido por sorbato
de sédio; os autores relataram que os comentésosnémbros do painel
na cor ndo diferiram significativamente entre mietas produzidas com
120 e 40 mg/kg de nitrito. Corroborando com estbatho, pois a
utiizacdo de 75ppm de nitrito de sodio foi sufitee para dar a
caracteristica de produto curado a mortadela.

Confirmando os resultados obtidos na cor objetgpmvadores
também néo identificaram diferencas entre a amostrarole e as
adicionadas de OE, provando que o OE realmentéenteéiferiu na cor do
produto.

Foi observada diferenca ligeira a moderada da amasintrole
comparada a padrdo de referencia quanto aos asilavialiados, isto
pode ser consequéncia de interferéncia sensodaiprdprios provadores
assim como das outras amostras, visto que essasrasneram idénticas.
Entretanto, ndo se observou diferenca entre oammitos F1 e F2
contendo OE, caracterizando que mesmo variandmr@eecstracdes de
OE entre as formulagbes de mortadelas, estas térbeiiram no efeito
sensorial.

O sabor das mortadelas adicionadas de combinagb@&doi o
atributo mais afetado, com diferenca “grande aongriande” (nota 5 a 6)
quando comparadas ao padrdo, visto que estas @am@seombinacdes
de OE de orégano, tomilho e pimenta chinesa quiern diferencas ao
produto, principalmente quanto ao sabor. Quandmestitias ao teste de

aceitacao estas foram desgostadas ligeiramente/ameete (nota 3).
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Busatta et al. (2008) utilizaram o método de difeaede controle
para analisar salsichas elaboradas com difereateztracdes de OE de
Origanum manjorana detectando diferencas significativas comparadas
com o padrdo. A aplicacdo de OE é parcialmentetdaai devido as
caracteristicas marcantes que podem causar efstsoriais negativos
(Jayasena & Jo, 2013), sendo a aceitacdo inversamaacionado com a
concentracdo do 6leo essencial utilizado (Busattd.,€2008). As novas
tecnologias, como encapsulamento de OE em nano@&ssutsa utilizacdo
de OE combinado com outros aditivos pode ser uteanativa para este

problema encontrado.

CONCLUSAO

Os oOleos essenciais adicionados as mortadelas eafaesm
caracteristicas antioxidantes, evitando a oxidépética do produto, ndo
interferindo negativamente na cor deste, entretalit®es menores de OE

sao requeridos para a aplicacao em produtos qaardtributo sabor.
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