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RESUMO

A atual tendéncia adotada pelos orgaos legisladores da producao de
alimentos e pelos consumidores tem exigido uma progressiva retirada de
aditivos quimicos na produg@o destes. Esta tendéncia tem conduzido a industria
de alimentos a buscar compostos alternativos para alcancar suas metas
relacionadas a estabilidade microbiana dos seus produtos finais a agdo de micro-
organismos, bem como em desenvolver novos produtos que atendam a este
nicho de mercado. Entre os produtos de origem vegetal, os 6leos essenciais, vém
se destacando por suas atividades bioldgicas e possiveis realgadores de sabor.
Nesse contexto, objetivou-se neste estudo determinar o rendimento e a
composi¢ao quimica dos 6leos essenciais de Allium sativum (alho) e Origanum
vulgare (orégano), avaliar a sua atividade antioxidante ¢ antibacteriana,
desenvolver um queijo tipo quark com a adigdo destes oOleos (inovagao
tecnologica), realizar analises sensoriais para se conhecer o nivel de aceitagdo
dos queijos, bem como avaliar o tempo de vida 0til dos mesmos sob
refrigeracdo. A obtencdo do O6leo essencial foi realizada pela técnica de
hidrodestilagdo utilizando o aparelho de Clevenger modificado, e a identificagdo
¢ quantificagdo dos constituintes, pelas analises em GC-MS e GC-FID. A
avaliacdo da atividade antibacteriana foi realizada por meio da técnica Difusdo
cavidade em Agar e por vapor, utilizando os micro-organismos Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Listeria monocytogenes ATCC 19117, Escherichia coli
ATCC 11229, Salmonella Cholerasuis ATCC 6539 e Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442. A atividade antioxidante foi avaliada utilizando sistema [3-
caroteno/acido linoleico e o método de sequestro de radicais DPPH. Nas analises
cromatograficas, os constituintes majoritarios encontrados no 6leo essencial de
orégano foram o 4-terpineol (27,03%), y-terpineno (20,04%), B-cimeno (6,34%),
carvacrol (4,22%), linalol (4,61%), a-terpineol (3,34%), o-cimeno (2,77%),
terpineno (2,09%), e para oleo essencial de alho foram o dialil trissulfeto
(38,81%), dialil dissulfeto (25,23%) e o metil alil trissulfeto (12,52%). Os 6leos
essenciais apresentaram atividade antibacteriana satisfatoria, tanto para bactérias
Gram-negativas como para Gram-positivas. A atividade antioxidante foi
evidenciada pelo teste B-caroteno/acido linoleico para O. vulgare e A. sativum,
respectivamente, e pelo teste do DPPH, foi observada apenas para O. vulgare. A
produgdo de queijos tipo quark com oleo essencial de orégano e alho é viavel,
tendo em vista a boa aceita¢do dos consumidores.

Palavras-chave: Oleo  essencial.  Atividade antioxidante.  Atividade
antimicrobiana. Quark.



ABSTRACT

The current tendency adopted by the foods production legislating
agencies and by the consumers has been demanding a progressive removal of
chemical additives from their production. This tendency has been driving the
foods industry to look for alternative compounds to reach their goals related to
the microbial stability of their final products to the action of microorganisms, as
well as in developing new products to enter this market niche. Among the
products of plant origin, the essential oils can be highlighted for their biological
activities and as possible flavor enhancers. In that context, the objective of this
study was determine the yield and chemical composition of the essential oils of
Allium sativum (garlic) and Origanum vulgare (oregano), to evaluate their
antioxidant and antibacterial activity, to develop a quark type cheese with the
addition of these oils (technological innovation), to conduct sensorial analyses to
determine the acceptance level of such cheeses, as well as to evaluate their
useful life under refrigeration. The obtaining of the essential oil was
accomplished by the hydrodistillation technique using a modified Clevenger
apparatus, and the identification and quantification of the constituents, by GC-
MS and GC-FID analyses. The evaluation of the antibacterial activity was
conducted through the Agar Well Difusion technique and by vapor, using the
microorganisms Staphylococcus aureus ATCC 6538, Listeria monocytogenes
ATCC 19117, Escherichia coli ATCC 11229, Salmonella Cholerasuis ATCC
6539 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. The antioxidant activity was
evaluated using the [-carotene/linoleic acid system and the DPPH radical
sequestering method. In the chromatographic analyses, the majority constituents
found in the essential oil of oregano were the 4-terpineol (27.03%), y- terpinene
(20.04%) B- cymene (6.34%), carvacrol (4.22%), linalool (4.61%) o-terpineol
(3.34%), o-cymene (2.77%), terpinene (2.09%), and for garlic essential oil were
diallyl trisulfide (38.81%), diallyl disulfide (25.23%) and allyl methy] trisulfide
(12.52%). The essential oils presented satisfactory antibacterial activity, for
Gram-negative bacteria as well as for Gram-positive. The antioxidant activity
was observed by the B-carotene/linoleic test for O. vulgare and A. sativum,
respectively, and for the DPPH test, it was only observed for O. vulgare. The
production of quark type cheeses with essential oil of oregano and garlic is
viable, keeping in mind good consumer acceptance.

Keywords: Essential oil. Antioxidant activity. Antimicrobial activity. Quark.
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1 INTRODUCAO

A atual tendéncia do mercado de alimentos é a busca pelos
consumidores por produtos diferenciados, com alto valor nutricional, saudaveis
e isentos, ou com o minimo possivel, de aditivos quimicos. Esta tendéncia tem
conduzido a industria de alimentos a buscar compostos alternativos para
alcancar suas metas relacionadas a estabilidade microbiana dos seus produtos
finais & acdo de micro-organismos causadores de deterioracdo e/ou patgé€nicos,
bem como no desenvolvimento de novos produtos que atendam a este nicho de
mercado.

E crescente o interesse das industrias de alimentos, por matérias-prima
de origem natural o que vem impulsionado a pesquisa de produtos naturais, em
especial os oleos essenciais, objetivando o seu isolamento, caracterizagdo e o
estudo das suas propriedades.

Os oleos essenciais sdo misturas complexas de substincias volateis,
lipofilicas, odoriferas e liquidas, também conhecidos como oOleos volateis,
etéreos ou simplesmente esséncias. Pesquisas com 6leos essenciais tém recebido
maior atencdo tanto de industrias quanto de circulos académicos devido ao
crescente aumento na demanda pelos consumidores por alimentos nutritivos e
saudaveis, ¢ a necessidade de técnicas alternativas para assegurar a qualidade e
seguranga de alimentos

Seu uso em alimentos vem ganhando importancia por apresentarem
componentes naturais, evitando-se o uso de aditivos sintéticos, deterioragdes,
oxidagdes e o ataque de micro-organismos, apresentando eficiéncia nas fungdes
antioxidantes e antimicrobianas em alimentos. Assim, sua utilizagdo tem
interessado as industrias, em especial as alimenticias, tornando o estudo dos seus
efeitos em micro-organismos uma alternativa para a redu¢ao do uso de aditivos

quimicos em alimentos, e possibilitando a criagdo de tecnologias de fabricacao
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de alimentos empregando-se os 6leos essenciais, minimizando a0 maximo sua
influéncia negativa sobre o aroma e sabor do produto.

No entanto, quando trata-se de trabalhos que relacionem o poder
inibitorio ao uso destes 6leos em alimentos e, a sua influéncia nas caracteristicas
sensoriais, ha evidéncias da escassez de publicagdes e da necessidade de estudos
nesse sentido. A determinacdo da concentracdo ideal que exerca,
simultaneamente, efeito antimicrobiano e real¢cador de sabor e aroma, ¢
fundamental para a utilizacdo dos dleos essenciais de plantas, em substituicao
aos aditivos sintéticos.

O segmento da area de laticinios vem sendo marcado nos ultimos anos
por um aumento na variedade de produtos. O leite e seus derivados, fontes de
calcio, sdo produtos conceituados como de alto valor nutricional. Os
consumidores estdo cada vez mais exigentes na selecdo de produtos
alimenticios, por isso ¢ importante que a inovagdo tecnoldgica atenda as
expectativas destes consumidores, no intuito de oferecer produtos diferenciados,
saudaveis e com qualidade.

Face ao exposto, objetivou-se com o presente trabalho determinar o
rendimento e a composicdo quimica dos oOleos essenciais de Allium sativum
(alho) e Origanum vulgare (orégano), avaliar a sua atividade antioxidante e
antibacteriana, desenvolver um queijo tipo quark com a adigdo destes oleos
(inovagdo tecnologica), realizar analises sensoriais para se conhecer o nivel de
aceitacdo dos queijos, bem como avaliar o tempo de vida util dos mesmos sob

refrigeracdo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A industria de alimentos vem buscando técnicas alternativas para
substituir os métodos tradicionais de controle de micro-organismos nos
alimentos, como o uso do calor, acidificacdo, congelamento, desidratacdo,
adicdo de sal e agentes quimicos. Nos ultimos anos, as tecnologias mais
estudadas sdo as de inativacdo de micro-organismos por métodos nao térmicos,
como o uso de alta pressdo, sistemas de embalagens ativas ou com atmosfera
modificada e bioconservagdo e utilizagdo de compostos antimicrobianos
naturais. Dentre estes ultimos, merecem destaque os Oleos essenciais

(ERNANDEZ; GARCIA-CRUZ, 2007).

2.1 Substancias naturais

Nos tultimos anos os consumidores passaram a exigir alimentos com
mais qualidade, sem conservantes quimicos ¢ com longa vida 1til. Assim, a
utilizacdo dos mesmos para a preservagdo de alimentos ndo é compativel com a
imagem de produtos frescos/saudaveis.

Os compostos de natureza vegetal, em especial as especiarias ¢ seus
produtos derivados (6leos essenciais e extratos), apresentam um potencial
relevante como agentes de inibicdo do crescimento de micro-organismos,
mostrando que elementos que se apresentavam apenas como vetores de aromas e
gostos caracteristicos, atualmente apresentam uma nova perspectiva de emprego
(SOUZA; LIMA; NARAIM, 2003).

Desta forma, tem-se observado uma crescente busca por produtos
naturais com atividades bioldgicas que minimizem o impacto ambiental e na
saude causado por diversas substincias sintéticas. As plantas constituem uma

fonte inesgotavel de substincias potencialmente ativas e, embora os vegetais
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contenham milhares de constituintes quimicos, as propriedades relacionadas a

eles estdo especialmente ligadas aos chamados metabolitos secundarios.

2.2 Metabolismo secundario

Uma das caracteristicas dos seres vivos ¢ a presenca de atividade
metabolica. No caso das células vegetais, o metabolismo ¢ dividido em primdrio
e secundario. Os compostos envolvidos no metabolismo primario possuem uma
distribui¢do universal nas plantas. Em contrapartida, o metabolismo secundario
origina compostos que ndo possuem uma distribui¢do universal, pois ndo sao
necessarios para todas as plantas (SANTOS, 2007).

Durante muito tempo, acreditou-se que os metabdlitos secundarios
fossem produzidos sem uma fungdo especifica, simplesmente como produtos
finais das reagdes. Chegaram a ser considerados até como anomalias; porém,
com o surgimento de estudos relacionados com as plantas, tem-se descoberto
cada vez mais sobre a funcdo dessas substancias, sua utilidade para o
desenvolvimento fisiolégico das plantas e seu papel como mediadores das
interacdes entre as plantas e outros organismos (SIMOES et al., 2007).

Embora o metabolismo secundario nem sempre seja necessario para que
uma planta complete seu ciclo de vida, ele desempenha um papel importante na
interagdo das plantas com o meio ambiente. Um dos principais componentes do
meio externo cuja interagdo ¢ mediada por compostos do metabolismo
secundario sdo os fatores bioticos (BAKKALI et al., 2008). Desse modo, Simdes
et al. (2007) afirmam que os produtos secundarios possuem um papel contra a
herbivoria, ataque de patégenos, competicdo entre plantas e atragdo de
organismos benéficos como polinizadores, dispersores de semente e micro-
organismos simbiontes. Contudo, produtos secundarios também possuem agao

protetora em relacdo a estresses abioticos, como aqueles associados com
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mudancgas de temperatura, conteudo de agua, niveis de luz, exposicdo a UV ¢
deficiéncia de nutrientes minerais.

De fato, os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica
entre as plantas e o ambiente circundante, portanto, sua sintese é freqiientemente
afetada por condigdes ambientais (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Estudos
mostram que determinadas plantas podem variar a concentragdo de 6leo dentro
de uma mesma espécie, influenciadas por fatores hereditarios, que dizem
respeito as interferéncias quantitativas e qualitativas, e por fatores ontogénicos,
como solo, clima e micro-organismos (CARDOSO et al., 2001).

Existem trés grandes grupos de metabolitos secundarios, os terpenos, os
compostos fendlicos e os alcaldides. Os terpenos sdo formados a partir do acido
mevalonico (no citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto).
Os compostos fenodlicos sdo derivados do acido chiquimico ou do 4acido
chiquimico junto com o acido mevaldnico, e os alcaldides sdo derivados de
aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina) e de aminoacidos alifaticos
(ornitina, lisina) (BAKKALI et al., 2008).

A origem de todos esses metabolitos pode ser resumida a partir do
metabolismo da glicose, via dois intermediarios principais: o acido chiquimico e
o acetato. O 4acido chiquimico origina os aminoacidos aromaticos € 0s
fenilpropandides. Os derivados do acetato podem ser originados pela via do
ciclo do acido citrico, dando origem aos alcaldides, aos glicosideos e
glicosinolatos; pela via do mevalonato, originam os derivados isopreno e, pela
condensacdo da acteil-coA, formam-se os acidos graxos e acetogeninas
(SIMOES et al., 2007). Na Figura 1 encontra-se um esquema ilustrativo da rota

metabodlica do metabolismo secundario.
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Figura 1 Rotas metabolicas dos metabdlitos secundarios
Fonte: Simdes et al. (2007)
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Dentre os metabdlitos secundarios, os principais grupos de compostos
encontrados com maior atividade bioldgica sdo os alcaloides, flavonoides,

cumarinas, taninos, quinonas ¢ 6leos essenciais (PEREIRA et al., 2007).

2.3 Oleos essenciais

Os oOleos essenciais sdo compostos complexos naturais, volateis,
caracterizados por um forte odor e constituido por metabolitos secundarios de
plantas aromadticas. Conhecido pela sua atividade anti-séptica, ou seja,
bactericida, fungicida e virucida e propriedades medicamentosas e flavorizantes,
sdo usados em embalsamentos, conservacdo dos alimentos, analgésicos,
sedativos, antiinflamatério, antiespasmddico e anestésico local. Essas
caracteristicas ndo se alteraram muito, exceto que agora sdo mais conhecidos
alguns de seus mecanismos de agdo, particularmente para o efeito
antimicrobiano (BAKKALI et al., 2008).

A ISO (International Standard Organization) define 6leos essenciais
como os produtos obtidos de partes de plantas mediante destilagdo por arraste
com vapor d’agua, bem como os produtos obtidos por expressdo dos pericarpos
de frutos citricos. De forma geral, sdo misturas complexas de substincias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas (SIMOES et al., 2007).

De acordo com Bandoni e Czepak (2008) sdo geralmente incolores ou
ligeiramente amarelados; poucos sdo os 6leos que apresentam cor, em geral, sdo
muito instaveis, principalmente na presenga de ar, luz, calor, umidade e metais.

Quimicamente, a maioria dos 6leos essenciais ¢ constituida de derivados
fenilpropanoides ou de terpendides, preponderando esses ultimos. Apresentam
de 20 a 60 compostos em mistura, sendo um, dois ou trés deles majoritarios em

termos de porcentagem (BAKKALI et al., 2008).
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Simdes et al. (2007) afirmam que dependendo da familia, os 6leos
essenciais podem ocorrer em estruturas secretoras especializadas, tais como
pélos glandulares, células parenquimaticas diferenciadas, canais oleiferos ou em
bolsas lisigenas ou esquizolisigenas. Embora todos os 6rgdos de uma planta
possam acumular 6leos essenciais, sua composicdo pode variar segundo a
localizacdo.

No ambiente natural, os Oleos essenciais estdo associados a varias
fungdes necessarias a sobrevivéncia do vegetal em seu ecossistema, exercendo
papel fundamental na defesa contra bactérias, fungos, virus, insetos e herbivoros,
e também na atragdo de alguns insetos e outros agentes de fecundagdo, como
passaros e morcegos (BAKKALI et al., 2008).

De acordo com Bandoni e Czepak (2008) a composi¢do dos oleos
essenciais estd constantemente em transformagdo, mudando as propor¢des de
seus constituintes ou transformando-se uns constituintes em outros, segundo a
parte da planta, o momento do seu desenvolvimento ou o momento do dia
podendo também ser determinada geneticamente, variando de acordo com a
origem botanica, o quimiotipo, fatores da natureza e o procedimento de cultivo
das plantas e de obtencao.

Por suas propriedades ja observadas na natureza, ou seja, pelas
atividades antibacteriana, antifingica e inseticida os 6leos essenciais tém sido
largamente utilizados. Sao empregados na indistria de alimentos como
flavorizantes, conservantes ¢ aditivos; de cosméticos como perfumes, bem como
na industria farmacéutica, pelas suas propriedades farmacoldgicas (BAKKALI

et al., 2008; BURT, 2004).
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2.3.1 Biossintese de terpenoides

De acordo com Simoes et al. (2007) os terpenoides sdo sintetizados via
mevalonato no citoplasma, o qual é formado por condensagdo de uma unidade
da acetoacetil-CoA com a acetil-CoA, seguida de uma hidrélise, formando o 3-
hidréxi-3-metilglutaril-CoA (HMGCoA). Posteriormente, o HMG-CoA sofre
uma redugdo por um processo que depende de NADPH e ¢ catalisado pela
HMGCoA-redutase a mevalonato que, por sua vez, ¢ convertido em isopentenil-
pirofosfato (IPP) e seu isomero dimetilalilpirofosfato (DMAPP). O IPP ¢ o
DMAPP condensam-se formando o transgeranilpirofosfato, que dara origem aos
monoterpenos e sesquiterpenos. Com a polimerizagcdo, sdo formadas cadeias
crescentes de cinco em cinco atomos de carbono, conforme a Figura 2.

Segundo Dewick (2009) a produgdo do IPP pode também ocorrer no
cloroplasto (plastidios), pela via 1-deoxi-D-xilulose conhecida como via DXPS,
iniciando com a condensa¢do de uma molécula de piruvato e outra D-
gliceraldeido-3-fosfato, formando a 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato; apds reagdes
sucessivas, a molécula de IPP e de DMAPP sdo formadas (Figura 3). As
moléculas de IPP ¢ DMAPP formadas em ambas as vias condensam-se e
originardo o trans-geranilpirofosfato (GPP), o qual é convertido nos diferentes
monoterpenos. Devido a polimerizagdo do trans-geranilpirofosfato com IPP, sdo
formadas cadeias crescentes de cinco em cinco atomos de carbono, que dara
origem aos monoterpenos (10 carbonos), sesquiterpenos (15 carbonos),

diterpenos (20 carbonos) e assim por diante.
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Figura 3 Biossintese de terpenos via DXPS
Fonte: Dewick (2009)

2.3.2 Biossintese de fenilpropanoides

Os fenilpropanoides derivam da rota que inicia com a formagao do acido
chiquimico, dando origem a fenilalanina e a tirosina que, por sua vez, com a
acdo da enzima fenilalanina amonialiase (FAL), perde uma molécula de amonia
resultando na formagdo dos acidos cindmico e p-cumadrico, respectivamente
(Figura 4). Portanto, por meio de varias reagdes sdo formados os
fenilpropanoides, tais como eugenol e aldeido cinimico, entre outros (SIMOES

et al., 2007).
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2.4 Método de extracao por hidrodestilacao de dleos essenciais

Existem intimeras técnicas utilizadas para a extracdo de dleos essenciais
que sdo escolhidas de acordo com a necessidade e o material disponivel. Dentre
estas podem ser citadas a enfloragdo, extragdo por CO, supercritico, prensagem,
destilag@o por arraste a vapor de dgua e hidrodestilagdo, que estdo cada vez mais
aperfeigoadas e viabilizam a producdo com uma determinada composicdo e

pureza desejada (BAKKALI et al., 2008; SIMOES et al., 2007). No entanto, a



27

mais usada, em laboratério, é a hidrodestilagdo, ¢ na indastria as mais
empregadas sdo o CO, supercritico ¢ a prensagem. Tal fato justifica-se pela
facilidade, simplicidade e, o bom rendimento obtido.

Para a obtencdo dos oleos essenciais por hidrodestilagdo, o material
vegetal entra em contacto com a agua e, juntos, sdo levados a ebuli¢do; os
vapores gerados s3o condensados e o 6leo essencial que ¢ imiscivel na agua, é
posteriormente separado. O equipamento recomendado para esse tipo de
extragdo em escala laboratorial é o aparelho de Clevenger modificado (SIMOES

et al., 2007; BANDONI; CZEPAK, 2008).

2.5 Atividade antioxidante dos 0leos essenciais

Os o6leos essenciais possuem grande potencial na moderna nutracéutica,
uma vez que estes materiais, além de serem utilizados em alimentos e farmacos,
tém sido usados na prevengio e tratamento de diversas doengas (CAVAR et al.,
2008; DEMIRCI et al., 2008). Além disso, muitos 6leos essenciais € compostos
isolados destes tém sido recentemente reconhecidos como poderosos
antioxidantes naturais, os quais poderiam ser utilizados como substitutos
potenciais aos antioxidantes sintéticos (BOZIN et al., 2006; MIMICA-DUKIC et
al., 2004; RUBERTO; BARATTA, 2000).

Desta forma, muitas plantas aromaticas t€m sido atualmente
consideradas como importantes fontes para a extragdo de compostos com
atividades antioxidante e antimicrobiana.

De acordo com Cansian et al. (2010) substincias antioxidantes sdo
aquelas que inibem e/ou diminuem os efeitos desencadeados pelos radicais livres
e compostos oxidantes em substratos oxiddveis. A produgdo de radicais livres ¢
controlada nos seres vivos por diferentes substincias antioxidantes que podem

ser endogenas, como a enzima superoxido dismutase ou podem ser provenientes
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da dieta alimentar, como acido ascorbico, a-tocoferol, carotenodides e polifendis.
Quando ocorre limitagdo na disponibilidade de antioxidantes, podem ocasionar
lesdes oxidativas de carater cumulativo (SOUSA et al., 2005).

As espécies reativas sdo formadas continuamente durante os processos
metabolicos, normais ou patogé€nicos ou sdo provenientes de fontes exdgenas
fisicas e quimicas. Tais espécies atuam como mediadores da transferéncia de
elétrons e em varios processos bioquimicos, como a fagocitose, fendmeno em
que espécies reativas de oxigénio, H,O,, ClIO™ e 'O,, sio produzidas para
eliminar o agente agressor por oxidacdo (CANSIAN et al.,, 2010). Porém,
quando em concentragdo excedente ao normal, essas espécies podem causar
duas categorias de efeitos potencialmente importantes: danos celulares, ao atacar
membranas, proteinas, polissacarideos e acidos nucleicos, com consequente
alteracdo funcional e prejuizo das fungdes vitais em diversos tecidos adiposo,
vascular e cerebral, e oOrgdos, como musculo e figado, ocasionando
eventualmente algumas doengas, e ativacdo de caminhos de sinalizacdo
(MULLER et al., 2007).

O oxigénio (O,) envolvido no processo respiratorio, em certas condigdes
no organismo, pode ser transformado em espécies reativas do oxigénio, como o
anion superéxido (0,"), 'O, (oxigénio singlete), radical hidroxila (OH"), éxido
nitrico (NO), peroxido de hidrogénio (H,0,), radical lipidico (L"), entre outros
(GUTIERREZ, 2002; WICKENS, 2001).

De acordo com Andrade et al. (2007) os antioxidantes sdo capazes de
estabilizar ou desativar os radicais livres antes que ataquem os alvos biologicos
nas células. Os radicais formados a partir de antioxidantes ndo sdo reativos para
propagar a reagdo em cadeia, sendo neutralizados por reagdo com outro radical,
formando produtos estaveis ou podem ser captados por outro antioxidante.

Em termos alimentares, a deterioracdo de 6leos e gorduras ¢ responsavel

pelos odores e sabores rangosos, com consequente decréscimo da qualidade e
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seguranga nutricionais, causado pela formagdo de produtos secundarios,
potencialmente toxicos. Assim, a adicdo de antioxidantes ¢ requerida para
preservar sabor e odor, além de evitar destruicdo de vitaminas.

Na industria alimenticia, o processo de oxidacdo lipidica ¢ inibido por
substancias sintéticas como o o-tocoferol, butil-hidréxi-tolueno (BHT), butil-
hidréxi-anisol (BHA), tert-butil-hidroquinona (TBHQ) e galato de propila (PG),
que sao seqliestradores de radicais livres. Contudo, estudos t€ém demonstrado
que estas substdncias apresentam alguns efeitos toxicos (YESILYURT et al.,
2008) (Figura 5).

No Brasil, o uso dessas substancias antioxidantes ¢ controlado pela
Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), por meio da RDC N° 64, de
16 de setembro de 2008, limitando as concentracdes maximas de uso para 0,02g
100g™ para TBHQ, BHA, BHT e PG (BRASIL, 2008; RAMALHO; JORGE,
2006).

Nos ultimos anos, a preocupagdo constante de proporcionar aos
consumidores produtos de alta qualidade levou a adogdo de medidas que
permitem limitar o fendmeno de oxidacdo durante as fases de processamento e
armazenagem dos produtos, além disso, tem se observado um aumento nas
pesquisas voltadas a busca por antioxidantes de ocorréncia natural.

Assim, além da promocdo de satde eles tém um papel importante nas
indUstrias alimenticias para evitar o processo de oxidagdo lipidica em alimentos
responsavel pelo aroma e a formagdo de compostos indesejaveis podendo
substituir  antioxidantes sintéticos (BRAND-WILLIANS; CUVELIER;
BERSET, 1995).

Dentro dessa perspectiva muitos componentes produzidos por plantas
tétm sido objeto de pesquisas em relacdo ao potencial antioxidante,

demonstrando resultados promissores. Entre eles t€m-se os 6leos volateis (CAO
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et al.,, 2009; WANG et al., 2008) e componentes ndo volateis testados na forma
de extratos (CHAN et al., 2008; SAFAEI-GHOMI et al., 2009).
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Figura 5 Estruturas quimicas dos principais antioxidantes utilizados na industria
(a) a- Tocoferol, (b) BHT, (c) BHA, (d) PG e (e) TBHQ

Desta forma, a substitui¢do de antioxidantes sintéticos por naturais pode

apresentar vantagens devido a implica¢des na area de saude e na funcionalidade.

2.6 Atividade antibacteriana dos dleos essenciais

A industria alimenticia apresenta como proposito a produgdo de
alimentos com uma longa vida 1util ligada a uma inocuidade no que diz respeito a
presenca de micro-organismos patogénicos ¢ deterioradores, sobretudo suas
toxinas. A pressdo quanto ao uso indiscriminado de aditivos quimicos cresce e
tem-se tornado alvo de criticas por grande parte dos consumidores.

Atualmente, as propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais tém

sido consideradas a base de varias aplicagdes, incluindo preservacao de
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alimentos e producdo de farmacos alternativos. Este aspecto assume uma
relevancia particular devido ao aumento da resisténcia de algumas bactérias aos
antibioticos mais comuns € aos agentes microbianos utilizados na preservacdo de
alimentos (CANSIAN et al., 2010).

Ha registros, pela Comissao Européia, do uso de alguns componentes de
oleos essenciais para utilizagdo como aromatizantes em géneros alimenticios.
Estes sdo caracterizados por ndo apresentarem qualquer risco a saude do
consumidor e incluem o carvacrol, carvona, eugenol, limoneno, mentol e timol
(OLIVEIRA et al., 2011).

No que diz respeito a atividade antimicrobiana em alimentos, estes
podem servir como substrato para o crescimento microbiano e produgdo de
toxinas e, de acordo com a forma tradicional de uso, as especiarias e ervas
adicionadas aos alimentos sdo geralmente empregadas em quantidades
insuficientes para evitar a deterioracdo por micro-organismos (CEYLAN;
FUNG, 2004). Entretanto, os componentes ativos em baixas concentragdes
podem interagir sinergicamente com outros fatores (NaCl, &cidos e
conservantes) aumentando o efeito conservante. Sabe-se, que a diminui¢do da
atividade antimicrobiana de especiarias e ervas nos alimentos pode ser devido a
compartimentagdo dos componentes ativos para a fase lipidica (CEYLAN;
FUNG, 2004).

Assim, a substituicdo de aditivos sintéticos por naturais dependera,
fundamentalmente, da concentragdo ideal. Ou seja, ndo basta inibir o
crescimento microbiano, deve haver um sinergismo entre a concentracdo que
possua acdo antimicrobiana e que, no entanto, nao altere o sabor dos alimentos
de forma negativa.

Os oleos essenciais de inumeras espécies de plantas podem atuar como

agentes naturais na preservacao de alimentos, sendo estes acrescidos durante o
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processamento, inibindo o crescimento de bactérias e fungos (ERNANDEZ;
GARCIA-CRUZ, 2007).

O modo de ac¢do que provoca a inibigdo de micro-organismos por 6leos
essenciais e seus compostos quimicos envolve diferentes mecanismos,
dependendo dos componentes majoritarios do dleo essencial (SOUZA et al.,
2005). Entretanto, além de se conhecer a acdo dos componentes majoritarios dos
oleos essenciais isoladamente, deve-se considerar a agdo sinergistica das
moléculas que os compdem, pois é possivel que a atividade atribuida aos
componentes majoritarios seja modulada pelos minoritarios presentes no 6leo,
que atuam na penetragdo, na distribui¢ao celular e na fixacao destes nas paredes
e membranas (LIOLIOS et al., 2009; PROESTOS et al., 2008).

Os Oleos essenciais apresentam uma complexidade quimica que lhes
conferem uma baixa especificidade, assim sua atividade antibacteriana ndo pode
ser explicada por um tnico mecanismo de agdo, pois todos os componentes da
célula bacteriana tornam-se possiveis alvos de atuagao desses oleos (BAKKALI
et al., 2008; CARSON; MEE; RILEY, 2002). Entretanto, poucos sao os estudos
que evidenciam tais mecanismos de agdo.

Uma importante caracteristica dos 6leos essenciais ¢ a lipofilicidade, o
que permite que estes passem através da parede celular e membrana
citoplasmatica, rompendo a estrutura de diferentes camadas de polissacarideos,
acidos graxos e fosfolipidios, quebrando-os e, assim, alterando a permeabilidade
dessas organelas (BAKKALI et al., 2008).

Pires (2007) estudou o efeito inibitério de oOleos essenciais de citros
sobre o crescimento de micro-organismos e verificou que, os halos de inibigao
produzidos pelos 6leos essenciais, da casca ¢ da folha, em placas contendo as
bactérias Escherichia coli, Staphylococcus. aureus e Pseudomonas aeruginosa,
foram medidos, revelando o efeito inibitdrio destes Oleos sobre ambas as

bactérias. De forma semelhante, Pereira et al. (2008) verificaram em testes in
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vitro que os 6leos essenciais de capim-limdo (Cymbopogon citratus), orégano
(Origanum vulgare) e cravo-da-india (Syzygium aromaticum) promoveram
efeito inibitério sobre as bactérias Staphylococus aureus e Escherichia coli.
Entretanto quando avaliaram o efeito sinergistico dos 6leos sobre as mesmas
bactérias, nao observaram diferencas significativas.

Recentemente Pessoa et al. (2010) avaliaram os 6leos essenciais de
Vernonia remotiflora e Vernonia brasiliana quanto as suas propriedades
antimicrobianas, frente a um painel de bactérias Gram-negativas (P. aeruginosa
e S. cholerasius) e Gram-positivas (S. aureus e Bacillus subtilis) e concluiram
que os 6leos mostraram atividade antibacteriana de largo espectro, inibindo o
crescimento de todas as espécies de bactérias testadas.

A seguir, no Quadro 1, ¢ apresentada a eficacia de alguns agentes

antimicrobianos de derivados de plantas em alimentos.

Quadro 1 Eficacia dos agentes antimicrobianos naturais de plantas, quando
utilizados em alimentos; (a) bactericida, (b) bacteriostatico, (c) pouco
ou nenhum efeito

Agente Concentracio | Alimento Micro-organismo Efeito
antimicrobiano
Manjericdo 1% (W/v) Molho de Shigella spp. b,c
espaguete
Oleo de 1% Suco de Lb. cuvatus a
manjericdo tomate
Carvacrol 3% Peixe S. typhimurium
Oleo de canela 1% (v/v) Queijo L. monocytogenes
Eugenol 2% Carne A. hydrophila a,b
cozida
Alho 4% Lingiiica Microbiota natural b,c
Orégano 0,05% (v/v) Peixe Microbiota natural b
Oleo de 0,08% (v/v) Filé de S. typhimurium a
orégano carne
Tomilho 0,05% (v/v) Peixe Microbiota natural b

Fonte: Holey e Patel (2005)
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2.7 Contaminantes de alimentos

As doengas de origem alimentar, ou transmitidas por alimentos, sdo de
vital interesse para satide publica. Doengas transmitidas por alimentos (DTA)
sdo definidas como qualquer doenga infecciosa ou de natureza toxica causada
pelo consumo de alimentos ou dgua contaminados por bactérias, virus, parasitas,
toxinas, agrotoxicos, produtos quimicos ¢ metais pesados. A maioria, no entanto,
¢ de origem microbiana. (BRASIL, 2005; WORLD HEALTH
ORGANIZATION-WHO, 2004).

De acordo com Jay (2005) as bactérias sdo os principais micro-
organismos envolvidos nos processos de contaminagdes de alimentos, pois
atuam sob numerosos tipos de substratos, sob diferentes faixas de temperatura e
de pH, bem como de condi¢des do meio ambiente. Casos de DTA ocorrem
diariamente em todos os paises, mas como a maioria nao ¢ relatada, a verdadeira

dimensao do problema é desconhecida (WHO, 2009).

2.7.1 Escherichia coli

A principal causa de doencgas diarréicas ¢ a ingestdo de alimentos e/ou
adgua contaminados por micro-organismos patogénicos. Um dos agentes
etiologicos das infecgdes entéricas é a bactéria Escherichia coli, sendo a
principal representante do grupo dos coliformes termotolerantes. Pertence a
familia Enterobacteriaceae, apresentam-se como bastonetes Gram negativos, nao
esporogénicos, aerobios ou anaerdbios facultativos, capazes de fermentar a
lactose com produgdo de gas, em 24 a 48 horas a 44,5 — 45°C (SILVA;
JUNQUEIRA, 2007).

A espécie Escherichia coli inclui cepas ndo patogénicas que tém como

habitat o trato entérico de humanos e animais sadios, e cepas altamente
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patogénicas, responsaveis por provocarem surtos de doengas em humanos e
animais com consideravel taxa de mortalidade. Sua presenga em alimentos e
agua indica contaminagdo direta ou indireta de origem fecal, sendo considerada
o indicador classico da possivel presen¢a de micro-organismos patogénicos
(JAY, 2005; TORTORA, 2000).

Assim, contagens elevadas de E. coli relacionam-se a falta de higiene e
falhas no processamento de alimentos. O leite e seus derivados podem sofrer
contaminacdo direta ou indireta por este micro-organismo. Tem sido
demonstrado que esta bactéria ¢ capaz de sobreviver as condigdes de

processamento de queijos, incluindo a maturagao.

2.7.2 Staphylococcus aureus

Dentre os diversos tipos de micro-organismos que podem ser
transmitidos pelo leite ¢ seus derivados destaca-se o Staphylococcus aureus.
Este ¢ um patdgeno contagioso da mastite sendo disseminado durante o processo
de ordenha.

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae.
Apresentam-se como cocos Gram-positivos, ndo esporulados, anaerdbio
facultativo (JAY, 2005). E um organismo coagulase positivo, oxidase negativo e
aerdbico facultativo; pode crescer em uma ampla margem de temperatura, tendo
como limite minimo ¢ maximo 7°C e 49°C respectivamente, ¢ a produgdo de
toxinas ocorre na faixa de 10°C — 48°C, mas sua faixa 6tima de sua produgao ¢
de 40°C - 45°C (TORTORA, 2000).

O habitat principal de Staphylococcus aureus em humanos e animais ¢ a
mucosa naso-faringea, onde forma parte da microbiota normal. Organismos
presentes no nariz podem contaminar facilmente a pele, assim portadores nasais

podem ser portadores cutdneos (FUEYO; MENDONZA; MARTIN, 2005).
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Este micro-organismo pode causar toxinoses alimentares pela ingestao
de toxinas termoestaveis produzidas nos alimentos, que sdo responsaveis pela
sua patogenicidade. Sdo classificadas em exo e endotoxinas, sendo as principais
exotoxinas produzidas pelos estafilococos as enterotoxinas, que sdo as
responsaveis pelas toxinoses ¢ as maiores causadoras de surtos de toxinfecgdo
durante diferentes etapas do processamento dos alimentos. As enterotoxinas
estafilococicas sdo termoestaveis, podendo permanecer no alimento mesmo apds
o cozimento, favorecendo a ocorréncia de intoxicacdo (CASEY; LAMBERT;

ELLIOTT, 2007).

2.7.3 Pseudomonas aeruginosa

A espécie Pseudomonas aeruginosa tem sido a responsavel pela maioria
dos casos de doenga infecciosa no homem, como infec¢des urinarias e
respiratorias, pneumonias, meningites, endocardites e diversos outros tipos de
infeccdo, especialmente em individuos imunossuprimidos, idosos e criancas
(MALLET et al., 2007).

Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria Gram negativa, aerdbica
obrigatoria, possui flagelos, ndo esporulada, capaz de crescer em ambientes
simples e causa infecgdes cronicas por biofilmes em individuos
imunocomprometidos (BOLLINGER et al., 2001; MASSAGUER, 2005). Essas
infeccdes sdo notoriamente dificeis de se tratar, devido a alta resisténcia dos
biofilmes a antibioticos (LEWIS, 2001; PARSEK; SINGH, 2003). Sao oxidase ¢
catalase positiva que crescem a 37°C e a 42°C, possui o metabolismo oxidativo,
tolera valores de pH relativamente altos e ¢ capaz de sobreviver em substratos
com pequenas quantidades de nutrientes (BERGEY'S Manual, 1994; MAC
FADDIN, 1980; TRABULSI, 2002).



37

O género Pseudomonas ¢ extremamente importante na industria leiteira,
por ser constituido por espécies capazes de se desenvolverem a uma temperatura
igual ou menor a 7°C, independente da sua temperatura 6tima de crescimento

(ROBINSON, 1987).

2.7.4 Listeria monocytogenes

Segundo Jay (2005), a L. monocytogenes esta representada por 13
sorovares, alguns dos quais sdo compartilhados por L. innocua e por L. seeligeri.
Embora L. innocua esteja representada somente por trés sorovares, muitas vezes
esta ¢ considerada uma variante ndo patogénica de L. monocytogenes. A grande
heterogeneidade antigénica desta ultima espécie pode estar relacionada com o
grande numero de hospedeiros animais nos quais ¢ capaz de multiplicar-se.

A espécie Listeria monocytogenes apresenta-se na forma de bastonetes
curtos Gram-positivos, sendo ndo formadora de esporos, moveis (com flagelos
peritriquios), catalase positiva, oxidase negativa, halotolerantes, desprovida de
capsula. E amplamente distribuida na natureza, podendo ser isolada do solo e
fezes de humanos ¢ de outros animais (ADAMS; MOSS, 2004; JAY, 2005).
Crescem em temperatura de 1 a 45°C, sendo a faixa 6tima de 30 a 37°C, embora
existam relatos sobre o crescimento a 0°C. Suportam repetidos congelamentos e
descongelamentos. (FRANCO; LANDGRAF, 1996; MANTILLA et al., 2007).

De acordo com Jay (2005), das espécies de Listeria, a L. monocytogenes
¢ o patogeno de importancia para os humanos. Adquirida pela ingestdo de
alimentos contaminados, pode vir afetar principalmente individuos
imunodeprimidos, gestantes ¢ recém-nascidos. Manifesta-se por gastroenterites,
meningites, encefalites, infecgdes transmitidas da gestante para o feto e
septicemias, resultando na morte de 25 a 30% dos casos (KHELEF et al., 2005;
SILVA; JUNQUEIRA, 2007).



38

Segundo Silva e Junqueira (2007) a dose infectiva é desconhecida, mas,
acredita-se variar conforme a cepa ¢ a susceptibilidade do individuo atingido. O
periodo de incubagdo ¢ variavel, havendo casos de surtos com periodos que vdo
de trés a setenta dias apos a exposicdo ao produto contaminado.

Os mecanismos pelos quais causa listeriose ainda ndo estdo bem
definidos. Sabe-se, entretanto, que a bactéria produz algumas toxinas,
destacando-se as toxinas hemoliticas (hemolisinas) e as toxinas lipoliticas;
responsaveis pelo aumento na producdo de monoécitos e pela depressdo na

atividade de linfocitos (MANTILLA et al., 2007).

2.7.5 Salmonella Choleraesuis

Salmonella é o principal agente de doengas de origem alimentar em
varias partes do mundo (WHO, 2005) e também no Brasil (SILVA;
JUNQUEIRA, 2007).

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e se
apresenta na forma de bastonetes, Gram negativos, nao produtores de esporos,
anaerobios facultativos, oxidase negativa e catalase positiva. O organismo
apresenta crescimento 6timo a 37°C, sendo o pH 7 ideal, variando entre 4 ¢ 9
(SILVA; JUNQUEIRA, 2007). Oficialmente o género apresenta duas espécies,
S. enterica e S. bongori, que incluem atualmente 2.519 e 22 sorotipos,
respectivamente (POPOFF; BOCKEMUHL; GHEESLING, 2004).

A salmonella é uma bactéria de ampla ocorréncia em animais e, no
ambiente, as principais fontes s3o a agua, o solo e fezes de animais. A doenga
geralmente ¢ contraida através do consumo de alimentos contaminados de
origem animal, principalmente a carne bovina ¢ de aves, ovos ¢ o leite (JAY,

2005).
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A Salmonella enterica causa gastrinterite, diarreia, dores abdominais,
nausea, febre, calafrios e dores de cabeca. A febre tifoide ¢ a mais grave de todas
as doencas causadas por salmonelas, incluindo S. Typhi, S. Parathyphi A e C.
(JAY, 2005; KAKU et al., 1995). Complica¢des decorrentes das salmoneloses
ndo sdo incomuns e, no caso das febres tifoide e paratifoide, pode atingir varios

orgaos, provocando lesoes.

2.8 Condimentos

Os condimentos e especiarias sd2o produtos aromaticos de origem vegetal
empregados principalmente para conferir sabor aos alimentos. Além desta
utilidade, os condimentos possuem também propriedades antimicrobianas,

antioxidantes e medicinais.

2.8.1 Orégano (Origanum vulgare)

A espécie Origanum vulgare pertencente a familia Lamiaceae ¢ uma
planta perene, aromatica e condimentar. Também ¢ conhecida como orégano,
manjerona-silvestre ou manjerona-rasteira. E amplamente utilizado na culinaria
e na medicina popular. O seu 6leo essencial apresenta alta estabilidade, auséncia
de contamina¢do microbiologica e diversidade de componentes quimicos,
principalmente o carvacrol e o timol, com atividade antimicrobiana comprovada
(BAYDAR; SAGDC; OZKAN, 2004; CLEFF et al., 2008) (Figura 6). Segundo
Burt (2004), o o6leo essencial de orégano ¢ composto, principalmente, por

carvacrol, timol, y-terpineno e p-cimeno.



40

Figura 6 Aspecto geral da espécie orégano (Origanum vulgare)

Devido sua ampla variedade de caracteristicas quimicas ¢ de aroma,
diferentes espécies e biotipos de Origanum sdo utilizados como insumo na
industria farmacéutica e cosmética, como erva culinaria, como flavorizante de
alimentos, em bebidas alcoolicas ¢ em perfumaria (SOUZA et al., 2005).
Estudos tém mostrado que espécies de Origanum possuem propriedades
antimicrobianas e antioxidantes, e enfatizam que as suas propriedades bioldgicas
podem variar de acordo com a técnica de cultivo, origem, estagio vegetativo ¢ a

estacdo de coleta do material vegetal.

2.8.2 Alho (Allium sativum)

O alho ¢ uma erva bulbosa, perene, cujo bulbo fornece 6leo essencial
(0,1 a 0,2%). O principio ativo, a alicina, encontra-se na droga fresca sob a
forma de um precursor inativo, a aliina. A trituragdo dos bulbos provoca rapida
reagdo enzimatica por acdo da enzima aliinase que converte a aliina em alicina
cujo odor caracteristico do alho ¢ imediatamente reconhecido (KATZUNG,

2006).
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Originario da Asia Ocidental ¢ Europa, o alho, Allium sativum L., da
familia Liliaceae, ¢ uma planta herbacea, podendo atingir até 60 cm de altura;
Apresenta-se com folhas pontiagudas, longas e achatadas, bulbo dividido em
bulbilhos compridos e reunidos em um invélucro comum de varias tinicas
esbranquicadas que sdo facilmente destacaveis. Cada dente, com coloracdo
variando de branco a violeta, ¢ envolvido por uma tinica propria; flores
pequenas em cachos, de cor rosada ou branca (Figura 7).

Sua composi¢cdo quimica destaca-se pela presenca de 6leos essenciais,
compostos sulfurados (aliina e alicina), sais minerais e vitaminas.

Segundo Zanuncio et al. (2007) entre os usos terapéuticos do alho,
destacam-se bactericida, antisséptico, laxante suave, vermifugo, antiparasitario
intestinal, diurético, indicado na arteriosclerose, prevengdo da trombose e na

hipertensao arterial, expectorante e combate manifestacdes gripais.

Figura 7 Aspecto geral do bulbo de alho (Allium sativum)
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2.9 Queijo Quark

Entre os produtos alimenticios, o leite e seus derivados sdo os que
apresentam maior crescimento nos ultimos anos. O consumidor brasileiro esta
reaprendendo a comer, ¢ trazendo para seu habito diario de consumo, iogurtes,
leites, queijos, e outros.

O quark ¢ um queijo fresco de coagulagdo acida, originario da Europa
oriental que se tornou muito popular nos paises ocidentais, sobretudo os
europeus (JELEN; RENZ-SCHAUEN, 1987).

Segundo Fox et al. (1996) este ¢ produzido a partir de leite integral ou
desnatado que pode ser tanto pasteurizado como tratado termicamente a
temperaturas mais elevadas como 90°C por até 10 minutos. A fabricagdo
envolve a adi¢do de cultura latica acidificante para promover um abaixamento
do pH e pequena quantidade de coalho para auxiliar a formacdo da coalhada,
seguida de incubacgdo até que se tenha a coagulagdo e um pH em torno de 4,6.

O queijo tipo “quark”, que da origem ao queijo tipo “petit suisse”, faz
parte do grupo de queijos de massa fresca, que consiste de produtos lacticos
acidificados, nao maturados, consumidos logo ap6s a fabricacdo e conservados
obrigatoriamente sob refrigeracdo. As condi¢des de producdo e de conservagao
destes produtos devem ser estritamente higiénicas e muito bem controladas. Na
Europa, onde sdo de grande importancia comercial e fabricados com tecnologia
avancada, o queijo tipo “quark” e similares, além de consumidos ao natural, sdo
comercializados em varios sabores com adi¢do de frutas ou de misturas
balanceadas de condimentos. Também pode ser transformado em produto aerado
pela mistura com creme de leite batido, agucar, aromatizantes e estabilizantes
(VAN DENDER et al., 2005).

Na fabricagdo de queijos, a qualidade do produto ¢ diretamente

proporcional a qualidade da matéria-prima. O tema, qualidade do leite, ¢ um dos
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mais debatidos e, no entanto, continua sendo ainda um dos pontos mais fracos,
dos elos de uma cadeia de eventos que determinam a qualidade do queijo.

No Brasil ndo ha um Regulamento Técnico de Identidade ¢ Qualidade
(RTIQ) para queijo tipo quark. O tnico queijo fresco obtido de coalhada acida
com RTIQ ¢ o tipo Petit Suisse que muitas vezes ¢ fabricado com a tecnologia

do quark (BRASIL, 2001).

2.10 Analise sensorial

A analise sensorial é uma ciéncia utilizada para evocar, medir, analisar e
interpretar reacdes as caracteristicas dos alimentos como sdo percebidas pelos
sentidos da visao, olfato, gosto, tato e audicdo (MINIM, 2006).

Por meio da analise sensorial, as caracteristicas ou propriedades
sensoriais de interesse em um alimento sdo identificadas e estudadas, utilizando
metodologias sensoriais de coleta de dados e métodos estatisticos de avaliagdo e
interpretagdo dos resultados obtidos no estudo sensorial (CHAVES, 2000;
MINIM, 2006).

Os métodos sensoriais sdo baseados na resposta aos estimulos sensoriais
e podem ser divididos em Métodos Discriminativos, Descritivos e Afetivos. Os
métodos discriminativos sdo, em geral, de facil interpretagdo, requerem pouco
tempo, sdo relativamente baratos e estabelecem a diferenga qualitativa e, ou
quantitativa entre as amostras. O método descritivo caracteriza e descreve as
propriedades sensoriais de um produto, empregando uma linguagem técnica. Os
métodos afetivos nao requerem treinamento dos consumidores e sdo importantes
por expressar a opinido por parte dos mesmos (MINIM, 2006).

Os métodos afetivos sdo utilizados para verificar o desempenho de
produtos junto ao mercado consumidor. Estes, quantitativamente, dividem-se em

duas categorias: de preferéncia e de aceitacdo. Neste trabalho utilizou-se o teste
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de aceitagdo cujo objetivo ¢ avaliar se os consumidores gostam ou desgostam do
produto. Existem varias escalas para medir a aceitagdo, sendo as mais utilizadas
a escala hedonica, a de atitude e a do ideal. Minin (2006) afirma que com o teste
da escala hedonica o individuo expressa o grau de gostar ou desgostar de um
determinado produto, de forma globalizada ou em relagdo a um atributo
especifico, sendo as escalas mais usadas as de 7 e 9 pontos, que contém os

termos definidos variando de “gostei muitissimo” a “desgostei muitissimo”.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtenc¢ao do material vegetal

As espécies selecionadas para o estudo, Origanum vulgare e Allium
sativum, foram adquiridas, a varejo, no Mercado Central da cidade de Belo
Horizonte — MG em margo de 2008. As partes utilizadas do alho foram os

bulbos desidratados laminados e para o orégano as folhas secas.

3.2 Extracao do 6leo essencial

As extragoes foram realizadas no Laboratorio de Quimica Orgénica da
Universidade Federal de Lavras. O método de extragdo foi o de hidrodestilagdo,
utilizando-se o aparelho de Clevenger modificado, com duragdo de 2 horas,
partindo-se de uma massa de 700 g de alho desidratado laminado e de 300 g de
orégano desidratado, realizadas em triplicata. Em seguida, o 6leo foi separado do
hidrolato por centrifugacdo, utilizando-se uma centrifuga de bancada de cruzeta
horizontal (Fanem Baby®I Modelo 206 BL) a 965,36 g por 5 min. Este foi
coletado com o auxilio de micropipeta, pesado ¢ acondicionado em frasco de
vidro envolto em papel aluminio, ao abrigo de luz, e armazenado sob

temperatura de refrigeragio (GUIMARARES et al., 2008).

3.2.1 Determinacao da umidade

Paralelamente as extragdes, realizou-se o teste de umidade, de acordo
com Pimentel et al. (2006). Utilizaram-se 5g de material vegetal imersos em 80
mL de ciclohexano em baldo volumétrico com capacidade de 250 mL, o qual foi

acoplado a um condensador com coletor volumetricamente graduado. O
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aquecimento do baldo foi realizado por meio de manta aquecedora. Apds 2
horas, o volume de agua presente no material vegetal foi quantificado. O
rendimento do 6leo essencial foi calculado e expresso em peso de 6leo por peso

de material com Base Livre de Umidade (% p/p BLU).

3.3 Identificacfo e quantificacdo dos constituintes dos éleos essenciais

A andlise qualitativa do 6leo essencial foi realizada por cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS - Shimadzu,
modelo QP 5050A), na Universidade Federal de Sergipe, sob as seguintes
condi¢des experimentais: coluna capilar de silica fundida (30m x 0,25mm) com
fase ligada DBS5 (0,25um de espessura de filme); hélio como gas de arraste com
fluxo de 1,0 mL min™, a temperatura foi programada mantendo 50 °C por 1
minuto e meio, seguindo de um aumento de 4 °C min™ até atingir 200 °C, depois
a 10 °C, até atingir 250 °C, mantendo-se constante essa temperatura por 5 min.;
temperatura do injetor: 250 °C e temperatura do detector (ou interface) de 280
°C; volume da amostra injetada 0,5uL em acetato de etila; taxa de particdo do
volume injetado: 1:100 e pressdo na coluna de 64.20 kPa. As condi¢des do
espectrometro de massas foram: detector de varredura 1.000; intervalo de
varredura de 0,50 fragmento e fragmentos detectados na faixa de 40 a 500 Da. A
identificagdo dos constituintes foi realizada com base na comparagdo dos indices
de retencdo da literatura (ADAMS, 2007). Para o indice de retengdo, utilizou-se
a equacdao de Van den Dool e Kratz 1963 em relagdo a série homodloga de n-
alcanos (nCs-nC,g). Também foram utilizadas duas bibliotecas do equipamento
NIST107 e NIST21, que permitem a comparagao dos dados dos espectros com
aqueles existentes na biblioteca.

A andlise quantitativa foi realizada no Laboratdrio de Quimica Organica

da Universidade Federal de Lavras, utilizando-se cromatografo gasoso
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Shimadzu CG — 17A equipado com detector por ioniza¢do de chamas (DIC), nas
seguintes condigdes experimentais: coluna capilar DBS; programacdo da coluna:
temperatura inicial de 40 °C até 240 °C; temperatura do injetor: 220 °C;
temperatura de detector: 240 °C; gas carreador: nitrogénio (2,2 mL min™); taxa
de split 1:10; volume injetado: 1 pL (1% de solucdo em diclorometano) e
pressao na coluna de 115 KPa, sendo a quantificacdo de cada constituinte obtida

por meio de normalizagdo de areas (%).

3.4 Atividade biologica dos 6leos essenciais

A avaliacio da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais foi realizada
no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos da Universidade Federal de Lavras.

As bactérias utilizadas foram Escherichia coli ATCC 11229,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella Choleraesuis ATCC 6539,
Listeria monocytogenes ATCC 19117 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442.

3.4.1 Manutencio e ativacao das culturas bacterianas

Durante o experimento, os micro-organismos foram mantidos, em
eppendorfs contendo meio de congelamento, sob refrigeracdo (4 °C). Para
ativagdo das culturas, as cepas foram repicadas em caldo-infusdo de cérebro e
coragao (BHI), e ficaram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apos a ativagao, foram

realizados os plaqueamentos em meios especificos para cada espécie.
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3.4.2 Padronizacio dos inoculos

As culturas de Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Salmonella Cholerasuis ATCC 6539, Listeria monocytogenes
ATCC 19117 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 foram padronizadas
empregando-se a escala de McFarland de 0,5 de BaSO,. A cultura ativa foi
repicada para caldo infusdo de cérebro (BHI) e incubada a 37 °C por 24 horas.
Posteriormente, uma aliquota de 10 pL foi transferida para caldo Triptic Soy
(TSB) e novamente incubada nas mesmas condigdes, sendo monitorado de meia
em meia hora o aumento do numero de indculo pelo espectrofotometro com
densidade optica a 625 nm, de acordo com a escala de McFarland de 0,5 de
BaSO,, até a concentragdo de 10° UFC mL". Esta foi diluida até que alcangasse
uma concentragio de 10° UFC mL"". Paralelamente, realizou-se o plaqueamento
em Agar TSA (Triptic Soy Agar) para a espécie Listeria monocytogenes, e para
as demais espécies, em Agar Miieller-Hinton, para a confirmacio da
concentracdo do inoculo (NATIONAL COMMITEE FOR CLINICAL
LABORATORY STANTARDS - NCCLS, 2003).

egr .o

3.4.3 Efeito inibitorio dos oleos essenciais sobre bactérias

O efeito inibitorio dos Oleos essenciais foi determinado utilizando-se as

metodologias de difusdo cavidade em aguar e difusdo por vapor.
3.4.3.1 Teste de difusdao cavidade em agar
A metodologia utilizada foi a de difusao cavidade em agar, empregando-

se, para tal, o agar TSA (Triptic Soy Agar) para a espécie Listeria

monocytogenes, e para as demais espécies, agar Miieller-Hinton (PEREIRA et
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al., 2008). Inicialmente, uma fina camada de agar foi adicionada em placas de
Petri (140 mm de didmetro). Apos a solidificagdo, esferas de vidro estéreis com
4 mm de didmetro foram posicionadas sobre o meio solido. Aliquotas
padronizadas de culturas de Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Salmonella Cholerasuis ATCC 6539, Listeria
monocytogenes ATCC 19117 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, foram
transferidas para erlemeyers contendo 200 mL de agar Miieller-Hinton ou TSA,
obtendo-se concentra¢io de 10° UFC mL™ na cultura reveladora. O meio ainda
liquido foi vertido sobre a camada anterior. Apos a solidificagdo do agar, as
esferas de vidro foram retiradas com auxilio de pingas estéreis, com posterior
deposicao dos oleos essenciais nos pocgos formados. As diluicdes foram
realizadas em solu¢do de dimetilsufoxido (DMSO) acrescida de solugdo
detergente TWEEN 80 (0,5% v/v), sendo utilizadas propor¢des de 1:1; 1:2; 1:4;
1:8; 1:16; 1:32; 1:64; 1:128 e 1:256 partes de solugdo adicionada de partes de
oleos essenciais como dilui¢do, obtendo-se as concentragdes 500; 250; 125;
62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,90 ¢ 1,95 uL mL". Foram aplicados nos pogos 10 puL
dos dleos essenciais diluidos. Para cada o6leo essencial utilizado realizou-se o
controle constituido de solugdo de DMSO a 1%. As placas foram incubadas em
BOD 37 °C por 24 horas e medidos os didmetros dos halos de inibi¢do formados.
Foram realizadas trés repeti¢des para cada tratamento, uma testemunha relativa
com a aplica¢do de 10 uL de DMSO; como padrdo de comparacdo, utilizou-se
uma solugdo de 100 ug mL™" do antibiético cloranfenicol (CL) (OGUNWANDE
et al., 2005).

A partir dos didmetros obtidos, que evidenciaram a sensibilidade do
micro-organismo, pode-se avaliar o perfil de sensibilidade das bactérias em
diferentes concentracdes dos 6leos essenciais. A concentragdo inibitoria minima
(CMI) foi definida como a menor concentragdo de 6leo essencial em que ocorreu

a presenca de halo de inibigdo.
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3.4.3.2 Difusao por vapor (disco)

O método utilizado foi o bioanalitico “in vitro” avaliando-se o efeito dos
Oleos essenciais de Allium sativum e Origanum vulgare sobre as bactérias
Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella
Cholerasuis ATCC 6539, Listeria monocytogenes ATCC 19117 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442. Para os ensaios foram empregadas placas de Petri de
9,0 cm de diametro, onde foram utilizadas as seguintes concentragdes de dleo:
500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,90 e 1,95 puL mL™. Paralelamente,
foram preparadas duas placas, uma sendo a Testemunha Absoluta (contendo
apenas 0 micro-organismo) e outra a Testemunha Relativa (contendo apenas
0,20 mL. de DMSO no disco de papel aderido a parte superior da placa de Petri).
Ambos os ensaios foram realizados em trés repetigdes. O meio de cultura
empregado foi o agar TSA (Triptic Soy Agar) para a espécie Listeria
monocytogenes, e para as demais espécies, agar Miieller-Hinton. Aliquotas
padronizadas de culturas foram acrescidas obtendo-se concentragio de 10® UFC
mL™" na cultura reveladora. Em seguida foram adicionadas as respectivas
solucdes de oleo essencial, em um filtro de papel de diametro de 4 cm,
posteriormente incubadas em BOD a aproximadamente 25°C por 24 horas

(LINDSEY; STANDEN, 2004).

3.4.3.3 Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com
trés repetigdes, sendo os tratamentos dispostos em esquema fatorial 5x2x10, e
constituidos por cinco micro-organismos (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella Cholerasuis, Listeria monocytogenes e Pseudomonas

aeruginosa), dois oleos (orégano e alho) e dez concentragdes (500; 250; 125;
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62,5; 31,25; 15,62; 7.81; 3,90; 1,95 ¢ 0 uL mL™") de 6leos essenciais. O
programa estatistico utilizado foi o SISVAR versdo 4.6 (FERREIRA, 2003). Os
dados foram submetidos a analise de varidncia e regressdo, sendo as médias

comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3.5 Atividade antioxidante dos oleos essenciais

A atividade antioxidante dos 6leos essenciais foi determinada perante os
ensaios que avaliam a oxidacdo do sistema [-caroteno/acido linoleico e a

redugdo do radical estavel DPPH.

3.5.1 Padroes utilizados

Todos os padrdes empregados foram de grau P. A; acido ascorbico

(Acros — 99%) e timol (Acros — 99%).

3.5.2 Ensaio com DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila)

Preparou-se uma solu¢do metandlica de DPPH na concentracdo de 40 ug
mL™". Os oleos essenciais foram diluidos em metanol nas concentragdes (500;
300; 100; 50; 25; 10; 5 pg mL™). Para a avaliagdo, foram adicionados em um
tudo de ensaio 2,7 mL da solugdo-estoque de DPPH, seguido da adigdo de 0,3
mL da solucdo de o6leo essencial. Paralelamente, foi preparado o branco,
contendo todos os reagentes, com excecdo do o6leo essencial. Apdés 60 minutos,
foram realizadas leituras em espectrofotometro (Shimadzu UV-160 1 PC) no
comprimento de onda de 515 nm (TEPE et al., 2005). A atividade antioxidante

foi calculada como porcentagem de DPPH inibido, empregando a Equacao 1:
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%I =100 — [(DPPHam/DPPHbran)/100]
em que:

DPPHam: concentragdo de DPPH na concentragdo da amostra analisada;

DPPHbran: concentracdo de DPPH do branco.

Para a obtencao da Clso, foram plotados graficos como os valores de %I
do DPPH versus as concentracdes analisadas.

Para fins de comparagdo, foram testados os padrdes timol, acido
ascorbico, por ja possuirem atividade antioxidante reconhecida. A curva
analitica foi construida utilizando as concentragdes 50; 25; 10; 5; 2,5; 1ug mL!
para o acido ascorbico e, para o timol utilizaram-se as mesmas concentragdes

dos 6Oleos essenciais.

3.5.2.1 Analise estatistica

O delineamento inteiramente casualizado (DIC) foi realizado com o
esquema fatorial de 4 x 7 (2 padrdes + 2 dleos essenciais x 7 concentragdes),
com trés repeticdes. O programa estatistico utilizado foi o SISVAR versdo 4.6
(FERREIRA, 2003). Os dados foram submetidos a analise de varidncia e
regressdo, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

3.5.3 Ensaio com B-caroteno/acido linoléico

O ensaio com [-caroteno/acido linoléico foi realizado, segundo

metodologia descrita por Wang et al. (2008) adaptada.
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Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 60 pL de acido
linoléico, 600 mg de Tween 20 ¢ 75uL de uma solugdo cloroférmica de B-
caroteno a 2mg mL™. Estes foram dissolvidos em 1,5 mL de cloroférmio que,
posteriormente, foi retirado utilizando rota-evaporador (Biichi Rotavapor R114)
a 50 °C. Apds a remocgao do cloroférmio, o residuo foi dissolvido com 150 mL
de agua destilada oxigenada sob vigorosa agitacao.

Aliquotas de 2,8 mL dessa emulsdo foram transferidas para tubos de
ensaio e, em seguida, foram adicionadas 0,2 mL das dilui¢des do 6leo essencial
em metanol, obtendo as seguintes concentragdes: 5, 10, 25, 50, 100 ¢ 200
ng.mL”, sendo o controle composto apenas de metanol. A absorbancia foi
medida imediatamente em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-160 1 PC) a 470
nm. Os tubos foram incubados a 50 °C para a reagdo de oxidacao e a leitura da
absorbancia foi medida em um intervalo de 60 minutos. Todas as leituras foram
realizadas em triplicata.

A atividade antioxidante foi expressa como porcentagem de inibi¢do apos 60

minutos de incubagdo utilizando a Equagdo 2:

AA =100. (Drc - Drs)/Drc

em que:

AA = Porcentagem de inibigao;

Drc = Razao de degradacdo do controle [(In(a/b)/60];

Drs = Razao de degradagdo na presenga da amostra [(In(a/b)/60];
a = Absorbancia no tempo zero;

b = Absorbancia no tempo 60 minutos.

Para a obtencao da Clso, foram plotados graficos como os valores de %I

da degradacdo do B-caroteno versus as concentragdes analisadas.
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Para fins de comparagdo, foram testados os padrdes timol e acido
ascorbico, por ja possuirem atividade antioxidante reconhecida. A curva

analitica foi construida utilizando as mesmas concentragdes dos 6leos essenciais.

3.5.3.1 Analise estatistica

O delineamento inteiramente casualizado (DIC) foi realizado com o
esquema fatorial de 4 x 6 (2 padrdes + 2 dleos essenciais x 6 concentracdes),
com trés repeticoes. O programa estatistico utilizado foi o SISVAR versao 4.6
(FERREIRA, 2003). Os dados foram submetidos a analise de variancia e
regressdo, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

3.6 Fabricacio do queijo

Os queijos foram produzidos no Setor de Laticinios do Departamento de
Ciéncia dos Alimentos, seguindo tecnologia descrita por Ordofiez (2005) (Figura
8). O leite cru desnatado foi pasteurizado a 90 °C por 5 minutos. Posteriormente,
procedeu-se o ajuste de temperatura para 35 °C , quando, entdo acrescentou-se o
fermento mesofilico (2%) e o coalho. A fermentagéo foi conduzida até que o pH
da coalhada atingisse entre 4,5¢ 4,6. Em seguida realizou-se o dessoramento. A
massa formada foi misturada com os ingredientes (creme de leite, sal e 6leo
essencial) e envasada em potes plasticos estéreis com capacidade para 250 g. O
produto foi mantido sob refrigeracdo durante todo o periodo de vida 1til. O 6leo
essencial de orégano foi adicionado aos queijos nas concentracdes de 0%,
0,015%, 0,03%, 0,06% e 0,1%, ¢ o 6leo essencial de alho nas concentragdes 0%,

0,015%, 0,03%, 0,045% e 0,06%.
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Leite desnatado

Pasteurizacio |:> 90 °C por 5 minutos

Ajuste de temperatura |:> 35°C

Fermento e coalho |:> Mesofilico (2%)

Coalhada
Dessoramento
Adig¢do dos Oleo essencial
ingredientes |:> Creme de leite
\ ) Sal
Quark

Figura 8 Fluxograma do processo de producao do queijo quark

3.7 Amostragem e tratamentos utilizados

Apos elaboragdo, os queijos foram divididos em porgdes de 100 gramas
por tratamento. As amostras de queijo foram acondicionadas em potes plasticos
esterilizados em autoclave.

Tratamentos:
Tratamento 1: queijo adicionado com 6leo essencial de orégano;

Tratamento 2: queijo adicionado com 6leo essencial de alho;
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Tratamento 3: queijo sem a adi¢do de 6leos essenciais (controle).

3.8 Determinacao da vida util

O estudo da vida ttil foi realizado nos queijos, através das analises

fisico-quimicas e microbioldgicas nos tempos 0, 7, 14, 21 e 28 dias.

3.8.1 Analises microbiologicas

As analises microbiologicas foram realizadas no Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos de Departamento de Ciéncia dos Alimentos da

Universidade Federal de Lavras (UFLA) - Lavras - MG.

3.8.1.1 Preparo das amostras

As amostras de 25 g de cada tratamento foram retiradas, em seguida, foi
realizada a homogeneizacdo em 225 mL de agua peptonada a 0,1% (p/v)
esterilizada e realizadas diluicdes decimais em séries consecutivas, para
proceder as andalises microbioldgicas. Todos os tratamentos foram
homogeneizados em sacos plasticos estéreis. Em seguida, foram feitas as

dilui¢des para a inoculagdo nos diferentes meios de cultura utilizados.

3.8.1.2 Determinacao de coliformes a 35 °C e termotolerantes (45 °C)

Os coliformes a 35 °C e termotolerantes foram determinados pela
técnica do numero mais provavel (NMP), utilizando trés séries de trés tubos. O
teste presuntivo constituiu-se pela homogeneizacao de 10 g de cada amostra em

90 mL de citrato de sodio a 2% em homogeneizador tipo Stomacher. Em
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seguida, foram realizadas diluigdes seriadas em agua peptonada a 0,1%.
Aliquotas de 1 mL das diluigdes apropriadas foram semeadas em caldo lauril
sulfato triptose e incubadas a 35 °C por 24-48 horas. Apos esse periodo, os tubos
positivos, com apresentacdo de gas e turvagdo, foram transferidos para tubos
contendo caldo verde brilhante (VB) e incubados a 37 °C por 24-48 horas,
constituindo-se essa etapa no teste confirmativo dos tubos positivos. Para o teste
confirmativo, aliquotas de cultura dos tubos positivos em caldo VB foram
transferidas com auxilio de alga de niquel cromo para tubos contendo caldo
Escherichia coli (EC), as quais foram incubadas a 45 °C por 24-48 horas,
constituindo o teste para a determinacao do NMP de coliformes termotolerantes

presentes na amostra (SILVA; JUNQUEIRA, 2007).

3.8.1.3 Determinacio de Staphylococcus aureus

Semeou-se 0,1 mL do homogenato de cada diluicdo preparada, em
superficie de meio agar Baird Parker (BPA), que foi incubada a 37 °C por 24-48
horas. Posteriormente realizou-se a contagem das colonias tipicas crescidas, ou
seja, colonias negras, pequenas e brilhantes, com a presenca de halo (SILVA;

JUNQUEIRA, 2007).

3.8.1.4 Determinacio de Salmonella sp.

Foram pesados 25 g de amostra e adicionados em Erlenmeyers contendo
225 mL de 4gua tamponada, e incubados, a 37 °C, por 18 horas. Posteriormente,
realizou-se o enriquecimento da amostra utilizando-se os caldos tetrationato e
rapaport, com incubagdo, a 37 °C, por 24 horas. Para o plaqueamento, foi
utilizado o meio Rambach, incubado a 37 °C, por 24 horas (SILVA;
JUNQUEIRA, 2007).
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3.8.2 Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratério de
Laticinios do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal

de Lavras (UFLA) - Lavras - MG.

3.8.2.1 Preparo das amostras

As amostras de queijos foram homogeneizadas para posteriores analises,

seguindo protocolo de Brasil (2006).

3.8.2.2 pH

As medidas de pH foram obtidas utilizando-se pHmetro portatil Tecnal
TC-2P, previamente calibrado, com inser¢do do eletrodo diretamente na solucao

do queijo a ser analisada (BRASIIL, 2006).

3.8.2.3 Umidade

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico, em estufa de

secagem (102°C), seguindo técnica descrita por Brasil (2006).

3.8.2.4 Acidez titulavel

Para a analise da acidez foi utilizado o método titrimétrico Dornic. O
filtrado foi titulado com solu¢do de hidroxido de s6dio 0,1 M em presenca de
fenolftaleina, sendo o resultado expresso em gramas de acido latico por 100

gramas da amostra, conforme descrito por Brasil (2006).
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3.8.2.5 Gordura

A gordura foi determinada pelo método butirométrico de Van Gilik

(BRASIL, 2006).

3.8.2.6 Cinzas

Apoés a dessecacdo, a amostra foi submetida a incineragdo, no qual a
fracdo organica da amostra volatilizou-se sob a forma de didxido de carbono e
agua, permanecendo as cinzas no recipiente. O calculo do residuo mineral fixo

foi realizado com base na Equagao3:

% RMF= (Pf—-T)/ (Pi- T) x 100;
sendo:
%RMF — Residuo Mineral Fixo (cinzas)
Pf - Ultima pesagem
Pi -Pesagem inicial

T - Tara do cadinho de porcelana
3.8.2.7 Proteina total
A proteina total foi determinada conforme Instrugdo Normativa n° 68,

pela determinacdo de nitrogénio total através do método de Kjeldahl (BRASIL,
2006).
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3.8.2.8 Analise estatistica

O experimento foi instalado segundo um delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com trés repeticdes, em que os tratamentos foram arranjados
segundo um esquema de parcelas divididas, sendo os tratamentos das parcelas
constituidos pelas cinco concentragdes e os tempos de vida de prateleira (0, 7,
14, 21 e 28 dias) nas subparcelas.

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada com base nas

sugestdes apresentadas por Yassin e Morais (2002).

3.9 Analise sensorial

A analise sensorial foi realizada, por meio do teste de aceitagdo, no
Laboratorio de Analise Sensorial do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) — Lavras — MG.

O projeto foi submetido ao Comité de FEtica em Pesquisa da
Universidade Presidente Anténio Carlos (UNIPAC) — Barbacena —MG, ¢

aprovado com o nimero de protocolo 766/2010.

3.9.1 Teste de aceitacao

O teste de aceitacdo foi realizado de forma monadica para os queijos
acrescidos dos 6leos essenciais e o controle.

Os produtos foram avaliados por provadores ndo treinados, ou seja,
consumidores, os quais utilizaram escala heddnica estruturada de 9 pontos,
ancorada nos seus extremos, pelos termos: gostei muitissimo (9) e desgostei
muitissimo (1); os atributos analisados foram: sabor e aspecto global dos

produtos. Foi avaliada, ainda, a inten¢do de compra por meio de escala
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estruturada mista de 5 pontos, expressa pelos termos: certamente ndo compraria
(1) e certamente compraria (5), segundo Minim (2006). Para os queijos
adicionados com o6leo essencial de alho utilizaram-se 67 provadores e para o
oleo essencial de orégano 81.

As amostras foram servidas em copos plasticos descartaveis de 50 mL
codificados com numeros aleatérios de 3 digitos com temperatura de 8°C
aproximadamente.

O estudo foi realizado seguindo um delineamento em blocos
casualizados completos (cada provador constitui um bloco), com 5 tratamentos,
separado em alho e orégano.

Os resultados do teste de aceitacdo foram interpretados pela analise de
varidncia univariada (ANAVA), seguida pelo teste de Tukey de comparagdo
multipla de médias, a 5% de probabilidade, utilizando-se o software SISVAR
versdo 4.6 (FERREIRA, 2003) e pela analise multivariada por meio de mapa de

preferéncia utilizando-se o software MATLAB.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento dos 6leos essenciais

Os valores médios dos teores de oOleos essenciais apresentados pelas
espécies estudadas estdo dispostos na Tabela 1.

Pelos dados da Tabela 1, observa-se que o rendimento do 6leo essencial
foi de 0,75% para o orégano (folhas secas) e 0,34% para o alho (laminado e
desidratado). Sahin et al. (2004), pesquisando o O6leo essencial de orégano
(OEO), observaram um teor de 2,31% de rendimento, valor superior ao
encontrado nesse estudo. Estes corroboram com os encontrados por Pereira et al.
(2008), em que verificaram um rendimento de 1, 47%. Shaath e Flores (1995)
avaliando o rendimento do 6leo essencial de alho (OEA) em trés épocas do ano
evidenciaram uma varia¢do de 0,09 a 0,11% para o mesmo, valores inferiores

aos encontrados nesta pesquisa.

Tabela 1 Valores médios dos rendimentos dos 6leos essenciais de Origanum
vulgare e Allium sativum, expressos em p/p BLU (base livre de

umidade)
Planta Massa Umidade (%) Oleo essencial
(2) (o p/p BLU)
O. vulgare (Orégano) 300 10,67 0,75

A sativum (Alho) 700 2,00 0,34
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De acordo com Blank et al. (2007), mudangas sazonais apresentam
efeito significativo sobre o rendimento dos 6leos essenciais, explicando assim,
as diferengas encontradas nos resultados para este experimento. Para Gobbo-
Neto e Lopes (2007), a produgdo de metabolitos secundarios pode ser
influenciada por diversos fatores ambientais, como sazonalidade, indice
pluviométrico, ritmo circadiano, altitude, temperatura, ciclo vegetativo da
planta, tipo de solo, entre outros. Nesse contexto, em varios trabalhos relatam-se
variagdes quantitativas e qualitativas na composi¢cdo quimica e no rendimento

dos 6leos essenciais de diversas plantas.

4.2 Constituintes quimicos dos 6leos essenciais

Os resultados dos constituintes quimicos dos o6leos essenciais de O.

vulgare e A. sativum sdo apresentados a seguir.

4.2.1 Origanum vulgare (orégano)

A andlise por cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrometro
de massas do OEO identificou cerca de 30 compostos, totalizando 86,46% da
composi¢do do mesmo. Na Tabela 2 encontram-se os compostos majoritarios
presentes no OEO com seus respectivos tempos de retengdo, indices de Kovats
calculados e os seus teores expressos em porcentagem (calculados por

normalizagdo de areas).
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Tabela 2 Compostos majoritarios presentes no 6leo essencial de O. vulgare

Picos Tempo de IKcal* Composto Teor
retenciao médio

(%)

1 7,742 1119 a-terpineno 10,51

2 9,235 1061 y-terpineno 20,04

3 10,717 - B-cimeno 6,34

4 14,060 1187 4-terpineol 27,03

5 19,000 1295 Carvacrol 4,22

* [Kcal — Indice de Kovats calculado

Os principais constituintes do OEO identificados e quantificados foram
o 4-terpineol (27,03%), y-terpineno (20,04%), B-cimeno (6,34%), carvacrol
(4,22%), a-terpineol (3,34%), o-cimeno (2,77%), terpineno (2,09%) (Figura 9).

(2) (b) (©)
(d) (e) ®

Figura 9 Estruturas quimicas dos compostos majoritarios presentes no oleo
essencial de Origanum vulgare
(a) 4-terpineol, (b) y-terpineno, (c) a-terpineno, (d) B-cimeno, (e)
carvacrol e (f) o-cimeno
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Mechergui et al. (2010) encontraram resultados similares aos deste
trabalho, embora com graus variados de importancia, o p-cimeno (36-46%), o
timol (18-39%), o y-terpineno (12-24%) e o carvacrol (2-15%) foram os
principais componentes do OEO em um total de 38 compostos identificados. Em
concordidncia com os resultados anteriores, embora em concentracdes
diferenciadas, Ozkan et al. (2010) avaliando os constituintes quimicos do OEO
nos diferentes meses do ano observaram a presenca de seis compostos
principais, carvacrol (83,97-88,65%), timol (0,00-7,48%), y-terpineno (2,63-
6,15%), p-cimeno (1,52-3,16%), a-pineno (0,00-1,88%) e a-terpineno (0,00-
1,05%). Entretanto, o carvacrol, o p-cimeno e o o-terpineno apresentaram o
valor mais elevado no més de julho, enquanto que o timol foi maior em junho, e
0 o-pineno maior em setembro. Essas variagdes na composi¢do e na
concentracao dos componentes dos 6leos essenciais de plantas de mesma espécie
podem ocorrer devido a fatores ecoldgicos e as condigdes edafoclimaticas
(BLANK et al., 2007; GOBBO-NETO; LOPES, 2007; OZKAN et al., 2010).

Pereira et al. (2008), pesquisando os constituintes do OEO, identificaram
um total de 19 compostos. Entre eles estdo 0,7% de o-pineno, 1,1% de a-
felandreno, 2,7% de mirceno, 6,9% de a-terpineno, 4,6% de p-cimeno, 2,3% de
p-felandreno, 16,6% de o-cimeno, 16,0% de y-terpineno, 1,8% de terpinoleno,
12,3% de linalol, 26,3% de 4 terpenol, 3,8% de a-terpineol, 0,8% de timol metil
éter, 1,6% de carvacrol metil éter, 7,2% de carvacrol ¢ 1,3% de trans-cariofileno,
confirmando alguns dos compostos identificados em quantidades diferenciadas
no OEO utilizado. Resultados similares foram relatados por Cleff et al. (2008),
que encontraram como constituinte majoritario o 4-terpineol, seguido do y-
terpineno, timol, o-terpineno, linalol, p-cimeno, a-terpineol e carvacrol. No

entanto, observaram uma maior concentracao do timol em relagdo ao carvacrol.
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Na Tabela 3 encontram-se os compostos majoritarios presentes no OEA

com seus respectivos tempos de retengdo, indices de Kovats calculados e os seus

teores expressos em porcentagem (calculados por normalizagdo de areas).

Pelos dados descritos na Tabela 3, os principais constituintes do OEA

identificados e quantificados foram o dialil trissulfeto (38,81%), dialil dissulfeto

(25,23%) e o metil alil trissulfeto (12,52%) (Figura 10).

Tabela 3 Compostos majoritarios presentes no 6leo essencial de A. sativum

Picos Tempo de IKcal* Composto Teor
retenciao médio

(%)

1 2,071 1451 - 5,64

2 3,786 918 - 8,35

3 4,923 867 - 3,76
4 9,965 1085 dialil dissulfeto 25,23

5 12,272 1145 metil alil trissulfeto 12,53

6 19,380 1311 dialil trissulfeto 38,81

* [Kcal — Indice de Kovats calculado
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Figura 10 Estruturas quimicas dos compostos majoritarios presentes no 6leo de
Allium sativum
(a). dialil trissulfeto, (b) dialil dissulfeto e (¢) metil alil trissulfeto

Recentemente, Li et al. (2010) verificaram como principais constituintes
quimicos do OEA os compostos 3-vinil-4H-1,2-dithiin (31.89%), dialil
trissulfeto (13.31%), dialil sulfeto (2.22%), dialil dissulfeto (6.87%), propil-alil-
dissulfeto (13.89%) e o dimetil dissulfeto (7.05%), corroborando com alguns dos
compostos encontrados neste trabalho. Resultados similares aqueles foram
encontrados por Lagos, Serrano e Lopez (1995) em que evidenciaram como
compostos majoritarios do o6leo de alho o 2-vinil-4(H)-1,3-dithiin, dialil
dissulfeto, 3-vinil-4(H)-1,2-dithiin, metil-alil-trissulfeto, sendo o menos
abundante o dimetil trissulfeto, mostrando que alguns constituintes quimicos se
assemelham aos encontrados no presente estudo, como o dialil dissulfeto e o
metil-alil-trissulfeto. Shaath e Flores (1995) pesquisando a composi¢do quimica
do OEA encontraram como principais constituintes o dialil-trissulfeto (29,22 —
39,77%), o dialil-dissulfeto (23,95 — 34,25%) e o metil-alil-trissulfeto (11,02 —

17,68%) coincidindo com os resultados encontrados nesta pesquisa.
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4.3 Atividade antibacteriana dos 6leos essenciais

Em geral, as atividades biologicas dos oOleos essenciais sdo bem
documentadas, principalmente no que diz respeito as atividades microbiologicas.
Virios estudos tém sido realizados avaliando suas atividades frente a diversos
tipos de micro-organismos, que sdo deterioradores de alimentos e patogenos,
revelando o potencial de determinados Oleos essenciais no controle de tais
micro-organismos.

Um dos métodos para avaliar a atividade antimicrobiana dos o6leos
essenciais € o método de difusdo em agar. O principio deste método baseia-se na
difusdo, através do agar, de um antimicrobiano impregnado em uma cavidade. A
difusdo do antimicrobiano leva a formacdo de um halo de inibigdo do
crescimento bacteriano, cujo didmetro ¢ diretamente proporcional a
concentracdo inibitoria minima (CRUZ; PEREIRA, 2010; MONDELLO et al.,
2003 ).

Na Tabela 4 estdo expressos os valores das concentragdes minimas
inibitorias (CMIs) dos 6leos essenciais obtidas no experimento para as bactérias
em estudo. Nesta, verifica-se que o OEO apresentou efeito inibitorio satisfatorio,
tanto para bactérias Gram-positivas como para as Gram-negativas, com valores
de CMI semelhantes, com excegdo para a L. monocytogenes (31,25 pg mL™), ao
passo que o OEA apresentou inibigdo apenas para a S. choleraesius (125 pg
mL™). Os Graficos 1 e 2 mostram o efeito inibitério dos oleos essenciais de
orégano ¢ alho sobre as bactérias testadas, respectivamente. Na cavidade
controle, a qual continha somente o diluente dimetilsulfoxido (DMSO) nao
observou-se a formagdo de halo de inibicdo, demonstrando a ndo interferéncia

do diluente empregado sobre a atividade do 6leo frente aos micro-organismos.
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Tabela 4 Concentragdo minima inibitoria dos 6leos essenciais de O. vulgare e A.
sativum encontrada para os micro-organismos Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa e Salmonella Choleraesuis

CMI (ug mL™)

Bactéria Gram O.vulgare A. sativun DMSO CL

S. aureus + 15,62 NI NI 100
ATCC 25923

L. + 31,25 NI NI 100

monocytogenes

ATCC 19117

E. coli - 15,62 NI NI 100
ATCC 11229

P. aeruginosa - 15,62 NI NI 100
ATCC 25853

S. Choleraesuis - 15,62 125 NI 100
ATCC 6539

*NI: ndo ocorreu inibi¢ao, CL: Cloranfenicol, DMSO: dimetilsulfoxido.

Sample line plot: Orégano
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Grafico 1 Efeito inibitério do dleo essencial de O. vulgare frente as
bactérias testadas através da analise univariada
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Sample line plot: Alho
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Grafico 2 Efeito inibitorio do Oleo essencial de A. sativum frente as bactérias
testadas através da analise univariada

Em varios trabalhos relata-se que bactérias Gram-positivas sdo mais
susceptiveis a atividade de 6leos essenciais que bactérias Gram-negativas.

As bactérias Gram-negativas possuem uma membrana externa, a qual
faz com que elas tenham uma superficie hidrofilica devido a presenca de
moléculas de lipopolissacarideos. Porém, pequenos solutos hidrofilicos sdo
capazes de passar por essa membrana externa por meio de poros hidrofilicos
formados por canais de proteinas de membranas. Dessa maneira, considera-se
que a membrana externa sirva como uma barreira de penetragdo para
macromoléculas ¢ compostos hidrofobicos, e € por essa razdo que bactérias
Gram-negativas s@o relativamente resistentes a antibiodticos e outras drogas
hidrofébicas, assim como os o6leos essenciais (MANN; COX; MARKHAM,
2000). No entanto, a atividade antibacteriana sobre bactérias Gram-negativas

apresentadas por compostos, como o carvacrol, pode ser justificada pela
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capacidade desses compostos hidrofobicos de chegarem ao citoplasma dessas
bactérias, passando pelos poros de proteinas presentes em sua membrana externa
(HELANDER et al., 1998). Neste estudo a atividade frente as bactérias mostrou-
se similar, tanto para as Gram negativas quanto para as Gram positivas.

A inibicdo do crescimento microbiano promovida pelo OEO foi
evidenciada frente a todas as espécies testadas. Os componentes bioativos desse
condimento tém atividade antimicrobiana bem documentada, com atividade
inibitéria contra bactérias Gram positivas e Gram negativas (NAZER et al.,
2005; SEYDIM; SARIKUS, 2006).

Os principais componentes antimicrobianos presentes no OEO sdo o
carvacrol e o timol com comprovado efeito inibitorio no controle in vitro da
multiplicacdo de Salmonella (NAZER et al., 2005; RHAYOUR et al., 2003;
SILVA et al., 2005). No entanto, a eficacia da atividade bactericida de OEO
pode variar em funcéo dos teores de timol e carvacrol presentes, que dependem
de fatores abioticos como tipo de solo, clima, praticas agricolas, variedade do
orégano e processo de extragdo do 6leo essencial (FALCONE et al., 2005;
FALEIRO et al., 2003; OUSSALAH et al., 2006).

Diferentemente de outros autores, no presente estudo os compostos
majoritarios do OEO néo foram o carvacrol e o timol. Entretanto, de acordo com
Liolios et al. (2009), além de se conhecer a agdo dos constituintes prioritarios
isolados, é importante considerar a agdo sinérgica, aditiva ou antagonica, entre
as moléculas que o compodem, pois é possivel que a atividade atribuida aos
compostos majoritarios seja modulada pelos minoritarios presentes no o6leo.

Baydar, Sagdi¢ e Ozkan (2004) testaram um OEO com 53% de mistura
de carvacrol e timol e outro OEO com 87% desses mesmos componentes e,
como resultado, verificaram que o primeiro OEO, mesmo tendo menores teores
de carvacrol e timol, apresentou uma ac¢do antimicrobiana mais efetiva

provavelmente devido a presenca de p-cimeno e y-terpineno. Segundo Ultee et
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al. (2000), o p-cimeno e o y-terpineno nao tem efeito antibacteriano se usado
sozinho, mas, quando combinado com carvacrol, ocorre sinergismo entre 0s
dois.

Emiroglu et al. (2010) pesquisando a atividade antimicrobiana de OEO
adicionado em filmes comestiveis sobre as bactérias S. aureus, P. aeruginosa e
E. coli, nas concentragbes que variaram de 1 a 5%, evidenciaram seu efeito
inibitério sobre as mesmas. Para o S. aureus ¢ E. coli a inibi¢do foi dose-
dependente, sendo a maior atividade encontrada na concentracdo de 5%,
embora, em toda a agdo inibitoria tenha sido notada. Entretanto, a P. aeruginosa
foi a que apresentou maior resisténcia frente ao 6leo. Resultados similares foram
encontrados por Nedorostova et al. (2009), sendo que a inibi¢do completa
promovida pelo OEO sobre a espécie. S. aureus foi nas concentragdes de 50 e 75
ng mL". Essa relagdo dose-dependente também foi constatada por Burt (2004)
para E. Coli 0157:H7. Esses dados corroboram com os encontrados por
Oussalah et al. (2004) em que observaram a agdo inibitéria do OEO sobre E.
Coli com a adig@o de 1% do mesmo em filmes comestiveis a base de proteinas
do leite.

Silva et al. (2010) avaliaram a interferéncia da origem e do teor de
compostos fenolicos de OEO de cinco marcas comerciais provenientes de
diferentes regides do mundo, na atividade inibitoria frente a Salmonella.
Concluiram que todos os OEO analisados por eles possuiam o carvacrol como
componente principal e apresentaram atividade antimicrobiana frente a
Salmonella em todas as concentragdes testadas, sendo que, os 6leos essenciais
que possuiam o p-cimeno ¢ o y-terpineno, além do carvacrol, apresentaram o seu
efeito antimicrobiano potencializado.

Oussalah et al. (2007) avaliando a atividade antimicrobiana de vinte e
oito 6leos essenciais de diferentes espécies de plantas, dentre eles o OEQO, sobre

quatro bactérias patogénicas, entre as quais a L. monocytogenes, observaram seu
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efeito sobre a mesma numa concentra¢do minima inibitéria menor que 0,05%
(V/v).

Para o OEA a agdo inibitoria foi verificada apenas frente a S.
choleraesius a partir da concentragdo de 125 pg mL" pelo método difusdo
cavidade agar. No entanto, muitos estudos relatam a atividade antimicrobiana do
alho, ¢ com o intuito de comprova-la foi realizado um segundo teste em que
utilizou-se o método de difusdo por vapor, onde a atividade é avaliada pelo
tamanho do halo de inibi¢do formado tomando como parametro um filtro de
papel de tamanho conhecido aderido na tampa da placa (Tabela 5). Desta
maneira, pode-se constatar o efeito inibitério total frente as bactérias S. aureus,
P. aeruginosa, S. choleraesius e E. coli com uma CMI de 125 nyg mL™, e a L.
monocytogenes foi a que apresentou maior sensibilidade com um valor de CMI
de 31,25 ug mL™". Esse efeito foi atribuido aos vapores dos constituintes do

OEA gerados.

Tabela 5 Concentra¢do minima inibitéria do Oleo essencial de A. sativum
encontrada para os micro-organismos E.coli, S. aureus, L.
monocytogenes, P. aeruginosa e S. Choleraesuis

Bactéria Gram A. sativum DMSO

S. aureus + 125 NI
ATCC 25923

L. monocytogenes + 31,25 NI
ATCC 19117

E. coli - 125 NI
ATCC 11229

P. aeruginosa - 125 NI
ATCC 25853

S. Choleraesuis - 125 NI
ATCC 6539

*NI: ndo ocorreu inibi¢do, DMSO: dimetilsulfoxido.
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Utilizando-se da mesma técnica, Ernandes e Garcia-Cruz (2007)
avaliaram o efeito inibitdrio de oito dleos essenciais, incluindo o OEO e 0 OEA,
sobre bactérias Gram positivas e Gram negativas. Verificaram maior
porcentagem de halos de inibigdo formados com o 6leo essencial de cravo do
Brasil (45,2%), seguido pelo de cravo da india (43,3%), horteld (comprado)
(42,3%), canela (41,0%), gengibre (38,5%), hortela (37,5%), menta (32,7%),
alho (30,8%), cebola (29,8%) e orégano (25,0%). As bactérias Gram positivas
foram mais sensiveis aos 6leos essenciais com 44,2% de freqii€éncia de halos
formados em relagdo as Gram negativas (36,7%). Avaliando a toxicidade de oito
oleos essenciais vegetais, entre eles 0 OEA, sobre o crescimento micelial de dois
isolados do grupo Aspergillus flavus em compara¢do ao fungicida sintético
benomyl, Viegas et al. (2005) constataram que entre os 0leos essenciais testados,
com base nos didmetros dos halos de inibigdo formados, que os isolados tiveram
seu desenvolvimento micelial reduzido de maneira acentuada pelos o6leos
essenciais de alho e de canela. No entanto, estes 6leos sempre apresentaram

eficiéncia significativamente menor que o padrao fungicida.

4.4 Atividade antioxidante dos 6leos essenciais

Diversas técnicas t€m sido utilizadas para determinar a atividade
antioxidante in vitro, de forma a permitir uma rapida sele¢do de substancias e/ou
misturas potencialmente antioxidantes, que possam ser utilizadas como
conservantes de alimentos. Dentre estes métodos destacam-se o sistema de co-
oxidagdo do P-caroteno/acido linoléico e o método de seqiiestro de radicais
livres, tais como DPPH’" (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). O método de oxidagdo do
B-caroteno/acido linoléico avalia a atividade de inibicdo de radicais livres
gerados durante a peroxidagao do acido linoléico. O método esta fundamentado

em medidas espectrofotométricas da descoloragdo (oxidagdo) do B-caroteno
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induzida pelos produtos de degradagdo oxidativa do acido linoléico (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006).

Segundo Magalhdes et al. (2008) igualmente ao sistema [3-
caroteno/acido linoléico, o método de radicais livres estd baseado no
descoramento de uma solu¢do composta por radicais estaveis DPPH" de cor
violeta quando da adicdo de substancias que podem ceder um atomo de
hidrogénio. Entretanto, o primeiro método determina a atividade de uma amostra
ou composto de proteger um substrato lipidico da oxidagdo, enquanto que o
método de inibi¢do de radicais DPPH’ baseia-se na transferéncia de elétrons de
um composto antioxidante para um oxidante.

De acordo com os resultados obtidos na avaliagdo da atividade
antioxidante dos oleos essenciais de Origanum vulgare e Allium sativum ¢ dos
padrdes, acido ascorbico e timol, pelo ensaio oxidacdo do sistema -
caroteno/acido linoléico, nota-se que o OEO apresentou-se mais eficiente (Cls,
2,84 pg mL") que o de alho (Cls, 402,78 pg mL™"). Em relagdo aos padrdes
avaliados, o timol apresentou-se mais eficaz (Clsy 32,3 pg mL'l) que o acido
ascorbico (Clsy 65,66 pg mL™") (Tabela 6).

Pelos dados descritos na Tabela 6, observa-se que pelo método DPPH o
OEO apresentou a maior atividade antioxidante (18,73 pg mL™), uma vez que,
ndo foi observada atividade antioxidante significativa para o OEA. Porém, entre
os padrdes avaliados, o acido ascérbico (Clsy 3,32 pg mL™) mostrou-se mais

eficiente que o timol.
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Tabela 6 Atividade antioxidante dos 6leos essenciais de O. vulgare e A. sativum
e dos padrdes, timol e acido ascorbico, pelo teste P-caroteno/acido
linoleico e pelo método de sequestro de radicais DPPH (1,1-difenil-2-

picrilidrazila)
Métodos [-caroteno/acido DPPH
linoleico

Componentes Clso (ug mL™) Clsp (ugmL™)
O. vulgare 2,84 18,73
A. sativum 402,78 NI
Timol 32,3 45,43
Acido Ascorbico 65,66 3,32

*Cl5o= Concentragado de inibicdo de 50% NI = ndo apresentou inibicao.

Nota-se que o OEO, por ambos os métodos, apresentou atividade
antioxidante superior ao OEA e ao padrao timol. Segundo Sacchetti et al.
(2005), os Oleos essenciais ricos em terpenos apresentam maior atividade
antioxidante perante o ensaio de oxidagdo do sistema B-caroteno/acido linoleico
devido a sua especificidade por compostos lipofilicos, explicando, desta forma,
os valores significantes das atividades antioxidantes encontradas para o referido
oleo, o qual apresentou como componentes majoritarios os monoterpenos (4
terpineol, y-terpineno, a-terpineno € o -cimeno).

A baixa atividade antioxidante apresentada pelo acido ascérbico
encontra-se de acordo com os resultados apresentados por Kulisic et al. (2004),
que justificam tal efeito afirmando que compostos polares ficam mais
concentrados na fase aquosa da emulsdo, e consequentemente, mais diluidos na
fase lipidica, sendo, dessa forma, menos efetivos na protecdo do B-caroteno. O
mesmo infere que o sistema é apropriado para a investigacdo da atividade
antioxidante de oleos essenciais. Esse fato explica a menor eficiéncia do acido

ascorbico, quando comparado com o timol.
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Observou-se também um aumento da atividade antioxidante de acordo
com o aumento da concentragdo, revelando uma relacdo dose-dependente sobre
a atividade antioxidante dos 6leos essenciais e dos padrdes.

Martos et al. (2010) avaliando a atividade antioxidante do 6leo essencial
de cinco espécies condimentares, orégano (Origanum vulgare), tomilho (Thymus
vulgaris), alecrim (Rosmarinus officinalis), salvia (Salvia officinalis) e cravo-da-
india (Syzygium aromaticum), utilizadas na dieta mediterranea usando o método
de sequestro de radicais livres — DPPH encontraram para o 6leo essencial de
orégano uma Clsy de 3,90 x 10°ug mL-'. Nota-se que apesar deste resultado ser
superior ao encontrado no presente estudo, ha uma relacdo entre eles, uma vez
que, pelo ensaio de redugdo do DPPH, o OEO ndo apresentou atividade
antioxidante significativa quando comparado ao ensaio [-caroteno/acido
linoléico. Isto torna-se o suficiente para mostrar que, no ensaio de oxidagdo do
sistema [}-caroteno/acido linoleico, os Oleos essenciais ricos em terpenos
apresentam atividades superiores aquelas apresentadas pelos mesmos o0leos,
quando avaliadas pelo ensaio de redugdo do radical estavel DPPH.

Avaliando a atividade antioxidante dos Oleos essenciais de Ocimum
basilicum, Origanum vulgare e Thymus vulgaris, Bozin et al. (2006) pelo ensaio
de redugdo do DPPH, encontraram valores de ICsy para as atividades
antioxidantes desses 6leos iguais a 0,39, 0,17, 0,19 pg mL™ , respectivamente,
evidenciando a significativa atividade antioxidante desses 6leos essenciais. Pelas
analises qualitativas, destes, observaram a presenga dos fenilpronanoides
estragol (45,8 %) no 6leo essencial de O. basilicum, carvacrol (61,3 %) no de O.
vulgare e timol (47,9%) no de T. vulgaris, diferentemente daqueles encontrados
nesta pesquisa.

Queiroz et al. (2009) pesquisando a atividade antioxidante de extratos
aquosos de alho submetidos a diferentes tipos de processamento (picado,picado

com sal, frito, e misto) pelos métodos DPPH e B-caroteno/acido linoléico,
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observaram uma maior prote¢do por parte do extrato aquoso de alho frito em
relagdo a peroxidagdo lipidica quando comparados aos outros tratamentos. Os
mesmos autores inferem que a atividade antioxidante evidenciada pelo alho nas
suas diferentes formas ¢ atribuida a presenca de enxofre presentes em sua
composic¢ao.

Diversos autores apontam a dificuldade de se avaliar a atividade
antioxidante de um composto com base em um unico método. A mesma pode
exigir uma combinagdo de métodos distintos e os resultados obtidos neste estudo
confirmam a dificuldade de comparacdo dos resultados encontrados pelos

variados métodos
4.5 Analise sensorial
Os resultados do teste de aceitagdo em relacdo aos atributos sensoriais

avaliados estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 Valores médios dos atributos sensoriais sabor, aspecto global e
inten¢ao de compra para os queijos produzidos com 6leo essencial de
orégano nas diferentes concentragdes

O. vulgare
Concentragao (%) Sabor Aspecto global Intengao de
compra
0,00 63a 6,8a 34a
0,015 6,2a 6,8 a 33a
0,030 52b 59b 2,7b
0,060 4,6 b 540 2,6 b
0,10 6,7 a 7,0 a 3,7a

As médias seguidas das mesmas letras na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Observa-se que, entre as amostras de queijo quark condimentado com
oleo essencial de orégano, as de concentracdo de 0 %, 0,015% e 0,1%,
obteveram melhor aceitagdo em todos os atributos avaliados com médias de 6,3,
6,2 ¢ 6,7 para o atributo sabor ¢ 6,8, 6,8 ¢ 7,0 para aspecto global,
respectivamente, indicando a preferéncia dos extremos por parte dos provadores,
ou seja, queijos variando do sabor mais suave ao mais intenso. No teste de
intencdo de compra, 50%, 54% e 67% dos provadores responderam que
certamente compraria (nota 5) ou possivelmente compraria (nota 4) a amostra de
concentracao 0%, 0,015% e 0,1%, respectivamente.

Para as amostras de queijo quark condimentado com 6leo essencial de
alho, as maiores notas foram atribuidas as concentra¢des 0,015%, 0,045% e
0,06% (Tabela 8). Semelhante aos queijos adicionados de 6leo de orégano nota-
se que a preferéncia dos consumidores variou do sabor mais suave ao mais
intenso. No teste de inten¢do de compra, 68%, 60% e 68% dos provadores
responderam que certamente compraria ou possivelmente compraria a amostra

de concentragdo 0,06%, 0,045% e a 0,015%, respectivamente.

Tabela 8 Valores médios dos atributos sensoriais sabor, aspecto global e
inten¢do de compra para os queijos produzidos com o6leo essencial de
Alho nas diferentes concentragdes

A. sativum
Concentragao (%) Sabor Aspecto global Intengao de
compra
0,00 52b 59b 2,7b
0,015 6,2a 6,8 a 34a
0,030 4,6 b 55b 2,6 b
0,045 6,3a 6,8 a 33a
0,060 6,7a 7,1a 3,7a

As médias seguidas das mesmas letras na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Com os dados obtidos no teste de aceitacdo das amostras de queijo quark
condimentados com 6leo essencial de orégano e alho, foi realizada a Analise do
Mapa de Preferéncia Interno (MPI) ou Analise de Preferéncia Multidimensional
para cada atributo, que apresenta como base a Andlise de Componentes
Principais (ACP). Neste tipo de andlise ¢ possivel avaliar o quanto o produto ¢
aceito (ou preferido) no mercado em fungado de suas caracteristicas de qualidade,
levando-se em consideragdo a resposta individual de cada consumidor, e ndo
somente a média do grupo de consumidores que avaliaram os produtos.

Nos Graficos 3 e 4 encontram-se os resultados para os atributos sabor ¢
aspecto global obtidos pela analise do MPI para os queijos condimentados com

OEO.
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Grafico 3 Mapa de Preferéncia Interno para o atributo sabor para o queijo
quark adicionado de o6leo essencial de orégano (O. vulgare) nas
diferentes concentragdes
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Grafico 4 Mapa de Preferéncia Interno para o atributo aspecto global para o
queijo quark adicionado de dleo essencial de orégano (O. vulgare)
nas diferentes concentragdes

A separacdo espacial das amostras de queijo com oOleo essencial de
orégano, tanto para o atributo sabor quanto para aspecto global, sugere a
existéncia de trés grupos de acordo com a aceitagdo das mesmas, sendo um
grupo formado pela amostra controle (0,0%) e os outros pelas amostras com
0,015% e 0,1% de dleo. Assim, pode-se sugerir que a aceitagdo das amostras foi
evidenciada na menor € na maior concentragdo € que nao apresentaram
diferencas significativas entre elas.

No Grafico 5, o mapa de preferéncia interno indica que para o atributo
sabor dos queijos adicionados de OEA ha uma maior aceitagdo pela amostra
com concentracdo de 0,0% (controle) seguida da 0,06% e 0,015%,
respectivamente. Estes dados tornam-se mais evidentes através da curva de

densidade de preferéncia (Grafico 6).
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Grafico 5 Mapa de Preferéncia Interno para o atributo sabor para o queijo quark
adicionado de oleo essencial de alho (A. sativum) nas diferentes

concentragoes
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Grafico 6 Curva de densidade de preferéncia para o atributo sabor para o queijo
quark adicionado de 6leo essencial de alho (A. sativum) nas diferentes
concentragoes
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Analisando o Grafico 6 verifica-se que os valores das concentragdes
para as amostras controle, 0,06% e 0,015% apresentam-se proximas as curvas de
densidade, entretanto a amostra 0,0% encontra-se numa curva com densidade
0.6, seguida da 0,06% (0,4 de densidade) e 0,015 (0,2 de densidade). Nota-se
também que as concentracdes de 0,045% e 0,03% ndo apresentam proximidade
com as demais demonstrando a sua baixa aceitagdo por parte dos individuos.

Para o atributo aspecto global das amostras adicionadas de OEA,
utilizando-se da mesma analise conclui-se que a preferéncia dos consumidores
foi maior para a amostra controle, seguida das 0,06% e 0,015%, respectivamente
(Gréafico 7). Estes resultados podem ser melhores visualizados através da curva

de densidade de preferéncia (Grafico 8).
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Grafico 7 Mapa de Preferéncia Interno para o atributo aspecto global para o
queijo quark adicionado de o6leo essencial de alho (A. sativum) nas
diferentes concentracdes
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Grafico 8 Curva de densidade de preferéncia para o atributo aspecto global para
o queijo quark adicionado de dleo essencial de alho (A. sativum) nas
diferentes concentracdes

Em relacdo a curva de densidade nota-se que a maior densidade ¢
evidenciada nas amostras controle (0,6), seguida da concentracdo 0,06% (0,4) e
0,015% (0,2). Portanto, pode-se inferir que em relacdo ao aspecto global os
individuos apresentaram maior aceitagdo das amostras avaliadas nesta ordem
acima citada.

Nos Graficos 9 e 10 estdo apresentados os mapas de preferéncia interno
em relagdo ao atributo intencdo de compra para as amostras de queijos

condimentadas com dleo essencial de orégano e alho, respectivamente.
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Grafico 9 Mapa de Preferéncia Interno para o atributo inten¢ao de compra para o
queijo quark adicionado de 6leo essencial de orégano (O. vulgare) nas
diferentes concentracdes

Analisando o Grafico acima pode-se afirmar que a inten¢do de compra
para as amostras de queijo com OEO foi maior para o grupo controle, seguida da
concentracdo 0,015% e 0,03%. Apesar das médias das notas para o atributo
intencdo de compra pelo teste de aceitagdo revelarem a concentragdo 0,1% como
a mais aceita, o que se observa pelo teste de mapa de preferéncia interno que
individualmente a intencdo de compra foi maior para as concentragdes 0,0%,

0,015% e 0,03%.



86

1r 0,015%
[ ]

0.6+ i
0,03%
°

0.4+ R

| _0,06% i
[ )

PC2 (24.29%)
o

02} i
0,0%
° )]

0,045%
°

1 0.5 0 0.5 1
PC1 (44.27%)

Grafico 10 Mapa de Preferéncia Interno para o atributo intengdo de compra para
o0 queijo quark adicionado de 6leo essencial de alho (A. sativum) nas
diferentes concentracdes

Os dados inferem que as concentra¢des 0,0% (controle) e 0,06% foram
as que apresentaram maior intengdo de compra por parte dos individuos. Estes
resultados coincidem com os encontrados para o atributo sabor, uma vez que as

melhores notas foram atribuidas a estas concentragdes.

4.6 Analise da vida util

Os resultados da analise de vida util sdo apresentados a seguir.
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4.6.1 Analises fisico-quimicas

Devido a inexisténcia de legislagdo especifica no Brasil para o queijo
tipo quark, os resultados foram comparados com o queijo tipo Petit Suisse, o
unico queijo fresco obtido de coalhada acida com Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade no Brasil. A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos nas
analises quimicas do queijo tipo quark condimentado com OEO e OEA.
De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade de Queijo Petit
Suisse, o queijo deve possuir um minimo de 6% de proteinas lacteas, o que foi
evidenciado no presente estudo (BRASIL, 2001). Este ainda estabelece que as
suas caracteristicas fisico-quimicas devam corresponder as dos queijos de
altissima umidade (BRASIL, 1996). Pelos resultados apresentados na Tabela 8
observa-se um teor de gordura de 13,03% e 12,88%, e de umidade de 73,14% e
73,17%, para os queijos condimentados com OEO e OEA, respectivamente, o
que os classifica como queijos magros e de altissima umidade. Entretanto, a
legislacdo ndo estabelece limites para os outros atributos, como acidez, pH e
cinzas. Azevedo et al. (2010) avaliando as caracteristicas quimicas do queijo
quark evidenciaram que o mesmo apresentou muita alta umidade (78,37%),
gordura (8,92%); cinzas (2,17%); proteinas (7,94%); acidez (0,77%) e¢ pH
(4,40), valores proximos aos obtidos neste estudo e que vdo ao encontro aos
preconizados conforme o regulamento técnico de identidade e qualidade no
Brasil. De forma similar Gongalves (2009) analisando a caracterizagcdo quimica
de queijo tipo quark adicionados de diferentes probioticos, encontrou valores de
acidez (0,52% - 0,58%); pH (4,38 - 4,5), proteina (6,01% - 6,22%) e umidade
(79,84% — 81,11%)).
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Tabela 9 Média geral dos atributos pH, acidez, umidade, gordura, proteina total
e cinzas ao logo do tempo

Analises Orégano (%) Alho (%)
pH 4,17 4,17
Acidez 1,11 1,12
Umidade 73,14 73,17
Gordura 13,03 12,88
Proteina total 9,49 9,65
Cinzas 1,20 1,19

Verificou-se pelo grafico spiderweb plot que ndo foram verificadas
mudancas significativas em relacdo as caracteristicas avaliadas para as
concentracgdes testadas em todos os tempos de analise (Grafico 9).

No Gréafico 11 observa-se o comportamento das caracteristicas fisico-
quimicas avaliadas ao longo do tempo. A sobreposi¢cao dos pontos indica que a
média dos resultados dos pardmetros ndo variou de forma significativa nos dias

analisados.
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Grafico 11 Representagdo grafica (spiderweb plot) dos atributos pH, acidez,
umidade, gordura, proteina total e cinzas do queijo quark
adicionado de OEO e OEA nas diferentes concentragdes ao logo do
tempo

4.6.2 Analises microbiologicas

As andlises microbioldgicas foram baseadas nos valores preconizados
pelo Regulamento Técnico sobre Padroes Microbioldgicos para Alimentos, RDC
n® 12 de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), para queijos de muita alta
umidade, temperados, condimentados ou adicionado de ervas ou outros
ingredientes, que estabelece como pardmetros de qualidade a enumeragdo de
coliformes a 45°C (10° UFC g), estafilococos coagulase positivo (10° UFC g™)
e Salmonella sp. (Auséncia) como limites maximos permitidos. As contagens de
coliformes, em todas as concentragdes e tempos analisados, encontraram-se

dentro dos limites estipulados, sempre abaixo de 10 UFC g”'. Nio foi verificada



90

a presenga de S. aureus e Salmonella sp. em nenhuma das amostras analisadas.
O produto, portanto, atende as exigé€ncias da legislacdo e os resultados
comprovam o emprego das boas praticas de fabricagdo e higiene na manipulacdo
de matérias-prima e utensilios.

Vale ressaltar que no tempo zero para todas as concentragdes a presenca
de coliformes a 45 °C nao tornou o produto imprdéprio para 0 consumo uma vez
que os valores encontrados encontraram-se dentro do que a legislagao preconiza.
Entretanto, para as amostras adicionadas de OEO e OEA, nos tempos seguintes,
ou seja, 7, 14, 21 e 28 dias nao foi evidenciada a presengca dos mesmos,
inferindo um efeito antibacteriano dos 6leos sobre estas bactérias, conforme ja
mencionado anteriormente pelos testes in vitro. Sabe-se que muitos estudos in
vitro sobre atividade antimicrobiana de Oleos essenciais sdo realizados,
entretanto poucos envolvem a adi¢do dessas substancias em matrizes alimentares
e como € o seu comportamento sobre a atividade antibacteriana, uma vez que
fatores extrinsecos (temperatura, embalagem em atmosfera modificada e
caracteristicas do micro-organismo) e intrinsecos (gordura, proteina, teor de
agua, antioxidantes, conservantes, pH, sal e outros aditivos) dos alimentos
interferem no efeito dos dleos essenciais e na conduta dos micro-organismos no
alimento.

Segundo Mejlholm ¢ Dalgaard (2002) os elevados niveis de gordura
e/ou proteinas dos alimentos podem proteger as bactérias da agdo dos dleos
essenciais, ja que o mesmo, dissolvido na fase lipidica do alimento é menos
disponivel para a a¢do sobre as bactérias presentes na fase aquosa. Este fato
poderia explicar a boa atividade apresentada pelos OEO e OEA frente ao grupo
dos coliformes, uma vez que o queijo em estudo apresentou-se com teores
baixos de gordura (queijo magro), podendo resultar no aumento do efeito
inibitoério do 6leo essencial testado. Neste contexto, destaca-se a adi¢ao do sal

durante a formulacdo, ja que Skandamis e Nychas (2000) afirmam que a
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atividade de agua e/ou altos niveis de sal facilitam a acdo dos dleos essenciais,
assim poderia ter potencializado o seu efeito antimicrobiano. Estes acrescentam
que a as bactérias tornam-se mais susceptiveis aos 6leos essenciais com a queda
do pH dos alimentos ¢ menores temperaturas de armazenagem.

Oliveira et al. (2011) avaliando a atividade do dleo essencial de
segurelha (Satureja Montana L.) sobre Clostridium perfringens em mortadelas
verificaram que na concentracao de 1,56% (CMI nos testes in Vvitro) reduziu em
apenas um ciclo logaritmico apés o primeiro dia de estocagem, entretanto, esse
efeito foi mais evidente com as amostras na concentracdo de 3,12%. Porém,
concluiram que em concentragdes mais elevadas o impacto sensorial era notado,
fato este observado pela alteragdo da coloragcdo das mortadelas, podendo resultar
em rejeicao por parte dos consumidores. Salimena et al. (2010) aplicaram 6leo
essencial de Syzygium aromaticum (cravo-da-india) em queijos minas frescal e
avaliaram seu efeito antimicrobiano in vivo sobre S. aureus, nas concentragdes
de 0,78%, 1,56% e 3,12%. Observaram que houve inibi¢do total dos micro-
organismos inoculados em todas as concentragdes e dias analisados. Apesar de
neste trabalho ndo ter sido inoculado uma concentracio especifica de bactérias
foi observado uma inibicdo do crescimento microbiano ao longo dos tempos
para o grupo dos coliformes.

Assim, alguns trabalhos vém buscando encontrar uma concentragdo que
promova simultaneamente o efeito antimicrobiano, em concentragdes inibitorias
minimas, e real¢ar o sabor, de forma a promover alteragdes sensoriais positivas,
contribuindo para a elaboracdo de novos produtos isentos ou com o minimo

possivel de aditivos sintéticos.
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5 CONCLUSAO

Os Oleos essenciais de O. vulgare e A. sativum apresentaram como
constituintes majoritarios o 4-terpineol (27,03%) e o dialil trissulfeto (38,815),
respectivamente.

A atividade antibacteriana dos oleos essenciais testada foi satisfatoria,
tanto para bactérias Gram-negativas como para Gram-positivas.

Ambos os oleos essenciais apresentaram atividade antioxidante, sendo
que o 6leo de O. vulgare mostrou-se o mais eficiente.

A produgdo de queijos quark com o6leo essencial de orégano e alho ¢é
viavel, tendo em vista a boa aceitacdo dos consumidores e a sua vida util

extendida.
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ANEXO A - Cromatogramas
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Figura 1A Cromatograma do 6leo essencial das folhas de O. vulgare. (1) a-
terpineno; (2) vy-terpineno; (3) P-cimeno; (4) 4-terpineol; (5)
carvacrol
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Figura 2A Cromatograma do 6leo essencial dos bulbos de A. sativum. (1) Nao
identificado (NI); (2) NI; (3) NI; (4) dialil dissulfeto; (5) metil-alil-
trissulfeto; (6) dialil-trissulfeto
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Tabela 1B Analise de variancia para os valores observados de formagao de halos
de inibi¢do dos 6leos essenciais de Origanum vulgare e Allium
sativum sobre Escherichia coli

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Oleo 1 2.501042 2.501042  2401.000 0.000
Concentragao 9 1.786875 0.198542 190.600 0.000
Oleo*concentragio 9 1.786875 0.198542 190.600  0.000
Erro 40 0.041667 0.001042

CV (%) 15.81

Média geral 0.20

Tabela 2B Anélise do desdobramento de concentragdo dentro de cada nivel de
6leo sobre Escherichia coli

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Concentragdo/alho 9 0.000000 0.000000 0.000 1.0000
Concentragdo/orégano 9 3.573750 0.397083 381.200  0.0000
Erro 40 0.041667 0.001042

Tabela 3B Analise do desdobramento de 6leo de cada nivel de concentragao
sobre Escherichia coli

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Oleo 0 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 1.95 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 3.90 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 7.81 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 15.62  0.375000 0.375000  360.000  0.0000
Oleo 31.25 0.510417 0.510417  490.000  0.0000
Oleo 62.5 0.633750 0.633750  608.400  0.0000
Oleo 125 0.806667 0.806667  774.400  0.0000
Oleo 250 1.041667 1.041667  1000.000  0.0000
Oleo 500 0.920417 0.920417  883.600  0.0000
Erro 40 0.041667 0.001042
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Tabela 4B Analise de variancia para os valores observados de formagao de halos
de inibig¢do dos 6leos essenciais de Origanum vulgare e Allium
sativum sobre S. choleraesius

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Oleo 1 0.408375 0.408375 113.965  0.0000
Concentragao 9 5.590375 0.621153 173.345  0.0000
Oleo*concentragio 9 1.252042 0.139116 38.823 0.0000
Erro 40 0.143333 0.003583

CV (%) 19.47

Média geral 0.30

Tabela 5B Analise do desdobramento de concentracao dentro de cada nivel de

Oleo sobre sobre S. choleraesius

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Concentragao/alho 9 3.683750 0.409306 114.225  0.0000
Concentragdo/orégano 9 3.158667 0.350963 97.943 0.0000
Erro 40 0.143333 0.003583

Tabela 6B Analise do desdobramento de 6leo de cada nivel de concentragao
sobre S. Choleraesius

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Oleo 0 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 1.95 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 3.90 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 7.81 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 15.62  0.375000 0.375000  104.651  0.0000
Oleo 3125 0.540000 0.540000  150.698  0.0000
Oleo 62.5 0.666667 0.666667  186.047  0.0000
Oleo 125 0.006667 0.006667  1.860 0.1802
Oleo 250 0.001667 0.001667  0.465 0.4992
Oleo 500 0.070417 0.070417  19.651  0.0001
Erro 40 0.143333 0.003583
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Tabela 7B Analise de variancia para os valores observados de formagao de halos
de inibig¢do dos 6leos essenciais de Origanum vulgare e Allium
sativum sobre P. aeruginosa

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Oleo 1 3.128167 3.128167  2588.828  0.0000
Concentragdo 9 2.280167 0.253352  209.670  0.0000
Oleo*concentragio 9 2.280167 0.253352  209.670  0.0000
Erro 40 0.048333 0.001208

CV (%) 15.22

M¢dia geral 0.22

Tabela 8B Anélise do desdobramento de concentragdo dentro de cada nivel de
6leo sobre sobre P. aeruginosa

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Concentragdo/alho 9 0.000000 0.000000 0.000 1.0000
Concentragdo/orégano 9 4.560333 0.506704  419.341  0.0000
Erro 40 0.048333 0.001208

Tabela 9B Analise do desdobramento de 6leo de cada nivel de concentragao
sobre P. aeruginosa

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Oleo 0 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 1.95 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 3.90 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 7.81 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 15.62  0.375000 0.375000  310.345  0.0000
Oleo 31.25 0.633750 0.633750  524.483  0.0000
Oleo 62.5 0.843750 0.843750  698.276  0.0000
Oleo 125 1.170417 1.170417  968.621  0.1802
Oleo 250 1.170417 1.170417  968.621  0.4992
Oleo 500 1.215000 1215000  1005.517  0.0000
Erro 40 0.048333 0.001208
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Tabela 10B Analise de variancia para os valores observados de formagédo de
halos de inibi¢do dos dleos essenciais de Origanum vulgare e Allium
sativum sobre S. aureus

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Oleo 1 2.109375 2.109375  2664.474 0.0000
Concentragdo 9 1.456042 0.161782  204.357  0.0000
Oleo*concentragio 9 1.456042 0.161782  204.357  0.0000
Erro 40 0.031667 0.000792

CV (%) 15.01

Média geral 0.18

Tabela 11B Analise do desdobramento de concentrac¢do dentro de cada nivel de
6leo sobre sobre S. aureus

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Concentragdo/alho 9 0.000000 0.000000 0.000 1.0000
Concentragdo/orégano 9 2.912083 0.323565 408.713  0.0000
Erro 40 0.031667 0.000792

Tabela 12B Analise do desdobramento de 6leo de cada nivel de concentragio
sobre S. aureus

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Oleo 0 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 1.95 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 3.90 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 7.81 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 15.62  0.375000 0.375000  473.684  0.0000
Oleo 3125 0.481667 0481667  608.421  0.0000
Oleo 62.5 0.633750 0.633750  800.523  0.0000
Oleo 125 0.601667 0.601667  760.000  0.0000
Oleo 250 0.666667 0.666667  842.105  0.0000
Oleo 500 0.806667 0.806667  1018.947  0.0000

Erro 40 0.031667 0.000792
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Tabela 13B Analise de variancia para os valores observados de formagéo de
halos de inibi¢do dos dleos essenciais de Origanum vulgare e Allium
sativum sobre L.monocytogenes

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Oleo 1 1.488375 1.488375 11907.000 0.0000
Concentragao 9 1.602875 0.178097 1424.778  0.0000
Oleo*concentragio 9 1.602875 0.178097 1424.778  0.0000
Erro 40 0.005000 0.000125

CV (%) 7.10

Média geral 0.15

Tabela 14B Analise do desdobramento de concentrac¢do dentro de cada nivel de
6leo sobre sobre L. monocytogenes

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Concentragdo/alho 9 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Concentragdo/orégano 9 3.205750 0.356194  2849.556  0.0000
Erro 40 0.005000 0.000125

Tabela 15B Analise do desdobramento de 6leo de cada nivel de concentragio
sobre S. aureus

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Oleo 0 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 1.95 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 3.90 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 7.81 0.000000 0.000000  0.000 1.0000
Oleo 15.62  0.000000 0.000000  0.000 0.0000
Oleo 3125 0.375000 0.375000  3000.000  0.0000
Oleo 62.5 0.375000 0.375000  3000.000  0.0000
Oleo 125 0.570417 0.570417  4563.333  0.0000
Oleo 250 0.770417 0770417  6163.333  0.0000
Oleo 500 1.000417 1.000417  8003.333  0.0000

Erro 40 0.005000 0.005000
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Tabela 16B Valores médios dos halos de inibi¢do para o desdobramento de 6leo
dentro de cada concentracio sobre sobre E. coli

Concentraciao Orégano Alho
pgmL !

0 00b 00b
1.95 00b 00b
3.90 00b 00b
7.81 00b 00b
15.62 0.50 a 00b
31.25 0.58 a 00b
62.50 0.65 a 00b
125 0.73 a 00b
250 0.83 a 00b
500 0.78 a 00b

As médias na mesma linha seguidas de mesma letra sdo iguais entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

Tabela 17B Valores médios dos halos de inibi¢do para o desdobramento de 6leo
dentro de cada concentragdo sobre sobre S. Choleraesius

Concentracao Orégano Alho
pg mL !

0 00b 00b
1.95 00b 00b
3.90 00b 00b
7.81 00b 00b
15.62 0.50 a 00b
31.25 0.60 a 00b
62.50 0.66 a 00b
125 0.68 a 0.61a
250 0.75 a 0.71 a
500 091 a 0.70 b

As médias na mesma linha seguidas de mesma letra sdo iguais entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.
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Tabela 18B Valores médios dos halos de inibi¢do para o desdobramento de 6leo
dentro de cada concentragdo sobre sobre P. aeruginosa

Concentraciao Orégano Alho
pgmL !

0 00b 00b
1.95 00b 00b
3.90 00b 00b
7.81 00b 00b
15.62 05a 00b
31.25 0.65a 00b
62.50 0.75 a 00b
125 0.88 a 00b
250 0.88 a 00b
500 0.90 a 00b

As médias na mesma linha seguidas de mesma letra sdo iguais entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

Tabela 19B Valores médios dos halos de inibi¢do para o desdobramento de 6leo
dentro de cada concentragdo sobre sobre S. aureus

Concentraciao Orégano Alho
pgmL !

0 00b 00b
1.95 00b 00b
3.90 00b 00b
7.81 00b 00b
15.62 05a 00b
31.25 0.56 a 00b
62.50 0.65 a 00b
125 0.63 a 00b
250 0.66 a 00b
500 0.73 a 00b

As médias na mesma linha seguidas de mesma letra sdo iguais entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.
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Tabela 20B Valores médios dos halos de inibi¢ao para o desdobramento de 6leo
dentro de cada concentragdo sobre sobre L. monocytogenes

Concentraciao Orégano Alho
pgmL !

0 00b 00b
1.95 00b 00b
3.90 00b 00b
7.81 00b 00b
15.62 00b 0.0b
31.25 0.50 a 00b
62.50 0.60 a 00b
125 0.61a 00b
250 0.71 a 00b
500 0.81a 00b

As médias na mesma linha seguidas de mesma letra sdo iguais entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

Tabela 21B Analise de variancia para os valores observados de atividade
antioxidante para o ensaio [B-caroteno/acido linoléico dos o6leos
essenciais de Origanum vulgare e Allium sativum

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Oleo 1 27182.84343 27182.84343 1845.271 0.000
Concentragdo 5 3673.005809 734.601162  49.867 0.000
Oleo*concentragio 5 1072.796449 214.559290  14.565 0.000
Erro 24 353.545968  14.731082

CV (%) 7.69

Média geral 49.91
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Tabela 22B Analise do desdobramento de concentra¢do dentro de cada nivel de
oleo para o ensaio B-caroteno/acido linoléico dos 6leos essenciais
de Origanum vulgare e Allium sativum

FV GL SQ QM FC Pr>Fc

Concentragdo/alho 5 648.389670  129.677934 8.803 0.0001
Concentragdo/orégano 5 4097.412587 819.482517 55.629  0.0000
Erro 24 353.545968 14.731082

Tabela 23B Analise de variancia para os valores observados de atividade
antioxidante para o ensaio DPPH dos oleos essenciais de
Origanum vulgare e Allium sativum

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Oleo 1 52609.152257 52609.152257 108439  0.000
Concentragio 6 20143.274653 3357.212442  6919.99 0.000
Oleo*concentracio 6 19906.418301 3317.736384  6838.62 0.000
Erro 28 13.584113 0.485147

CV (%) 1.89

Média geral 36.92

Tabela 24B Analise do desdobramento de concentra¢do dentro de cada nivel de
6leo para o DPPH dos 6leos essenciais de Origanum vulgare e
Allium sativum

FV GL SQ QM FC Pr>Fc

Concentragao/alho 6 13.252443 2.208740 4.553 0.0001
Concentragdo/orégano 6 40036.440512 6672.740085 13754.0 0.0000
Erro 28  13.584113 0.485147

Tabela 25B Analise de varidncia para os valores observados de atividade
antioxidante para o ensaio DPPH do padrao 4cido ascorbico

FV GL  SQ QM FC Pr>Fc
Concentragdo 6 21905.231196 3650.871866 6728.411 0.000
Erro 14 7.596475 0.542605

CV (%) 1.02

Média geral 71.95
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Tabela 26B Analise de varidncia para os valores observados de atividade
antioxidante para o ensaio DPPH do padrao timol

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Concentragdo 6 10882.457996 1813.742999  4514.691 0.000
Erro 14 5.624394 0.401742

CV (%) 1.22

Média geral 51.75

Tabela 27B Analise de variancia para os valores observados de atividade
antioxidante para o ensaio -caroteno/acido linoléico dos padroes
timol e acido ascorbico

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Concentragdo 5 35590.722051 6718.144410 207.760  0.000
Padrdes 1 2136.751627  2136.751627 66.080  0.000
Conc.*padroes 5 2568.630183  513.726037  15.887  0.000
Erro 24 776.064544 32.336023

CV (%) 13.31

M¢dia geral 42.72

Tabela 28B Analise do desdobramento de concentrac¢do dentro de cada nivel de
oleo para o ensaio B-caroteno/acido linoléico dos padroes timol e
acido ascorbico

FV GL SQ QM FC Pr>Fc

Concentragdo/AA 5 13987.056606 2797.411321 86.511  0.0000
Concentragdo/timol 5 22172.295628 4434.459126 137.137 0.0000
Erro 24 776.064544 32.336023
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Tabela 29B Valores médios do atributo pH dos queijos condimentados com

OEO nos tempos

Orégano
Tempo (dias)

Concentragdo 0 7 14 21 28
(%)
0 4.02d 4.07b 4.12b 4.11b 415D
0,015 4.18b 4.26 a 417 a 4.20 a 4.14 be
0,03 4.07 cd 4.20a 4.18 a 421 a 4.09 c
0,06 425a 4.26 a 419 a 422 a 4150
0,1 4.09 ¢ 423 a 4.16 ab 422 a 4.26 a

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 30B Valores médios do atributo gordura dos queijos condimentados com

OEO nos tempos

Orégano

Tempo (dias)
Concentragdo 0 7 14 21 28
(%)
0 14.86 a 15.00 a 12.00 ¢ 12.63 cd 11.66 ab
0,015 12.013ab  12.00 ¢ 13.20b 14.40 ab 11.03b
0,03 13.66 b 13.86 ab 14.63 a 1473 a 1233 a
0,06 13.20 be 14.00 ab 12.00 ¢ 12.00d 11.00 b
0,1 14.00 c 13.50b 13.76 ab 13.30 be 11.00 b

As médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo Teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 31B Valores médios do atributo Proteina Total dos queijos
condimentados com OEO nos tempos

Orégano

Tempo (dias)
Concentragdo 0 7 14 21 28
(%)
0 9.62b 9.79 a 9.94 a 9.78 a 9.85a
0,015 9.86 a 9.82a 9.85a 9.84 a 9.51b
0,03 9.34 a 9.20b 9.55b 9.68 a 9.78 a
0,06 8.67 ¢ 8.66 ¢ 9.76 ab 9.71 a 9.67 ab
0,1 9.71 a 7.37d 9.81 a 9.76 a 8.79 ¢

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 32B Valores médios do atributo umidade dos queijos condimentados
com OEO nos tempos

Orégano

Tempo (dias)
Concentragdo 0 7 14 21 28
(%)
0 71.39b 72.68 a 73.60 b 7232 a 73.15a
0,015 73.43 ab 73.02 a 73.12b 73.22 a 73.78 a
0,03 70.98 b 73.02 a 69.45 ¢ 72.45 a 72.27 a
0,06 73.23 ab 74.58 a 73.06 b 72.65 a 73.65a
0,1 74.03 a 74.87 a 76.26 a 74.45 a 74.07 a

As médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 33B Valores médios do atributo acidez e cinzas dos queijos
condimentados com OEO nos tempos

Orégano

Tempo (dias) Acidez Cinzas
0 1.11¢c 1.18 ab
7 1.16 be 1.19 ab
14 1.32 ab 1.18 ab
21 1.36 b 1.28 a

28 1.58 a 1.17b

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 34B Valores médios do atributo acidez e cinzas dos queijos
condimentados com OEQO nas concentragoes

Orégano

Concentragio (ug mL™) Acidez Cinzas
0 1.39a 1.17a
0,015 1.28 a 1.18 a
0,03 1.36a 1.16 a
0,06 1.32a 1.27 a
0,1 1.17 a 121 a

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 35B Valores médios do atributo pH dos queijos condimentados com

OEA nos tempos

Alho
Tempo (dias)

Concentragao 0 7 14 21 28
(%)
0 4,04 b 4,06 b 4,13 a 4,15b 4,13 be
0,015 4,20 a 4,26 a 4,18 a 4,21 ab 4,15 bc
0,03 4,08 b 4,21 a 4,18 a 4,21 ab 4,09 ¢
0,045 425a 4,27 a 4,19 a 425a 4,19 ab
0,06 4,08 b 4,25 a 4,17 a 4,22 ab 4,25 a

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 36B Valores médios do atributo gordura dos queijos condimentados com

OEA nos tempos

Alho
Tempo (dias)

Concentragdo 0 7 14 21 28
(%)
0 14,80 a 15,00 a 12,00 b 12,47 b 12,67 a
0,015 12,80 ¢ 12,00 ¢ 13,06 a 14,40 a 12,53 a
0,03 14,00 ab 13,80 b 14,40 a 14,40 a 12,33 a
0,045 13,20 be 14,00 ab 12,00 b 12,00 b 12,60 a
0,06 14,00 ab 13,50 b 13,67 a 13,00 b 11,00 a

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 37B Valores médios do atributo proteina total dos queijos condimentados
com OEA nos tempos

Alho

Tempo (dias)
Concentragdo 0 7 14 21 28
(%)
0 9,23 a 9,93 a 9,97 a 9,79 a 10,21 a
0,015 9,86 a 9,93 a 9,93 a 9,86 a 9,241
0,03 10,07 a 9,23 ab 10,28 a 9,72 a 9,88 ab
0,045 9,01b 8,66 b 9,79 a 9,72 a 9,67 ab
0,06 9,72 ab 7,37b 9,81 a 9,76 a 10,12 a

As médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 38B Valores médios do atributo umidade dos queijos condimentados
com OEA nos tempos

Alho

Tempo (dias)
Concentragdo 0 7 14 21 28
(%)
0 71,39 be 72,78 a 73,33 b 72,73 a 73,11 a
0,015 74,07 a 73,02 a 73,12 b 73,22 a 73,78 a
0,03 70,98 ¢ 73,02 a 69,45 ¢ 72,46 a 72,27 a
0,045 73,24 abc 74,58 a 73,06 b 72,65 a 73,82 a
0,06 73,70 ab 74,88 a 76,26 a 74,46 a 74,07 a

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 39B Valores médios do atributo acidez e cinzas dos queijos
condimentados com OEA nos tempos

Alho

Tempo (dias) Acidez Cinzas
0 1.15¢ 1.19 ab
7 1.17 ¢ 1.19 ab
14 1.34b 1.18 ab
21 1.35b 1.28 a

28 1.54 a 1.13 ¢

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 40B Valores médios do atributo acidez e cinzas dos queijos
condimentados com OEA nas concentragoes

Alho

Concentragio (ug mL™) Acidez Cinzas
0 1.39a 1.17 a
0.015 1.24 ab 1.19a
0.03 1.37 ab 1.14a
0.045 1.32 ab 1.27 a
0.06 1.23b 1.21a

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 41B Média geral dos atributos pH, acidez, Umidade, Gordura, PT e

Cinzas ao logo do tempo

Analises Orégano (%) Alho (%)
pH 4,17 4,17
Acidez 1,11 1,12
Umidade 73,14 73,17
Gordura 13,03 12,88

PT 9,49 9,65
Cinzas 1,20 1,19
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ANEXO C - Figuras
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FICHA DE AVALIACAO SENSORIAL

Nome: Data:

Avzlie dz esquerds para a2 direitz cads amostra @ mdique, utilizando 2 esczla shaixo, o
quanto vocé gostou ou desgestou, na seguinte ordem: da cor, consisténcia szbor e impressdo global
de cada melhe agridoce.

9 — gostei extr te ] Mot
8- SR@&; :uiinmm N® Nota Nota impressdo
7 - gpstel moderzdaments Pl e mparéncia  Notatextura  sabor global

6 — gostet ligeiraments

3 —nem gostei'nem desgostei _
4 — desgoste ligeiraments

3 — desgestel moderadzments
2 — desgosts muito

1 — desgostei extremaments = . M

Comentarios:

Agorz, utilizando e escalz zhaimo, ndique 2 suz mtengdo de compra com relagio 2o produto.

3 — certaments compgana N- Intencéo de
4 - provavelments compraria Amostra compra
3 —no 58

2 — provavelments ndo compraiz
1 — certaments nip compraria

O gue podemos acrescentar neste produto?

Figura 1C Ficha de avaliago sensorial
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Senhor(a) Pesquisador(a)

Comunicamos a Vossa Senhoria a aprovagdo do projeto de intervengéo
VIABILIZACAO TECNOLOGICA DA UTILIZACAO DE OLEOS ESSENCIAIS DE
CONDIMENTOS NA FABRICACAO DE QUEIJOS PASTOSOS (protocolo n.°
766/2010), apos analise pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIPAC — CEP —, no dia
30.09.2010. Segue anexo o parecer para apreciagao do autor.

O Pesquisador devera apresentar relatorios semestralmente ao CEP a partir da data de

aprovagao.
Para maiores esclarecimentos favor entrar em contato com o CEP — UNIPAC —, cuja

fungao & orientar os pesquisadores, esclarecendo-lhes as duvidas.

Ciente de sua atengao, antecipadamente agradecemos.

e

Prof. Dr. Sebastido Rogério Gois Moreira
Coordenador do Comité de Ftica em Pesquisa
CEP — UNIPAC —

limo(a) Sr(a).
Prof(a). Maria das Gragas Cardoso

Comité de Etica em Pesquisa — CEP - UNIPAC
Rua Monsenhor José Augusto, 203 - Sio José
Barbacena — MG — CEP: 36205-018
Fone: (0XX32) 3693-8832 — Fax: (0XX32) 3693-8880

cepl@unipac.br hetp:/ /www.unipac.br

Figura 2C Parecer de Aprovacao do Projeto (A)
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UNIPAC
Universidade Presidente Antdnio Carlos

Parecer Consubstanciado de Projeto de Pesquisa

[Titulo do Projeto: VIABILIZAGAO TECNOLOGICA DE OLEOS ESSENCIAIS DE CONDIMENTOS NA
'FABRICAGAO DE QUEIJOS PASTOSOS

| Pesquisador Responsavel: MARIA DAS GRAGAS CARDOSO |

[Data da Versao: | [Cadastro: 766/2010 [Data do Parecer: 30/09/2010 |

Recomendacao

_ APROVADO

Comentarios Gerais sobre o Projeto:

|
{O projeto & completo e bem feito. Nada foi deixado para ser feito ou demonstrado, exceto oi
'risco de ingestdo da esséncia para a salde do ser humano e de animais.

E evidente e de dominio do senso comum que o orégano e o alho nao sdo prejudiciais ao
homem ou aos animais. O dleo e alho disponiveis no mercado e o orégano adicionado ao dleo
de oliva ja consumidos por milhares de pessoas e nenhum caso de intoxicao foi relatado.

Mas o projeto & uma proposta de experimentos com humanos de esséncias extraidas mediante
|processo quimicos, artificiais, que podem adicionar propriedades indesejadas aos produtos
além de produzir aliquotas de esséncias com concentracdes de principios ativos muito|
| superiores aos encontrados nas plantas in natura.

Sugiro aos orientadores, que nos préximos projetos, seja citado no texto, o resumo de|
referéncias  bibliograficas que demonstrem a seguranga dos produtos testados nosi
experimentos de degustacao. |

Figura 3C Parecer de Aprovacdo do Projeto (B)



