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RESUMO

Objetivou-se neste trabalho avaliar a atividade antimicrobiana de combinagdes de dleos
essenciais de canela, limdo Taiti, orégano, cardamomo e pimenta-chinesa, e de nanoemulsoes
baseadas nestas combinagdes, no controle de Clostridium sporogenes inoculado em mortadela
e sua influéncia sobre as caracteristicas tecnolégicas do produto. A concentragdo minima
bactericida (CMB) de cada 6leo foi determinada utilizando-se o método de diluigdo em caldo.
As CMB encontradas foram: 0,05% para o 0leo essencial de orégano; 0,10% para os 6leos
essenciais de canela e pimenta-chinesa; e 1,00% para os 6leos essenciais de limdo Taiti e
cardamomo. As analises microbioldgicas das mortadelas foram realizadas durante 20 dias, com
intervalo de 5 dias para cada analise, com armazenamento a 14°C. J4& as analises tecnoldgicas
(fisico-quimicas) das mortadelas, foram realizadas ap0s 1, 21 e 30 dias de processamento, sob
armazenamento de 4°C. Foram avaliados o pH, nitrito residual, oxidacdo lipidica, atividade de
agua e cor de cinco tratamentos: controle (75 ppm de nitrito); Tratamento 1 (75 ppm de nitrito,
0,115% oleo de lim&o Taiti, 0,115% 6leo de cardamomo, 0,0025% 6dleo de pimenta-chinesa);
Tratamento 2 (75 ppm de nitrito, 0,015% o0leo de canela, 0,24% o6leo de cardamomo, 0,015%
6leo de pimenta-chinesa); Tratamento 3 (75 ppm de nitrito + nanoemulsdo constituida por
0,0225% oleo de pimenta-chinesa, 1,035% o6leo de cardamomo, 1,035% 6leo de liméo Taiti);
Tratamento 4 (75 ppm de nitrito + nanoemulsdo constituida por 1,8% 06leo de cardamomo,
0,1125% o6leo de pimenta-chinesa, 0,1125% 6leo de canela). O Tratamento 3 promoveu maior
reducdo de células vegetativas de C. sporogenes na mortadela. As combinagdes de Oleos
essenciais utilizadas ndo evitaram a esporulacdo. Ndo foram observadas alteracdes nas
caracteristicas tecnologicas das mortadelas com os tratamentos. Observou-se aumento na
atividade de agua e no indice de vermelho (a*) e diminuicdo no angulo de tonalidade (H*) e
nitrito residual nas mortadelas com o periodo de armazenamento. A utilizacdo de Oleos
essenciais como conservantes naturais em mortadelas pode ser considerada alternativa
promissora a substituicdo parcial de conservantes quimicos, uma vez que os tratamentos com
6leos essenciais apresentaram maiores atividades antimicrobianas sem alterar as caracteristicas
fisico-quimicas do produto.

Palavras-chave: Clostridium sporogenes. Conservantes naturais. Nanoemulsdes. Mortadela.



ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the antimicrobial activity of essential oils combinations
of cinnamon, lemon, oregano, cardamom and Chinese pepper and of nanoemulsions based on
these combinations in the control of Clostridium sporogenes inoculated in mortadella and its
influence on the technological characteristics of the product. The minimum bactericidal
concentration (CMB) of each oil was determined using the broth dilution method. The CMB
found were: 0,05% for the oregano essential oil; 0,10% for cinnamon essential oil and Chinese
pepper essential oil; and 1,00% for lemon essential oil and cardamom essential oil.
Microbiological analyzes of mortadella were performed for 20 days, with a 5 day interval for
each analysis, with storage at 14°C. The technological analyses (physical-chemical) were
performed after 1, 21 and 30 days of processing, under storage at 4°C. The pH, residual nitrite,
lipid oxidation, water activity and color of five treatments were evaluated: control (75 ppm
nitrite); Treatment 1 (75 ppm nitrite, 0,115% lemon essential oil, 0,115% cardamom essential
oil, 0,0025% Chinese pepper essential oil); Treatment 2 (75 ppm nitrite, 0,015% cinnamon
essential oil, 0,24% cardamom essential oil, 0,015% Chinese pepper essential oil); Treatment 3
(75 ppm nitrite + nanoemulsion consisting of 0,0225% Chinese pepper essential oil, 1,035%
cardamom essential oil, 1,035% lemon essential oil); Treatment 4 (75 ppm nitrite +
nanoemulsion consisting of 1,8% cardamom essential oil, 0,1125% Chinese pepper essential
oil, 0,1125% cinnamon essential oil). Treatment 3 promoted a greater reduction of
C.sporogenes vegetative cells in mortadella. The combinations of essential oils used did not
prevent sporulation. Regarding the technological characteristics, no significant changes were
observed between treatments. It was observed an increase in water activity and red index (a *)
and a decrease in the hue angle (H *) and residual nitrite in the mortadellas only with the storage
period, with the essential oils not having a significant influence on these parameters. The use
of essential oils as natural preservatives in mortadella can be considered a promising alternative
to the partial substitution of chemical preservatives, since the treatments with essential oils
presented greater antimicrobial activities without altering the physical-chemical characteristics
of the product.

Keywords: Clostridium sporogenes. Natural additives. Nanoemulsions. Mortadella.
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1. INTRODUCAO

Observa-se, nas ultimas décadas, crescente aumento da consciéncia do consumidor
guanto as questdes de seguranca alimentar e qualidade de vida, visando a diminui¢ao dos surtos
de toxinfecgOes alimentares e elevacdo da seguranca dos alimentos para o consumo. Dentre 0s
principais agentes causadores de toxinfec¢Bes alimentares destacam-se as bactérias, sendo as
do género Clostridium relevantes em embutidos carneos cozidos.

O género Clostridium compreende varias espécies, dentre elas, C. botulinum se destaca
por causar toxinose considerada de emergéncia publica.

Clostridium botulinum é uma bactéria anaerdbia obrigatdria, Gram-Positiva, formadora
de esporos altamente resistentes ao calor, sendo encontrada em diversos ambientes. E
responsavel pela producéo de importantes neurotoxinas que levam ao desenvolvimento de uma
enfermidade de extrema gravidade nos humanos conhecida como botulismo que provoca sérios
disturbios neuroldgicos e digestivos. Diversos alimentos tém sido descritos como responsaveis
pelo botulismo, especialmente alimentos produzidos de forma artesanal, conservados de forma
inadequada ou que nao sofreram tratamento térmico apropriado inativando os endosporos de C.
botulinum.

Produtos embalados a vécuo, valores de pH superiores a 4,5, a atividade de agua
elevada, o ambiente anaerdbico e o fato de apresentarem prévio cozimento, que elimina a
microbiota competente, fazem com que os produtos carneos cozidos curados apresentem as
condigdes necessarias ao crescimento da bactéria.

O controle de C. botulinum em produtos carneos, especialmente os cozidos curados,
ocorre pela adigéo de sais de nitrato e nitrito no produto durante seu processo de fabricagéo.
Além de protegerem o alimento contra a bactéria C. botulinum e diversas outras bactérias
patogénicas, esses sais contribuem para coloracdo résea e sabor caracteristico de produtos
cozidos curados; além de exercerem acdo antioxidante. Apesar de serem de grande utilizacéo,
esses conservantes apresentam risco a saide humana, desempenhando importante papel na
formacdo de N-nitrosaminas, substancias consideradas carcinogénicas para 0s seres humanos.
Com isso, tem-se aumentando a percepcdo negativa de antimicrobianos sintetizados
industrialmente utilizados numa vasta gama de alimentos, fazendo entdo com que se aumente
a procura por compostos ditos “naturais” capazes de exercer as mesmas fungdes antioxidantes
e antimicrobianas, porém sem apresentar risco a salde humana. Neste contexto, os 06leos

essenciais condimentares e aromaticos se destacam.
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Os 6leos essenciais sdo misturas complexas de compostos volateis aromaticos que sao
reconhecidos como GRAS (Generally Recognized As Safe) e apresentam ampla aplicacao pela
industria alimenticia, atuando ndao s6 como “conservantes naturais”, mas também como
antioxidantes e aromatizantes em diversos produtos. Apesar de seu uso apresentar uma série de
vantagens, a aplicagdo destes 6leos em alimentos encontra restrigdes quanto a sua aceitabilidade
sensorial. Quando altas concentracbes forem necessarias para se obter a atividade
antimicrobiana, podem ser desenvolvidos sabores e odores indesejaveis no alimento. Desta
forma, a utilizacdo de nanoemulsdes como sistema de entrega de misturas de 6leos essenciais
pode minimizar o efeito sensorial e aumentar a atividade antimicrobiana. O encapsulamento em
nanoescala dos 6leos essenciais tem se mostrado efetivo, protegendo-os das interagdes com 0s
ingredientes dos alimentos e aumentando sua bioatividade devido ao tamanho subcelular das
gotas da nanoemulsdo, ativando mecanismos de absor¢édo passivo nas células bacterianas.

Apesar de C. botulinum ser um microrganismo que merece atencdo especial devido a
sua patogenicidade e capacidade de contaminacdo, estudos atuais tém utilizado Clostridium
sporogenes como seu modelo uma vez que nao produz toxinas e é filogeneticamente semelhante
ao C. botulinum tipo A. C. sporogenes apresenta-se na foram de bastonetes Gram-positivos,
anaerobios e formadores de enddsporos com semelhancas morfoldgicas e genéticas com C.
botulinum.

Diante do exposto, o presente trabalho apresentou como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana sinérgica de combinacgdes de 6leos essenciais, assim como avaliar os efeitos
antimicrobianos de nanoemulsbes baseadas nestas combinacdes, para controle de C.
sporogenes em mortadela, buscando assim desenvolver conservante naturais que possam ser
utilizados em substituicdo parcial de sal de nitrito comumente utilizado. A influéncia da adi¢do
das misturas dos 6leos essenciais e suas nanoemulsdes sobre a concentracdo de nitrito residual,
pH, oxidacdo lipidica, atividade de agua e cor das mortadelas também foram avaliadas.

Deve-se ressaltar que, apesar da adicdo de 6leos essenciais em produtos alimenticios
em concentracGes mais elevadas alterar as caracteristicas sensoriais dos produtos, no presente
trabalho ndo foram realizadas analises sensoriais do produto carneo contendo 6leos essenciais
ou nanoemulsdes elaboradas a partir destes 6leos uma vez que o tempo para desenvolvimento
do trabalho néo foi suficiente para estas analises, sugerindo que trabalhos futuros realizem tais
procedimentos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Clostridium sporogenes

Clostridium sporogenes apresentam-se na forma de bastonetes Gram-Positivos,
anaerobios, formadores de esporos e putrefativos (MAH; KANG; TANG, 2009). Sdo capazes
de fermentar aminodcidos e liquefazer gelatina, sendo entdo considerados proteoliticos
(ALLISON; MACFARLANE, 1990). Seus esporos sdo altamente resistentes a temperatura,
fato preocupante a industria alimenticia j& que conseguem sobreviver aos mais diversos
tratamentos térmicos aplicados (YETIM et al., 2006).

Sao encontrados em ambientes variados como solos, sedimentos marinhos, lagos de
agua doce, adubos, produtos lacteos, carnes conservadas, fezes humanas e de animais, infec¢des
em animais domésticos e em humanos e em venenos de serpentes (OLIVEIRA, 2007).
Apresentam ainda uma alta resisténcia a desinfetantes e secagem durante a fase de esporulacéo,
sendo entdo capazes de sobreviver em condigOes desfavoraveis (HAAGSMA, 1991).

Seus esporos, enddsporos, exibem fases morfoldgicas caracteristicas uma vez que a fase
de dorméncia é quebrada. Apresentam estruturas semelhantes aos esporos bacterianos tipicos
(FIGURA 1). A presenca de uma camada membranosa externa que reveste o enddsporo
bacteriano mais estendida em um polo, o exosporio clostridial, é fundamental na germinacao
bem-sucedida do enddsporo, na proliferacdo vegetativa, na colonizacao de novos locais e na
viruléncia, sendo constituido por uma série de macromoléculas, como proteinas, que
contribuem para estas funcdes (FIGURA 2). Observa-se ainda a producdo de estruturas
morfoldgicas exosporiais muito especificas que parecem facilitar a fixacdo do esporo ao
substrato e a outros esporos num processo de co-agregacdo (PANESSA-WARREN,;
TORTORA; WARREN, 1997; JANGANAN et al., 2016). Em muitos paises, sdo considerados
indicadores para a presenca de microrganismos patogénicos em agua potavel, além de serem
empregados como indicadores biologicos para monitorar a eficacia de diversos processos de
esterilizacdo (YANG; PONCE, 2009).
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Figura 1 — Esporo bacteriano tipico.
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FONTE: LEGGETT et al. (2012) com modificacdes.

Figura 2 — Imagem de uma microscopia eletrdnica de transmissdo de esporos de Clostridium
sporogenes.

(a): micrografia eletrénica de transmissdo de uma secédo transversal de um esporo de Clostridium
sporogenes com cortex intacto. (CT) cortex; (SC) capas do esporo; (C) nicleo do esporo; (EX)
exosporio. (b) Esporo germinando. A seta vermelha indica quebras e distor¢des do revestimento de
esporos. Seta verde indica uma se¢do aberta no exosporio que pode permitir a liberacdo da célula
recém-formada.

FONTE: BRUNT; CROSS; PECK (2015) com modificagdes.

Tém sido amplamente utilizados como substitutos da forma proteolitica das bactérias
Clostridium botulinum na validacdo de processos térmicos para alimentos estaveis e de baixa
acidez, uma vez que sdo morfologicamente semelhantes e filogeneticamente relacionados,
sendo considerados microrganismos mais seguros ja que ndo apresentam a producdo de
neurotoxinas, fato presente em Clostridium botulinum. A Tabela 1 traz algumas semelhangas e
diferencas entre cepas proteoliticas de Clostridium botulinum e Clostridium sporogenes. Sao
ainda de facil deteccdo por apresentarem odor caracteristico ou formacao de gas (BROWN;
TRAN-DINH; CHAPMAN, 2012).
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Tabela 1 - Comparativo entre cepas proteoliticas de Clostridium botulinum e de Clostridium

sporogenes
Caracteristicas C. botulinum C. sporogenes
Producéo de neurotoxinas Sim Né&o
Temperatura 6tima de crescimento (°C) 37 37
pH minimo de crescimento 4.6 4,6
Concentracdo de sal inibitoria >10% >10%
Atividade de 4gua minima 0,94 0,94
Producéo de esporos Baixa Alta
Resisténcia térmica dos esporos D121°C 0,1-0,2 min 1,2-2,5 min
Presenca de proteinas ricas em cisteina (CsxA, Sim Sim

CsxB e CsxC) no exosporio
FONTE: JANGANAN et al. (2016); BROWN, TRAN-DINH E CHAPMAN (2012) E SMITH (1980).

Clostridium botulinum é o agente patogénico formador de esporos mais importante
encontrado nos alimentos por produzir potentes neurotoxinas responsaveis por causar O
botulismo, doenca potencialmente letal. E uma bactéria em forma de bastonete, Gram-positiva
e anaerobia obrigatoria, sendo geralmente encontrada em solo, vegetais e fezes humanas e de
animais. Os enddsporos sdo formados geralmente sob condicdes de estresse, sobrevivendo a
medidas padrdo de cozimento e processamento dos alimentos e germinando em condicdes
propicias com condic¢des anaerobicas, pH acima de 4,6 e baixo conteudo de sal e agucar. Ha
sete tipos de C. botulinum definidos, A-G, cada qual com caracteristicas antigénicas da
neurotoxina que produzem, distribuidos em quatro grupos. Os grupos I e Il tem implicagdes no
botulismo em humanos e englobam os tipos A B, E e F. O grupo Il tem implicacdes no
botulismo em animais e engloba o tipo C. Ja o grupo IV néo esta normalmente associado com
a ocorréncia da doenca e engloba o tipo G (CERESER et al., 2008; SOBEL, 2005; MOREIRA
etal., 2014).

O botulismo é dividido em 4 diferentes formas: botulismo alimentar causado pela
ingestdo de alimentos contaminados com a toxina botulinica; botulismo de feridas causado pela
colonizacdo de ferida pelo C. botulinum e producdo de toxinas in situ; botulismo infantil
causado pela colonizacéo intestinal e producédo da toxina e o botulismo com toxemia intestinal
do adulto, uma forma mais rara de colonizacao intestinal e producdo da toxina em adultos
(SOBEL, 2005).

Independentemente da via de exposicéo, a neurotoxina botulinica pode entrar no sistema
circulatorio a partir de diferentes sitios periféricos e entdo ser transportada a juncdes

neuromusculares de neurdnios motores onde sua agao destrutiva ocorre. O principal fendmeno
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clinico do botulismo é a paralisia flacida aguda, que inicialmente compromete o0 nervo craniano
bilateral envolvendo os musculos dos olhos, rosto, cabeca e faringe, seguindo entdo, para o
comprometimento dos musculos do torax e extremidades, podendo levar a morte (SMITH,
2009).

Os alimentos descritos como responsaveis pelo botulismo sdo muitos. Dentre os
principais, destacam-se 0s produtos carneos embutidos, enlatados, conservas de frutas, legumes
e peixes (CARDOSO et al., 2004). Alimentos embalados a vacuo e sem tratamento adequado,
possibilitam o desenvolvimento da bactéria e, consequentemente, producdo da toxina
botulinica. Além desses fatores, a temperatura, pH e atividade de agua também influenciam no
desenvolvimento dessa bactéria no alimento (GELLI; JAKABI; SOUZA, 2002).

A fim de se evitar a contaminagdo dos alimentos por essa bactéria, sdo recomendadas
algumas medidas preventivas. Para alimentos refrigerados, por exemplo, adotam-se 0s
seguintes procedimentos: armazenamento em baixas temperaturas, normalmente iguais ou
inferiores a 8°C, e vida util inferior a 10 dias; tratamento térmico a 90°C por 10 min ou
letalidade equivalente (por exemplo, 80°C por 129 min, 85°C por 36 min) combinada com
armazenamento a baixas temperaturas; pH igual ou inferior a 5 no alimento também combinado
com armazenamento a baixas temperaturas; adicdo de NaCl em concentracOes iguais ou
superiores a 3,5% em todo o alimento; atividade de &gua igual ou inferior a 0,97 e adicéo de
nitritos em concentragfes superiores a 100 ppm (PECK; STRINGER; CARTER, 2011;
SILVA; GIBBS, 2010).

2.2 Nitrato e nitrito de sédio

Os sais de nitritos (NO) e nitratos (NO73) séo ingredientes alimentares muito utilizados
em diversos produtos, especialmente em produtos carneos, uma vez que nitritos possuem forte
acao antimicrobiana, principalmente sobre C. botulinum e Listeria monocytogenes. Nitratos,
apesar de ndo possuirem efeitos antimicrobianos sobre estes microrganismos, apresentam sua
acdo manifestada ap6s serem reduzidos a nitritos em condi¢bes anaerdbicas por bactérias
pertencentes a microbiota da carne que utilizam a nitrato redutase contendo molibidpterina.
Uma vez reduzidos a nitritos, estes reagem com a agua em ambientes acidos, originando acido
nitroso que, por sua vez, se converte a 6xido nitrico por acdo de substancias redutoras. O 6xido
nitrico reage com as proteinas hidrossoluveis da carne, a mioglobina e hemoglobina, conferindo

a fixacdo da coloracdo rosea caracteristicas de muitos produtos cérneos. A Figura 3 traz o
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sumario das rea¢Ges quimicas mais importantes desde a conversao de nitrato de sodio a nitrito

de sodio até a formacdo do 6xido nitrico.

Figura 3 - Reac0es de nitrato de sddio e nitrito de sddio durante o processo de cura de produtos
carneos processados.

2NaNOs bactérias  ,  onaNO2  + 02
(nitrato de sodio) (nitrito de sadio)
NaNO, + H,0 pHS.4-6.0 » HNO2 + NaOH

{acido nitroso)

SHNDE substancias redutoras . INO + HND3 +H2ﬂ

(Oxido nitrico)

FONTE: FARIA et al. (2001).

Além da fixacdo da cor résea, 0 nitrito, por apresentar propriedades antioxidantes,
retarda a oxidagdo lipidica e prolonga a vida Util desses produtos. Esses ingredientes sdo
normalmente encontrados em vegetais como espinafre, beterraba, alface e couve, sendo
produzidos no solo por acdo de microrganismos e seu uso no processamento de produtos
carneos € denominado de cura (KEETON etal., 2009; HUI; NIP; ROGERS, 2001; CAMMACK
etal., 1999).

O processo de cura pode ser entendido como uma forma de preservacdo de produtos
alimentares por periodo maior de tempo, especialmente carnes e peixes processados, pela
adicdo de sais de nitritos/nitratos. Outros ingredientes como agucares, sal, fosfatos e especiarias
também podem ser adicionados durante este processo (SEBRANEK; BACUS, 2007). O nitrito
merece atencdo especial ja que desempenha papel fundamental no sabor caracteristico e na
textura final do produto (PEGG; SHAHIDI, 2000).

Em produtos carneos curados, a coloragdo résea caracteristica € um dos principais
efeitos da adicdo de nitrito nestes produtos. Ela é formada a partir de uma série de complexas
reacOes, sendo as mais importantes as do 6xido nitrico (que é derivado do &cido nitroso) com
0s pigmentos heme da carne, levando a formacédo de nitrosomioglobina e nitrosohemocromo
apos aquecimento. O dxido nitrico € o principal produto de decomposi¢édo do nitrito adicionado

na reagdo de cura.
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Em presenca de nitrito e outros subprodutos de rea¢do deste composto, 0s pigmentos da
carne podem sofrer diversas alteracdes que dependem tanto de fatores intrinsecos (pH, potencial
de Oxido-reducdo, atividade enzimatica) quanto fatores extrinsecos (outros aditivos,
acidificacdo e aquecimento). No momento de preparo da massa carnea, ha a incorporacéo de ar
nos tecidos, levando a oxigenagcdo do pigmento de mioglobina, convertendo-o em
oximioglobina, de cor predominante vermelha, com a adicdo de NO2/ NOz. Observa-se a
oxidagdo tanto da oximioglobina quanto da mioglobina, formando metamioglobina de cor
marrom. Esta entdo reage com Oxido nitrico (NO), formando o complexo
nitrosometamioglobina. Enzimas redutoras ou agentes redutores como ascorbato reduzem esse
complexo, formando uma forma termicamente estavel chamada nitrosomioglobina que
apresenta cor vermelha rosada. Em produtos cozidos, ap6s aguecimento, a nitrosomioglobina é
convertida em nitrosohemocromo que apresenta cor rosea caracteristica deste tipo de produto.
Esta reacdo implica na desnaturacgdo da parte protéica da mioglobina, mas fica intacta a estrutura
heme unida ao 6xido nitrico. A cor do pigmento desnaturado (nitrosohemocromo) é mais
estavel do que o pigmento nitrosomioglobina, sendo este estavel ao calor, porém instavel a luz
e oxidacdes (FARIA et al., 2001; HONIKEL, 2008; PEGG; SHAIDI, 2000; ROCA, 2000). A
Figura 4 traz o sumario das alteracdes quimicas da mioglobina durante a reacéo de cura.

Figura 4 - AlteracGes quimicas da mioglobina durante a reacédo de cura.

MIOGLOBINA oxigenacio OXIMIOGLOBINA
{vermelho parpura) desoxigenagdo {vermelho brilhante)
reducédo ¢
oxidacao oxidacao
NO reducao nitrito) (nitrito)
A
NITROSOMIOGLOBINA oxidacdo METAMIOGLOBINA
(vermelho) redugdo + NO (marrom)
calor calor
NITROSOHEMOCROMO oxidacido . METAMIOGLOBINA
-+ DESNATURADA
(rosa) redugdo + NO (marrom)

PORFIRINAS OXIDADAS

(verdes, amarelas, incolores)

FONTE: PRICE; SCHWEIGERT (1994).
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Os nitritos e nitratos podem apresentar uma serie de mecanismos de acdo
antimicrobiana: podem agir em enzimas e proteinas; no sistema genético; nas membranas e
paredes celulares e na ligacdo de nutrientes essenciais. Por exemplo, o 0xido nitrico pode atuar
sobre as enzimas aconitases, pertencentes ao Ciclo de Krebs e fundamentais na interconversao
de citrato e isocitrato, inativando-as e levando a diminuigdes na sintese de ATP. Acido nitroso
pode reagir com tiois, produzindo nitrosotiois, que podem impedir a acdo da enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, alterando também a sintese de ATP. O Oxido nitrico
também pode atuar sobre ribonucleotideos redutases, enzimas essenciais para a formacdo do
DNA. O nitrato pode desativar grupos importantes para a viabilidade celular, como sulfidrilas,
presentes na membrana celular, causando danos permanentes a ela (CAMMACK et al., 1999).

Uma importante via de obtencdo de energia de espécies do género Clostridium
denominada sistema fosforoclastico se mostra bastante afetada pela presenca dos nitritos. Essa
é uma das vias principais utilizadas por muitas bactérias deste género para sintese de ATP em
nivel de substrato, onde se observa uma clivagem oxidativa do piruvato a acetato. Ela é uma
via dependente da acdo de duas enzimas ferro-enxofre envolvidas no transporte de elétrons e
nas reacoes de oxidacdo-reducdo: ferredoxina e piruvato-ferredoxina oxidorredutase (FIGURA
5).

Figura 5 - Reacdes do sistema fosforoclastico.
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A ferredoxina € uma proteina de baixo peso molecular cuja fungdo é exclusivamente
carrear elétrons, transferindo-os da piruvato desidrogenase para hidrogenase na formacéo de
hidrogénio. A piruvato-ferredoxina oxidorredutase catalisa a descarboxilagdo oxidativa do
piruvato a acetil-CoA com producéo de gas carbénico. A adicdo de nitrito de sédio em meios
contendo microrganismos pertencentes a este género, como o C. botulinum, resulta na inibigc&o
do sistema fosforoclastico por meio da reacdo do nitrito com os centros ferro-enxofre destas
enzimas, resultando na formacéo de um complexo ferro-6xido nitroso que inativa estas enzimas.
Essa inibicdo afeta principalmente o transporte de elétrons envolvidos na reducdo do NAD e
producdo de hidrogénio; a sintese de ATP e interfere em praticamente todas as reagdes de
oxidacao-redugdo do metabolismo bacteriano, fazendo assim com que a célula bacteriana entre
em colapso (CARPENTER; REDDY; CORNFORTH, 1987; WOODS; WOOD; GIBBS,
1981).

O nitrito também possui atividade antioxidante devido, principalmente, a quatro
mecanismos de acdo: acdo quelante sobre os metais cataliticos da oxidacdo; capacidade de
combinar-se e estabilizar as insaturacdes dos acidos graxos; capacidade de se associar aos ions
de ferro, impedindo que atuem como catalisadores da oxidacao lipidica (observa-se a formacéo
de compostos estaveis entre o nitrito e grupo heme da mioglobina, mantendo-se os niveis de
Fe?* e evitando que ele seja oxidado a Fe**, um catalisador das reacdes de oxidagéo lipidica) e
reacdo com constituintes da carne que formam compostos nitrosos que possuem agdo
antioxidante (ARENDT; SKIBSTED; ANDERSEN, 1997). Sdo necessarios cerca de 20 a 60
ppm de nitrito para que este desenvolva esta acdo (PEGG; SHAIDI, 2000).

Apesar de possuirem ampla aplicacdo na industria de alimentos, sua utilizagdo apresenta
sério problema a salde humana: estd associado a efeitos toxicos e carcinogénicos quando
ingerido em elevadas concentracdes. Em produtos carneos curados, pode haver a formacéo de
N-nitrosaminas (substancias quimicas com alto poder carcinogénico, toxico, mutagénico, neuro
e nefrotoxico) a partir da reacdo de aminas e aminoacidos presentes na carne com o agente
nitrosante anidrido nitroso (oriundo do acido nitroso que, por sua vez, vém do nitrito de sodio
adicionado inicialmente) em altas temperaturas. Podem ainda ser formadas nos alimentos,
durante seu armazenamento ou preparo ou em ambiente acido, como o estdmago. O pH étimo
para a reacdo de nitrosaminacdo € entre 2,5 a 3,5. Fatores como método de cozimento,
concentracdo de precursores de nitrosaminas, conteddo de umidade, temperatura e tempo de

fritura, entre outros, podem interferir na concentragdo de compostos N-nitrosos nos alimentos
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(DUTRA; RATH; REYES, 2007; PARTHASARATHY; BRYAN, 2012; RYWOTYCKI,
2002; MIRVISH, 1975; IAMARINO et al, 2015; ALABURDA; NISHIHARA, 1998).

Alimentos crus, de origem vegetal ou animal (vegetais, carnes, peixes, frutas e cereais),
normalmente contém baixos niveis de compostos N-nitrosos. Entretanto, quando se realiza o
processo de cura do alimento, onde ha a adigdo de nitrito/nitrato, o nivel destes compostos
aumenta consideravelmente (CASSENS, 1997; SINDELAR; MILKOWSKI, 2011).

Segundo a Legislacédo Brasileira, é permitida a utilizacdo de nitrato de sddio ou potéassio,
associados ou ndo a nitrito de sodio ou potassio, com quantidade residual méxima de 300 mg/Kg
de produtos carneos curados. O nitrito de s6dio ou potassio, utilizados de forma isolada ou
combinados, possuem como limite residual maximo permitido 150 mg/Kg em produtos carneos
curados (BRASIL, 2006).

2.3 Oleos essenciais

Oleos essenciais (OE’s) sio compostos complexos, volateis e naturais, caracterizados
por forte odor, apresentando ampla aplicagdo como condimentos alimentares. Podem ser
também chamados de Oleos etéreos ou esséncias. Recebem essa denominacdo por serem
geralmente substancias liquidas de aparéncia oleosa em temperatura ambiente. Sdo obtidos de
plantas aromaticas, sendo formados, geralmente, em células especiais ou grupo de células,
encontradas em folhas e caules, e comumente concentradas em uma regido particular como
folhas, casca ou fruto. Podem ser obtidos por meio de fermentagdes, extracdo ou destilagéo a
vapor e destacam por possuirem aroma intenso e agradavel, sendo utilizados para acentuar gosto
ou aroma de alguns alimentos. Sdo solGveis em solventes organicos apolares, apresentando
solubilidade limitada em agua, mas suficiente para aromatizar essas solugdes, denominadas
hidrolatos (SIMC)ES et al.,, 2007; GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008;
JAYASENA; JO, 2013).

Os 0leos essenciais sdo formados no metabolismo secundario das plantas, possuindo,
em sua grande maioria, atividade antimicrobiana, antifingica e antioxidante. Sao conhecidos,
aproximadamente, 3.000 Oleos essenciais, dos quais 300 sdo utilizados nas industrias
farmacéuticas, alimenticias, sanitarias, perfumaria e de cosméticos (MAGWA et al., 2006;
NEDOROSTOVA et al., 2009).
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Aproximadamente, 60% destes Oleos presentes em plantas medicinais, ervas e
condimentos apresentam propriedades antifingicas e 35% propriedades antibacterianas e por
isso apresentam grande potencial para serem utilizados como conservantes naturais em
alimentos industrializados (GUERRA et al., 2012).

Os metabolitos secundarios costumam representar interface quimica entre as plantas e
o0 ambiente circundante, dessa forma sintese é afetada por condi¢cGes ambientais como
temperatura, disponibilidade hidrica, nutrientes, altitude, entre outros (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007). Os principais grupos de metabdlitos secundarios encontrados que possuem
atividade biologica sdo flavonoides, taninos, alcaloides, quinonas e os 6leos essenciais
(SIMOES et al., 2007).

Os 0leos essenciais sdo constituidos, em geral, por misturas de compostos de baixo peso
molecular como hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres,
acido organicos fixos, em diferentes concentracdes, onde, normalmente um composto
farmacologicamente ativo é majoritario (SANTURIO et al., 2007; BAJPAI; BAE; KANG,
2012). Podem apresentar mais de 60 componentes individuais, sendo que os principais podem
corresponder a até 85%, enquanto 0s demais componentes estdo presentes apenas em tragos.
Os compostos fenolicos sdo, em geral, 0s responsaveis por sua atividade antibacteriana. Os
compostos presentes em baixas concentracbes podem desempenhar papel critico nessa
atividade, possivelmente, pelo efeito sinérgico entre eles e os outros componentes (BURT,
2004). A Figura 6 apresenta a estrutura quimica de alguns componentes dos 6leos essenciais

com atividade antimicrobiana.
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Figura 6 - Estrutura quimica de alguns componentes de 6leos essenciais.
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FONTE: BURT (2004) com modificacdes.

Os componentes dos 0leos essenciais normalmente sdo divididos em dois grupos:
compostos aromaticos e compostos derivados de terpenos. Os compostos aromaticos sdo
derivados de fenilpropano na natureza, que séo aldeidos, &lcoois, fenois, metoxi e dioxi de
metileno. Os compostos derivados de terpenos apresentam ocorréncia natural em plantas, sendo
considerados os componentes principais da maioria dos OE’s (BAJPAI; BAE; KANG, 2012).

A Figura 7 apresenta alguns componentes pertencentes aos dois grupos principais.
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Figura 7 - Estrutura quimica de alguns componentes representantes dos dois grupos principais
de 6leos essenciais.
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FONTE: BAKKALI et al. (2008) com modificaces.

Devido as diferencas existentes entre os grupos de compostos quimicos que constituem
os Oleos essenciais, é provavel que sua atividade antibacteriana ndo seja atribuida a um
mecanismo especifico, mas sim a varios mecanismos de acdo com diferentes alvos celulares.
Por serem considerados GRAS (Generally Recognized as Safe) (U.S FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2006) e ja estarem presentes na dieta humana ha séculos como
condimentos alimentares, podem ser utilizados em diversos alimentos, sendo alternativa ao uso

de conservantes quimicos sintéeticos.


http://www.fda.gov/Food/IngredientsPackagingLabeling/GRAS/
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2.3.1 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e sua interacdo com alimentos

A segurancga alimentar € um parametro de suma preocupacdo tanto por parte dos
consumidores quanto por parte da industria de alimentos. Os principais contaminantes
microbioldgicos de alimentos, na maioria das situacfes, sdo as bactérias, uma vez que atuam
em diversos tipos de substratos, crescem em diferentes temperaturas, pH e condig¢oes
ambientais. Em produtos altamente pereciveis, como carnes, torna-se indispensavel a utilizacédo
de agentes antimicrobianos de forma a preservar a sua qualidade e seguranca por periodo maior
de tempo (JING et al., 2014; ANDRADE et al., 2012). Esses agentes antimicrobianos sdo
adicionados aos alimentos em concentragbes adequadas de forma a ndo alterar a sua
composicdo podendo ser adicionados nas varias etapas de processamento (MPOUNTOUKAS
et al., 2008).

Diante da atual tendéncia do mercado de utilizar conservantes seguros como forma de
controle de microrganismos, tem-se intensificado o emprego de Gleos essenciais para a
conservacao de alimentos e controle fitossanitario em substituicdo aos conservantes quimicos
classicos utilizados, uma vez que o0 uso destes conservantes de forma indiscriminada aparece
como fator de indugdo para o aparecimento de cepas microbianas cada vez mais resistentes
(ANDRADE et al., 2012; SOUZA et al., 2005).

Diversos estudos tém avaliado a atividade antimicrobiana destes 6leos principalmente
contra patdgenos de origem alimentar. Ruberto et al. (2000) avaliaram as atividades
antioxidantes e antimicrobianas dos 0leos essenciais de funcho (Foeniculum vulgare) e funcho-
maritimo (Crithmum maritimum) sobre 25 géneros de bactérias, incluindo patégenos de origem
alimentar, encontrando elevada atividade antimicrobiana do 6leo essencial de funcho sobre
Brevibacterium linnens, Clostridium perfringens, Leuconostoc cremoris e Staphylococcus
aureus. O oleo essencial de funcho-maritimo, apesar de possuir elevada concentracdo de
hidrocarbonetos monoterpénicos, apresentou baixa atividade antimicrobiana contra
praticamente todos 0s microrganismos testados, apresentando elevada inibicdo do crescimento
de C. perfringens. Nevas et al. (2004) avaliaram as atividades antimicrobianas de 13 6leos
essenciais de especiarias oriundas da Finlandia contra bactérias patogénicas e deteriorantes,
observando que as bactérias do género Clostridium (C. botulinum e C. perfringens) foram as
mais sensiveis. Oliveira et al. (2011) avaliaram o efeito do éleo essencial de segurelha (Satureja
montana L.) sobre C. perfringens tipo A ATCC 3624, patdgeno associado a surtos de

toxinfeccBes alimentares por consumo de produtos carneos contaminados, inoculado em
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mortadelas elaboradas com diferentes niveis de nitrito de sodio, observando atividade do dleo
essencial sobre o microrganismo testado tanto nos ensaios in vitro quanto no produto carneo
(em concentragdes superiores a 1,56%). Valeriano et al. (2012) analisaram os efeitos
antimicrobianos dos 6leos essenciais de Mentha piperita, Cymbopogon citratus, Ocimum
basilicum e Origanum majorana contra cepas de Escherichia coli enteropatogénica, Salmonella
enterica Enteritidis, L. monocytogenes e Cronobacter sakazaki, demonstrando que estes 6leos
apresentam atividade antimicrobiana contra estes microrganismos, porém em magnitudes
variadas ja que os constituintes de cada 6leo sdo diferenciados. Dias et al. (2015) avaliaram a
atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de cravo, capim-limao, orégano e tomilho contra
C. perfringens tipo A inoculado em mortadela, observando que todos os 6leos apresentaram
significativa atividade antimicrobiana, porém o 6leo essencial de orégano foi o que se destacou.

Ja estdo disponiveis no mercado alguns conservantes alimentares contendo 0leos
essenciais com fungdes antimicrobianas e antioxidantes. O “DMC base natural” é um
conservante de produtos alimentares constituido por mistura de 50% de 6leos essenciais
extraidos do alecrim, sélvia e citrinus e 50% de glicerol. E produzido pela DOMCA S. A, na
Espanha. (MENDOZA-YEPES et al., 1997). Guardian™ Rosemary Extract 201 e Guardian™
Green Tea Extract 20S sdo conservantes naturais com propriedades antioxidantes extraidos a
partir das folhas, respectivamente, de Rosmarinus officinalis e Camellia sinensis. Estes fazem
parte da linha de extratos naturais da Danisco S/A, uma empresa europeia. Entre as produtoras
de oleos essenciais no Brasil, pode-se destacar a Ferquima, Raros e Dierberger, que produzem
0leos essenciais com fins alimenticios, farmacéuticos, cosméticos e perfumaria (B1ZZO;
HOVELL; REZENDE, 2009).

Apesar de varios componentes dos 6leos possuirem alguma acdo antibacteriana, a maior
parte deles, quando utilizados sozinhos, apresenta baixa atividade e espectro de acdo limitado.
Esses componentes podem, entdo, ser combinados com outros, levando a efeitos antagonicos,
aditivos ou sinérgicos. Nguefack et al. (2012) avaliaram os efeitos sinérgicos e/ou antagdnicos
das combinagBes dos Oleos essenciais de capim-limdo (Cymbopogon citratus), alfavaca
(Ocimum gratissimum) e tomilho (Thymus vulgaris) contra a producéo de duas micotoxinas por
Penicillium expansum e relataram que, das 23 misturas testadas, 4 apresentaram atividade
sinérgica, 1 efeito aditivo e 18 apresentaram efeito antagbnico, sugerindo que 0s componentes
que aparecem em menores quantidades também sdo criticos para a atividade antimicrobiana.
Delgado et al. (2004) analisaram os efeitos antimicrobianos do timol e cimeno (constituintes da

maioria dos 6leos essenciais) contra células vegetativas de Bacillus cereus, comprovando que,
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guando combinados, o efeito antimicrobiano deles foi maior do que quando utilizados

separadamente, demonstrando um sinergismo entre eles. Na Tabela 2 encontram-se alguns

exemplos de combinacBes entre diferentes Oleos essenciais e seus efeitos (BASSOLE;

JULIANI, 2012).

Tabela 2 - Combinacdo de componentes e 6leos essenciais e suas interagdes antimicrobianas
contra diversos microrganismos.

Combinagdes Organismos Interacéo
Timol/Carvacrol Staphylococcus aureus, Aditiva
Pseudomonas, aeruginosa
Escherichia coli Sinérgica
S. aureus, Bacillus cereus, Antagbnica
E. coli
S. aureus, P. aeruginosa Aditiva
E. coli Aditiva
Salmonella Typhinurium Sinérgica
Timol/ Eugenol E. coli Sinérgica
Carvacrol/ Eugenol E. coli Sinérgica
S. aureus, B. cereus, Antagbnica
E. coli
Carvacrol/Cimeno B. cereus Sinérgica
Mentol/Geraniol S. aureus, B. cereus Sinérgica
Cinamaldeido/Carvacrol E. coli Aditiva
S. Typhinurium Sinérgica
Cinamaldeido/Eugenol Staphylococcus sp., Aditiva
Micrococcus sp., Bacillus sp., e
Enterobacter sp.
1,8- cineol/ S. aureus (MRSA) e Enterococcus Aditiva
Aromadendreno resistente a vancomicina

FONTE: BASSOLE e JULIANI (2012) com modificacdes.

Os mecanismos de acao antibacteriana da maioria dos 0leos essenciais ainda nao foram

totalmente elucidados, porém existem alguns mecanismos propostos (Figura 8). Em Salmonella

e E. coli, por exemplo, sdo observadas altera¢cdes morfoldgicas aparentes: a membrana externa

se desintegra apds periodo de exposicdo ao timol e carvacrol. Em L. monocytogenes tratada

com timol se observa maior espessamento e ruptura da parece celular, juntamente com aumento

na aspereza do material citoplasmatico e auséncia do citoplasma (FISHER et al., 2008).
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Figura 8 - Mecanismo de agéo e sitios alvos dos 0leos essenciais em células microbianas.
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FONTE: NAZZARO et al. (2013) com modificacoes.

O carvacrol aumenta a fluidez da membrana causando a liberacdo de protons e ions de
potassio, resultando no colapso do potencial de membrana e inibindo a sintese de ATP.
Terpenos (a-pimeno, carvacrol, timol, geraniol, entre outros) agem na parede celular bacteriana,
destruindo-a, além de penetrarem na estrutura lipidica da membrana celular, levando a
desnaturacdo de proteinas e destruicdo desta, causando extravasamento do material
citoplasmatico, lise celular e consequentemente, morte celular. Alguns éleos essenciais, como
os de natureza fendlica, também sdo capazes de permear a membrana mitocondrial, levando a
maior permeabilidade da organela e liberacdo de ions, além de levarem a inibicdo de
propriedades funcionais da célula, causando extravasamento de todo o seu contetdo interno
(FISHER et al., 2008; BAKKALI et al., 2008). Os mecanismos de a¢ao destes componentes se
relacionam com sua habilidade em alterar a permeabilidade das células microbianas, danificar
a membrana citoplasmatica, interferir com o sistema de geracdo de energia celular (ATP) e
interromper a forga proton motiva, levando a célula ao colapso e consequente morte celular
(CALO et al., 2015).
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Alguns estudos sugerem que as bactérias Gram-Positivas sdo mais sensiveis aos 6leos
essenciais do que as Gram-Negativas, provavelmente devido ao fato de que as bactérias Gram-
Negativas possuem uma membrana externa que recobre a membrana citoplasmatica e a camada
de peptideoglicano, fornecendo maior protecdo a célula. Esta membrana é constituida por
lipopolissacarideos (LPS) e glicerofosfolipideos. LPS é um complexo formado por duas
porcdes, uma lipidica e uma heteropolissacaridica com carater parcialmente iénico, formando
uma camada firme e proporcionando a bactéria superficie hidrofilica. Como resultado, a
membrana funciona como barreira a penetracao de substancias hidrofébicas e macromoléculas
(HELANDER; MATTILA-SANDHOLM, 2000). J& as bactérias Gram-Positivas, por ndo
apresentarem essa membrana protetora, sdo mais susceptiveis a acdo dos 6leos essenciais.

Apesar dos 0Oleos essenciais serem reconhecidos como seguros (GRAS - Generally
Recognized as Safe) sdo pouco utilizados como conservantes por ainda terem que ser utilizados
em elevadas concentragOes para serem efetivos contra 0s microrganismos nos alimentos,
podendo afetar as caracteristicas sensoriais dos alimentos como o sabor e aroma, ultrapassando
o limiar aceitavel para os consumidores (NAZER et al., 2005). Oliveira et al. (2013) relataram
atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de cravo e capim-liméo contra L. monocytogenes
presente em carne moida bovina refrigerada, porém estes apresentaram efeitos sensoriais
negativos nas concentracdes minimas inibitorias, sugerindo que devem ser utilizados com
outras técnicas de preservacao.

Os 0Oleos essenciais podem ainda apresentar atividade antimicrobiana reduzida devido a
certos componentes presentes nos alimentos, como gorduras, carboidratos, proteinas, sais, agua,
antioxidantes, entre outros. Elevadas concentragdes de proteinas ou gorduras, por exemplo,
podem proteger a bactéria por meio da formagdo de uma camada que absorve o 6leo essencial,
diminuindo sua concentracdo e efetividade na fase aguosa. O mesmo ndo € observado com
carboidratos. Por outro lado, altas concentragfes de agua ou sais podem facilitar a acdo dos
6leos (PERRICONE et al., 2015; GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008).

Elevadas disponibilidades de nutrientes nos alimentos se comparado aos meios de
cultura preparados em laboratorios podem fazer com que as bactérias atinjam sua taxa de
replicagdo maxima e tenham acesso aos nutrientes disponiveis, sendo capazes de reparar 0S
danos celulares mais rapidamente. Essas células também podem apresentar sua resisténcia
aumentada quando enfrentam condicdes de estresse (GILL et al., 2002).

Valores de pH, temperatura e a concentragdo de microrganismos também podem afetar

a bioatividade do 6leo essencial. Em baixo pH, por exemplo, alguns componentes de dleos
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essenciais se encontram, predominantemente, em sua forma nédo dissociada, mais hidrofébicos
e penetram mais facilmente na célula, ligando-se em regides hidrofébicas das proteinas de
membrana e se dissolvendo melhor na fase lipidica da membrana bacteriana. A solubilidade
dos Oleos essenciais e seus constituintes hidrofébicos em agua também aparece como sendo
uma das maiores limitacbes da sua atividade em sistemas alimentares (HYLDGAARD;
MYGIND; MEYER, 2012; JUVEN et al., 1994).

Logo, maiores estudos precisam ser realizados afim de se determinar quais 6leos
essenciais e quais concentracGes podem ser utilizadas nos alimentos sem apresentar riscos a
salide humana; como minimizar os efeitos das interacGes entre eles e 0s componentes da matriz

alimentar e como reduzir os efeitos sensoriais sem afetar sua acdo antimicrobiana.

2.3.2 Aplicacgdo dos 0leos essenciais em produtos carneos

A industria de carnes e produtos carneos tem enfrentado sérios desafios na preservagao
segura destes alimentos, uma vez que suas caracteristicas intrinsecas favorecem rapido
crescimento microbiano. Esses alimentos sdo compostos por, basicamente, gorduras, proteinas,
minerais, carboidratos, vitaminas e agua. Esses constituintes aliados a elevada atividade de agua
e pH favoravel ao crescimento de microrganismos faz com que os produtos carneos sejam
excelentes meios de cultura para o desenvolvimento de microrganismos patogénicos e
deteriorantes (CARDOSO; ARAUJO, 2003; BERKEL; BOOGAARD; HEIINEN, 2004).

Normalmente, os microrganismos associados a deterioracdo de carnes e produtos
carneos incluem bactérias como Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium,
Corynebacterium, Leuconostoc spp., Klebsiella, Brochothrix thermosphacta, Lactobacillus
spp., Enterobacter, fungos filamentosos como Rhizopus, Fusarium e Arpergillus e leveduras
como Candida e Torulopsis. Estes microrganismos causam defeitos na qualidade da carne,
como os “off-flavor” e “off-odor”. J& 0s microrganismos causadores de diversas doencas de
origem alimentar associados a produtos carneos sdo normalmente bactérias, como Clostridium
spp., Salmonella spp., Campylobacter jejuni, E. coli 0157:H7, L. monocytogenes, Aeromonas
hydrophila, B. cereus e S. aureus. Estes microrganismos representam motivo de preocupacao
para saude publica e de diversos problemas econdmicos em muitos paises ao longo das ultimas
décadas (AMINZARE et al., 2016).

Como forma de inibir os patdgenos causadores de doengas alimentares e prolongar a

vida atil dos produtos, tem se buscado agentes antimicrobianos naturais que possam substituir



34

0s quimicos sintéticos ou antibidticos utilizados que causam efeitos adversos. Alguns
antimicrobianos naturais utilizados em produtos carneos incluem bacteriocinas, lisozima, 6leos
essenciais e extratos de plantas variadas (HERNANDEZ-OCHOA et al., 2014).

O uso de 6leos essenciais como conservantes naturais em produtos carneos tem sido
relatado em diversos trabalhos, muitos deles realizados no Laborat6rio de Microbiologia de
Alimentos do Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia dos Alimentos — UFLA, como parte de
consolidada linha de pesquisa que busca estudar a influéncia de compostos naturais sobre o

desenvolvimento e controle de microrganismos em alimentos (TABELA 3).



Tabela 3 — Exemplos de trabalhos desenvolvidos no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos/Unidade de Processamento e Qualidade de Carne da UFLA,
buscando estudar a utilizacdo de 6leos essenciais como conservantes naturais

em produtos carneos.
Trabalhos desenvolvidos

Autores
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Sinergismo antimicrobiano de OGleos essenciais e
nitrito sobre Clostridium sporogenes inoculado em
fiambre de peito de frango (Dissertacao).

Misturas de Oleos essenciais e seus compostos
majoritarios na conservacdo de apresuntados
inoculados com Clostridium sporogenes
(Dissertacdo).

Phenolic carvacrol as a natural additive to improve
the preservative effects of high pressure processing
of low-sodium sliced vacuum-packed turkey breast
ham.

Antimicrobial  activity = of  essential  oils
on Clostridium perfringens type A inoculated in
mortadella.

Martins (2016)

Simdes (2016)

Oliveira et al. (2015)

Dias et al. (2015)

Viabilidade de Clostridium difficile em mortadela
adicionada de 6leos essenciais e teor reduzido de
nitrito de sdédio (Tese).

Analise quimica e potencial antimicrobiano de 6leos
essenciais sobre Escherichia coli enterotoxigénica
na conservacdo de carne moida (Dissertagdo).

Dias (2015)

Souza (2015)

Efeito de 6leos essenciais € compostos majoritarios
sobre enddsporos de Clostridium botulinum
inoculados em mortadela (Dissertagao).

A Weibull model to describe antimicrobial kinetics
of oregano and lemongrass essential oils
against Salmonella Enteritidis in ground beef during
refrigerated storage.

Oleos essenciais de plantas condimentares com
potencial anti-Shigela flexneri na conservacdo de
carne moida (Dissertac&o).

Aleixo (2014)

Oliveira, Soares e Piccoli (2013)

Bittencourt (2014)

Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais sobre
Clostridium botulinum inoculado em mortadelas
(Dissertacdo).

Rodrigues (2014)

Atividade de antimicrobianos naturais sobre
enddésporos de Clostridium  perfringens em
mortadelas (Dissertagéo).

Martins (2013)

Sensitivity to organic acidsin vitro andin
situ of Salmonella spp. and Escherichia coli isolated
from fresh pork sausages.

Inhibitory activity of Syzygium aromaticum and
Cymbopogon citratus (D.C) Staph. Essential oils
against Listeria monocytogenes inoculated in bovine
ground meat.

Avila et al. (2013)

Oliveira et al. (2013)
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Antioxidant effects of Satureja montana L. essential Oliveira et al. (2012)
oil on TBARS and color of mortadella-type sausages

formulated with different levels of sodium nitrite.

AvaliacBes microbioldgica e fisico-quimica de Dias (2011)
mortadelas elaboradas com Gleos essenciais e

inoculados com Clostridium perfringens tipo A

(Dissertacéo).

Antimicrobial activity of Satureja montana L. Oliveira et al. (2011)
essential oil against Clostridium perfringens type A

inoculated in mortadella-type sausages formulated

with different levels of sodium nitrite.

Atividade do 6leo essencial de segurelha (Satureja Oliveira (2010)
montana L.) sobre Clostridium perfringens em

sistemas de emulsdo carneas elaborados com

diferentes niveis de nitrito (Dissertac&o).

Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais frente Soares (2010)
a Salmonella enterica Enteritidis inoculada em carne

moida bovina (Dissertagao).

Martins (2016) analisou o efeito antimicrobiano sinérgico dos Oleos essenciais e
compostos majoritarios de manjericdo, cravo-da-india, limdo Taiti, noz moscada, orégano,
pimenta chinesa, tomilho e pimenta preta contra C. sporogenes inoculado em fiambre de peito
de frango, observando que os tratamentos com estes Oleos apresentaram representativa
atividade antimicrobiana ndo alterando as caracteristicas fisico-quimica do produto. Simdes
(2016) avaliou o efeito antimicrobiano de misturas de 0leos essenciais de canela, cravo-da-india
e orégano e seus respectivos compostos majoritarios contra C. sporogenes inoculado em
apresuntado, concluindo efeito sinérgico entre as combinacgdes de 6leos essenciais e compostos
majoritarios.

Apesar destes estudos comprovarem a acdo antimicrobiana destes 6leos essenciais,
permitindo a utilizagdo como conservantes naturais nos mais diversos produtos carneos, sua
aplicacdo ainda é limitada devido ao intenso aroma que pode levar a efeitos sensoriais
negativos. Como forma de contornar esse problema, pesquisas, como encapsulamento de OE’s
em nanoemuls@es e o0 uso combinado de 0leos essenciais com lisozima, EDTA, nisina, etc., a
fim de melhorar estabilidade microbiana e a qualidade sensorial das carnes e produtos carneos
tem sido realizadas (JAYASENA; JO, 2013).
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2.3.3 Atividade antioxidante dos 6leos essenciais

Produtos alimentares que contenham Oleos ou gorduras em sua composi¢do estdo
sujeitos a sofrerem oxidacdo lipidica, que pode ocorrer durante as seguintes etapas:
armazenamento das matérias-primas, processamento, tratamento térmico e armazenamento dos
produtos. E uma das principais causas da formacio do ranco nos alimentos, levando a sua
deterioracdo. Além disso, produtos da oxidacao lipidica podem influenciar outros constituintes
dos alimentos, resultando em alteracBes nas caracteristicas sensoriais, como sabor e aroma
(TOMAINO et al., 2005).

Existem diversos mecanismos de degradacdo lipidica oxidativa, destacando-se a
fotoxidacdo, autoxidacdo, oxidacdo enzimatica e reacdes hidroliticas. A fotoxidacdo de
gorduras insaturadas € promovida pela radiacdo UV em presenca de sensibilizadores, como a
clorofila, riboflavina e mioglobina, envolvendo a participagdo de oxigénio singleto como
intermediario reativo. O que se observa no final é a formacao de hidroperéoxidos diferentes dos
que se observam nos processos que ndo necessitam de luz e sensibilizadores. O segundo
mecanismo citado, a autoxidacéo, € o principal mecanismo de oxidacédo dos 6leos e gorduras,
sendo um processo dindmico, complexo e puramente quimico, envolvendo reacGes radicalares
capazes de auto-propagacdo e que dependem do pH, temperatura, radicais livres e ions
metalicos. E dividida em trés partes (iniciacdo, propagacdo e terminacdo) sendo possivel
distinguir trés etapas de evolucdo oxidativa: desaparecimento dos substratos de oxidacéo;
aparecimento de peroxidos e hidroperoxidos e aparecimento dos produtos secundarios de
oxidagdo como epdxidos e compostos volateis e ndo volateis. O terceiro mecanismo, oxidagao
enzimatica, ocorre por acdo da enzima lipoxigenase. Ela atua sobre &cidos graxos poli-
insaturados, catalisando a adicdo de oxigénio a cadeia hidrocarbonada poli-insaturada. Ha a
formacéo de perdxidos e hidroperdxidos com duplas ligacdes conjugadas que podem levar a
formacdo de diversos produtos. O Gltimo mecanismo citado, as reacBes hidroliticas, sdo
catalisadas pelas enzimas lipases ou por acdo da umidade ou calor, levando a formagéo de
acidos graxos livres (RAMALHO; JORGE, 2006; SILVA; SILVA, 1999).

A oxidacdo lipidica leva a perda significativa do valor nutricional dos alimentos, ja que
leva a perda de vitaminas e acidos graxos essenciais. Também afeta suas qualidades sensoriais
(cor, textura e sabor), causando rejeicéo por parte dos consumidores e, assim, diminuindo sua
vida util. Como forma de reduzir essa taxa de oxidacdo, a industria de alimentos utiliza a

refrigeracdo, congelamento, e atmosfera modificada. Quando ndo se € possivel utilizar estes
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métodos, sdo adicionadas substancias antioxidantes que agem sem alterar a qualidade do
produto (VIUDA-MARTOS et al., 2010).

Os antioxidantes fenolicos sintéticos mais utilizados nos alimentos sdo BHT (butil
hidroxitolueno), BHA (butil hidroxianisol), PG (propil galato), TBHQ (terc-butil hidroquinona)
e EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético). Este Gltimo atua como um agente quelante,
podendo se ligar a metais redutores contribuindo para o processo (BREWER, 2011; VIUDA-
MARTOS et al., 2010).

Apesar dos antioxidantes sintéticos apresentarem ampla aplicacdo, quando utilizados
em doses elevadas podem interferir com a satde do consumidor. Neste contexto, a busca por
compostos naturais que exibam propriedades antioxidantes e que ndo apresentam efeitos
nocivos a saude humana tem se intensificado observando o aumento do interesse nas plantas
aromaticas e medicinais como fontes de antioxidantes naturais em substituicdo dos sintéticos.

Oleos essenciais obtidos de diversas plantas apresentam atividade antioxidante. Essa
atividade encontra-se intimamente relacionada com a presenca de compostos fenolicos. Outros
compostos como flavonodides e terpenoides (como timol, carvacrol e eugenol) também
apresentam essa atividade (DEL RE; JORGE, 2012).

Os compostos fendlicos sdo poderosos antioxidantes, atuando nas reacdes de oxidagdo
lipidica, na reducdo de oxigénio singleto e na quelacéo de metais. Estdo naturalmente presentes
nos vegetais, como frutas. Sdo moléculas que interagem com as espécies radicalares sendo
consumidos durante a reacdo. Atuam ainda como agente antipatogénico e contribuem para a
pigmentacéo das plantas. Nos alimentos, eles sdo 0s responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma
e estabilidade oxidativa. Dentre os fenolicos mais comumente utilizados como antioxidantes,
destacam-se os flavondides, os acidos fendlicos, os taninos e os tocoferdis (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006; ANGELO; JORGE, 2007).

Oliveira et al. (2012) avaliaram os efeitos antioxidantes do 6leo essencial de segurelha
(Satureja montana L.) em diferentes concentragdes (7,80; 15,60 e 31,25ul./g) em mortadelas
formuladas com diferentes niveis de nitrito de sodio (0; 100 e 200 mg/Kg) e armazenadas a
25°C por 30 dias, confirmando a atividade antioxidante deste 6leo, uma vez que foram
encontrados valores reduzidos de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) nas
mortadelas formuladas com 7,80 uL/g do 6leo essencial e sem nitrito adicionado, apés 20 dias
de armazenamento. A atividade antioxidante deste dleo essencial esté relacionada a presencga
de compostos fendlicos, particularmente o timol e o carvacrol, que possuem seu impacto na

oxidacdo lipidica reconhecidos.
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Simdes (2016) avaliou os efeitos na oxidacédo lipidica de diferentes combinagfes de
6leos essenciais e seus compostos majoritarios (canela, cravo-da-india, orégano, cinamaldeido,
eugenol e carvacrol) e nitrito de sodio em apresuntados armazenados a 4°C por 30 dias. Os
valores de indice TBARS encontrados demonstraram que, para 0 tratamento com maior
concentracdo de nitrito de sodio e sem adi¢do de dleo essencial e composto majoritéario, foram
observados indices inferiores de TBARS, enquanto o tratamento composto por 0,1% 6éleo de
canela, 0,14% O6leo de orégano, 0,06% cinamaldeido e 0,16% carvacrol apresentou maior
oxidacdo lipidica dentre todas as amostras ao final do periodo de estocagem, sugerindo que
possam ter ocorrido interacBes entre 0s componentes presentes nos Oleos essenciais e
compostos majoritarios, havendo a possibilidade de outros constituintes também terem sido
quantificados no teste de TBARS, explicando assim o elevado nivel de oxidacéo lipidica nos
apresuntados contendo estes tratamentos.

Martins (2016) avaliou a atividade antioxidante de diferentes combinacfes de 6leos
essenciais (orégano, pimenta-chinesa, pimenta preta, manjericdo, noz moscada, limdo Taiti,
tomilho e cravo-da-india) e nitrito de sodio (150 ppm e 75 ppm) em fiambres de peito de frango
armazenados a 7°C e 14°C por 30 dias, ndo sendo o indice de TBARS afetado de forma
significativa pelos tratamentos contendo os 6leos essenciais e nitrito de sodio e nem pela
temperatura de armazenamento, provavelmente, devido ao fato de que os 6leos essenciais

testados apresentam propriedades antioxidantes comprovadas assim como o nitrito de sodio.

2.4 Descricao boténica de plantas condimentares aromaticas

2.4.1 Origanum vulgare

O orégano ¢ mundialmente utilizado como condimento. Pertence ao género Origanum,
familia Lamiaceae. Existem, aproximadamente, 38 espécies reconhecidas pelo mundo, sendo
que a maioria delas estd concentrada nas sub-regides do Mediterraneo Oriental. Crescem
abundantemente em regides rochosas numa vasta gama de altitudes (SAHIN et al., 2004).

Por possuirem fragrancia picante, apresentam aplicacdo na agricultura, inddstria
farmacéutica e cosmética, atuando como uma erva culinaria, aromatizantes em produtos

alimentares, bebidas alcdolicas e perfumaria. E uma erva rica em compostos fendlicos com
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forte poder antioxidante e antibacteriano (ALIGIANNIS et al., 2001; NOVAK et al., 2000;
FIGIEL et al., 2010).

Por ser uma espécie geneticamente heterogénea, devido a polinizacdo natural cruzada,
hd uma grande variacdo no seu contetido fendlico, o que limita sua utilizagdo como um
ingrediente em alimentos funcionais. Normalmente, os 6leos essenciais de orégano sao
constituidos por timol e carvacrol, sendo que o primeiro normalmente se apresenta em menores
concentragdes do que o segundo, y-terpineno e p-cimeno. Estes componentes variam numa
concentracdo de 80,2 a 98,4% do total dos 6leos essenciais, sendo considerados compostos
majoritarios (FLEISHER; SNEER, 1982; BAMPIDIS et al., 2005).

Tanto o carvacrol quanto timol sdo aditivos alimentares aprovados pelo FDA (Food and
Drug Administration — USA. Por serem hidrofobicos, atuam, principalmente, na membrana
celular bacteriana, tornando-a permeavel. Além disso, € possivel que nucleos aromaticos
presentes em sua estrutura e que contém um grupo polar possam estabelecer ligagdes de
hidrogénio com enzimas microbianas, 0 que provavelmente favorece a atividade
antimicrobiana. Apesar destes componentes serem 0S mais expressivos, a atividade
antimicrobiana ndo se deve somente a presenca deles, mas também a presenca de outros
componentes que, em baixas concentragdes, interagem com o carvacrol e timol, podendo
provocar interagcOes aditivas, sinérgicas ou antagonicas (LAMBERT et al., 2001; DORMAN;
DEANS, 2000; CHORIANOPOQULOS et al., 2004; CHAVAN; TUPE, 2014; LIMA et al.,
2017).

As propriedades antimicrobianas principalmente do carvacrol vém sendo demonstradas
em diversos trabalhos, comprovando a eficacia deste composto contra o crescimento de
diferentes microrganismos. Estudos comprovam que ele possui atividade antimicrobiana contra
S. aureus, Staphylococcus epidermidis, Shigella sp., B. cereus, C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, Vibrio cholerae, Schizosaccharomyces pombe, Zygosaccharomyces rouxii, E.coli,
entre outros (NOSTRO et al., 2004; BAGAMBOULA; UYTTENDAELE; DEBEVERE, 2004;
CHAVAN; TUPE, 2014; ULTEE; BENNIK; MOEZELAAR, 2002).

O timol possui estrutura quimica muito semelhante ao carvacrol, sendo um isdbmero de
posicao, diferenciado apenas pela posi¢éo da hidroxila no anel aromatico. Por se tratar também
de um composto fendlico, possui acdo muito semelhante a este, atuando sobre a membrana
celular. Ele se liga as proteinas hidrofobicas da membrana por meio de pontes de hidrogénio e,
consequentemente, altera suas caracteristicas de permeabilidade. Além disso, o timol atua sobre

os lipopolissacarideos que constituem a membrana externa de bactérias Gram-Negativas,
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aumentando assim a permeabilidade desta. Possui elevada acdo antifingica, aparecendo
também como excelente agente antioxidante (LAMBERT et al., 2001; GARCIA-GARCIA;
LOPEZ-MALO; PALOU, 2011; RAMOS et al., 2012).

Diversos trabalhos tém demonstrado a atividade antimicrobiana e antioxidante do 6leo
essencial de orégano. Santurio et al. (2007) avaliaram a atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais de orégano, tomilho e canela frente a sorovares de Salmonella enterica de origem
avicola e concluiram que o 6leo de orégano apresentou maior atividade, seguido do 6leo de
tomilho e de canela. Souza et al. (2007) analisaram a eficacia do dleo essencial de orégano (O.
vulgare L.) na inibicdo do crescimento de algumas leveduras reconhecidas como potenciais
deterioradoras de alimentos, tendo este demonstrado eficiéncia satisfatoria. Fasseas et al. (2007)
analisaram a atividade antioxidante de 6leos essenciais de orégano e salvia em carnes bovinas
durante o periodo de armazenamento, obtendo como resultado uma diminuicao significativa na

oxidacgéo das carnes.

2.4.2 Cinnamomum zeylanicum

A canela (Cinnamomum zeylanicum) é uma planta medicinal e aromatica pertencente a
familia Lauraceae, sendo endémica do Sri Lanka. Existem, aproximadamente, 250 espécies
distribuidas na China, india e Australia. No Brasil, ela é conhecida como canela do Ceilo ou
canela-da-india  (RANASINGHE; JAYAWARDENA; ABEYWICKRAMA, 2002;
ZANARDO; RAMBO; SCHWANKE, 2014; LIMA et al., 2005).

Os 6leos aromaticos estdo presentes nas folhas e na casca, sendo a composic¢ao de ambos
completamente diferente. A parte interna da casca do tronco e dos ramos, constitui a canela do
comércio, com intenso uso mundial na perfumaria e na culinaria, devido suas propriedades
aromaticas e condimentares além de ser, popularmente, utilizada como estimulante, tonica,
carminativa e antiespasmadica. O 6leo de casca de canela é rico em cinamaldeido, b-cariofileno,
linalol e outros terpenos. Sua casca seca contém, no minimo, 1,2% de 6leo volatil, contendo,
no minimo, 60,0% de trans-cinamaldeido. Andrade et al. (2012) identificaram 14 constituintes
na casca seca do 6leo essencial de Cinnamomum zeylanicum, sendo que os fenilpropanoides
(E) - cinamaldeido (77,72%), acetato de (E) -cinamila (5,99%) e o monoterpendide 1,8- cineol
(4,66%), foram encontrados como componentes majoritarios. Possui como caracteristicas
organolépticas aroma caracteristico de aldeido cindmico e sabor picante e adocicado
(ZANARDO; RAMBO; SCHWANKE, 2014; LIMA et al., 2005).
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O o6leo obtido das folhas da canela apresenta outra utilizagdo, especialmente no ramo de
cosméticos e aromaterapia. E constituido, principalmente, por eugenol (60%), porém cerca de
23 constituintes também ja foram identificados (GROSSMAN, 2005; LIMA et al., 2005).

Diversos trabalhos comprovam a eficacia do dleo essencial de canela contra
microrganismos patogénicos e deteriorantes. Silva et al. (2009) avaliaram a acdo antibacteriana
in vitro de 6leos essenciais de seis plantas (canela, gengibre, cravo da india, capim cidreira,
alecrim e horteld pimenta) frente a linhagens de S. aureus e E. coli isoladas de casos clinicos
humanos, sendo o dleo essencial de canela o mais eficiente para controle de ambos os
microrganismos. Foi possivel verificar que os 6leos essenciais testados foram efetivos no
controle do desenvolvimento bacteriano, sendo o potencial antimicrobiano diferente em fungéo
da espécie bacteriana testada, sendo que a bactéria Gram-Positiva (S. aureus) se mostrou mais
susceptivel aos Oleos testados que a Gram-Negativa (E. coli). Maira (2011) avaliou a atividade
antibacteriana dos Oleos essenciais das folhas de Melaleuca alternifolia (melaleuca) e
Cymbopogon flexuosus (capim-lim4o da india Oriental) e da casca de Cinnamomum cassia
(canela da China), utilizados sozinhos e em combinacao, sobre células sésseis e plancténicas
de Listeria monocytogenes e Escherichia coli enteropatogénica, sendo o 6leo essencial de
canela o que apresentou maior destaque na eliminacdo de biofilmes de ambas as espécies
bacterianas, alcancando atividade antibacteriana superior ou equivalente aos sanitizantes
quimicos tradicionalmente utilizados na inddstria alimenticia. Moarefian, Barzegar e Sattari
(2013) avaliaram as atividades antioxidantes e antimicrobianas do 6leo essencial de canela em
salsicha, contra duas bactérias que causam deterioracdo na carne (E. coli e C. perfringens),
concluindo que o 6leo essencial de canela apresenta elevada atividade antimicrobiana contra os

microrganismos testados.

2.4.3 Citrus aurantifolia

O lim&o Taiti (Citrus aurantifolia) é um fruto pertencente a familia Rutaceae, sendo um
representante do género Citrus. Nao &, na realidade, um liméo verdadeiro e sim uma lima acida.
Originario de regides tropicais Umidas e subtropicais do continente asiatico, apresenta larga
aplicacdo no comércio mundial (BRAZ, 2007).

No Brasil, o fruto representa uma das espécies citricas de maior importancia comercial,
estimando-se que sua area plantada ultrapasse os 40 mil hectares (COELHO et al., 1998). E um

fruto rico em nutrientes como vitamina C, acido félico, niacina e piridoxina, aléem de compostos
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fenodlicos e compostos bioativos (antioxidantes) que despertam o interesse de grupos de
diferentes éareas, podendo apresentar aplicacdo tanto na industria alimenticia quanto
farmacéutica (VIANA, 2010).

Os Oleos essenciais de Citrus apresentam ampla aplicacdo em uma variedade de
segmentos industriais, que variam desde a industria de alimentos e bebidas até a de cosméticos,
sendo muito utilizados como fragrancias (TRANCHIDA et al., 2012). Apresentam em sua
constituicdo compostos volateis (85 - 99%) e compostos nao volateis (1 — 15%) que contribuem
para as suas caracteristicas organolépticas. Os volateis sdo constituidos por uma mistura de
monoterpenos (limoneno), sesquiterpenos e seus derivados oxigenados, que incluem aldeidos,
cetonas, acidos, alcoois e ésteres (FISHER; PHILIPS, 2008; ARCE; SOTO, 2008).

Sdo conhecidos, aproximadamente, 50 diferentes compostos presentes nas cascas destes
frutos citricos, sendo o limoneno o constituinte principal, apresentando propriedades
antimicrobianas principalmente contra bactérias Gram-Positivas. Por possuirem constituicéo
tdo variada, apresentam uma série de funcBes, como acdo anti-inflamatdria, antisséptica,
diurética, carminativa, antioxidante e antiespasmodica (KUMMER et al., 2013; COLECIO-
JUAREZ et al., 2012).

2.4.4 Elettaria cardamomum

O cardamomo (Elettaria cardamomum) é uma planta herbacea perene da familia
Zingiberaceae que cresce nas florestas tropicais do sul da India, Sri Lanka e outros paises
tropicais. E muito utilizado como especiaria (conhecida como a “rainha das especiarias™), sendo
esta produzida por secagem e trituragdo das sementes. E um tipo de especiaria doce, sendo uma
das maiores commaodities comercializadas em todo o mundo, apresentando larga aplicacdo na
industria alimenticia, conferindo sabor a doces, produtos cozidos e até café. Alem disso, a fruta
do cardamomo apresenta vasta aplicacdo médica, no combate a distdrbios cardiacos, calculos
renais e vesiculares, dispepsia, debilidade, anorexia, asma, bronquite, halitose e distdrbios
gastrointestinais (MEHY AR et al., 2014; HUSAIN; ALI, 2014).

O oleo essencial de cardamomo € o extrato concentrado das sementes do cardamomo
(especiaria) usado, principalmente, para aromatizar uma ampla gama de alimentos processados,
condimentos, gelatina e bebidas na sua forma triturada (BURT, 2004). A composi¢do quimica
do 6leo essencial de cardamomo varia consideravelmente com variedade, regido e idade da

planta. O conteldo de 6leos volateis presentes nas sementes depende fortemente das condicbes
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de armazenamento. Dentre todos 0s seus constituintes, o eucaliptol tem sido apontado como o
principal composto responsavel pela atividade antimicrobiana deste 6leo (MORSY, 2015;
NAVEED et al., 2013).

Os efeitos antimicrobianos e antioxidantes do 6leo essencial de cardamomo vém sendo
amplamente estudados. Malti, Mountassif e Amarouch (2007) determinaram o efeito
antimicrobiano deste 6leo sobre diferentes microrganismos patogénicos (bactérias Gram-
Positivas e Gram-Negativas), concluindo que o extrato de cardamomo foi muito eficaz inibindo
o0 crescimento de todas as estirpes testadas da maioria dos patdgenos. Abdullah et al. (2017)
investigaram o potencial antimicrobiano do dleo essencial de cardamomo contra patégenos
alimentares, concluindo que este apresentou elevada atividade antimicrobiana contra S. aureus,

Salmonella Typhi, E. coli, Streptococcus mutans e C. albicans.

2.45 Litsea cubeba

Litsea cubeba é uma planta pertencente a familia Lauraceae amplamente distribuida no
Sudeste Asiatico, sul da China, Japdo e Taiwan. Pode ser usada como aromatizante ou
fitoterapico, apresentando propriedades antimicrobianas e antioxidantes comprovadas, além de
apresentar utilizagédo no tratamento de diversas doengas. Como agente aromatizante, essa planta
fornece um sabor Unico semelhante ao de uma mistura constituida por pimenta, gengibre e
citrinos. E muito utilizada como um intensificador de sabor em alimentos, cosméticos e cigarros
(LIU; YANG, 2012).

Ela também é conhecida como pimenta-chinesa ou may-chang. Seu 6leo essencial
apresenta composicao variada de acordo com cada estrutura (raizes e frutas, caules, folhas,
botdes de flores, flores e frutos). Normalmente, o citral é encontrado em elevada concentracéo
principalmente no 6leo essencial obtido das raizes e frutas. Ja o B-terpineno costuma ser
encontrado em elevadas concentracdes no 6leo essencial obtido das flores (WANG; LIU, 2010).

O geraniol, um dos compostos majoritarios do dleo essencial de pimenta-chinesa,
apresenta sua atividade antimicrobiana descrita em diversos trabalhos. Friedman; Henika;
Mandrell (2002) avaliaram a atividade antimicrobiana de 96 6leos essenciais e 23 componentes
majoritarios contra microrganismos encontrados em alimentos, sendo o geraniol o mais ativo
contra E. coli, L. monocytogenes e S. enterica. Coutinho et al. (2015) avaliaram a atividade
antimicrobiana do geraniol e cariofileno contra S. aureus, comprovando a atividade

antibacteriana deste composto.
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Li et al. (2016) investigaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de L. cubeba
em Aspergillus flavus e atividade inibitéria da aflatoxina B1 produzida em alcaguz, encontrando
uma forte atividade antifungica contra o crescimento micelial de A. flavus e contra a sintese da
aflatoxina B1 in vitro. Além disso, os resultados encontrados demonstraram que o Gleo
essencial de L. cubeba pode, efetivamente, inibir o acimulo de aflatoxina B1 em alcaguz
contaminado com A. flavus. Dessa forma, o uso de 6leos essenciais tem possibilidade de ser
usado como um fungicida alternativo para o controle do crescimento de fungos toxigénicos.

Nguyen et al. (2018) investigaram os efeitos e mecanismos antibacterianos do 6leo
essencial de L. cubeba extraido das folhas contra o crescimento de E. coli, observando um forte
efeito bactericida ap6s um curto periodo de exposicéo: 2h e 4h. O 6leo essencial testado levou
a alterac6es na morfologia celular, perda de integridade e permeabilidade da membrana celular,
bem como perda de DNA, que foram demonstradas pela analise microscépica das culturas de

E. coli afetadas.

25 Nanoemulséo de 6leos essenciais

A nanotecnologia é uma tecnologia multidisciplinar que vem apresentando rapido
desenvolvimento. Apresenta utilizagdo em areas como a biologia, fisica, engenharia e quimica,
permitindo o desenvolvimento de novos materiais. Ela permite que os cientistas possam medir,
controlar e manipular materiais com dimensdes muito pequenas, de nandmetros (10°m),
alterando assim suas funcbes e propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, tais com
solubilidade, absorcéo pelas células e o tempo de residéncia no trato gastrointestinal. Essa
diminuicdo no tamanho da particula proporciona uma maior superficie de contato que confere
as nanoparticulas caracteristicas Unicas e, dessa forma, seu enorme potencial para aplicacdes
(DURAN; MARCATO, 2013; BROMBERG, 2010; SOZER; KOKINI, 2009).

Na industria de alimentos, ela tem apresentado uma série de aplicagdes que visam trazer
melhorias para o consumidor. Algumas destas incluem possivel reducdo na utilizacdo de
conservantes, sal, gordura e surfactantes em produtos alimenticios; desenvolvimento de novos
sabores, texturas e sensagdes bucais; melhorias na absor¢éo e biodisponibilidade de nutrientes
e suplementos; embalagens de alimentos que contenham nanomateriais inorganicos que

funcionam como barreira a passagem de gases, ou que contenham acéo antimicrobiana, ou que
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protejam de forcas mecénicas (CHAUDHRY; CASTLE, 2011). A Figura 9 traz, de forma

resumida, as diferentes aplicacfes que esta tecnologia pode ter.

Figura 9 - Potenciais aplica¢des da nanotecnologia nas industrias de alimentos e embalagens.

rotecdo contra oxidacdo
Liberacio controlada dos nutrientes encapsulados
Mascaramento de sabor

Fornecimento de nutracéuticos encapsulados, vitaminas e sabores
Deteccio de patdgenos no sistema alimentar
Seguranca alimentar e analises qualitativas

Aplicacdes alimentares

/ NANOTECNOLOGIA

Aplicacdes em embalagens
alimentares

Embalagens melhoradas (barreiras a gas e umidade, resistente a tracio)
Extensio da vida util via embalagens ativas

Nanoaditivos

Embalagem inteligente

Entrega e liberacdo controlada de neutracéuticos

Embalagem antibacteriana ou auto-lmpante

Monitoramento do produto durante as condicdes de transporte

FONTE: SOZER; KONINI (2009) com modificacdes.

A utilizacdo destas nanoparticulas como micelas, nanoemulsdes, nanoparticulas
biopoliméricas e biosensores tem permitido a industria de alimento desenvolver processos e
produtos mais seguros do ponto de vista microbiolégico (SOZER; KOKINI, 2009).

Uma emulsdo consiste na mistura de dois liquidos imisciveis, com um dos liquidos
sendo disperso em pequenas goticulas esféricas no outro. Normalmente, emulsGes
convencionais possuem tamanho de particulas superiores a 100 nm (140 — 200 nm). Na maioria
dos alimentos, o didmetro das particulas se situa entre 100 nm e 100 um, porém tem-Se

observado crescente aumento do interesse por emulsdes com tamanho de particulas menores do
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que 100 nm, devido a suas propriedades fisico-quimicas. Logo, de acordo com o tamanho do
diametro de suas goticulas, as emulsdes podem ainda ser classificadas em nanoemulsdes (escala
nanométrica) ou microemulsdes (escala micrométrica) (McCLEMENTS; JULIAN, 2015).

Nanoemulsdes sdo emulsdes (dispersdo de um liquido em outro imiscivel) sendo as do
tipo 6leo em agua (O/A) mais comuns (6leo é a fase dispersa e a dgua a fase continua), cujo
tamanho das goticulas varia entre 20 a 500 nm. Dependendo do tamanho da goticula, podem
apresentar aparéncia translucida (tamanho inferior a 200 nm) ou aparéncia leitosa (tamanho
superior 200 nm). O fato de apresentar particulas tdo pequenas faz com que haja forte reducao
da forga gravitacional, permitindo que o movimento Browniano (movimento aleatorio das
particulas microscépicas imersas em um fluido) seja suficiente para superar a gravidade,
evitando a sedimentacao durante o armazenamento, além de também evitarem a floculacao das
goticulas. Em contraste com as microemulsdes (10°m), elas podem ser diluidas em agua sem
que o tamanho das particulas se altere. Apresentam como desvantagem a exigéncia de
surfactantes e / ou agentes tensoativos para que as formulagdes sejam estabilizadas, obtendo o
tamanho de particula desejado (SHAH; BHALODIA; SHELAT, 2010; CAPEK, 2004;
FERNANDEZ et al., 2004; TADROS et al., 2004; SANTIAGO; CASTRO, 2016).

As nanoemulsdes ndo sdo sistemas em equilibrio, logo ndo podem ser formadas
espontaneamente. Necessitam de alta energia para sua formacéo, que é proveniente de aparelhos
mecanicos (normalmente métodos de alta energia) ou do potencial quimico dos componentes
(normalmente métodos de baixa energia). Do ponto de vista mecanico, essa alta energia
necessaria para promover taxa de cisalhamento capaz de alterar a particula pode ser alcancada
pelo uso de homogeneizadores de alta pressdo ou geradores de ultrassom. Ja do ponto de vista
quimico, normalmente sdo utilizados os métodos de emulsificagdo espontanea e o método da
temperatura de inversdo de fases (SOLANS et al., 2005, KOURNIATIS; SPINELLLI;
MANSUR, 2010; HOLKEM et al., 2015).

Homogeneizadores de alta pressdo sdo muito utilizados para formacdo das
nanoemulsdes e normalmente trabalham com pressdes entre 50 e 100 MPa. O liquido, sob
elevadas pressdes, é conduzido por meio de uma abertura estreita. O fluido acelera em distancia
muito curta com velocidade muito rapida, o que acaba por alterar o tamanho das particulas,
formando goticulas cada vez menores (ASSIS et al., 2012).

A utilizacdo do ultrassom é um método eficiente e rapido, que forma nanoemulstes
estaveis e com particulas de tamanho menores. Consiste na producéo de ondas de elevadas e

intensas vibragcbes ultrassénicas capazes de romper as goticulas primarias da emulsdo,
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formando entédo as goticulas de tamanho nanométricos (ASSIS et al., 2012; HOLKEM et al.,
2015).

A utilizacdo de Oleos essenciais de forma direta nos alimentos, como agentes
antimicrobianos e antioxidantes, apesar de apresentar uma série de vantagens encontra algumas
limitacbes, principalmente relacionadas a natureza hidrofébica, reativa e volatil dos
componentes que os constituem, além de possuirem baixa solubilidade em &gua e, quando
utilizados em elevadas concentracgdes, alteram as caracteristicas sensoriais do produto, podendo
inclusive apresentar toxicidade quando utilizados em elevadas concentragbes. Logo, a
encapsulagdo dos Oleos essenciais em escala nanométrica resultando em nanoemulséo,
representa uma abordagem viavel e eficiente para modular sua liberagdo, aumentar a
estabilidade fisica, proteger das reacdes de oxidacdo com o ambiente e das intera¢cbes com 0s
ingredientes alimentares, diminuir a volatilidade, aumentar a bioatividade devido a diminui¢éo
do tamanho das particulas e reduzir a toxicidade. Alguns exemplos de compostos comumente
encapsulados sdo os 6leos essenciais e especiarias, 6leo de atum, acidos graxos, azeite, 6leo de
soja ou girassol (DONSI et al., 2012; RODRIGUEZ et al., 2016).

As nanoemulsGes podem interagir com as celulas microbianas por meio de quatro
mecanismos principais: transporte passivo através da membrana celular em que o 6leo essencial
é transportado para a superficie da membrana celular por meio das pequenas gotas de
nanoemulsdes, permitindo a ruptura da membrana celular e aumentando a acessibilidade as
células microbianas; fusdo das goticulas de nanoemulsées com a bicamada fosfolipidica da
membrana celular fazendo com que os 6leos essenciais sejam liberados de forma direcionada;
particdo na fase aquosa em que a liberagdo prolongada dos 6leos essenciais pelas nanoemulsGes
conduzida pela particdo do 6leo essencial entre as goticulas de 6leo e a fase aquosa faz com que
a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais seja prolongada e a interacdo eletrostatica com
a membrana celular, o que permite o aumento da acdo dos 6leos essenciais devido a interacdo
entra as particulas carregadas positivamente das goticulas das nanoemulsdes com as particulas
carregadas negativamente da parede celular microbiana) (LOVISON, 2017).

Bolzan et al. (2015) avaliaram a atividade antimicrobiana do éleo essencial de orégano
livre e em nanoemulsBes em testes in vitro contra Candida albicans, Escherichia coli,
Streptococcus sp, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
Salmonella enteretites e Pseudomonas aeruginosa comprovando a eficacia deste 6leo nas duas
formas. Bhargava et al. (2015) avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de

orégano em nanoemulsdo contra microrganismos patogénicos em alfaces frescos,
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demonstrando que a aplicacdo do 6leo essencial de orégano desta forma é estratégia promissora
e eficaz no controle antimicrobiano. Maté, Periago e Palop (2015) avaliaram o efeito
antibacteriano de nanoemulsdes dos compostos naturais D-limoneno e nisina contra L.
monocytogenes em Caldo Triptona de Soja, peito de frango e creme de vegetais. Os resultados
encontrados mostraram maior eficacia da aplicacdo do D-limoneno em forma de nanoemulsao
do que sua aplicacdo direta nos alimentos, e ao usar ambos 0s compostos juntos, os efeitos
antimicrobianos foram maiores. Além disso, o crescimento de L. monocytogenes foi inibido
com a combinagcdo de antimicrobianos. Logo, os resultados obtidos indicaram que as
nanoemulsdes de o6leos essencial de orégano encapsulado sdo adequadas para serem
incorporadas em formulagdes alimentares para prevenir e controlar crescimento microbiano,

prolongando sua vida util.

2.6 Matriz Alimentar: Mortadela

Os produtos carneos embutidos ou também conhecidos como produtos de salsicharia
ocupam posicao privilegiada na industria de alimentos, sendo de intenso consumo por boa parte
da populacgdo brasileira. S&o obtidos a partir de matérias primas carneas submetidas a trituracéo,
seguida de mistura com diferentes ingredientes e acondicionados em tripas naturais ou
artificiais, com ou sem cozimento. Podem ainda ser curados ou ndo, defumados e dessecados
ou ndo. Nesse grupo, incluem-se as linguicas, paio, presunto, salame, salsicha, salsich&o,
mortadela, entre outros (OLIVEIRA, 2014; DUARTE, 2010).

Segundo a Legislacdo Brasileira, a mortadela é definida como um produto carneo
industrializado, obtido de uma emulsao das carnes de animais de acougue, acrescido ou ndo de
toucinho, adicionado de ingredientes, embutido em envoltorio natural ou artificial, em
diferentes formas, e submetido ao tratamento térmico adequado (BRASIL, 2000). E um produto
cozido curado, podendo ser elaborada a partir de carnes de diferentes animais, o que faz com
que seja um produto de amplo consumo.

A emulsdo carnea pode ser entendida como uma mistura na qual os componentes da
carne sao fracionados em finas porcdes e dispersos de modo semelhante a uma emulsdo de
gordura/6leo em agua (O/A), sendo que a gordura é a fase dispersa e a solugdo aquosa de sais
e proteinas a fase continua. Os produtos carneos emulsionados sdo fabricados a partir da

trituracdo de carnes e demais ingredientes até a obtencdo de uma massa homogénea (emulséo
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carnea), sendo a emulsdo cérnea produzida pela cominui¢do da carne com o sal e outros
ingredientes, formando uma dispersdo constituida de agua, gordura e proteina. De forma
resumida, a emulsdo carnea € elaborada pela mistura de carne, tecido adiposo, gelo, dgua e
aditivos (ORDONEZ, 2005; VIDAL, 2015; MOREIRA et. al. 2006).

Para a formacgdo de emulsdo carnea é preciso ativar as proteinas presentes na carne
através da ruptura do sarcolema provocando a liberacdo das proteinas miofibrilares,
posteriormente solubilizadas e extraidas por sais e fosfatos. Essas proteinas atuam como agentes
emulsificantes, as quais conferem estabilidade ao sistema (VIDAL, 2015).

Por se tratar de um produto cozido curado, a mortadela possui em sua constitui¢do os
chamados sais de cura que contribuem para a coloracdo résea caracteristica, textura e sabor
especificos e desempenham efeito conservante, principalmente contra C. botulinum, sendo o
nitrito um dos componentes cruciais do processo (AL-SHUIBI; AL-ABDULLAH, 2002).

Os produtos carneos, especialmente embutidos e enlatados, representam um dos
principais alimentos vinculados aos surtos de botulismo em todo 0 mundo. Em 1793, foram
registrados 30 casos de botulismo confirmados na Alemanha devido ao consumo de um tipo de
salsicha fervida e defumada conhecida como “Blunsen”. No Brasil, a primeira epidemia de
botulismo foi registrada em 1958, no Estado do Rio Grande do Sul, onde sete pessoas faleceram
apos consumo de conserva caseira de peixe. Em 1982, dois casos foram registrados no Estado
do Rio de Janeiro, em que uma das pessoas foi levada a 6bito, devido a ingestdo de paté de
galinha armazenado em condic¢des inadequadas de refrigeracdo. Em 1986, um surto de
botulismo de origem alimentar envolvendo oito pessoas de uma mesma familia devido a
ingestdo de carne suina conservada em condicdes rusticas sob a forma de linguica ou enlatado
caseiro foi registrado na regido no Triangulo Mineiro (Minas Gerais). Um ano depois, em 1987,
um novo surto ocorreu neste mesmo Estado, envolvendo sete pessoas também de uma mesma
familia, devido a ingestdo de carne suina conservada na forma de enlatado caseiro. Em 2002,
na regido de Campindpolis, Mato Grosso, foram registrados quatro casos de botulismo por
ingestdo de carne suina enlatada. Todos na mesma familia. Em 2011, foi relatado um surto de
botulismo no Estado do Ceard, onde trés pessoas de uma mesma familia consumiram torta de
frango caseira desenvolvendo a doenca. Segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude do
Ministério da Salde, a maior parte dos casos de botulismo entre 1999 e novembro de 2005,
ocorreu devido a ingestdo de produtos de origem suina (“carne de lata”, paté de figado suino e

linguica curada industrializada) (SILVA; PESSOA, 2015; OLIVEIRA et al., 2013).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1  Oleos essenciais

Os Oleos essenciais utilizados foram o de orégano (Origanum vulgare), canela
(Cinnamomum  zeylanicum), limdo Taiti (Citrus aurantifolia), cardamomo (Elettaria
cardamomum) e pimenta-chinesa (Litsea cubeba). A escolha destes 6leos se deve ao fato de
que o presente trabalho se apresenta como uma continuagdo dos estudos realizados no
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos (Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia dos
Alimentos — UFLA), dentro de uma linha de pesquisa que busca estudar/avaliar a atividade
antimicrobiana de diferentes Oleos essenciais contra microrganismos patogénicos e
deterioradores, onde a utilizacdo destes 6leos se mostrou eficiente no controle de uma série de
microrganismos patogénicos, especialmente os do género Clostridium. Eles foram adquiridos
da empresa FERQUIMA Industria e Comércio Ltda.

3.2 Microrganismo, padronizagdo e manutencéo do inoculo

A cepa utilizada para realizacdo do trabalho foi Clostridium sporogenes INCQS 00004
(ATCC 11437) cedida pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude - (INCQS)
da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e mantida no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UFLA.

Utilizou-se o meio Differential Reinforced Clostridium Base Broth (DRCBB),
suplementado com 0,5% de solucdo estéril de sulfato de sodio (4%) e citrato férrico (7%) para
reativacdo da cultura congelada. A incubacéo foi realizada a 37°C/48h em anaerobiose gerada
pela adicdo de 6leo mineral estéril. Decorrido esse periodo, centrifugou-se a cultura a 605 G-
force (3000 rpm) por 5 minutos, desprezando-se o sobrenadante e adicionando-se 0 meio de
congelamento (glicerol: 15 mL; peptona bacterioldgica: 0,5g; extrato de levedura: 0,3g; NaCl:
0,5¢; agua destilada: 100 mL). As culturas estoques foram armazenadas congeladas a -18°C.

Para reativagéo da cultura estoque, 0 meio DRCBB suplementado com 0,5% de solugéo
estéril de sulfato de sodio e citrato férrico foi utilizado. As condigdes de incubacéo foram a
37°C por 48h em anaerobiose. Repetiu-se este procedimento por duas vezes consecutivas.

Padronizou-se o indculo a 10 UFC/mL por meio de uma curva de crescimento em meio
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DRCBB onde a absorbancia foi medida (D.O. 600 nm) e a contagem em placa realizada,
utilizando-se o agar Reinforced Clostridium Base (extrato de levedura: 1,5¢/L; peptona
bacteriologica: 10g/L; extrato de carne: 10g/L; glicose: 1g/L; amido soluvel: 1g/L; acetato de
sodio: 5¢/L; cloridrato de L-cisteina: 0,5¢/L; agar:15,5g/L). As placas foram incubadas em
37°C/48h em anaerobiose, gerada pela adicdo de geradores de anaerobiose ANAEROBAC
(Probac do Brasil®).

3.3 Determinacéo da Concentracdo Minima Bactericida (CMB)

A determinacdo das concentracbes minimas bactericidas dos 6leos essenciais foi
realizada por meio da técnica de diluicdo em caldo (NCCLS, 2006). O Caldo Differential
Reinforced Clostridium Base Broth (DRCBB) acrescido de 0,5% (v/v) de Tween 80 (agente
tensoativo) foi utilizado para a diluicdo dos 6leos essenciais.

Aliquotas de 50uL da cultura padronizada (10” UFC/g) foram transferidas para tubos de
rosca, contendo 5 mL do meio DRCBB acrescido de 0,5% de Tween 80 e dleos essenciais nas
seguintes concentrages: 0; 0,05; 0,1; 0,12; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3; 0,5; 1; 1,25; 1,50; 1,75; e 2,0%.
O controle positivo foi constituido do meio DRCBB acrescidos de 0,5% (v/v) de Tween 80, e
o0 controle negativo, de DRCBB e cloranfenicol 0,1% (m/v). Ap6s homogeneizacdo, os tubos
foram incubados a 37°C/24h em condicdes de anaerobiose (gerada por 6leo mineral). Apos esse
periodo, aliquotas de 100 pL das culturas foram transferidas para placas de Petri contendo Agar
Reinforced Clostridium Base, empregando-se a técnica do plaqueamento em profundidade com
sobrecamada. As placas foram armazenadas em sacos plasticos de poliamida selados, contendo
geradores de anaerobiose, e incubadas a 37°C/48h (FIGURA 10). Foram consideradas CMB
dos 6leos essenciais a menor concentracdo de cada 6leo em que nao se observou o crescimento
do microrganismo nas placas apés incubagdo. O plaqueamento foi realizado em triplicata e trés

repeticdes.
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Figura 10 - Plagueamento e incubagao em condi¢Ges de anaerobiose.

FONTE: Do autor (2017).

3.4  Combinacdes entre 6leos essenciais

Os oleos essenciais de orégano, canela, limdo Taiti, pimenta-chinesa e cardamomo
foram testados em dois experimentos utilizando suas concentra¢cBes minimas bactericidas
(CMB) obtidas nos ensaios in vitro, originando assim duas combinagdes com quatro 6leos cada.
As combinacdes foram definidas por pré-testes, visando diminuir o impacto sensorial quando
aplicados na mortadela. A combinacéo 1 foi elaborada com base em 25% das CMB dos 6leos
essenciais de canela, limdo Taiti, cardamomo e pimenta-chinesa. A combinagdo 2 foi
constituida com base em 50% das CMB dos 6leos essenciais de orégano, canela, cardamomo e
pimenta-chinesa. Nas Tabelas 4 e 5, encontram-se as diferentes proporcdes de 6leos essenciais
que foram utilizados em cada ensaio para cada combinacao. As tabelas foram geradas utilizando
delineamento DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional) no programa Chemoface
versdol.5, utilizando “Experimental design”. As variaveis +2 e -2 foram calculadas de acordo
com a CMB.

Foi realizada a andlise in vitro da atividade antimicrobiana dos ensaios baseados nas
combinacBes testadas por meio da técnica de Diluicdo em Caldo (NCCLS, 2006) com
modificagbes. Utilizou-se o meio Differential Reinforced Clostridium Base Broth acrescido de
0,5% (v/v) de Tween 80 para a diluigdo dos 6leos essenciais. Apds homogeneizacdo, 0s tubos
foram incubados a 37°C/24h em condicdes de anaerobiose. Decorrido esse periodo, aliquotas
de 100 pL das culturas foram transferidas para placas de Petri contendo Agar Reinforced
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Clostridium Base, empregando-se a técnica do plaqueamento em profundidade com
sobrecamada. As placas foram incubadas a 37°C/48h em condicdes anaerdbicas. O experimento

foi realizado em trés repeticdes com triplicata.

Tabela 4 - ProporcGes (em porcentagem) utilizadas na combinacgéo 1 (6leos essenciais de canela
lim&o Taiti, cardamomo e pimenta-chinesa).

Variaveis codificadas % de 6leos essenciais

Ensaios A B C D canela liméo cardamomo  pimenta
1 -1 -1 -1 -1 0,00125 0,0575 0,0575 0,00125
2 -1 -1 -1 1 0,00125 0,0575 0,0575 0,00375
3 -1 -1 1 -1 0,00125 0,0575 0,1725 0,00125
4 -1 -1 1 1 0,00125 0,0575 0,1725 0,00375
5 -1 -1 -1 0,00125 0,1725 0,0575 0,00125
6 -1 1 -1 1 0,00125 0,1725 0,0575 0,00375
7 -1 1 1 -1 0,00125 0,1725 0,1725 0,00125
8 -1 1 1 1 0,00125 0,1725 0,1725 0,00375
9 1 -1 -1 -1 0,00375 0,0575 0,0575 0,00125
10 1 -1 -1 1 0,00375 0,0575 0,0575 0,00375
11 1 -1 1 -1 0,00375 0,0575 0,1725 0,00125
12 1 -1 1 1 0,00375 0,0575 0,1725 0,00375
13 1 1 -1 -1 0,00375 0,1725 0,0575 0,00125
14 1 1 -1 1 0,00375 0,1725 0,0575 0,00375
15 1 1 1 -1 0,00375 0,1725 0,1725 0,00125
16 1 1 1 1 0,00375 0,1725 0,1725 0,00375
17 -2 0 0 0 0 0,115 0,115 0,0025
18 2 0 0 0 0,005 0,115 0,115 0,0025
19 0 -2 0 0 0,0025 0 0,115 0,0025
20 0 2 0 0 0,0025 0,23 0,115 0,0025
21 0 0 -2 0 0,0025 0,115 0 0,0025
22 0 0 2 0 0,0025 0,115 0,23 0,0025
23 0 0 0 -2 0,0025 0,115 0,115 0
24 0 0 0 2 0,0025 0,115 0,115 0,005
25 0 0 0 0 0,0025 0,115 0,115 0,0025
26 0 0 0 0 0,0025 0,115 0,115 0,0025
27 0 0 0 0 0,0025 0,115 0,115 0,0025

A = variavel codificada para Oleo Essencial A (Oleo Essencial de canela); e B = variavel codificada
para Oleo Essencial B (Oleo Essencial de lim4o Taiti), C = variavel codificada para Oleo Essencial C
(Oleo Essencial de cardamomo); D= variavel codificada para Oleo Essencial D (Oleo Essencial de
pimenta-chinesa). As porcentagens foram baseadas em 25% da CMB de cada 6leo utilizado.



Tabela 5 - Proporg¢des (em porcentagem) utilizadas na combinacédo 2 (6leos essenciais de

orégano, canela, cardamomo e pimenta-chinesa).
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Ensaios Variaveis codificadas % de 6leos essenciais
A B C D orégano canela cardamomo  pimenta

1 -1 -1 -1 -1 0,00125 0,0075 0,12 0,0075
2 -1 -1 -1 1 0,00125 0,0075 0,12 0,0225
3 -1 -1 1 -1 0,00125 0,0075 0,36 0,0075
4 -1 -1 1 1 0,00125 0,0075 0,36 0,0225
5 -1 1 -1 -1 0,00125 0,0225 0,12 0,0075
6 -1 1 -1 1 0,00125 0,0225 0,12 0,0225
7 -1 1 1 -1 0,00125 0,0225 0,36 0,0075
8 -1 1 1 1 0,00125 0,0225 0,36 0,0225
9 1 -1 -1 -1 0,00375 0,0075 0,12 0,0075
10 1 -1 -1 1 0,00375 0,0075 0,12 0,0225
11 1 -1 1 -1 0,00375 0,0075 0,36 0,0075
12 1 -1 1 1 0,00375 0,0075 0,36 0,0225
13 1 1 -1 -1 0,00375 0,0225 0,12 0,0075
14 1 1 -1 1 0,00375 0,0225 0,12 0,0225
15 1 1 1 -1 0,00375 0,0225 0,36 0,0075
16 1 1 1 1 0,00375 0,0225 0,36 0,0225
17 -2 0 0 0 0 0,015 0,24 0,015
18 2 0 0 0 0,005 0,015 0,24 0,015
19 0 -2 0 0 0,0025 0 0,24 0,015
20 0 2 0 0 0,0025 0,03 0,24 0,015
21 0 0 -2 0 0,0025 0,015 0 0,015
22 0 0 2 0 0,0025 0,015 0,48 0,015
23 0 0 0 -2 0,0025 0,015 0,24 0
24 0 0 0 2 0,0025 0,015 0,24 0,03
25 0 0 0 0 0,0025 0,015 0,24 0,015
26 0 0 0 0 0,0025 0,015 0,24 0,015
27 0 0 0 0 0,0025 0,015 0,24 0,015

A = variavel codificada para Oleo Essencial A (Oleo Essencial de orégano); e B = variavel codificada

para Oleo Essencial B (Oleo Essencial de canela), C = variavel codificada para Oleo Essencial C (Oleo
Essencial de cardamomo); D= variavel codificada para Oleo Essencial D (Oleo Essencial de pimenta-

chinesa). As porcentagens foram baseadas em 50% da CMB de cada 6leo utilizado.

3.5  Preparo das nanoemulsdes

As nanoemuls6es foram preparadas com os 6leos de canela, limdo Taiti, cardamomo e

pimenta-chinesa utilizando ensaios de combinagdes de Oleos essenciais selecionados na

avaliacdo microbioldgica in vitro (item 3.4), originando duas nanoemulsdes diferentes:
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nanoemulsdo 1 (TRAT 3), composta pelos 6leos essenciais de pimenta-chinesa, cardamomo e
limdo Taiti nas concentragdes de 0,0225%; 1,035% e 1,035%, respectivamente; nanoemulséo
2 (TRAT 4), composta pelos 6leos essenciais de cardamomo, pimenta chinesa e canela nas
concentrag0es, respectivas, de: 1,8%; 0,1125% e 0,1125%. Utilizou-se como agente tensoativo

ndo idnico a lecitina de soja (IMCOPA S / A, Brasil). As nanoemulsdes foram preparadas

mantendo-se a proporcao de 1:3 (2% dos 6leos essenciais, 6% do agente tensoativo e 92% de
agua destilada) em um volume de 200 mL (FIGURA 11).

FONTE: Do autor (2017).

O preparo das nanoemulsdes contendo os 6leos essenciais foi realizado de acordo com
0 método de Joe et al. (2012) com modificagdes. A fase dispersa das nanoemulsdes 0leo-em-
agua (O / A) é representada pelos 6leos essenciais e o tensoativo lecitina de soja. Estes
componentes foram misturados entre si e posteriormente misturados com agua destilada (184
mL).

As amostras foram homogeneizadas por, aproximadamente, 10 minutos em aparelho
Ultra-Turrax (Ika Labortechnik), sendo entdo transferidas para homogeneizador ultrassénico
(Ultrassom digital Sonifier, Modelo 450, Brason Ultrasonic Corporation), no qual
permaneceram por 40 minutos a 85 amplitude (FIGURA 12). A temperatura da emulséo (15°C)
foi controlada por meio da utilizagdo de gelo em torno do copo, sendo realizados intervalos a
cada 10 minutos para que os gelos fossem substituidos e a emulséo se resfriasse. A temperatura

final de cada emulsao foi aferida no final do processo.
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Figura 12 — Preparo das nanoemulsdes.

Volume mihimo de
amostra: 50 mL

FONTE: Do autor (2017).

Apos preparo das nanoemulsdes, o tamanho das particulas foi medido em analisador de
tamanho de particulas por dispersdo de luz estatica (DLS) (Mastersizer 3000, Malvern
Instruments, Malvern, Reino Unido) para conferéncia do diametro médio das particulas em
escala nanométrica (SILVA et al., 2012; KLANG et al., 2012). As amostras foram diluidas em
agua destilada (1:10) para evitar efeitos de espalhamento multiplo. As analises foram feitas em
temperatura ambiente (25°C) e os indices de refragdo utilizados para o 0leo e a fase aquosa
foram 1,47 e 1,33, respectivamente. Calculou-se o didmetro hidrodindmico medio das particulas
da amostra, representado como (DH), e o indice de polidispersividade (PDI) das nanoemulsoes,
por meio da Equacéo 1:

d90—-d10
aso

PDI = (Equacéo 1)

Em que:

d10: didmetro das particulas em 10% de volume acumulado

d50: diametro das particulas em 50% de volume acumulado (diametro médio das particulas)

d90: diametro das particulas em 90% de volume acumulado
(d90-d10): intervalo de dados
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3.6  Fabricacdo da Mortadela

Na Tabela 6 encontra-se a formulacdo da mortadela utilizada no experimento. Foram
realizados 5 tratamentos, sendo todos adicionados de nitrito de sddio (75mg/Kg), variando-se
apenas as combinagdes de Oleos essenciais e suas nanoemulsfes (baseadas nos ensaios
microbiol6gicos in vitro), e quantidades de agua/gelo adicionados durante a formulacdo do

produto.

Tabela 6 - Formulacdo da mortadela utilizada no experimento e as porcentagens dos 6leos
essenciais, nitrito de sddio, agua/gelo e nanoemulséo dos cinco tratamentos de

mortadela.
Ingredientes % Tratamentos  Oleos (%) Nitrito ~ Agua/gelo Nanoemulsdo
de sodio (%)** (%)***
(%0)
Carne suina 58,50 Controle - 0,0075 20,00 -
Toucinho 14,00  Tratamento Combinacdo  0,0075 20,00 -
1 1*
Sal 1,90 Tratamento  Combinagéo 0,0075 20,00 -
2 2*
Polifosfato 0,50 Tratamento Nanoemulsdo  0,0075 8,50 11,50
3 1*
Fécula de 5,00 Tratamento Nanoemulsdo  0,0075 6,50 13,50
mandioca 4 2%
Acido 0,05
ascoérbico

* Controle; Combinagdo 1: 0,115% dleo de limdo Taiti, 0,115% 06leo de cardamomo, 0,0025% 6leo de
pimenta chinesa; Combinagéo 2: 0,015% oleo de canela, 0,24% o6leo de cardamomo, 0,015% oOleo de
pimenta chinesa; Nanoemulsdo 1: 0,0225% 6leo de pimenta chinesa, 1,035% o6leo de cardamomo,
1,035% o6leo de limao Taiti (as concentracdes de cada 6leo essencial foram encontradas multiplicando-
se as porcentagens obtidas no ensaio escolhido da combinacdo 1 por 9 para que a nanoemulsao elaborada
estivesse a 2%) ; Nanoemulsdo 2: 1,8% 6leo de cardamomo, 0,1125% 6leo de pimenta chinesa, 0,1125%
6leo de canela (as concentragdes de cada Gleo essencial foram encontradas multiplicando-se as
porcentagens obtidas no ensaio escolhido da combinacdo 2 por 7,5 para que a nanoemulséo elaborada
estivesse a 2%)

** Os tratamentos contendo as hanoemulsdes tiveram a porcentagem de agua/gelo diminuida uma vez
que estas possuem elevada concentracdo de agua em sua composi¢do. O tratamento 3, contendo a
nanoemulsdo correspondente a combinacdo 1 (nanoemulsdo 1), apresentou 8,5% de Aagua/gelo
adicionado durante a formulacdo da mortadela e o tratamento 4, contendo a nanoemulséo correspondente
a combinacdo 2 (nanoemulséo 2) apresentou 6,5% de agua/gelo adicionado durante a formulac¢do da
mortadela.

***as nanoemulsGes preparadas apresentam em sua formulacdo 6% de agente tensoativo lecitina de
soja e 92% de agua destilada.

A carne suina e o toucinho, previamente congelados, foram moidos em discos de 6 mm

e transferidos para um cutter para homogeneizacdo e adicdo dos demais ingredientes.
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Inicialmente, adicionou-se a carne suina e o gelo ao cutter. Ap6s homogeneizagdo, foram
adicionados os seguintes ingredientes, nesta ordem: polifosfato; sal e 4cido ascorbico. A seguir,
diminui-se a velocidade do cutter, adicionando-se a fécula de mandioca, o toucinho e o nitrito
de sédio, misturando-os a médo. Ligou-se novamente o cutter, adicionando-se as misturas dos
6leos essenciais ou das nanoemulsdes. Apds homogeneizacdo, a massa foi embutida em tripa
sintética (poliamida), de forma a se obter mortadelas com cerca de 500 g. A massa obtida foi
mantida em camara fria (4 °C), por 24 horas, para o processo de cura. A coccdo foi realizada
por imersdo em banho-maria de acordo com a seguinte programagcdo: 55°C por 30min, 65°C
por 30min, 75°C por 30min e 85°C por 30min, quando a temperatura interna alcangou 72°C
(medida com termopar). Todo o processo de cozimento foi monitorado com auxilio de um
termdmetro, com mensuragdo da temperatura do banho-maria. Ap6s o0 cozimento, a mortadela
foi mantida em aproximadamente, 4°C, por 24h. Decorrido este periodo, iniciaram-se as
analises fisico-quimicas e microbiologicas. Foram produzidos no total 5 kg de mortadela, sendo
1 kg para cada tratamento (500g para as analises fisico-quimicas e 500g para as analises

microbioldgicas) (FIGURA 13). O experimento foi realizado com duas repeti¢des em triplicata.
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Figura 13 - Mortadelas elaboradas e porcionamento destas em fatias para as analises
microbiologicas e fisico-quimicas.

FONTE: Do autor (2017).

ApOs cozimento, as mortadelas foram separadas em fatias de 25g paras as analises
microbioldgicas, trituradas e inoculadas com 10° UFC/g de células vegetativas de C.
sporogenes, sendo entdo embaladas em sacos plésticos, seladas a vacuo e armazenadas a
14°C+1°C (FIGURA 11). As amostras foram analisadas ap6s 0, 5, 10, 15 e 20 dias de
armazenamento para enumeracdo de células vegetativas e enddsporos de C. sporogenes. As
mortadelas utilizadas para as andlises fisico-quimicas, ap6s cozimento, foram separadas em
porcdes de 60g em embalagens plésticas, seladas a vacuo e armazenadas a 4°C+1°C. As
amostras foram analisadas ap0s 1, 21 e 30 dias de armazenamento quanto a atividade de agua,

pH, oxidacdo lipidica, teor de nitrito residual e analise de cor objetiva.
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3.7  Enumeracéo de Clostridium sporogenes nas mortadelas

As embalagens com as fatias de mortadelas inoculadas com C. sporogenes foram abertas
de forma asséptica e adicionadas de 225 mL de &gua peptonada 0,1% (m/v), sendo
homogeneizadas em Stomacher Metroterm® (490 golpes/min) por 3 minutos.

Imediatamente apds a homogeneizacédo, diluicdes seriadas em agua peptonada 0,1%
(m/v) foram realizadas para que se pudesse realizar a contagem das células vegetativas.
Aliquotas de 500uL das dilui¢cGes adequadas foram transferidas para placas de Petri contendo
0 SPS Agar (Sulfite Polymyxin Sulfadiazine Agar), um meio diferencial para microrganismos
sulfito redutores, com plaqueamento em profundidade com sobrecamada, e incubadas a
37°C/48h em condi¢Oes anaerdbicas (FIGURA 14).

Figura 14 - Crescimento de células vegetativas de C. sporogenes em meio SPS &gar ap0s
incubacao.

FONTE: Do autor (2017).

Os enddsporos de C. sporogenes na mortadela foram quantificados por meio da técnica
do Ndmero Mais Provavel (NMP). Apds homogeneizacdo, as amostras foram submetidas ao
choque térmico, 75°C/15 min, seguido de banho de gelo para inativacdo das células viaveis.
Aliquotas de 1 mL de cada diluicdo foram transferidas para tubos de rosca contendo 5 mL do
Caldo Reinforced Clostridium Base, e incubados a 37°C/48h em condi¢Bes anaerdbicas,
geradas pela adicdo de 6leo mineral. Todas as anélises foram realizadas em triplicata.
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3.8  Andlises tecnoldgicas

3.8.1 Atividade de Agua

A atividade de 4gua da mortadela foi avaliada diretamente em aparelho Aqualab modelo
Séries 3TE (Dacagon Devices Inc.). Aproximadamente 2g das amostras foram dispostas em
recipientes plasticos para leitura. A temperatura foi controlada (25 +/- 0,3°C) durante as

leituras. Estas foram realizadas em triplicata.

38.2 pH

Os valores de pH das mortadelas foram medidos, em triplicata, de forma direta por meio
da insercéo de um eletrodo combinado, acoplado a um potencidometro (DM20-Digimed, S&o
Paulo, SP, Brasil).

3.8.3 Concentracgao de nitrito residual

A determinacdo dos teores de nitrito residual seguiu o método oficial n® 973.31 da
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1998) com pequenas alteracdes
(procedimento de extracdo) e a metodologia proposta por Merino (2009) (quantificacéo).
Aproximadamente, 5g de mortadela foram triturados e homogeneizados com 40 mL de agua
destilada aquecida a 80°C. A solucdo foi entdo transferida para um baldo volumétrico de 250
mL. Sucessivas lavagens foram conduzidas com agua quente, até que o volume aproximado de
150 mL fosse atingido. O baldo volumétrico permaneceu em banho-maria, sendo agitado
ocasionalmente, por, aproximadamente, duas horas, a uma temperatura de 80 °C. Apo6s 0
repouso, o baldo foi resfriado a temperatura ambiente e seu volume completado para 250 mL
com agua destilada, sendo entdo a solucéo filtrada.

Preparou-se dois reagentes denominados de Cor | e Cor Il para quantificacdo da

concentracéo de nitrito residual:

e Reagente de Cor I: 0,5 g de sulfanilamida foram dissolvidos em 25 mL de agua

destilada sob aguecimento. A solucao foi esfriada, sendo adicionado 26,5 mL de
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acido cloridrico 1,0 M., sob constante agitacdo. Completou-se o volume para
100 mL com &gua destilada.
e Reagente de Cor Il: 0,05 g de N- (1-naftil) etilenodiamine hidrocloreto foram

dissolvidos em 50 mL de &gua destilada.

Um volume de 2,0 mL do filtrado foi transferido para tubos de ensaio envoltos em papel
aluminio para protecdo contra a luz. Adicionou-se 1 de mL de dgua, misturando-se a solugéo.
0,2 mL de solugdo Cor | foram adicionados a mistura e homogeneizados. Os tubos foram
mantidos no escuro, a temperatura ambiente, por, aproximadamente, 5 min. 0,2 mL de solucgéo
Cor 1l foram adicionados a solucdo, agitando-a. 6,6 mL de agua foram adicionados a solucéo,
sendo esta mantida no escuro por 15 mim (temperatura ambiente) para o desenvolvimento da
cor. Decorrido este periodo de tempo, realizou-se a leitura em espectrofotémetro a 540 nm. As
analises foram realizadas em duplicatas e a concentracdo de nitrito residual determinada

utilizando-se de uma curva analitica de NO»Na.

3.8.4 Oxidagao lipidica (indice de TBARS)

A andlise do Indice de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitrico (TBARS) foi
determinada segundo metodologia proposta por Raharjo, Sofos e Schmidt (1992), com
pequenas alteragdes.

Cerca de 5 g de amostra foram pesadas e misturadas a 20 mL de &cido tricloroacético
(TCA) 5% e 0,5 mL do butil hidroxitolueno (BHT) 0,15% (em etanol). A solucdo foi
homogeneizada em aparelho Ultra-Turrax (lka Labortechnik), por, aproximadamente, 30
segundos e filtrada em papel de filtro em um baldo volumétrico de 25 mL. O volume foi
completado com TCA 5%. Em seguida, adicionou-se 2 mL do reagente acido tiobarbitarico
(TBA) 0,08M ao filtrado, sendo entdo submetida a solucdo ao banho-maria fervente por exato 5
minutos. Decorrido este periodo, as solugdes foram resfriadas em banho de gelo por 5 minutos e
uma aliquota foi retirada para a leitura da absorbancia a 532 nm.

Determinou-se a concentragcdo de malonaldeido (MAD) a partir de uma curva analitica
de calibracdo utilizando o 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP). Os resultados foram expressos em

miligramas de malonaldeido, por quilograma de amostra (mg de MAD/Kg).
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3.8.5 Cor Objetiva

O colorimetro espectrofotométrico CM700 (Konica Minolta Sensings Inc, Japdo) foi
utilizado para analise objetiva da cor final das mortadelas. O iluminante utilizado foi o D65
com angulo 10° para o observador, luz especular excluida e o sistema de cor CIELAB, seguindo
as recomendac0es descritas por Ramos et al. (2009) para produtos curados.

Os indices de cor L*, a* e b* foram obtidos de acordo com o valor médio de cinco
leituras realizadas em diferentes pontos de superficie interna das fatias de mortadela. Os indices
de saturagdo (C*), angulo de tonalidade (H*) e diferenca global (4£*) foram calculados de
acordo com as formulas descritas por Ramos e Gomide (2007):

C* = (a*’+ b*?)V2; (Equagéo 2)
H* = tan? (b*/a*); (Equacéo 3)
AE* = [ (AL¥*+ (da*)*+ (4b*)?]¥?  (Equacdo 4)
A diferenca global (AE*) foi calculada com relagdo aos controles de cada periodo de

estocagem analisado.

3.9  Microscopia Eletronica de Varredura

Amostras de, aproximadamente, 1g de mortadela de cada tratamento analisado no tempo
de 5 dias foram coletadas, armazenando-as em tubos Eppendorf com solugédo fixativa
(Karnovisk’s modificado com pH 7,5) por um periodo de 30 dias. Decorrido este tempo, as
amostras foram lavadas em tampdo cacodilato por trés vezes de 10 min cada, para retirar os
residuos de glutaraldeido que podiam reduzir o tetréxido de 6smio presentes na solucdo fixativa.
Em seguida, as amostras foram lavadas com gradientes de acetona (25, 50, 75, 90 e 100%) por
trés vezes de 10 min cada, afim de ocorrer desidratacdo. Apds este processo, as amostras foram
levadas ao aparelho de ponto critico para completar a secagem por, aproximadamente, 40 min.
As amostras foram montadas em stubs e entdo cobertas com banho de ouro e levadas ao
Microscopio Eletronico de Varredura (LEO EVO 40 XVP, Carl Zeiss) com sistema de

microanalise de raios X da Bruker (Quantax EDS) e criosystem (Gatan) para observacao.
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3.10 Analises Estatisticas

A técnica empregada para avaliar a atividade antimicrobiana das diferentes
combinacdes dos Oleos essenciais foi a analise dos componentes principais (PCA). Utilizou-se
o software Chemoface para uma prévia analise para que se obtivesse o melhor ajuste dos dados.

O modelo de planejamento composto central rotacional (DCCR) foi utilizado para
analise das combinagdes dos 6leos essenciais e compostos majoritarios por meio do software
Statistica 8.0 (STASOFT, 2008).

O experimento foi realizado com base em um delineamento inteiramente casualizado
(DIC). Para as andlises microbioldgicas, utilizou-se o esquema fatorial (5x5), sendo cinco
tratamentos em cinco tempos de armazenamento. Ja para as analises fisico-quimicas utilizou-
se 0 esquema fatorial (5x3), sendo cinco tratamentos em trés tempos de armazenamento. Os
resultados obtidos foram submetidos a anélise de varidncia (ANOVA), com software SISVAR,

sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Concentragdo minima bactericida (CMB) dos 6leos essenciais

A Tabela 7 traz as concentra¢@es minimas bactericidas (CMB) encontradas para os 6leos
essenciais testados in vitro sobre Clostridium sporogenes ATCC 11437. A concentracédo
minima bactericida (CMB) é definida como a menor concentracdo do antimicrobiano que ir&
impedir o crescimento microbiano, sendo utilizada por muitos pesquisadores como indicativo
do desempenho do antimicrobiano testado (ANDREWS, 2001). Neste trabalho, ela fornece

informacdes sobre o desempenho dos dleos essenciais analisados.

Tabela 7 - Concentragdo minima bactericida (CMB), em percentagem, dos diferentes 6leos
essenciais testados sobre Clostridium sporogenes ATCC 11437.

Oleos essenciais

e CMB (%)
Nome popular Nome cientifico
Canela Cinnamomum zeylanicum 0,10
Limao Taiti Citrus latifolia 1,00
Orégano Origanum vulgare 0,05
Cardamomo Elettaria cardamomum 1,00
Pimenta-chinesa Litsea cubeba 0,10

O Oleo essencial de orégano apresentou a menor CMB in vitro, sendo o agente
antimicrobiano mais eficiente frente ao crescimento de C. sporogenes. Ele foi seguido pelos
Oleos essenciais de canela e pimenta-chinesa, sendo o6leos essenciais de limdo Taiti e
cardamomo 0s que apresentaram as maiores CMB.

As diferencas da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais sdo explicadas pela
presenca de um grande nimero de constituintes em concentra¢des variadas que influencia na
acao e nos mecanismos de acdo de cada 0Oleo essencial. Eles sdo constituidos por inumeros
componentes e pesar dos componentes majoritarios estarem diretamente associados a acao
antimicrobiana de cada 6leo essencial, muitas vezes a bioatividade do 6leo pode ser atribuida a
presenca de uma mistura de componentes em menores concentra¢fes, juntamente com o
componente majoritario, que modificam a atividade do 6leo exercendo efeito sinérgico (CALO
et al., 2015; RAUT; KARUPPAYIL, 2014).
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O oOleo essencial de orégano apresenta como compostos majoritarios 0s compostos
fenolicos carvacrol e timol ambos com acdo, principalmente, na membrana celular bacteriana,
alterando sua permeabilidade. Além disso, ha evidéncias de que alguns componentes presentes
em menores quantidade que os compostos fenélicos, como y-terpineno e p-cimeno, interferem
na atividade antimicrobiana por produzirem efeito sinérgico entre o0s demais
componentes (SILVA et al., 2010).

O oleo essencial de canela tem sua atividade antimicrobiana relacionada,
principalmente, a presencga de dois componentes majoritarios: cinamaldeido e eugenol, ambos
podendo atuar na membrana celular do microrganismo, alterando sua permeabilidade e
danificando-a (BALAGUER et al., 2013; SHREAZ et al., 2012; BANG et al., 2000). Além
disso, o eugenol, conhecido por ser um forte antioxidante, pode penetrar nos lipopolissacarideos
da membrana celular de bactéras Gram-Negativas, alterando sua estrutura celular e levando ao
vazamento de constituintes intracelulares, levando as células ao colpaso. A inibigdo das fungdes
de proteinas e enzimas, como ATPases, fundamentais para sintese de ATP, também sdo
observadas na presenca deste composto (DEVI et al., 2010; GILL; HOLLEY, 2006; MOON;
KIM; CHA, 2011).

O dleo essencial de pimenta-chinesa apresenta como composto majoritario o geraniol
que apresenta, principalmente, elevada atividade antiflngica. Esta pode ser atribuida a dois
efeitos combinados: um aumento da bicamada lipidica e extravasamento de ions. Esses efeitos
alteram o equilibrio osmético da célula, tornando as proteinas associadas a membrana
ineficientes, levando a célula a morte (CHEN; VILJOEN, 2010).

O 6leo essencial de cardamomo apresenta constituicdo variada, sendo seus compostos
majoritarios o eucaliptol e o terpinol. Gochev et al. (2012) determinaram a composi¢ao quimica
do extrato advindo das sementes de cardamomo por meio de extracdo com tetrafluoretano,
encontrando como compostos majoritarios (concentracdo superior a 3%) acetato de terpinila
(36,8%), 1,8-cineol (29,2%), acetato de linalilo (5,2%), sabineno (3,9%) e linalol (3,1%). Neste
estudo, também se comprovou a atividade antimicrobiana do dleo essencial de cardamomo
contra espécies patogénicas de S. aureus, S. epidermidis e Salmonella Abony.

Os 0leos essenciais derivados de frutas citricas, como o 0leo essencial de limdo Taiti,
apresentam como principais compostos monoterpénicos o citral, linalol e limoneno.
(COLECIO-JUAREZ et al., 2012). Apesar dos efeitos antimicrobianos do citral serem bem
conhecidos, os mecanismos de inibi¢cdo do crescimento microbiano, leséo e inativagao celular

ndo sdo completamente elucidados. Danos e ruptura da membrana celular tém sido observados
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em tratamentos com citral e outros terpenos, levando a um extravasamento de ions especificos
que tem efeitos sobre a forca préton motiva, os niveis de ATP intracelular e o funcionamento
geral das celulas microbianas (SOMOLINOS et al., 2010).

Ouattara et al. (1997) demonstraram que os 6leos essenciais que possuem como
compostos majoritarios o timol, carvacrol e eugenol (como o orégano e a canela) apresentam
maior atividade antimicrobiana do que outros éleos constituidos por outros componentes
majoritarios, corroborando com os dados encontrados no presente trabalho.

Rodrigues (2014) avaliou a atividade antimicrobiana de diferentes 6leos essenciais
contra C. botulinum tipo E, obtendo melhor efeito antimicrobiano com a utilizacdo dos 6leos
essenciais de orégano e canela, sendo este Gltimo o que apresentou melhor atividade
antimicrobiana (CMB de 0,5%), seguido do 6leo essencial de orégano. Os 6leos essenciais
testados no presente trabalho apresentaram concentra¢cbes minimas bactericidas abaixo ou
préximas dos valores encontrados por este autor, sugerindo que essa baixa concentracao é
vidvel para a industria alimenticia, podendo ser adicionada sem alterar de forma exacerbada as

caracteristicas sensoriais dos produtos.

4.2. Concentragdo minima bactericida das combinag6es dos 6leos essenciais

Os efeitos antimicrobianos dos 6leos essenciais de orégano, canela, limdo Taiti,
cardamomo e pimenta-chinesa foram analisados, em duas combinagdes diferentes, utilizando-
se a concentragdo minima bactericida encontrada para cada 6leo essencial (Tabelas 8 e 9). Os
ensaios seguiram o modelo estatistico Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR),
sendo avaliado se houve crescimento microbiano (+) ou inibi¢cdo do crescimento microbiano (-
) pelas combinacdes dos Oleos essenciais testadas. Por meio da Analise dos Componentes
Principais (PCA) é possivel verificar quais 6leos contribuiram mais a atividade antimicrobiana
de cada combinagédo (FIGURAS 15 e 16).
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Tabela 8 - Proporcdes (em porcentagem) utilizadas na combinacgéo 1 (6leos essenciais de
canela, limdo Taiti, cardamomo e pimenta-chinesa) e resposta quanto a atividade

antimicrobiana.

Oleos essenciais (%)

Ensaios canela limdo Taiti cardamomo pimenta-chinesa Crescimento
microbiano
1 0,00125 0,0575 0,0575 0,00125 +
2 0,00125 0,0575 0,0575 0,00375 -
3 0,00125 0,0575 0,1725 0,00125 -
4 0,00125 0,0575 0,1725 0,00375 -
5 0,00125 0,1725 0,0575 0,00125 -
6 0,00125 0,1725 0,0575 0,00375 -
7 0,00125 0,1725 0,1725 0,00125 -
8 0,00125 0,1725 0,1725 0,00375 -
9 0,00375 0,0575 0,0575 0,00125 -
10 0,00375 0,0575 0,0575 0,00375 -
11 0,00375 0,0575 0,1725 0,00125 -
12 0,00375 0,0575 0,1725 0,00375 -
13 0,00375 0,1725 0,0575 0,00125 -
14 0,00375 0,1725 0,0575 0,00375 -
15 0,00375 0,1725 0,1725 0,00125 -
16 0,00375 0,1725 0,1725 0,00375 -
17 0 0,115 0,115 0,0025 -
18 0,005 0,115 0,115 0,0025 -
19 0,0025 0 0,115 0,0025 +
20 0,0025 0,23 0,115 0,0025 -
21 0,0025 0,115 0 0,0025 -
22 0,0025 0,115 0,23 0,0025 -
23 0,0025 0,115 0,115 0 -
24 0,0025 0,115 0,115 0,005 -
25 0,0025 0,115 0,115 0,0025 -
26 0,0025 0,115 0,115 0,0025 -
27 0,0025 0,115 0,115 0,0025 -

*As porcentagens foram baseadas em 25% da CMB de cada 6leo utilizado; (+): houve crescimento
microbiano; (-): houve inibi¢do do crescimento microbiano.
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Tabela 9 - Proporg¢des (em porcentagem) utilizadas na combinagdo 2 (6leos essenciais de
orégano, canela, cardamomo e pimenta-chinesa) e resposta quanto a atividade
antimicrobiana.

Oleos essenciais (%)

Ensaios orégano canela cardamomo pimenta Crescimento
chinesa microbiano
1 0,00125 0,0075 0,12 0,0075 +
2 0,00125 0,0075 0,12 0,0225 +
3 0,00125 0,0075 0,36 0,0075 -
4 0,00125 0,0075 0,36 0,0225 +
5 0,00125 0,0225 0,12 0,0075 -
6 0,00125 0,0225 0,12 0,0225 -
7 0,00125 0,0225 0,36 0,0075 -
8 0,00125 0,0225 0,36 0,0225 -
9 0,00375 0,0075 0,12 0,0075 +
10 0,00375 0,0075 0,12 0,0225 -
11 0,00375 0,0075 0,36 0,0075 +
12 0,00375 0,0075 0,36 0,0225 -
13 0,00375 0,0225 0,12 0,0075 -
14 0,00375 0,0225 0,12 0,0225 -
15 0,00375 0,0225 0,36 0,0075 -
16 0,00375 0,0225 0,36 0,0225 -
17 0 0,015 0,24 0,015 -
18 0,005 0,015 0,24 0,015 -
19 0,0025 0 0,24 0,015 +
20 0,0025 0,03 0,24 0,015 -
21 0,0025 0,015 0 0,015 +
22 0,0025 0,015 0,48 0,015 -
23 0,0025 0,015 0,24 0 +
24 0,0025 0,015 0,24 0,03 -
25 0,0025 0,015 0,24 0,015 -
26 0,0025 0,015 0,24 0,015 -
27 0,0025 0,015 0,24 0,015 -

*As porcentagens foram baseadas em 50% da CMB de cada 6leo utilizado. (+): houve crescimento
microbiano; (-): houve inibicdo do crescimento microbiano.



Figura 15 - Pesos da Analise de Componente Principais (PCA) da acéo bactericida sobre
Clostridium sporogenes dos diferentes ensaios da combinacdo 1 (6leo essencial
de canela, liméo Taiti, cardamomo e pimenta-chinesa).
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Figura 16 - Pesos da Analise de Componente Principais (PCA) para os diferentes ensaios da
combinacéo 2 (6leo essencial de orégano, canela, cardamomo e pimenta-chinesa)
sobre a inibicdo de Clostridium sporogenes.
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Pode-se observar que, para a combinacdo 1 (com 25% da CMB de cada 6leo), houve
inibicdo do crescimento de C. sporogenes em praticamente todos os ensaios, com exce¢do dos
ensaios de nimero 1 e 19, sugerindo um efeito sinérgico entre os 6leos testados, uma vez que
alcangaram elevada atividade antimicrobiana em baixas concentragdes. Os ensaios onde se
observou o menor crescimento microbiano (1 e 19) apresentaram as menores concentragdes do
0leo essencial de limédo Taiti, 0,0575% e 0%, respectivamente, indicando que a auséncia ou
presenca em baixas concentracGes deste Oleo favoreceu o crescimento microbiano, fato
comprovado por meio da Analise dos Componentes Principais (PCA) na Figura 15, em que é
possivel constatar que o 6leo essencial de limédo Taiti foi o que apresentou maior contribuicao
para a inibicdo das células vegetativas de C. sporogenes, uma vez que ele se apresenta mais
proximo da linha de inibicdo. Apesar deste Oleo ter apresentado valor de CMB mais baixo
(CMB de 1,00%) que os 6leos essenciais de canela e pimenta-chinesa (ambos com CMB de
0,10%) quando utilizado sozinho nos ensaios in vitro, ao ser utilizado juntamente com esses
6leos nesta combinacédo, foi potencializado, fazendo com que ele fosse o componente de maior

influéncia sobre a inibi¢do do crescimento de C.sporogenes. Ele foi seguido do 6leo essencial
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de cardamomo e canela que apresentaram atividades inibitérias intermediarias e semelhantes,
sendo o Oleo essencial de pimenta-chinesa o que apresentou menor contribuicdo na atividade
bactericida.

Embora o 6leo essencial de canela seja considerado um dos compostos antimicrobianos
de maior atividade antimicrobiana, como a maioria dos estudos sugere uma vez que possui
como compostos majoritarios compostos fendlicos (eugenol e cinamaldeido), observou-se que
ao ser utilizado com os 6leos essenciais de limdo Taiti, cardamomo e pimenta-chinesa nos
ensaios da combinacdo 1, teve sua acdo antimicrobiana diminuida, provavelmente devido a
presenca de algum outro componente majoritario ou até mesmo componentes encontrados em
menores concentragcdes presentes nos demais 6leos, 0 que levou a efeitos antagénicos
(SAMARASEKERA; KALHARI; WEERASINGHE, 2005).

Para a combinacédo 2 (com 50% da CMB de cada 06leo), observou-se que 0s ensaios 1,
2,4,9,11, 19, 21 e 23 apresentaram crescimento de C. sporogenes. Nos demais ensaios, houve
inibicdo. Apesar desta combinagdo ter apresentado efeitos antimicrobianos inferiores quando
comparada a combinacdo 1, uma vez que se observou crescimento microbiano em 8 ensaios, a
maioria dos ensaios apresentou atividade bactericida, o que sugere o sinergismo antimicrobiano
entre os 6leos essenciais. O 6leo essencial de canela foi o que apresentou maior contribuicdo na
inibicdo das células de Clostridium sporogenes nesta combinacdo, como mostra a Analise dos
Componentes Principais (PCA) na Figura 16. Ele foi seguido dos Gleos essenciais de
cardamomo e pimenta-chinesa que apresentaram atividade bactericida semelhantes. Apesar do
Oleo essencial de orégano ser descrito na literatura como um dos antimicrobianos mais
eficientes devido a presenca do carvacrol (um composto fendlico) como composto majoritério,
ao ser utilizado em conjunto com os 6leos essenciais de canela, pimenta-chinesa e cardamomo,
teve sua atividade antimicrobiana afetada, ndo influenciando de forma significativa na inibicao
do C. sporogenes, apresentando menor contribuicdo na atividade antimicrobiana (maior
distancia da linha de inibicdo) (BOUDINE et al., 2016; PESAVENTO et al., 2015).

O raciocinio sinérgico para o uso de 6leos essenciais de forma combinada se baseia no
fato de que os 6leos combinados apresentam multiplos modos de agéo, respeitando o principio
de que a acdo de um 6leo combinado é maior do que a soma total dos componentes quimicos
conhecidos e desconhecidos. A sinergia representa uma forma de interagdo dindmica em
oposicdo a simples resposta de adi¢cdo. N&o é necessariamente sempre positiva, uma vez que 0

antagonismo também pode ocorrer e, ambas as situa¢fes, podem existir dentro de dado 6leo
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essencial e de mistura de Oleos essenciais, dependendo da dose, aplicacdo e propriedades
(HARRIS, 2002).

As diferencas encontradas quanto as atividades antimicrobianas dos diferentes 0leos
essenciais testados podem ser explicadas devido a natureza dos 6leos, composicao, grupos
funcionais, e possiveis interacdes (sinérgicas ou antagbnicas). Essas diferencas encontradas
entre os 6leos podem ser decorrentes de fatores ecoldgicos e de crescimento das plantas
(CHANG; CHEN; CHANG, 2011).

Com base nos efeitos sinérgicos observados nas combinacdes, nos resultados
bactericidas e nos possiveis impactos sensoriais da adicdo dos 6leos na mortadela, foram
selecionados um ensaio de cada combinagdo (ensaio 17 em ambas as combinagdes) para
elaboracdo das nanoemulsées e adi¢do no produto carneo. Foram elas: combinacao 1 (0% 6leo
de canela + 0,115% oleo de liméo Taiti + 0,115% oleo de cardamomo + 0,0025% Oleo de
pimenta chinesa); combinacdo 2 (0% 6leo de orégano + 0,015% 6leo de canela + 0,24% 6leo

de cardamomo + 0,015% 6éleo de pimenta-chinesa).

4.3 Caracterizagdo das nanoemulsdes: diametro hidrodinAmico medio das particulas e

indice de polidispersividade (PDI)

As duas nanoemulsdes elaboradas (TRAT 3 e TRAT 4) foram caracterizadas quanto ao
diametro hidrodindmico médio de particulas e ao indice de polidispersividade (PDI) (Tabela
10).

Tabela 10 - Caracterizacdo do diametro médio das particulas para os TRAT 3 e TRAT 4.

Tratamentos* DH (nm) d10 (nm) d50 (nm) d90 (nm) PDI
TRAT 3 47,3 2,10 6,60 22,9 3,15
TRAT 4 45,5 2,11 6,30 20,0 2,84

* TRAT 3: nanoemulséo constituida por 0,0225% 6leo de pimenta chinesa, 1,035% éleo de cardamomo,
1,035% o6leo de limdo Taiti; TRAT 4: nanoemulsdo constituida por 1,8% 6leo de cardamomo, 0,1125%
6leo de pimenta chinesa, 0,1125% 6leo de canela.

O indice de polidispersividade (PDI) fornece informacGes sobre o grau de
homogeneidade de uma amostra. Quanto menor o seu valor, maior serd a homogeneidade do
didmetro de particulas no sistema e vice-versa (CHEONG; TAN, 2010; LIU; WU, 2010).
Valores inferiores a 0,1 podem estar associados a elevada homogeneidade na distribui¢cdo do

diametro das particulas. Ja os valores superiores a 0,1, mostram ampla distribuicdo de tamanho
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das particulas (GAUMET et al., 2008). Ambos os tratamentos apresentaram PDI superior a 0,1,
indicando que h& maior dispersdo do tamanho das particulas das nanoemulsfes elaboradas.
Quanto ao diametro hidrodinamico meédio das particulas (DH), ambos os tratamentos
apresentaram DH em escala nanométrica, confirmando que a emulséo elaborada corresponde a

uma nanoemuls&o.
A Figura 17 mostra a varia¢do da densidade de volume de amostra (%) em funcgéo dos

diametros das particulas encontrados para cada nanoemuls&o.

Figura 17 - Variacdo da densidade de volume da amostra (%) em funcdo do diametro das
particulas (um) da (A) nanoemulsdo 1 (TRAT 3) e (B) nanoemulséo 2 (TRAT 4).
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Observa-se que, ambas as nanoemulsdes elaboradas, apresentaram a maior parte das
particulas com didmetro em escala nanométrica (inferiores a 0,1pum) (FIGURA 17).

O tamanho diminuto das particulas das nanoemulsdes significa que elas geralmente
possuem melhor estabilidade fisica contra a separacdo gravitacional, floculacdo e coalescéncia
do que as emulsBes convencionais. Além disso, a medida que o tamanho das particulas diminui,

a atividade biologica dos compostos ativos encapsulados dentro de emulsdes ou nanoemulsoes
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aumenta, fazendo com que haja uma maior interacdo entre os 0leos essenciais e a membrana
celular microbiana, levando a célula a morte. Além disso, os materiais encapsulantes fazem o
escudo entre os 0leos essenciais e a matriz alimentar, entregando-os em locais especificos (fases
com alto teor de &gua, onde os microrganismos proliferam preferencialmente) com maior
estabilidade e dispersibilidade. Além disso, os OE’s podem agir sinergicamente com o agente
transportador, aumentando assim a atividade antimicrobiana dos OE’s nanoencapsulados
(CHANG; McLANDSBOROUGH; McCLEMENTS, 2015; PRAKASH et al., 2018). Logo, a
encapsulagcdo de componentes funcionais em nanoemulsdes se mostra, em muitos aspectos,
muito eficiente, despontando como excelente ferramenta para o uso de antimicrobianos naturais
nos alimentos.

Moraes-Lovison et al. (2017) avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
orégano nanoemulsionado contra S. aureus e E. coli, in vitro e em paté de frango, comprovando
efeito antimicrobiano da nanoemulsdo, ndo tendo observado alteragcBes nas caracteristicas
fisico-quimicas do produto a base de carne. Guerra-Rosas et al. (2017) verificaram a atividade
antimicrobiana de nanoemulsdes elaboradas com os 6leos essenciais de tomilho, liméo, orégano
e pectina de alta metoxilacdo contra E. coli e Listeria innocua durante 56 dias de
armazenamento, comprovando a eficcia das nanoemulsGes no controle do crescimento
microbiano, sendo a nanoemulsdo composta por limdo e pectina a que apresentou maior
atividade antimicrobiana. Foi observada diminuicdo na atividade antimicrobiana durante o
tempo de armazenamento, independentemente do tipo de 6leo essencial utilizado, relacionando

a perda de compostos volateis ao longo do tempo.

4.4 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais combinados e das nanoemulsdes
incorporadas por eles sobre células vegetativas e enddsporos de Clostridium sporogenes

inoculado em mortadela

A contagem de células vegetativas foi afetada significativamente (P<0,05) pelos
tratamentos e pelo tempo de estocagem. Porém, ndo houve interagéo significativa entre os dois
parametros (P>0,05). Ja a contagem de enddsporos foi afetada de forma significativa (P<0,05)
apenas com o0s tempos de estocagem, ndo sendo afetada significativamente pelos tratamentos
(P>0,05). Nao houve interacdo significativa entre os tratamentos e tempo de estocagem das

mortadelas. A partir dos dados obtidos pela ANOVA, foi realizado o Teste de Tukey para 0s
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parametros que influenciaram na contagem microbiana de forma significativa (TABELAS 11
e 12).

Tabela 11 - Efeito dos tratamentos e dos tempos de armazenamento sobre células vegetativas
de Clostridium sporogenes (Log UFC/g) inoculadas em mortadelas adicionadas
de 75 ppm de nitrito de s6dio e combinagdes de 6leos essenciais ou
nanoemulsionados, armazenados a 14°C durante 20 dias.

Tratamentos Clostridium sporogenes (Log UFC/g)
CONTROLE 5,15c + 0,76

TRAT 1 4,50ab + 0,76

TRAT 2 4,72bc £ 0,93

TRAT 3 4,19a+ 0,76

TRAT 4 4,40ab + 0,96

Controle: sem adicdo de Oleos essenciais; TRAT 1: 0,115% 6leo de limdo Taiti, 0,115% Oleo de
cardamomo, 0,0025% O6leo de pimenta chinesa;; TRAT 2: 0,015% o6leo de canela, 0,24% oOleo de
cardamomo, 0,015% Gleo de pimenta chinesa; TRAT 3: nanoemulsdo constituida por 0,0225% 6leo de
pimenta chinesa, 1,035% 6leo de cardamomo, 1,035% 6leo de limdo Taiti; TRAT 4: nanoemulséo
constituida por 1,8% 6leo de cardamomo, 0,1125% 6leo de pimenta chinesa, 0,1125% 6leo de canela.
Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey.

Embora tenha ocorrido a adi¢cdo de 75 ppm de nitrito nas mortadelas, este ndo inibiu o
crescimento de C. sporogenes, uma vez que houve maior crescimento da bactéria no tratamento
controle do que nos tratamentos contendo os 6leos essenciais.

Os TRAT 1, TRAT 3, e TRAT 4 apresentaram as maiores atividades antimicrobianas,
sendo os TRAT 3 e TRAT 4 constituidos por nanoemulsdes dos 6leos essenciais combinados.
O TRAT 3 (contendo a nanoemulsdo elaborada com os Oleos essenciais de limdo Taiti,
cardamomo e pimenta-chinesa) foi o0 que apresentou maior reducdo no nimero de células
vegetativas em relacdo ao tratamento controle (0,96 Log UFC/qg), seguido do TRAT 4 (0,75
Log UFC/g) e TRAT 1 (0,65 Log UFC/qg).

O TRAT 2 apresentou a menor atividade antimicrobiana entre todos os tratamentos
analisados, ndo se diferenciando estatisticamente do tratamento controle, sendo condizente com
os resultados encontrados na avaliacdo da atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais
combinados in vitro, onde a combinacao 2 apresentou menor atividade bactericida.

Todos os tratamentos indicaram uma reducdo no numero de células vegetativas de
Clostridium sporogenes em relacdo ao tratamento controle, porém os TRAT 1, TRAT 3e TRAT

4 apresentaram as maiores atividades antimicrobianas, sugerindo entdo que tanto a utilizagéo
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de Oleos essenciais de forma livre quanto nanoemulsionados aponta como uma excelente
alternativa ao controle microbiano no tipo de produto carneo elaborado.

Ao se analisar a influéncia do tempo de estocagem (Tabela 12), percebe-se que logo
apos a inoculacdo (tempo de 0 dias) o nimero de células vegetativas de C. sporogenes foi 0
menor entre todos os tempos de analise, embora ndo tenha se diferenciado de forma
significativa do tempo 20 dias. Esta baixa contagem se deve, provavelmente, ao fato de que as
células inoculadas néo se distribuiram de forma uniforme por toda a matriz alimentar, uma vez

que esta € complexa, interagindo com constituintes alimentares, dificultando o plaqueamento.

Tabela 12 - Efeito do tempo de armazenamento sobre 0 nimero médio (+ desvio padrdo) de
células vegetativas e endosporos de Clostridium sporogenes (Log UFC/g)
inoculados em mortadelas adicionadas de 75 ppm de nitrito de sodio e
combinac6es de 6leos essenciais ou nanoemulsionados, armazenados a
14°C durante 20 dias.

Tempo (dias) Clostridium sporogenes Enddsporos de
(Log UFCl/g) Clostridium sporogenes
(Log UFC/g)

0 3,82a + 0,55 0Ob

5 5,68d £+ 0,39 -*

10 5,11c + 0,67 3,63a+ 0,36
15 4,45b + 0,58 3,77a+0,31
20 3,90a+0,19 3,88a+0,15

Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo

teste de Tukey.
*ndo foi possivel realizar a contagem no tempo de 5 dias de armazenamento.

Na andlise do tempo 5 dias, percebe-se que houve aumento no crescimento de
Clostridium sporogenes em relagédo ao tempo 0 dias (1,86 Log UFC/g), sugerindo que os
antimicrobianos testados ainda ndo comecaram a atuar, permitindo seu crescimento.

Ap0s o quinto dia de armazenamento, observa-se decréscimo na contagem microbiana,
indicando que os antimicrobianos testados tiveram sua acédo iniciada. Observa-se uma reducéo
de 1,90 Log UFC/g na contagem microbiana no tempo 20 dias em relagdo ao tempo 5 dias,
onde foi observada a maior contagem celular. Essa acéo tardia pode ser explicada pelo fato de
que a matriz alimentar complexa dificulta o acesso dos 6leos essenciais as células microbianas,
que estdo espalhadas por todo o alimento, fazendo entdo com que estes 6leos demorem um
pouco mais para alcancar seus sitios alvo de agdo. Um outro fator que também explicaria uma

reducdo na contagem de células vegetativas de Clostridium sporogenes ap06s o periodo de cinco
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dias é a esporulacdo. Com relacdo a contagem inicial, tempo 0 dias, foi observado aumento
médio na contagem de enddsporos de 3,76 Log UFC/g ao longo do periodo de armazenamento
da mortadela, sugerindo que nenhum dos tratamentos realizados foi eficiente no controle da
formacao de enddsporos por C. sporogenes.

Enddsporos bacterianos apresentam-se como estruturas bioldgicas altamente resistentes
que sobrevivem a condic¢Ges adversas. Sdo formados por varias camadas protetoras que 0s
confere elevada resisténcia. Sua resisténcia favorece sua sobrevivéncia em alimentos que nédo
foram devidamente armazenados ou processados, permitindo que células vegetativas se
multipliquem ap6s o processo de germinacdo do enddsporo em ampla faixa de temperaturas,
pH e atividade da &gua, levando a deterioracdo de alimentos ou toxinfeccdes alimentares
(principalmente por Bacillus cereus, C. perfringens e C.botulinum) (CARLIN, 2011).

O processo de germinacdo pode ser espontaneo, quando em condicdes favoraveis tais
como a presenca de nutrientes inorganicos, aminoacidos e agucares, ou ainda induzido por
situacdes de stress como o calor, a pressao hidrostatica, o baixo pH, agentes quimicos ou pelo
armazenamento durante meses a 4°C ou a temperatura ambiente (GOULD, 2006).

A esporulacdo € iniciada devido a escassez de nutrientes, que aumenta com o tempo de
armazenamento e consequente utilizacdo dos nutrientes pelas células vegetativas, ou alteracdes
ambientais como temperatura, pH, disponibilidade de oxigénio. De forma geral, a esporulacéo
¢ favorecida em condi¢bes de stress que acabam por diminuir o crescimento de células
vegetativas (MITCHELL, 2001).

Dias et al. (2015) avaliaram os efeitos antimicrobianos de combinacbes de Oleos
essenciais sobre Clostridium perfringens em mortadelas adicionadas de 75 ppm de nitrito de
sodio. Foram analisadas 3 combinac@es diferentes: 75 ppm de nitrito e 3,1% de 6leo essencial
de orégano; 75 ppm de nitrito e 1% de 6leo essencial de capim-liméo, 2% de 6leo essencial de
cravo-da-india e 1% Oleo essencial de tomilho; 75 ppm de nitrito e 2,5% de 0leo essencial de
orégano, 0,6% de 6leo essencial de cravo-da-india e 0,3% de dleo essencial de tomilho. Foi
verificado uma reducdo no nimero de microrganismos nos tratamentos que continham os 6leos
essenciais, sendo o tratamento mais eficiente aquele contendo 6leos essenciais de orégano
(2,5%), tomilho (0,3%) e cravo-da-india (0,6%) (concentracdes superiores as que utilizadas no
presente experimento).

Martins (2016) analisou o sinergismo antimicrobiano dos oOleos essenciais de
manjericdo, cravo-da-india, limdo Taiti, tomilho, pimenta-chinesa, pimenta-preta e noz-

moscada, além de nitrito de sodio, sobre C. sporogenes ATCC 3584 inoculado em fiambre de
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peito de frango e armazenados em duas temperaturas diferentes (14°C e 7°C) por 21 dias,
verificando que houve diferenca significativa (P<0,05) entre os tratamentos, tempos e
temperaturas de estocagem no crescimento de C. sporogenes. Os tratamentos contendo 6leos
essenciais se diferenciaram do tratamento contendo apenas nitrito de sodio (75 ppm), sendo
mais eficientes na reducdo de células vegetativas de C. sporogenes a 7°C. N&o houve diferenga
significativa em relacdo ao tratamento contendo 150 ppm de nitrito. O tratamento de maior
atividade antimicrobiana encontrado continha 75 ppm de nitrito de sédio e 6leos essenciais de
manjericdo (0,054%), pimenta-preta (0,054%), liméo (0,054%) e tomilho (0,110%), alcangando
elevada atividade antimicrobiana com o tempo em ambas as temperaturas analisadas.

Salvia-Trujillo et al. (2015) avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas e atividade
antimicrobiana de emulses e nanoemulsdes incorporadas de diferentes Oleos essenciais em
sistemas alimentares, verificando que as nanoemulsdes incorporadas com os 0leos essenciais
de limé&o, cravo, tomilho ou palmarosa foram aquelas com maior acdo bactericida in vitro contra
E. coli, ap0s curto periodo de contato. Além disso, observou-se inativacdo microbiana mais
rapida no caso de nanoemulsbes contendo os 6leos essenciais de limdo ou de cravo em
comparagdo com suas respectivas emulsdes grosseiras. Dessa forma, evidenciou-se a vantagens
de se usar nanoemulsdes como sistemas de entrega de agentes aromatizantes e conservantes na
industria alimenticia.

Oliveiraetal. (2011) avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Satureja
montana L. contra C. perfringens Tipo A inoculado em mortadelas formuladas com diferentes
concentracdes do 6leo essencial e de nitrito de sodio, armazenadas durante 30 dias, verificando
uma diminuicdo significativa no nimero de células vegetativas com os tratamentos, porém,
constataram um elevado nimero de enddsporos ao final do periodo de estocagem para todos 0s
tratamentos avaliados, em conformidade com o presente trabalho.

De maneira geral, o presente trabalho mostra que os tratamentos contendo os 0leos
essenciais se diferenciaram do tratamento controle, contendo 75 ppp de nitrito de sodio, sendo
mais eficientes na reducdo de Clostridium sporogenes. Logo, a adi¢cdo de compostos naturais
como 0s 6leos essenciais em produtos carneos pode ser considerada uma alternativa viavel no
controle microbiano. Porém, concentracfes mais elevadas destes dleos e nitrito devem ser
avaliadas afim de se obter melhores resultados frente a inativacdo de enddsporos de C.
sporogenes.

A Figura 18 traz a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) do tratamento 3 no

tempo de 5 dias, nos quais sdo observadas células microbianas na mortadela. Os demais
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tratamentos, por apresentarem superficies muito irregulares, dificultaram a anéalise

microscopica, ndo sendo por isso apresentadas imagens neste trabalho.

Figura 18 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da mortadela tratada com a

nanoemulsdo 1 (TRAT 3) no periodo de 5 dias de armazenamento com um
aumento de 6220x.

2um EHT=20.05kV Signal A= SE1 Date :6 Feb 2018
| | WD= 80 mm Photo No. = 18344 Time :9:16.04

Setas indicam células de Clostridium sporogenes visiveis a0 MEV.
Fonte: Do autor (2017).

4.5 Analises Tecnologicas

Os valores médios (+ desvio padrdo) de pH e atividade de dgua encontrados para cada

tratamento e para os tempos de estocagem estdo descritos na Tabela 13.
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Tabela 13 - Valores médios (+desvio padrdo) de pH e atividade de 4gua (Aw) para 0s
tratamentos e tempos 1, 21 e 30 dias.

Tratamentos pH Aw
CONTROLE 6,50 £ 0,20 0,966 + 0,0040
TRAT 1 6,45 +0,19 0,968 + 0,0064
TRAT 2 6,46 £ 0,18 0,968 + 0,0038
TRAT 3 6,48 £ 0,17 0,969 + 0,0040
TRAT 4 6,57 £ 0,16 0,966 + 0,0039
Tempo (dias) pH Aw
1 6,58 £ 0,19 0,964 + 0,0040
21 6,48 +0,14 0,967 +0,0036
30 6,41 £0,15 0,970 £ 0,0040

Controle: sem adicdo de 6leos essehciais; TRAT 1: 0,115% 6leo devliméo Taiti, 0,115% O6leo de
cardamomo, 0,0025% 6leo de pimenta-chinesa;; TRAT 2: 0,015% G4leo de canela, 0,24% Oleo de
cardamomo, 0,015% Gleo de pimenta chinesa; TRAT 3: nanoemulsdo constituida por 0,0225% 6leo de
pimenta-chinesa, 1,035% o0leo de cardamomo, 1,035% o0leo de limdo Taiti; TRAT 4: nanoemulsdo
constituida por 1,8% 6leo de cardamomo, 0,1125% 6leo de pimenta-chinesa, 0,1125% dleo de canela.

O contetdo de agua livre, umidade e pH séo fatores que influenciam nas modificacdes
fisicas e quimicas de produtos carneos curados, além de também influenciarem na multiplica¢do
dos microrganismos, afetando assim a qualidade e estabilidade desses produtos (TERRA,
FREITAS; CICHOSKI, 2007).

Todos os tratamentos avaliados apresentaram valores muito proximos de pH e atividade
de agua, sendo o TRAT 4 o que apresentou maior pH e o0 TRAT 3 0 que apresentou maior
atividade de &gua, sendo ambos os tratamentos elaborados a partir de nanoemulsGes de 6leos
essenciais.

A diminuicao dos valores de pH durante o tempo de armazenamento do produto carneo
embalado a vacuo pode ser explicada devido a presencga de bactérias do &cido latico, como
Lactobacillus spp. e Leuconostoc spp., naturalmente presentes na carne, as quais Sao capazes
de crescer até valores de pH de 3,8 em ambientes de anaerobiose, causando defeitos na carne
como os “off-odours” e “off-flavours”, além de levarem a uma descoloragao e perda de gas
(BORCH; KANT-MUERMANS; BLIXT, 1996; FORSYTHE, 2002).

Observou-se um aumento na atividade de agua dos tratamentos com relacdo ao tempo
de estocagem. Fiorda e Siqueira (2009) avaliaram o pH e atividade de agua de produtos carneos
comerciais com objetivo de avaliar a seguranca destes produtos quanto ao desenvolvimento de
patogenos, verificando uma atividade de 0,957 em mortadelas embaladas a vacuo durante o

periodo de vida util destes produtos. Valores semelhantes foram encontrados neste trabalho.
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Segundo Rddel, Scheuer e Wagner (1990), embutidos em geral, apresentam atividades de agua
dessa ordem.

Espécies de Clostridium normalmente se desenvolvem em valores de pH superiores a
4,5 e em elevada atividade de agua, entre 0,95 e 0,98 (HOSPITAL et al, 2016). O produto
carneo elaborado, a mortadela, apresentou valores de pH médio e atividade de agua média
nestas faixas, indicando condigdes fisico-quimicas favordveis ao desenvolvimento de
microrganismos deste género, como C. sporogenes e C. botulinum, causador do botulismo.

Os teores médios de nitrito residual (+ desvio padrdo) encontrados para cada tratamento

e para o0s tempos de estocagem estdo descritos na Tabela 14.

Tabela 14 - Teores médios (£ desvio padrdo) de nitrito residual encontrados para 0s tempos de
armazenamento e para os tratamentos das mortadelas.

Tratamentos Nitrito residual (mg/Kg de produto)
CONTROLE 33,55 +2,74
TRAT 1 33,55 + 10,92
TRAT 2 33,21 +11,18
TRAT 3 45,00 £ 17,45
TRAT 4 56,86 + 11,00
Tempo (dias) Nitrito residual (mg/Kg de produto)
1 52,45 + 13,63
21 35,38 £ 12,10
30 33,47 + 7,87

Controle: sem adigdo de dleos essenciais; TRAT 1: 0,115% o6leo de limdo Taiti, 0,115% dleo de
cardamomo, 0,0025% 6leo de pimenta-chinesa;; TRAT 2: 0,015% 64leo de canela, 0,24% Oleo de
cardamomo, 0,015% dleo de pimenta chinesa; TRAT 3: nanoemulséo constituida por 0,0225% 6leo de
pimenta-chinesa, 1,035% o0leo de cardamomo, 1,035% 6leo de limdo Taiti; TRAT 4: nanoemulsdo
constituida por 1,8% 6leo de cardamomo, 0,1125% 6leo de pimenta-chinesa, 0,1125% 6leo de canela.

Em todos os tratamentos observou-se diminui¢do nos niveis de nitrito com relacdo a
quantidade adicionada inicialmente (75 ppm), independente da combinacédo de 6leos essenciais
utilizada. Os tratamentos compostos pelas nanoemulsées (TRAT 3 e TRAT 4) apresentaram
menor reducdo nos niveis de nitrito, sugerindo que esses tratamentos apresentaram maior
estabilidade do nitrito adicionado, dificultando sua reagdo com outros componentes quimicos
presentes no produto carneo.

Os teores de nitrito residual encontrados para os dias de estocagem das mortadelas
demonstraram uma diminuicdo nos niveis de nitrito com o tempo de armazenamento. Quando
0 nitrito de sodio € adicionado em produtos carneos, ele reage com uma série de componentes

quimicos (como proteinas, lipidios, mioglobina entre outros), diminuindo seus niveis, até que
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estes se tornem indetectaveis (SINDELAR; MILKOWSKI, 2011). A reacdo de nitrito de sodio
com outros constituintes acarreta uma diminuicdo nos niveis de nitrito residual e consequente
diminuig&o nos niveis de nitrosaminas, fato benéfico a satde do consumidor. Porém, um menor
teor de nitrito residual no produto carneo apresenta menor atividade antimicrobiana, podendo
ndo inibir de forma eficiente o crescimento do microrganismo de interesse.

Além do tempo de estocagem, outros fatores como pH, tratamento térmico e adigéo de
ascorbato ou polifosfatos influenciam nos niveis de nitrito residual encontrados nos produtos
carneos, favorecendo sua diminui¢do. Valores de pH mais baixos favorecem a diminuicdo nos
teores de nitrito. Quanto maior o aquecimento, maior é a perda de nitrito. Aproximadamente,
dois tercos de nitrito de sddio sdo perdidos durante o periodo de tempo entre sua adi¢do e 0
final do tratamento térmico. A adicdo de ascorbato ou polifosfatos busca uma diminuicao nos
niveis de nitrosaminas uma vez que reagem com nitrito em uma ampla faixa de pH. Além disso,
o0 ascorbato diminui a producdo da toxina botulinica produzida por cepas proteoliticas de
Clostridium botulinum tipo A e B (HONIKEL, 2008; HUSTAD et al., 1973; CASSENS; 1997;
SEN; BADDOO, 1997).

Para que o controle antimicrobiano ocorra, sdo necessarios, aproximadamente,
10mg/Kg de nitrito residual no produto cérneo final, sendo que a adicdo de concentracdes
inferiores a 150 mg/Kg no produto carneo é considerada insuficiente para que estes niveis de
nitrito residual sejam alcancados (CASSENS; 1997). Apesar de terem sido adicionados 75
mg/Kg de nitrito de sédio em todos os tratamentos, observou-se concentracdes superiores a 10
mg/Kg de nitrito residual no produto carneo em todos os tratamentos, sugerindo que esta
concentracdo adicionada inicialmente € suficiente para que o controle microbiano ocorra.

O nitrito adicionado em produtos carneos apresenta uma serie de agdes. Quanto aos
mecanismos antimicrobianos, sabe-se que sua eficicia € dependente dos niveis de nitrito
residual, pH, concentracdo de sal, agentes redutores presentes, teor de ferro, entre outros. Sua
inibicdo contra bactérias ocorre de forma mais efetiva em baixos pH, sugerindo que a acédo
antimicrobiana do nitrito esta associada com a geracao de 6xido nitrico ou acido nitroso. Logo,
é provavel que as reacdes de nitrito relacionadas ao desenvolvimento da cor caracteristica da
carne curada também sdo importantes para as propriedades antimicrobianas atribuidas ao nitrito
(SINDELAR; MILKOWSKI, 2012).

Simdes (2016) ao avaliar os efeitos antimicrobianos de diferentes combinacdes de 6leos
essenciais e compostos majoritarios em apresuntados inoculados com C. sporogenes observou

a reducdo do nitrito residual, ap6s 30 dias de armazenamento, de aproximadamente, 54% para
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o controle adicionado inicialmente com 150 ppm de nitrito. No controle adicionado de 75 ppm
de nitrito houve reducdo de 39%. Ja os apresuntados adicionados inicialmente de 75 ppm,
diferentes combinacdes de 6leos essenciais e compostos majoritarios, apresentaram reducgéo de
34% (tratamento contendo 75 ppm de nitrito+ 0,085 % 6leo de canela, 0,19% 6leo de orégano,
0,05% cinamaldeido, 0,22% carvacrol) e 32% (tratamento contendo 75 ppm de nitrito +0,1%
6leo de canela, 0,14% 6leo de orégano, 0,06% cinamaldeido, 0,16% carvacrol), apresentando
teores de nitrito residual préximos aos encontrados no presente trabalho.

Dias et al. (2015) avaliaram a atividade antimicrobiana de diferentes 6leos essenciais
sobre C. perfringens tipo A inoculado em mortadelas e a influéncia destes 6leos sobre a
qualidade do produto cé&rneo, constatando que a adigdo de 150 ppm de nitrito de sodio e 75 ppm
ndo foram totalmente eficientes no controle microbiano, porém os 06leos essenciais
apresentaram efeito inibitdrio significativo. Todos os tratamentos apresentaram reducéo no teor
de nitrito com o tempo de armazenamento, sendo encontrados 10 ppm de nitrito residual em
todos os tratamentos até o 10° dia de estocagem. As concentracdes mais elevadas de nitrito
residual foram encontradas em mortadelas contendo os 6leos essenciais, corroborando com os
resultados obtidos no presente trabalho em que os tratamentos contendo as combinagfes dos
6leos essenciais apresentaram 0s maiores niveis de nitrito residual.

Os valores médios (+ desvio padrdo) encontrados para o indice de Substancias Reativas
ao Acido Tiobarbitlrico (TBARS) para os tratamentos e tempos de armazenamento estio

descritos na Tabela 15.

Tabela 15 - Valores médios (+ desvio padrdo) do indice TBARS para os tratamentos e tempos
de armazenamento das mortadelas.

Tratamentos TBARS (mg MAD/Kg produto)
CONTROLE 1,35+0,78
TRAT1 0,79 £0,41
TRAT 2 1,13 £ 0,40
TRAT 3 0,73 +0,29
TRAT 4 0,89 + 0,56
Tempo (dias) TBARS (mg MAD/Kg produto)
1 1,19 £ 0,53
21 1,09 +£0,63
30 0,65 £0,22

Controle: sem adigdo de dleos essenciais; TRAT 1: 0,115% o6leo de limdo Taiti, 0,115% oOleo de
cardamomo, 0,0025% Gleo de pimenta chinesa;; TRAT 2: 0,015% O6leo de canela, 0,24% 0leo de
cardamomo, 0,015% dleo de pimenta chinesa; TRAT 3: nanoemulsdo constituida por 0,0225% 6leo de
pimenta chinesa, 1,035% 6leo de cardamomo, 1,035% o0leo de limdo Taiti; TRAT 4: nanoemulsdo
constituida por 1,8% dleo de cardamomo, 0,1125% 6leo de pimenta chinesa, 0,1125% 6leo de canela.
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A andlise do Indice de Substancias Reativas ao o Acido Tiobarbittrico (TBARS) é um
dos métodos mais utilizados para quantificacdo da oxidacéo lipidica em produtos carneos. O
teste quantifica o0 malonaldeido, produto secundario da oxidacgéo lipidica, originado por meio
da decomposicdo dos hidroperéxidos dos acidos graxos poli-insaturados formados durante o
processo oxidativo (KIRSCHNIK et al., 2013).

A oxidacéo lipidica € indesejavel uma vez que altera as caracteristicas sensoriais do
produto, levando ao desenvolvimento de sabor e odor caracteristicos de ranco, leva a perdas
nutricionais e producdo de compostos potencialmente toxicos, diminuindo a vida uatil do
produto carneo (MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2009).

Tanto os 6leos essenciais utilizados quanto o nitrito de sodio apresentam efeitos
antioxidantes comprovados, podendo interferir com as reacfes de propagacdo; inibicdo dos
sistemas enzimaticos envolvidos nas reacdes de iniciacdo; podem ainda atuar como captores de
radicais livres; na doacdo de hidrogénio; quelacdo de ions metalicos ou até mesmo atuarem
como substrato de radicais, tais como superdéxido ou hidroxi (VIUDA-MARTOS et al., 2010).

Dentre os tratamentos analisados, observa-se que os TRAT 3 e TRAT 1 (ambos
elaborados a partir da mesma combinacao de 6leos essenciais) apresentaram os menores valores
para o indice de TBARS, sendo o TRAT 3 (contendo a combina¢do dos 6leos essenciais
nanoemulsionados) o tratamento mais eficiente no combate a oxidacdo lipidica. O tratamento
controle apresentou maior indice de TBARS, sendo o tratamento menos eficiente. Os resultados
obtidos sugerem que a adigcdo de Oleos essenciais tanto na forma de nanoemulsdes quanto na
forma direta em mortadelas apresenta maior contribuicao para diminui¢do da oxidacao lipidica
do que a adi¢do de apenas nitrito de sdédio. Também se observou uma diminuic¢ao no indice de
TBARS com o periodo de estocagem das mortadelas.

A utilizacdo de condimentos como agentes antioxidantes naturais tem se intensificado,
uma vez que se observa demanda cada vez maior, por parte de consumidores, em consumir
produtos cada vez mais naturais, sem adicdo de substancias sintéticas, em substituicdo aos
antioxidantes quimicos normalmente utilizados.

Sharma et al. (2017) avaliaram os efeitos antimicrobianos e antioxidantes de 15 6leos
essenciais sobre a qualidade de salsichas de frango por um periodo de 45 dias. Dos 15 6leos
essenciais testados, 9 apresentaram atividade antimicrobiana significativa. O controle alcancou
maior indice de TBARS, sendo o 6leo essencial de cravo 0 que apresentou menor taxa de

aumento de oxidagéo, corroborando com os resultados encontrados no presente trabalho.
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Quanto a analise da cor objetiva, os valores médios (+ desvio padrdo) encontrados de
luminosidade (L*), indice de amarelo (b*), indice de vermelho (a*) e indice de saturacdo (C*)

para os tratamentos e tempos de estocagem estdo descritos na Tabela 16.

Tabela 16 - Valores médios (+ desvio padrdo) da luminosidade (L*), indice de amarelo (b*),
indice de vermelho (a*), indice de saturacdo (C*) e angulo de tonalidade (H*)
obtidos para os tratamentos e para os tempos de armazenamento das mortadelas

a4°C.

Tratamentos  Luminosidade  Indice de Indice de Indice de Angulo de
(L*) amarelo vermelho (a*) saturacdo tonalidade

(b*) (C*) (H*)
CONTROLE 74,9812 55 10,73£1,67 3,74+1,06 11,42+1,67 70,75%£5,19
TRAT 1 73,35x3,44 10,33£2,40 3,90+1,05 11,08+2,45 69,02+4,46
TRAT 2 73,87+3,27 10,40+2,14 4,36+1,03 11,29+2,31 67,31+2,65
TRAT 3 72,4411,45 13,15+£2,07 4,79+1,17 14,02+£2,23 70,07£3,35
TRAT 4 71,80+1,51 12,83+£1,75 5,33+1,00 13,91+1,88 67,47+£3,00
Tempo (dias)  Luminosidade  Indice de Iindice de Indice de Angulo de
(L™ amarelo vermelho (a*) saturacdo tonalidade

(b*) (C*) (H*)
1 72,65%2,85 10,82+3,37 3,43+0,85 11,374£3,44 71,85+2,87
21 73694345 1191138  4,71+1,08 12,84+1,50  68,48+2,02
30 73,53+2,52 11,74+£1,57 5,13+0,81 12,82+1,68 66,44+2,55

Controle: sem adi¢do de Oleos essenciais; TRAT 1: 0,115% oOleo de limdo Taiti, 0,115% Oleo de
cardamomo, 0,0025% Gleo de pimenta chinesa;; TRAT 2: 0,015% 6leo de canela, 0,24% 6leo de
cardamomo, 0,015% o6leo de pimenta chinesa; TRAT 3: nanoemulsdo constituida por 0,0225% 6leo de
pimenta chinesa, 1,035% 6leo de cardamomo, 1,035% o6leo de limdo Taiti; TRAT 4: nanoemulsdo
constituida por 1,8% 6leo de cardamomo, 0,1125% 6leo de pimenta chinesa, 0,1125% 6leo de canela.

A luminosidade (L*) é o parametro que caracteriza o grau de claridade da cor, podendo
variar do preto ao branco, indo de 0 (escuro) a 100 (claro) (RAMOS; GOMIDE, 2007). Durante
0 armazenamento das mortadelas, foram encontrados valores médios muito proximos deste
parametro para os tratamentos avaliados, indicando que todos os tratamentos influenciaram de
maneira semelhante na luminosidade das mortadelas, que permaneceram com a mesma
claridade durante todo o experimento (FIGURA 19). Dentre todos os tratamentos, o controle
apresentou maior luminosidade e os tratamentos contendo as nanoemulsdes de 6leos essenciais

as menores.
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Figura 19 - Imagem das mortadelas elaboradas com os diferentes tratamentos ap6s 1 dia de
fabricacéo.

FONTE: Do autor (2017).

Resultados semelhantes foram encontrados por Dias (2011), onde ndo foi observada
alteracdes significativas nos valores de luminosidade durante periodo de estocagem das
mortadelas adicionadas de nitrito de sédio (75 ppm), nitrito de sédio (75 ppm) + 3,1% de 6leo
essencial de orégano; nitrito de sodio (75 ppm) + 2,5% de 6leo essencial de orégano + 0,3% de
0leo essencial de tomilho + 0,6% de 6leo essencial de cravo.

Segundo Brewer et al. (2001), o parametro que traz mais informacdes a respeito da
intensidade visual da cor résea caracteristica de produtos carneos curados é a luminosidade,
sendo o parametro de maior influéncia na qualidade de produtos cérneos.

Em produtos carneos, as diferencas no parametro L* tém sido associadas com diferengas
no teor de agua e seu movimento em direcao a superficie; adicdo de aditivos; pH; quantidade
intramuscular de gordura e capacidade de retencdo de &gua (AMARAL et al., 2012).

O indice de amarelo (b*) representa tonalidades que vao do azul (valores negativos) ao
amarelo (valores positivos) no solido de cor (RAMOS; GOMIDE, 2007). Dentre todos os
tratamentos, os TRAT 3 e TRAT 4 apresentaram 0s maiores valores para esta coordenada,
sugerindo que as mortadelas nestes tratamentos se apresentaram mais amarelas. O aumento
neste parametro com o periodo de armazenamento indica uma perda na cor vermelha das

mortadelas, sugerindo alterac@es fisicas e microbioldgicas no produto.
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Martins (2016) encontrou valores semelhantes aos encontrados neste trabalho para o
indice de amarelo (b*) em seus tratamentos contendo diferentes 6leos essenciais. O tratamento
contendo 75 ppm de nitrito de sodio apresentou valor médio de b* igual a 10,67; o tratamento
contendo 75 ppm de nitrito de sddio + 0,082% de 6leo essencial de orégano + 0,082% de 6leo
essencial de pimenta-chinesa + 0,027% de 6leo essencial de noz moscada + 0,027% de bleo
essencial de cravo-da-india apresentou b* igual a 10,8 e o tratamento contendo 75 ppm de nitrito
de sodio + 0,054% de 0leo essencial de manjericdo + 0,054% de 6leo essencial de pimenta-
preta + 0,054% de 6leo essencial de limdo + 0,110% de 6leo essencial de tomilho apresentou
b* igual a 13, 96.

Os valores de indice de amarelo (b*) s&o influenciados, principalmente, pelas
caracteristicas dos alimentos. Porém, alteracGes no pH, oxidacéo, atividade de agua, e tipo de
o0leo essencial utilizado também podem afetar esse parametro (COFRADES et al., 2004).

O indice de vermelho (a*) é o parametro que representa a variacdo da intensidade da
cor, variando do verde ao vermelho no soélido de cor. Valores positivos de a* ou a* (de 0 a +50)
representam a cor vermelha do produto. Ja valores negativos de a* ou a” (de 0 a -50),
representam a coloracdo verde (RAMOS; GOMIDE, 2007). O tratamento controle apresentou
0 menor valor para esta coordenada, seguido dos TRAT 1 e TRA2, sendo os TRAT 3e TRA 4
0S que apresentaram maios valores.

Observou-se aumento no indice de vermelho (a*) com o tempo de armazenamento
(entre 1 e 21 dias). Segundo Ramos e Gomide (2007), a perda da cor curada (fading) resulta no
aumento dos valores de a* e/ou na reducdo dos valores de b*, podendo ser acompanhada pela
reducdo na razdo a*/b*. O pardmetro mais sensivel gerado pela analise instrumental da cor em
produtos carneos é o indice de vermelho (a*) e, ao caracterizar a cor vermelha, avalia a
estabilidade destes produtos (GARCIA-ESTEBAN et al., 2003). Em carnes curadas, a formagcéo
da cor vermelha atrativa é favorecida em condicdes anaerébicas (SAKATA, 2000).

O indice de saturacdo (C*) permite determinar a intensidade da cor, sendo obtido em
funcdo de a* e b*. As cores que apresentam altos valores de indice de saturagdo sdo
denominadas saturadas. J& as que apresentam baixos valores, sdo chamadas palidas ou
acinzentadas (ANDRADE et al., 2010; RAMOS; GOMIDE, 2007). Os tratamentos contendo
0s 6leos essenciais nanoemulsionados apresentaram os maiores valores para este parametro. O
TRAT 3 apresentou o maior valor de a* e C*, sugerindo que a mortadela deste tratamento

apresentou coloracao rosea mais intensa se comparada aos demais tratamentos.
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Normalmente, o processo de descoloracdo das carnes e produtos carneos é
acompanhado por um aumento nos valores C* com o passar do tempo, como observado no
presente trabalho (ANDRADE et al., 2010).

O angulo de tonalidade (H*) é definido como a grandeza que caracteriza a qualidade da
cor (vermelho, verde, amarelo e azul), permitindo sua diferenciagdo (RAMOS; GOMIDE,
2007). Foram observados valores muito proximos de H* em relacdo aos tratamentos, sendo o
controle o que apresentou maior valor médio, sugerindo maior tonalidade vermelha. Observou-
se diminuicdo no valor de H* com o tempo de estocagem das mortadelas, indicando que a
tonalidade das mortadelas se tornou mais avermelhada com o tempo de armazenamento.

O calculo da diferenga global da cor (AE*) € um dos métodos mais utilizados para se
determinar as diferencas de cor de uma amostra. Ela foi utilizada para comparar a cor de todos
os tratamentos em relacdo ao controle de cada tratamento e em relagdo aos tempos de
armazenamento das mortadelas. O valor de AE*médio (x desvio padrdo) encontrado para 0s
tempos 1, 21 e 30 dias foram, respectivamente, 2,41+1,61; 4,76+2,74 e 3,63+1,15. Os valores

médios de AE* alcancados para cada tratamento estdo descritos na Tabela 17.

Tabela 17 - Diferencga global da cor (AE*) encontrada para os tratamentos em relagdo ao
controle de cada tempo de armazenamento das mortadelas.

Tratamentos Diferenca global da cor (AE¥)
TRAT1 3,20 +2,98
TRAT 2 2,54 +1,76
TRAT 3 4,18 +1,63
TRAT 4 4,48 +1,71

TRAT 1: 0,115% 06leo de limo Taiti, 0,115% 6leo de cardamomo, 0,0025% 6leo de pimenta chinesa;;
TRAT 2: 0,015% o0leo de canela, 0,24% 6leo de cardamomo, 0,015% Gleo de pimenta chinesa; TRAT
3: nanoemuls&o constituida por 0,0225% 6leo de pimenta chinesa, 1,035% 6leo de cardamomo, 1,035%
6leo de limdo Taiti; TRAT 4: nanoemulsdo constituida por 1,8% 6leo de cardamomo, 0,1125% o6leo de
pimenta chinesa, 0,1125% 6leo de canela.

Valores encontrados para a diferenca global da cor (AE*) entre 0,5 e 1,5 sé&o
considerados muito baixos e o olho humano é incapaz de detectar essas diferencas. Porém,
acima de 1,5, as diferencas ja sdo detectaveis ao olho humano e acima de 5,00 sdo
evidentemente perceptiveis (OBON et al., 2009). Todos os valores encontrados no presente
trabalho para os tratamentos durante armazenamento encontram-se acima de 1,5, porém abaixo
de 5,00, sugerindo que as diferencas sdo detectaveis ao olho humano, porém nao sao altamente
perceptiveis. Os TRAT 3 e TRAT 4 apresentaram os maiores valores, indicando que estes
tratamentos apresentaram maiores diferencas em relagdo ao controle se comparados com 0s

demais tratamentos.
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De forma geral, a adi¢do dos 6leos essenciais nas mortadelas ndo afetou a cor final do

produto durante o tempo de armazenamento, como mostra a Figura 20.
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Figura 20 - Mortadelas elaboradas com os cinco tratamentos durante periodo de armazenamento
(1, 21 e 30 dias).

FONTE: Do autor (2017).



93

5. CONCLUSOES

O oleo essencial de orégano apresentou CMB 0,05%; os 6leos essenciais de canela e
pimenta-chinesa apresentaram CMB 0,10% e os 6leos essenciais de cardamomo e limao Taiti
apresentaram CMB 1,00%.

As combinacgdes dos 0leos essenciais testadas tanto in vitro quanto no produto carneo
elaborado apresentaram efeitos antimicrobianos satisfatorios. Os tratamentos adicionados das
combinacdes dos 6leos essenciais foram mais eficientes na redugdo de células vegetativas de
Clostridium sporogenes na mortadela do que o tratamento controle (com apenas 75 ppm de
nitrito de sdédio), sendo que os tratamentos compostos por nanoemulsdes apresentaram as
maiores atividades antimicrobianas. Nenhum dos tratamentos analisados apresentou efeitos
antimicrobianos sobre enddsporos de Clostridium sporogenes. Nao foram observadas
alteracGes nas caracteristicas fisico-quimicas das mortadelas com os tratamentos analisados.

O tratamento 3 (75 ppm de nitrito + nanoemulsdo constituida por 0,0225% 0leo de
pimenta-chinesa, 1,035% 6leo de cardamomo e 1,035% oleo de lim&o Taiti) apresentou maior
reducdo no crescimento microbiano, comprovando que a elaboracdo de nanoemulsées de dleos
essenciais influencia na bioatividade destes, aumentando seus efeitos antimicrobiano.

Logo, a adicdo de 6leos essenciais em mortadelas se mostrou altamente vidvel, uma vez
gue estes agentes antimicrobianos naturais podem substituir parcialmente o nitrito normalmente
utilizado, apresentando elevada atividade antimicrobiana sem alterar as caracteristicas fisico-

quimicas do produto.
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7. APENDICES

APENDICE A - Anélise de Variancia (ANOVA) para a contagem de células vegetativas de
Clostridium sporogenes durante o experimento.

SQ GL QM Fc P
INTERCEPTO 1054,415 1 1054,415 7457,072 0,000000
TRATAMENTO 5,422 4 1,356 9,586 0,000077
TEMPO 25,492 4 6,372 45,072 0,000000
TRAT*TEMPO 2,412 16 0,151 1,066 0,431244
ERRO 3,535 25 0,141

SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; QM: quadrados médios; Fc: valor da estatistica F; P:
p-valor

APENDICE B - Anélise de Variancia (ANOVA) para a contagem de enddsporos de
Clostridium sporogenes durante o tempo de armazenamento das mortadelas.

SQ GL QM Fc P
INTERCEPTO 318,0396 1 318,0396 4612,445 0,000000
TRATAMENTO  0,2247 4 0,0562 0,815 0,530723
TEMPO 16,3338 3 35,4446 514,044 0,000000
TRAT*TEMPO 0,6093 12 0,0508 0,736 0,702432
ERRO 1,3791 20 0,0690

SQ: soma dos quadrados; GL.: grau de liberdade; QM: quadrados médios; Fc: valor da estatistica F; P:
p-valor.
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