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FORMATO DA DISSERTACAO

A presente dissertacdo € composta por capitulos. O capitulo 1 apresenta
uma introducdo geral, a contextualizacdo do tema, o estado da arte e 0s
objetivos de estudo desta dissertacdo. O capitulo 2 trata-se de artigo cientifico
completo, contendo referéncias, e formatado nas normas da revista para o qual
serd submetido. O capitulo 3 finaliza esta dissertagdo com conclusfes gerais e

consideracdes finais deste trabalho e sugestbes para estudos futuros.



RESUMO GERAL

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana sobre
bactérias patogénicas e deteriorantes da associacdo de compostos naturais
(6leo essencial de alho - OA, isotiocianato de alila - ITA e nisina Z pura - NI) in
vitro e sua aplicacédo na estabilidade de linguica mista frescal. Na avaliacao in
vitro foram determinadas a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a
Concentracéo Bactericida Minima (CBM) dos compostos em combinag&o sobre
E. coli O157:H7 e Lactobacillus plantarum. Para avaliagdo do efeito dos
compostos naturais em linguica foram produzidos 5 lotes divididos nos
seguintes tratamentos: T1 = 20 mg/kg NI, T2 = 125 uL/kg OA + 62,5 uL/kg ITA
+ 20 mg/kg NI e T3 = 62,5 pL/kg OA + 125 uL/kg ITA + 20 mg/kg NI. Nesses
tratamentos, as massas de linguica foram inoculadas com E. coli O157:H7.
Além desses, foram produzidos dois lotes controle, sendo um controle positivo
(CP), inoculado apenas com E. coli 0157:H7 e um controle negativo (CN), sem
inoculacdo bacteriana. As linguicas foram armazenadas a 6°C durante 20 dias
e a cada 5 dias, amostras foram avaliadas quanto a parametros
microbiolégicos (contagem de E. coli O157:H7, E. coli autoctones, aerdbios
psicrotréficos e bactérias lacticas) e fisico-quimicos (pH e cor). Posteriormente,
o lote controle negativo e os tratamentos T2 e T3, sem a inoculacdo de E. coli
O 157:H7 foram submetidos a avaliagdo sensorial de aceitabilidade. Os
resultados foram analisados por ANOVA e teste de Tukey (P>0,05). Na
associagao in vitro de NI com AO e ITA verificou-se redugao significativa de E.
coli O157:H7 nas concentracfes de 0,0125 uL/mL AO + 0,00625 pL/mL ITA +
0,24 mg/mL NI e de L. plantarum nas concentragdes de 0,00625 uL/mL AO +
0,0125 pL/mL ITA + 0,24 mg/mL NI. Em linguica, as redug¢des na contagem de
E. coli O 157:H7, ao final da estocagem, nos T2 e T3 foram de 2,06 e 2,12 log
UFC/g, respectivamente, em comparacdo ao CP. Para a contagem de E. coli
autoctone verificou-se que os tratamentos T2 e T3 apresentaram reduc¢des do
patdbgeno a niveis indetectaveis a partir do 10° dia de armazenamento. Em
relacdo a contagem de bactérias lacticas, todos os tratamentos (T1, T2 e T3)
apresentaram reducéo significativa em comparacdo aos lotes controle (CP e
CN), a partir do 5° dia de estocagem (P<0,05). Para os microrganismos
psicrotroficos, nenhum dos tratamentos apresentou efeito inibitorio significativo.
Com relacdo a cor instrumental, verificaram-se menores valores de chroma
(C*) para as linguicas dos T2 e T3 (P<0,05) ao final da estocagem. Contudo, as
linguicas adicionadas de antimicrobianos (T1, T2 e T3) apresentaram menor
descoloracao (hue) e maior valor para cor vermelha (a*) em comparacdo aos
lotes controle. As linguicas tratadas com a combinacéo dos antimicrobianos (T2
e T3) apresentaram menor pH em comparacao aos controles. Quanto a analise
sensorial, as linguicas adicionadas dos antimicrobianos naturais apresentaram
diferenca significativa para o controle para os atributos avaliados. Contudo,
apresentaram indice de aceitabilidade acima de 70% para a maioria dos
atributos. As combinacbes de Oleos essenciais e nisina Z testadas foram
eficientes para a reducédo significativa da populacdo de E. coli O 157:H7 em
linguica mista frescal em comparacdo aos grupos controles. As combinacdes
desses antimicrobianos também se mostraram efetivas em manter a
estabilidade da linguica mista frescal pelo controle do crescimento de bactérias
lacticas deteriorantes e pela manutencdo da cor vermelha e do pH das
linguicas, apresentando-se sensorialmente aceitas pelos provadores.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the antimicrobial activity of
pathogenic and spoilage bacteria using the association of natural compounds
(garlic essential oil - OA, allyl isothiocyanate - ITA and pure nisin Z - NI) in vitro
and its application in stability of fresh sausage. In the evaluation in vitro were
determined the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum
Bactericidal Concentration (MBC) of the compounds in combination against E.
coli O157: H7 and L. plantarum. To evaluate the effect of natural compounds in
sausage, five lots were produced and divided into the following treatments: T1 =
20 mg/kg NI, T2 = 125 uL/kg OA + 62.5 pL/kg ITA + 20 mg/kg Nl and T3 = 62.5
pL/kg OA + 125 plL/kg ITA + 20 mg/kg NI. In these treatments, sausage
mixtures were inoculated with E. coli O157: H7. In addition, two control
sausages were produced - a positive control (CP) inoculated only with E. coli
0157: H7 and a negative control (CN) without bacterial inoculation. Sausages
were stored at 6 °C for 20 days and samples were evaluated for microbiological
(E. coli O157:H7, native E. col, aerobic psychrotrophic and lactic acid bacteria)
and physico-chemical parameters (pH and color) every 5 days. Subsequently,
the negative control, T2 and T3 without inoculation of E. coli O157:H7 were
subjected to sensory evaluation acceptability. Results were analyzed by
ANOVA and Tukey's test (P>0.05). In association of NI with AO and ITA, E. coli
0157: H7 in vitro was significantly reduced at concentrations of 0.0125 pL/mL
AO + 0.00625 pL/mL ITA + 0.24 mg/mL NI and L. plantarum at concentrations
of 0.00625 pL / ml AO + 0.0125 pL / mL ITA + 0.24 mg/mL NI. E. coli O157:H7
reduction in sausage, at the end of storage was 2.06 and 2.12 log CFU/g on T2
and T3 when compared to CP. Native E. coli count on T2 and T3 showed
undetectable reduction levels from the 10th day of storage. All treatments (T1,
T2 and T3) showed significant reduction on lactic acid bacteria levels when
compared to the control groups (CP and CN), from the 5th day of storage (P
<0.05). None of the treatments had an effect on psychrotrophic bacteria.
Smaller C * values for instrumental color were detected on sausages of T2 and
T3 (P <0.05) at end of storage. However, the treatments (T1, T2 and T3)
showed less discoloration (hue) and larger value for red color (a *) in
comparison to the control groups. Sausages treated with combination of
antimicrobials (T2 and T3) showed lower pH when compared to controls. On the
sensory analysis, the natural antimicrobial added sausages showed a
significant difference to the control for the evaluated attributes. However, they
showed acceptability index above 70% for most of the attributes. The
combinations of essential oils and nisin Z were efficient to reduce significantly
the population of E. coli 0157:H7 in fresh sausage compared to control groups.
The combinations of these antimicrobials were also proven effective in
maintaining the stability of the fresh sausage for controlling the growth of
spoilage lactic acid bacteria and for maintaining the red color and the pH of the
sausages, being wellaccepted by the panelists.

Keywords: fresh sausage, E. coli O157: H7, allyl isothiocyanate, nisin Z, garlic
essential oll
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

As mudancas nos habitos alimentares associadas as praticas de
processamento de alimentos e ao aumento no consumo de produtos
industrializados prontos tém proporcionado o surgimento de uma nova
tendéncia na conservacao de alimentos baseada na utilizacdo de conservantes
naturais (Selim, 2011). O uso de aditivos sintéticos bem como de outros meios
de conservacao dos alimentos que visam diminuir a contaminagao bacteriana e
a deterioracdo, as vezes podem acarretar fatores negativos para 0s
consumidores como efeitos alergénicos ou alguma toxicidade. Atualmente,
existe uma demanda por produtos naturais, frescos e que apresentem niveis
microbiolégicos aceitaveis (Dillon & Board, 1994; Gould, 1996; Periago, 2001).

Os produtos carneos sdo apontados como as principais fontes
causadoras de doencas alimentares devido as suas caracteristicas como alta
atividade de agua e pH proximo a neutralidade (Labadie, 1999; Liserre et al.,
2002; Samelis et al., 2005), levando a preocupacédo e exigindo cuidado por
parte dos servigos de salde publica e dos estabelecimentos manipuladores em
razdo dos riscos que oferecem pela possibilidade de veicular bactérias
patogénicas. Dentre essas bactérias, a Escherichia coli destaca-se entre os
principais microrganismos envolvidos em surtos alimentares no Brasil. Essa
espécie pode abrigar cepas patogénicas como o sorotipo E. coli O157:H7, o
qual tem sido associado a casos envolvendo derivados carneos relatados
mundialmente nos ultimos anos (Dontorou et al., 2003; Normanno et al., 2004;
Sallam et al., 2004; Dourou et al., 2009). Visando diminuir o risco de
proliferacdo bacteriana nos alimentos, bem como a reducéo do uso de aditivos
sintéticos, 0s antimicrobianos naturais apresentam-se como possiveis
alternativas para os conservantes utilizados atualmente nas industrias de
produtos carneos (Djenane et al., 2011).

Os conservantes naturais tém apresentado uma boa aceitabilidade por
parte dos consumidores por possuirem baixos niveis de toxicidade (Tajkarimi &

Ibrahim, 2011) e terem se mostrado eficientes na redugéo ou eliminagéo de

1



microrganismos, podendo aumentar a qualidade, a inocuidade e a vida-de-
prateleira dos alimentos (Belletti et al., 2008; Nannapaneri et al., 2009;
Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn, 2010).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de 6leos
essenciais de alho, isotiocianato de alila e o composto nisina Z contra E. coli
0157:H7, E. coli autoctone, bactérias psicrotroficas e bactérias lacticas, bem
como avaliar seus efeitos sobre a estabilidade de linguica mista frescal,

prospectando seu uso potencial como conservante natural.

2 LINGUICA FRESCAL X DOENCAS DE ORIGEM ALIMENTAR

O consumo de carne tem aumentado consideravelmente, sendo esse
alimento uma das principais fontes de proteina na alimentacdo humana (Dave
& Ghaly, 2011). No Brasil, nota-se uma demanda maior na ingestao de
embutidos e derivados em relagcdo ao consumo da carne in natura e iSsSo se
deve, provavelmente ao fato de haver uma consideravel variedade desse tipo
de produto, a possibilidade de fracionamento em por¢cdes menores e 0 preco
acessivel (Terra, 1998; Pardi et al., 2007).

Dentre os produtos carneos consumidos e passiveis de causar doencas
transmitidas por alimentos, pode-se citar a linguica frescal que, segundo a
Instrucdo Normativa n° 4 de 31 de marco de 2000, caracteriza-se como produto
carneo industrializado, obtido de carnes de animais de acougue, adicionados
ou ndo de tecidos adiposos, ingredientes, embutido em envoltério natural ou
artificial, e submetido ao processo tecnolégico adequado (Martinis & Franco,
1998). O Decreto n°® 12.486 de 20 de outubro de 1978, considera que,
normalmente, as linguicas sé@o elaboradas a partir de carne bovina, suina ou a
mistura das duas, sendo a linguica frescal aquela que ndo sofre nenhum
processo térmico.

O Brasil possui uma vasta producéo de linguigca a qual pode ser justificada
devido ao fato dessa producao nédo exigir alto investimento e nem tecnologias
sofisticadas (Milani et al., 2003). Entretanto, a linguica pode ser considerada
um substrato ideal para a proliferacdo bacteriana visto que a sua producao

demanda intenso manuseio durante o processamento (Martinis & Franco, 1998;
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Liserre et al.,, 2002; Samelis et al., 2005). A matéria-prima, 0s temperos e
demais ingredientes que s&o adicionados durante a fabricagdo da linguica
devem ter sua qualidade verificada a fim de diminuir uma possivel
contaminacao cruzada (Knobloch et al., 1989; Samelis et al., 2005). Também
se deve ter atencdo quanto aos envoltorios naturais utilizados para envolver as
linguicas, pois eles sdo provenientes dos intestinos de animais havendo alta
contaminacdo inicial, tornando-se necessério a utilizacdo de produtos
especificos e cuidados quanto a higienizacdo adequada desses envoltérios
(Pardi et al., 2007). Apés a fabricacdo, deve-se ter cautela com as etapas de
embalagem e forma de armazenamento (local e temperatura), pois esses

fatores podem influenciar na proliferagéo de microrganismos (Andrade, 2005).

2.1 Escherichia coli O157:H7

Muitos microrganismos sao responsaveis pela deterioracdo e
contaminacdo dos produtos carneos. Alguns autores relatam que as bactérias
da familia Enterobacteriaceae sédo frequentemente verificadas na matéria-prima
carnea (Cerveny et al., 2009), podendo haver presenca de cepas patogénicas
como Salmonella, Campylobacter e a Escherichia coli (Sofos & Geonarasm,
2010). Dentre as cepas patogénicas de E. coli, o sorotipo O157:H7 é muito
preocupante, pois uma baixa populacdo desse microrganismo pode causar
diarreia e colite hemorragica em humanos, podendo evoluir para a chamada
sindrome hemolitica urémica (Otero et al, 2014). A presenca de E. coli
0157:H7 ja foi relatada em surtos alimentares que envolviam leite cru, carne
bovina mal cozida e outros produtos a base de carne, frutas e vegetais
(Erickson et al., 1995; Beuchat, 1996; Tauxe et al., 1997). A E. coli O157:H7 é
uma das cepas produtoras de toxinas apresentando um numero baixo de casos
se comparada com as contaminacfes de Salmonella, porém elevados indices
de hospitalizacao e mortalidade (Mead et al., 1990).

A E. coli O157:H7 apresenta trés fatores de viruléncia distintos como a
producdo de citotoxinas semelhantes a shiga toxina (I e Il) ou verotoxina
(Pennington, 2010), a sintese de hemolisina e a de aderir e colonizar as

superficies intestinais (Karmali, 1989), sendo que a verotoxina pode causar
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colite hemorragica e sindrome hemolitica urémica (Meng et al., 1994). A
transmissdo pode ocorrer através de alimentos como carnes, leite, iogurte,
frutas, legumes e dgua contaminados (Buchanan et al., 1997; Mead & Giriffin,
1998) e também através de solo contaminado (O’brien et al., 2001) e contato
direto com os animais (Crump et al., 2002).

A E. coli O157:H7 foi identificada pela primeira vez em 1982 em surtos de
colite hemorragica nos Estados Unidos, nos estados de Oregon (26 casos) e
Michigan (21 casos), associada ao consumo de hamburguer mal cozido em
restaurantes fast food (Riley et al., 1983). Também nos EUA, em 1994, o
consumo de salame contaminado com E. coli O157:H7 ocasionou 18 casos de
contaminacdo (Palanichany et al., 2008). No Canad4, entre os anos de 1998 e
1999 foram relatados 182 casos de contaminacao por E. coli O157:H7 a partir
do consumo de salame (Williams et al., 2000; Macdonald et al., 2004).

No estudo de Ulukanli e Cavli (2006), os autores analisaram 80 amostras
de doner kebab de diferentes restaurantes em Kars (Turquia) e encontraram 9
amostras positivas para E. coli O157:H7. Sartz et al (2008) relataram em seu
estudo um surto de E. coli O157:H7 na Suécia em 2002, com 30 casos, cuja
transmisséo ocorreu através do consumo de embutido fermentado. Em 2005,
no sudoeste da Francga, foi identificado um surto com 46 casos confirmados de
E. coli O157:H7 o qual ocorreu a partir do consumo de hamburguer bovino
(King et al., 2009).

Nos Estados Unidos, devido ao enorme consumo de carne bovina
verifica-se um custo médio anual de cerca de 635 milhdes de ddélares para o
tratamento e controle da E. coli O157:H7 (Schardd et al., 2012). A partir desses
relatos, pode-se concluir que existe uma consideravel prevaléncia de E. coli
0157 em diferentes tipos de alimentos, tornando-se necessario 0
desenvolvimento de métodos que inibam ou diminuam o crescimento desse
microrganismo, pois essa bactéria patogénica pode causar significativa
mortalidade e perdas econdmicas para a industria de alimentos (Nadarajah et
al., 2005).

No Brasil ndo ha dados referentes a surtos ocasionados por E. coli
O157:H7.



2.2 Oleos Essenciais

Visando diminuir o risco de proliferagdo bacteriana nos alimentos, bem
como a reducdo do uso de aditivos sintéticos, os compostos naturais
apresentam-se como possiveis alternativas para serem adicionados em
produtos carneos (Djenane et al., 2011). As plantas arométicas tém sido muito
estudadas e utilizadas, pois apresentam potencial como conservantes naturais
(Djenane et al., 2012). Nos anos 1990, houve um aumento relativo no uso de
especiarias e 6leos essenciais como conservantes naturais visando aumentar o
prazo de validade e a reducdo dos microrganismos patogénicos em alimentos
(Burt, 2004; Moreira et al., 2007; Simitzis et al., 2008).

Muitas plantas contém compostos quimicos apresentando diferentes
propriedades e atividades bioldgicas (Djenane et al., 2011), possuindo
compostos como o0s glicosideos, saponinas, taninos, alcalbéides, O6leos
essenciais, acidos organicos e outros (Ceylan & Fung, 2004; Bajpai et al.,
2008), sendo que os Oleos essenciais podem constituir até 85% desses
compostos e 0s outros componentes apresentam-se geralmente em niveis
residuais (Burt, 2004; Grosso et al., 2008). Cerca de 3 mil 6leos essenciais séo
conhecidos e mais de 300 apresentam um potencial comercial (Bakkali et al.,
2008).

Os componentes presentes nos 0leos essenciais apresentam diferentes
graus de atividade sobre as bactérias Gram positivas e Gram negativas
(Dorman & Deans, 2000) sendo que a eficacia antimicrobiana do 6leo essencial
depende de fatores como o método de extracdo do 6Oleo, as caracteristicas dos
alimentos como pH, gordura, proteina, teor de agua, presenca de antioxidantes
e conservantes, entre outros (Lis-Balchin et al., 2003; Burt, 2004; Brandi et al.,
2006). Acredita-se que altos niveis de gordura e proteinas preservam as
bactérias da acdo dos 6leos essenciais (Aureli et al., 1992; Pandit & Shelef,
1994; Tassou et al., 1995;), porém os carboidratos ndo aparentam ter esse
mesmo poder de protecao (Shelef et al., 1984).

O mecanismo de acdo dos Oleos essenciais ndo apresenta um alvo
celular especifico (Carson et al., 2002). A propriedade de hidrofobicidade dos

Oleos essenciais permite a permeabilizacdo pela membrana através da perda
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de ions e reducdo do potencial de membrana, havendo um colapso das
bombas de protons e esgotamento do pool de ATP (Knobloch et al., 1989;
Sikkema et al., 1994, Ultee et al., 2000; Ultee et al., 2002; Turina et al., 2006; Di
Pasqua et al., 2007). Os 6leos essenciais podem coagular o citoplasma
(Gustafson et al., 1998) e causar danos as proteinas e lipidios (Ultee et al.,
2000; Burt, 2004) sendo que os danos causados nas paredes e membranas
celulares levam a extensa perda de componentes celulares e a saida de ions
que irdo determinar a morte celular (Helander et al., 1998; Carson et al., 2002;
Burt, 2004).

Dentre os Oleos essenciais que podem ser utilizados como conservantes
naturais em alimentos carneos, pode-se citar o 6leo essencial de alho e o 6leo

essencial de mostarda.
2.2.1 Isotiocianato de Alila

A mostarda faz parte da familia Brassicaceae junto com o wasabi e a
raiz-forte tendo como principal componente o isotiocianato de alila
(CH2=CHCH2N=C=S) (Figura 1). Ha vérios estudos que demonstraram a
atividade antimicrobiana deste composto mesmo quando utilizado em baixas
dosagens (Kanemaru & Miyamoto, 1990; Isshiki et al. 1992; Ohta et al., 1995;
Delaquis et al., 1999; Lin et al., 2000; Turgis et al., 2008) sendo considerado
como seguro (GRAS - Generally Regarded As Safe) pela FDA (Food and Drug
Administration) (Isshiki et al, 1992; Mari et al, 2003; Dhingra et al, 2004). Nas
sementes de mostarda, o isotiocianato de alila (ITA) aparece na porcentagem
de 0,5 a 1,0% (Clark, 1992).

S

Figura 1. Estrutura quimica do Isotiocianato de Alila.
Fonte: Hyldgaard et al., 2012



Em funcdo da sua propriedade antimicrobiana, o ITA pode agir contra
diversas bactérias presentes em carnes, queijos, paes entre outros (Nielsen &
Rios, 2000; Nadarajah et al., 2005; Li et al., 2007; Lee et al., 2009) sendo que o
ITA é considerado o principal produto da acéo hidrolitica da enzima mirosinase
endodgena no sinergismo dos glucosinolatos em plantas cruciferas como a
mostarda (Delaquis & Mazza, 1995). Quanto ao mecanismo de acao, 0S
isotiocianatos podem afetar a sintese de acido nucléico principalmente a
producdo de RNA, causar perturbacdo da sintese de proteinas e inibicdo da
sintese de DNA (Nowicki et al, 2016).

2.2.2 Oleo Essencial de Alho

O alho pertence a familia Lileaceae. e tem sido usado ha séculos para
tratar varios tipos de infec¢cdes (Onyeagba et al., 2006) como otite média,
infecgbes respiratérias, doencas do trato intestinal entre outras (Ankri &
Mirelman, 1999; Jaber & Al-Mossawi, 2007). As primeiras atividades
antimicrobianas do alho foram relatadas em 1858 por Pasteur e desde entéo
varios estudos tém comprovado a acao do alho contra bactérias, protozoérios,
fungos e alguns virus (Jaber & Al-Mossawi, 2007). Segundo Aloirainy (2011). O
uso do alho pode aumentar a vida-de-prateleira dos alimentos e diminuir a
possibilidade de deterioracéo e contaminacao dos alimentos, pois o alho possui
a propriedade de inibir o crescimento microbiano tanto de bactérias Gram
positivas quanto Gram negativas (Abubakar, 2009). O uso do 6leo de alho é
considerado como seguro (GRAS) para utilizacdo em alimentos segundo a
FDA (Helou & Harris, 2007).

Um dos principais compostos ativos do 6leo essencial de alho é o dialil
tiossulfato (alicina) que é o principal responsavel pela a¢do antimicrobiana bem
como pelo aroma e o sabor (Ankri & Mirelman, 1999; Amagase et al., 2001,
Harris et al., 2001). A alicina é produzida a partir da enzima alinase que ira
converter a aliina, um aminoacido néo protéico presente em todo o bulbo, em
acido sulféncio que ira se dimerizar em alicina (Figura 2) (Stoll & Seebeck,
1951; Mirunalini et al., 2010). O mecanismo de ac¢éo da alicina se da através da

inibicdo de enzimas contendo sulfidrila (Wills, 1956), da inibicdo da sintese de
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RNA (Feldberg et al., 1988) ou da alteracdo do potencial eletroquimico celular
(Gruhlke et al., 2010). No estudo in vitro realizado por Feldeber et al. (1988),
verificou-se que a alicina retardou ou inibiu parcialmente a sintese de DNA e de
proteina da célula bacteriana bem como inibiu a sintese de RNA imediata e

completamente, sugerindo assim, que este seja o0 alvo principal da alicina.

o f‘;-ng zlinase .
Z~SSooH == ASgnF

aliina 1

Figura 2. Biossintese da alicina.
Fonte: Stoll et al., 1951

2.3 Nisina

Concomitante aos 6leos essenciais pode-se adicionar outras substancias,
as guais visam potencializar a acdo antimicrobiana dos mesmos, auxiliando na
reducdo das doses dos Oleos e consequente reducdo do odor e aroma que
podem alterar as caracteristicas sensoriais dos alimentos. Dentre o0s
compostos naturais que podem ser associados aos 0leos essenciais, podem-se
citar as bacteriocinas como a nisina. As bacteriocinas sao peptideos
antimicrobianos sintetizados ribossomicamente por uma bactéria a qual é ativa
contra outras bactérias (Richard et al., 2004). Esses peptideos antimicrobianos
tém sido isolados a partir de diferentes bactérias, principalmente as bactérias
acido lacticas (Jack et al., 1995; Riley & Wertz, 2002; Géalvez et al., 2007).

A nisina é uma bacteriocina pertencente a classe dos lantibiéticos — classe
| (Cotter et al., 2005) havendo relatos de que desde os anos 1960, a nisina tem
sido utilizada como antimicrobiano em alimentos (Delves-Broughton et al.,
1996). A nisina € a Unica bacteriocina autorizada pela FDA para uso em
alimentos (GRAS) (Jay, 2000) e apresenta estabilidade em condigbes de
refrigeracdo e ao calor, porém é degradada por enzimas intestinais (Cutter &
Siragusa, 1995; Murdock et al., 2006).



O mecanismo de acéo da nisina ocorre a partir da interacdo da sua carga
positiva com a carga negativa da membrana citoplasmatica, especificamente o
lipidio Il (Hasper et al., 2006), impedindo a incorporagdo do mondémero de
peptidoglicano ao crescimento da rede de peptidioglicanos (Punyauppa-Path et
al., 2015). A formacdo de varios complexos de nisina-lipidio Il resultam na
formacdo de poros na membrana celular das células-alvo (Weidermann et al.,
2004) o que pode levar a uma alteracdo da permeabilidade da membrana
celular (Liu & Hansen, 1990; Brotz & Sahl, 2000; Bonev et al.,, 2004). O
aumento da permeabilidade da membrana celular pode causar o
extravasamento de metabdlitos intracelulares (Samelis et al., 2005; Martin-
Visscher, 2011) como aminodacidos e ions e a dissipacdo do potencial de
membrana (Sahl et al., 1987; Schuller et al., 1989). Os danos causados as
células-alvo as impedem de produzir energia e macromoléculas vitais,
causando a lise celular (Ruhr & Sahl, 1985; Sahl et al., 1987).

Em 1928, foi descoberta a nisina A, a partir da fermentacéo de cultura do
leite (Rogers & Whittier, 1928), sendo que algumas variantes ja foram descritas
como a Nisina Z, L e Q (Piper et al., 2011; Perin et al., 2012). A nisina Z (Figura
3) é produzida por Lactococcus lactis subsp. lactis apresentando como
diferencga da nisina A apenas o aminoacido 27, em que a histidina é substituida

pela asparagina (Mulders et al., 1991).
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Figura 3. Estrutura quimica da nisina Z.

Fonte: http://www.nature.com/nsmb/journal/v11/n10/images/nsmb830-FL1.gif

A adicdo de nisina em alguns alimentos a fim de inibir ou diminuir o

crescimento de microrganismos tem como vantagem nao alterar negativamente
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as caracteristicas sensoriais dos mesmos (Samelis et al., 2005). Alguns
autores relatam a existéncia de uma agdo sinérgica entre os compostos dos
Oleos essenciais associados a nisina (Pol & Smid, 1999; Ettayebi et al., 2000;
Periago & Moezelaar, 2001; Pol et al., 2002). Segundo Pol e Smid (1999), o
mecanismo sinérgico entre os 0leos essenciais e a nisina resulta no aumento
do ndamero de poros nas membranas celulares criadas pela nisina ou no
aumento do tamanho dos poros formados, levando a uma maior reducéo de
células viaveis.

Diante do exposto, torna-se interessante o uso combinado de Oleos
essenciais e nisina para o controle de micro-organismos deteriorantes e
patogénicos em alimentos, possibilitando um maior espectro de acdo
antimicrobiana contra bactérias Gram positivas e Gram negativas e a reducéo

da dose de cada composto individualmente.
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CAPITULO 2

(Artigo cientifico a ser submetido para publicagdo no periédico Food

Science and Technology)

Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de alho, isotiocianato de alila
e nisina Z contra E. coli O157:H7 e seu efeito sobre a estabilidade de
linguica mista frescal
(Antimicrobial activity of garlic essential oil, allyl isothiocyanate and nisin

Z against E. coli O157:H7 in vitro and in fresh sausage)

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana
sobre bactérias patogénicas e deteriorantes da associacdo de compostos
naturais (6leo essencial de alho - OA, isotiocianato de alila - ITA e nisina Z pura
- NI) in vitro e sua aplicagdo na estabilidade de linguica mista frescal. Na
avaliacao in vitro foram determinadas a Concentragao Inibitoria Minima (CIM) e
a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos compostos em combinacdo
sobre E. coli O157:H7 e Lactobacillus plantarum.

Para avaliacdo do efeito dos compostos naturais em linguica foram
produzidos 5 lotes divididos nos seguintes tratamentos: T1 = 20 mg/kg NI, T2 =
125 ul/kg OA + 62,5 pL/kg ITA + 20 mg/kg NI e T3 = 62,5 pL/kg OA + 125
uL/kg ITA + 20 mg/kg NI. Nesses tratamentos, as massas de linguica foram
inoculadas com E. coli O157:H7. Além desses, foram produzidos dois lotes
controle, sendo um controle positivo (CP), inoculado apenas com E. coli
0157:H7 e um controle negativo (CN), sem inoculacdo bacteriana. As linguicas
foram armazenadas a 6°C durante 20 dias e a cada 5 dias, amostras foram
avaliadas quanto a parametros microbiolégicos (contagem de E. coli O157:H7,
E. coli autdctones, aerdbios psicrotroficos e bactérias lacticas) e fisico-quimicos
(pH e cor). Posteriormente, o lote controle negativo e os tratamentos T2 e T3,

sem a inoculacdo de E. coli O 157:H7 foram submetidos a avaliacdo sensorial
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de aceitabilidade. Os resultados foram analisados por ANOVA e teste de Tukey
(P>0,05).

Na associacdo in vitro de NI com AO e ITA verificou-se reducao
significativa de E. coli O157:H7 nas concentra¢cbes de 0,0125 pL/mL AO +
0,00625 pL/mL ITA + 0,24 mg/mL NI e de L. plantarum nas concentracdes de
0,00625 pL/mL AO + 0,0125 pL/mL ITA + 0,24 mg/mL NI.

Em linguica, as reducdes na contagem de E. coli O 157:H7, ao final da
estocagem, nos T2 e T3 foram de 2,06 e 2,12 log UFC/g, respectivamente, em
comparacdo ao CP. Para a contagem de E. coli autéctone verificou-se que os
tratamentos T2 e T3 apresentaram redugbes do patdbgeno a niveis
indetectaveis a partir do 10° dia de armazenamento. Em relacdo a contagem de
bactérias lacticas, todos os tratamentos (T1, T2 e T3) apresentaram reducao
significativa em comparacédo aos lotes controle (CP e CN), a partir do 5° dia de
estocagem (P<0,05). Para os microrganismos psicrotroficos, nenhum dos
tratamentos apresentou efeito inibitorio significativo.

Com relacdo a cor instrumental, verificaram-se menores valores de
chroma (C*) para as linguicas dos T2 e T3 (P<0,05) ao final da estocagem.
Contudo, as linguicas adicionadas de antimicrobianos (T1, T2 e T3)
apresentaram menor descoloragédo (hue) e maior valor para cor vermelha (a*)
em comparacao aos lotes controle. As linguicas tratadas com a combinacdo
dos antimicrobianos (T2 e T3) apresentaram menor pH em comparacdo aos
controles.

Quanto a analise sensorial, as linguicas adicionadas dos antimicrobianos
naturais apresentaram diferenca significativa para o controle para os atributos
avaliados. Contudo, apresentaram indice de aceitabilidade acima de 70% para
a maioria dos atributos. As combinacfes de O6leos essenciais e nisina Z
testadas foram eficientes para a reducéo significativa da populagéo de E. coli O
157:H7 em linguica mista frescal em comparacdo aos grupos controles. As
combinacdes desses antimicrobianos também se mostraram efetivas em
manter a estabilidade da linguica mista frescal pelo controle do crescimento de
bactérias lacticas deteriorantes e pela manutencdo da cor vermelha e do pH

das linguicas, apresentando-se sensorialmente aceitas pelos provadores.
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2.1. Introducéao

No Brasil, as linguicas, juntamente com as salsichas e mortadelas
representam 81,6% do volume de produtos carneos produzidos. Em 2013, as
industrias brasileiras de embutidos produziram um volume de 1.403.903
toneladas, movimentando um total de 7,9 bilhdes de reais (IBGE, 2013).

O processo de fabricacdo de linguica é geralmente simples, ndo exigindo
tecnologia sofisticada. Contudo, devido a sua elevada atividade de agua e ao
fato de ndo serem submetidas a tratamento térmico durante o processamento,
as linguicas frescais sdo suscetiveis a deterioragdo microbiana e normalmente
apresentam reduzida vida-de-prateleira (Terra, 1998).

Entre 0s microrganismos responsaveis pela deterioracdo e
contaminagdo dos produtos carneos, as bactérias da familia
Enterobacteriaceae estdo frequentemente presentes na matéria-prima carnea
(Cerveny et al., 2009), podendo incluir géneros patogénicos como Salmonella,
Campylobacter e Escherichia coli (Sofos & Geonarasm, 2010).

Entre as cepas de E. coli, o sorotipo O157:H7 é um dos mais
preocupantes, pois uma baixa populacdo desse microrganismo pode causar
diarreia e colite hemorragica em humanos e evoluir para a chamada sindrome
hemolitica urémica (Otero, 2014). A presenca de E. coli O157:H7 ja foi relatada
em surtos alimentares que envolviam carne bovina mal cozida e outros
produtos a base de carne, além de leite cru, frutas e vegetais (Erickson et al.,
1995; Beuchat, 1996; Tauxe et al., 1997). Nos Estados Unidos, varios casos
tém sido relatados ao longo dos anos. Segundo dados do Center for Disease
Control and Prevention (CDC, 2016), em 2013 foram relatos 33 casos
envolvendo saladas prontas, 12 casos em 2014 envolvendo carne moida, 19
casos em 2015 envolvendo salada de frango e 09 casos em 2016 envolvendo
broto de alfafa.

Além do controle de patdgenos, o controle de bactérias deteriorantes
nas linguicas € comercialmente importante para garantir estabilidade ao
produto e extensa vida-de-prateleira. Entre as bactérias deteriorantes de maior
importancia em embutidos e outros produtos carneos armazenados sob

refrigeracdo estdo as bactérias lacticas (Niven, 1986; Nychas et al, 2008).
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Visando diminuir o risco microbiolégico dos alimentos aliado a busca por
compostos naturais que permitam reduzir o uso de aditivos sintéticos nos
alimentos, os 6leos essenciais e 0s peptideos antimicrobianos tém despertado
interesse como conservantes naturais (Burt, 2004; Holley & Patel, 2005). Os
Oleos essenciais apresentam uma ampla atividade antimicrobiana contra
diferentes tipos de bactérias como E.coli O157:H7, B. cereus, S. aureus,S.
epidermidis. L. monocytogenes, S. Typhimurium, Y. enterocolitica, P. vulgaris
entres outros microrganismos (Burt, 2004; Nuryastuti et al., 2009; Tiwari et al.,
2009; Silveira et al., 2012; Andrade et al., 2014).

Dentre os componentes quimicos antimicrobianos presentes nos o6leos
destacam-se: terpenos (ex. p-cimeno), terpendides (ex. timol, carvacrol),
fenilpropenos (ex. eugenol, cinamaldeido) e outros compostos contendo
enxofre e nitrogénio em sua composi¢do (ex. isotiociatano de alila, alicina)
(Hyldgaard et al., 2012).

Devido a sua alta volatilidade, a adicdo de 6leos essenciais nos alimentos
pode causar alteracdes sensoriais indesejaveis (Lis-Balchin et al., 1998), por
isso, o uso de Oleos essenciais extraidos de plantas utilizadas como
condimento no alimento alvo é uma forma de reduzir a repercussédo sensorial
negativa. Dessa forma, os 6leos de essenciais de alho e de mostarda poderiam
ser indicados para aplicacdo neste tipo de produto. O uso do alho pode
aumentar a vida-de-prateleira dos alimentos apresentando acdo antibacteriana
e antioxidante (Abubakar, 2009; Fujisawa et al., 2009; Alorainy, 2011; Wu et al,
2015; Horita et al., 2016). Quanto ao Oleo essencial de mostarda, alguns
autores relatam que esse 6leo apresenta a propriedade de reduzir o pH no
interior da célula de bactérias como E. coli O157:H7 e Salmonella (Nadarajah
et al., 2005; Turgis et al., 2008).

Adicionalmente a estratégia de utilizar 6leos extraidos de plantas usadas
como condimentos, a combinacéo de seu uso ao de peptideos antimicrobianos
como a nisina em lingui¢ca, pode possibilitar a reducédo da quantidade de 6leo
essencial utilizado, mantendo a eficiéncia antimicrobiana. Além disso, a nisina
possui acdo preferencialmente contra bactérias Gram positivas (Breukink et al.,
1999; Brotz & Sahl, 2000), que poderia favorecer o controle de bactérias

lacticas deteriorantes sem afetar as caracteristicas sensoriais do alimento

14



(Kuwano et al., 2005). Neste sentido, a combinacdo de Oleos essenciais e
nisina em linguiga frescal pode ser uma estratégia natural para inibi¢cdo tanto de
bactérias Gram positivas quanto Gram negativas, aumentando a inocuidade e
podendo prolongar a vida-de-prateleira desse produto (Trajano et al., 2009;
Mathenjwa et al., 2012).

Os objetivos desse estudo foram 1) avaliar o efeito inibitorio in vitro da
combinacdo de isotiocinato de alila, do 6leo de alho e da nisina Z contra um
pool de cepas de E. coli O157:H7 e Lactobacillus plantarum e 2) avaliar a
aplicacdo desses compostos naturais sobre a estabilidade microbioldgica (E.
coli O157:H7, E. coli autéctone, bactérias lacticas e aerdbios psicrotroficos) e

fisico-quimica (pH e cor) de linguica mista frescal.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Compostos organicos e cepas bacterianas

O isotiocianato de alila (ITA), 95%, foi adquirido da empresa Sigma
Aldrich Chemical Co, Inc. (St. Louis, EUA). O éleo de alho (AO) foi adquirido da
empresa Zhengzhou Sigma Chemical Co. LTD. (Henan, China) e, conforme
especificacdo do fabricante, o AO foi obtido por destilacdo a vapor, com a
seguinte composicao: 51,8% de alicina, 0,3% de umidade e 47,9% de outros
compostos tio-ester (alil sulfito e alil disulfito). A nisina Z (NI), 2,5%, foi
adquirida da empresa Handary (Bruxelas, Bélgica).

As cepas de E. coli O157:H7 (02-0627, 02-0628, 00-0381, 02-0304 e NM
02-1840) foram cedidas pelo Professor Richard A. Holley do Departamento de
Ciéncia de Alimentos da Universidade de Manitoba, Winnipeg, Canada. Todas
as cepas eram nao portadoras dos genes stx1 e stx2.

Um pool de L. plantarum, composto por cepas indigenas (194, 201, 202,
212 e 227), isoladas de embutidos carneos artesanais e pertencente a colecéo
de culturas do Laboratério de Tecnologia de Produtos Agropecuarios (LTPA),
foi utilizado como modelo de bactéria lactica nos testes in vitro da atividade

antimicrobiana dos compostos naturais.
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2.3 Atividade Antimicrobiana in vitro

2.3.1 Preparo dos indculos bacterianos

As cepas de E. coli O157:H7 foram mantidas congeladas em solucao de
caldo TSB (Trytone Soya Broth — Himedia Laboratories Pvt. Ltd, Mumbai, india)
e glicerol (proporcdo de 75:25) a -80 °C. A cada 30 dias, as cepas eram
reativadas em caldo TSB a 37 °C por 24 horas e mantidas a 4 °C para a
composicdo do pool. O pool das cepas de E. coli O157:H7 foi obtido pela
adicdo de 100 pL de cada cepa isolada, mantida em caldo TSB, em 9,5 mL de
caldo TSB estéril com pH ajustado em 6,0. Essa preparacdo era incubada em
estufa a 37 °C por cerca de 5 horas até a obtencdo de populacdo microbiana
com contagem de células entre 107 a 108 UFC/mL verificada em comparacéo
com a escala de McFarland (valor 0,5).

O pool de L. plantarum era constituido pela pipetagem de 20 yL de cada
cepa isolada, mantida em caldo MRS (KASVI, Parand, Brasil), em 9,5 mL de
caldo MRS estéril. Essa preparacao era incubada em estufa a 37 °C por cerca
de 3 horas até a obtencdo de populacdo microbiana com contagem de células
entre 107 a 108 UFC/mL verificada em comparacdo com a escala de McFarland
(valor 0,5).

2.3.2 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) e da
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de combinacdes dos compostos

antimicrobianos

As doses de ITA e AO utilizadas nos testes de combinagédo com NI
contra 0s microrganismos alvo partiram de valores de CIM definidos em
experimento anterior (dados nao publicados) da associacdo de ITA e OA sobre
E. coli O 157:H7. Nesse estudo, verificou-se interacdo sinérgica entre os 0leos
essenciais ITA e AO na inibicdo de E. coli O 157:H7 (indice de concentrag&o
inibitéria fracionada - IFIC = 0,31, calculado de acordo com metodologia
descrita por Palaniappan e Holley, 2010), com o uso de 0,0125 uL/mL de

ambos os 6leos essenciais. Partindo-se desses valores de CIM dos 6leos,
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foram realizados testes em combinacdo dos 6leos com nisina Z nas doses de
125 Ul/mL (0,12 mg/mL) e 250 Ul/mL (0,24 mg/mL).

Para os testes de combinacéo dos 6leos e NI, foi preparada uma solugéo
mae de cada 6leo contendo 20 pL de o6leo + 980 L de dimetilsulfoxido (DMSO)
para facilitar sua solubilizacdo. A partir dessa solucdo, para o desafio de E. coli
0157:H7, foram preparados tubos com capacidade de 10 mL contendo 80 pL
do in6culo em caldo TSB ajustado a pH 6,0 sendo os tratamentos: T1 (0,24
mg/mL NI + 0,0125 pyL/mL ITA + 0,0125 puL/mL AO), T2 (0,24 mg/mL NI +
0,00625 pL/mL ITA + 0,00625 pL/mL AO), T3 (0,24 mg/mL NI + 0,0125 pL/mL
ITA + 0,00625 pL/mL AO), T4 (0,24 mg/mL NI + 0,00625 pL/mL ITA + 0,0125
uL/mL AO), T5 (0,24 mg/mL NI + 0,00312 pL/mL ITA + 0,00312 pL/mL AO) e
T6 (0,12 mg/mL NI + 0,00625 pL/mL ITA + 0,00625 pL/mL AO). Tubos
contendo o inéculo e o caldo de cultivo, sem a adicdo dos antimicrobianos,
também foram preparados (grupo controle). Os tubos foram incubados a 37 °C
por 24 h. Apos a incubacao, procedeu-se a diluicdo seriada e semeadura das
diluicdes em placas com agar Sorbitol MacConkey (HIMEDIA, Mumbai, india),
com incubacdo a 37 °C por 24 h para a contagem de E. coli O157:H7. Os
resultados das contagens foram expressos em log UFC/g.

A CIM foi definida como a menor dose do antimicrobiano onde se obteve
reducdo da contagem do microrganismo alvo >90% (~1 log) e a CBM foi
definida como a menor dose do antimicrobiano onde se obteve reducédo da
contagem do microrganismo alvo >99.9% (~3 log) (Perricone et al, 2015). O
mesmo procedimento foi realizado com o pool de L. plantarum, utilizando caldo
e agar MRS para o cultivo e isolamento das colbnias, respectivamente, que

foram contadas apés incubacao das placas a 37 °C por 48 horas.
2.3.3 Fabricacao de linguica mista frescal

Foram produzidos cinco lotes de linguiga, sendo um lote sem a adi¢éo dos
antimicrobianos (controle negativo), um lote sem antimicrobianos e inoculado

com E.coli O157:H7 controle positivo) e trés lotes contendo os antimicrobianos

naturais e inoculados com E. coli O157:H7 (tratamentos). A concentracao inicial
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do patégeno inoculado nas massas de linguica foi de aproximadamente 6 log
UFC/g.

Os tratamentos foram distribuidos conforme descri¢édo a seguir:
- CN (controle negativo) = somente formulacéo da linguica;
- CP (controle positivo) = formulagdo da linguiga + inéculo E. coli O157:H7;
- T1 = formulacéo da linguica + indculo E. coli 0157:H7 + 20 mg/kg nisina Z;
- T2 = formulagéo da linguica + inéculo E. coli 0157:H7 + 20 mg/kg nisina Z +
125 pL/kg OA + 62,5 puL/kg ITA;
- T3 = formulacéo da linguica + inéculo E. coli O157:H7 + 20 mg/kg nisina Z +
62,5 puL/kg AO + 125 pL/kg ITA.

Cada lote de linguica foi produzido utilizando a formulagdo comercial
basica apresentada na Tabela 1. O pernil suino e a paleta bovina foram moidos
em moedor elétrico (PC-10, Eccel Metallrgica, Brusque, SC, Brasil) com disco
de 8 mm. Os ingredientes secos foram adicionados e misturados manualmente
a massa por 2 minutos. Posteriormente, o pool de E. coli O157:H7, preparado
conforme descrito anteriormente, foi adicionado a massa (1%) e misturado
manualmente por 2 minutos. Os antimicrobianos foram adicionados ao final do
preparo da massa, com posterior embutimento utilizando embutideira mecénica
(Jamar modelo EFI, Tupa, SP, Brasil), em envoltério natural ovino (Brascase
Alimentos, Fazenda Rio Grande, PR, Brasil), previamente sanitizado em
solucéo de acido latico 10% por 30 minutos. As linguicas foram acondicionadas
em sacos plasticos estéreis (LB — Laborclin, modelo 570671, Vargem Grande,
Pinhais, Parana, Brasil) e mantidas sob refrigeracdo a 6 °C durante 20 dias.

Em intervalos de 5 dias, amostras de linguicas foram submetidas a
analise microbiolégica (contagem de E. coli O157:H7, contagem de E. coli
autoctone, contagem de bactérias lacticas e contagem de aerébicos
psicrotroficos) e fisico-quimica (determinacao de pH e de cor instrumental).

O experimento foi realizado em duas repeticbes. As determinacdes
microbiolégicas foram realizadas em duplicata (n=4) e as determinacdes fisico-

guimicas foram realizadas em triplicata (n=6).
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Tabela 1. Formulag&o de linguiga mista frescal

Ingredientes Quantidade (g/1000g)
Carne suina magra (pernil) 595
Carne bovina (paleta) 275
Agua 100
Sal (NacCl) 24
Antioxidante (eritorbato de sédio)* 0,12
Cheiro verde em pé 1
Cebola em pé 2
Pimenta branca em po6 2
Noz moscada 0,26
Sal de cura (91%NacCl + 9%NaNO2)** 0,62

* Marca Food Pryme, Sorocaba, SP, Brasil. ** Marca BRC Ingredientes, Rio Claro, SP, Brasil
2.3.4 Andlise microbiolégica

Para a andlise microbiologica, foram pesados assepticamente 25 g de
linguica, transferidos para sacos plasticos estéreis contendo 225 mL de agua
peptonada 0,1% (HIMEDIA, Mumbai, india) e homogeneizados em Stomacher
(IUL Instruments, Barcelona, Espanha). A partir dessa primeira diluicdo (101),
foram preparadas diluicbes subsequentes e semeadas em superficie em agar
Sorbitol McConkey (HIMEDIA, Mumbai, india), seguido de incubacdo a 37 °C
por 24h para a contagem de E. coli 0157:H7 e de E. coli autoctone. As colbnias
com coloracdo rosa clara semelhante a do meio de cultura foram identificadas
como presuntivas para E. coli O157:H7, visto que esse microrganismo possui
como caracteristica a fermentacdo retardada de D-sorbitol (Thompson et al.,
1990). As colbnias com coloracdo roxa foram identificadas como E. coli
autoctone.

A contagem de bactérias lacticas foi realizada em agar MRS (KASVI,
Parand, Brasil), apos a semeadura das diluicbes em profundidade e incubacgao
das placas a 37 °C por 48h. A contagem de microrganismos aerobios
psicrotroficos foi realizada com agar PCA (HIMEDIA, Mumbai, india), apos
semeadura em superficie e incubacao das placas sob refrigeragéo a 6 °C por 7

dias. Os resultados foram expressos em log UFC/ g.
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2.3.5 Determinacao de pH

Foi utilizado um pHmetro (HI253 Hanna Instruments, Dallas, Texas, USA),
onde o eletrodo era inserido em 3 pontos aleatérios do gomo de linguica, de
acordo com metodologia descrita no Manual de Analises do Instituto Adolf Lutz
(lal, 2008).

2.3.6 Determinagéo de cor instrumental

A cor foi avaliada utilizando o método da ASTM International (2001) com o
auxilio de colorimetro portétil (Konica Minolta CR 410, Tokyo, Japan) e
coordenadas de cor L*, a* e b*. A medicdo foi realizada pela média de 3
avaliacdes diretamente sobre a superficie das amostras utilizando fonte de luz
Des, diametro de abertura de 50 a 53 mm e angulo de observagao de 2°. A
partir dos resultados de a* e b* foram calculados os valores de hue
(h=ARCTAN(b/a)), que indicam intensidade de descoloracdo, e C* (croma)

(c=Va?xb?), que indicam saturacao de cor.
2.3.7 Andlise sensorial

Para a analise sensorial, foram elaboradas trés formulacdes de linguica
mista frescal. Uma formulacéo controle, formulada com carne bovina, suina e
condimentos, sem a adicdo dos compostos naturais e outras duas formulagdes
elaboradas com o0s mesmos ingredientes, porém com adicdo dos Oleos
essenciais e de nisina Z em diferentes concentracdes, conforme as doses
definidas no experimento com linguica. O preparo das linguicas seguiu o
mesmo procedimento descrito anteriormente, porém, sem a adicédo do pool de
E. coli O157:H7.

As massas de linguica de cada tratamento foram cozidas em grelha
elétrica (Oster, modelo 4777-33, Chicago, IL, EUA) até atingir a temperatura
interna de 71 °C. Posteriormente, foram porcionadas em fatias de
aproximadamente 1 cm e apresentadas a 100 provadores nao treinados (32

homens, 68 mulheres com idades entre 18 e 50 anos) para avaliagao de cor,
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odor, textura, sabor e avaliacdo global. O teste afetivo de aceitabilidade foi
realizado com aplicacdo de escala hedobnica estruturada de nove pontos e
utilizado para avaliar o quanto os provadores gostaram ou desgostaram dos
atributos de cor, odor, textura, sabor e avaliacdo global das amostras,
utilizando ficha de analise (Dutcosky, 2014).

A andlise sensorial foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) sob o numero de protocolo 1.675.506.

2.3.8 Analise estatistica

Para analise estatistica foi utilizado o programa Statgraphics Centurion
XVI versao 16.1.11. O resultado obtido no experimento foi analisado por
ANOVA e as médias comparadas por teste de Tukey adotando nivel de
significancia 5%.
2.4. Resultados e Discusséo
2.4.1 Atividade antimicrobiana in vitro dos compostos naturais

Os resultados do efeito da associacdo de Oleos essenciais e nisina Z
sobre E. coli O157:H7 e L. plantarum in vitro estdo apresentados nas Tabelas 2

e 3.

Tabela 2. Contagem de E. coli O157:H7 (log UFC/g) in vitro, em funcédo da

associacao de diferentes doses dos antimicrobianos

Tempo (h) C T1 T2 T3 T4 T5 T6
24 10,40 2 4,62 2 2 6,69 4,93
Reducéo logaritmica* 8,4 5,78 8,4 8,4 3,71 5,47

* em relacdo ao controle; C = controle, T1 = 0,24 mg/mL NI + 0,0125 pL/mL ITA + 0,0125
pL/mL AO, T2 = 0,24 mg/mL NI + 0,00625 pL/mL ITA + 0,00625 pL/mL AO, T3 = 0,24 mg/mL
NI + 0,0125 pL/mL ITA + 0,00625 pL/mL AO, T4 = 0,24 mg/mL NI + 0,00625 pL/mL ITA +
0,0125 pL/mL AO, T5 = 0,24 mg/mL NI + 0,00312 yL/mL ITA + 0,00312 pL/mL AO, T6 = 0,12
mg/mL NI + 0,00625 pL/mL ITA + 0,00625 pL/mL AO

Tabela 3. Contagem de L. plantarum (log UFC/g) in vitro, em funcdo da

associacao de diferentes doses dos antimicrobianos
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Tempo (h) C Tl T2 T3 T4 T5 T6
24 8,11 2,51 50 2,6 2,67 7,08 5,45
Reducéo logaritmica* 5,6 3,11 5,51 5,44 1,06 2,66

* em relacdo ao controle; C = controle, T1 = 0,24 mg/mL NI + 0,0125 pL/mL ITA + 0,0125
pL/mL AO, T2 = 0,24 mg/mL NI + 0,00625 pL/mL ITA + 0,00625 pL/mL AO, T3 = 0,24 mg/mL
NI + 0,0125 pL/mL ITA + 0,00625 pL/mL AO, T4 = 0,24 mg/mL NI + 0,00625 pL/mL ITA +
0,0125 pL/mL AO, T5 = 0,24 mg/mL NI + 0,00312 pL/mL ITA + 0,00312 pL/mL AO, T6 = 0,12
mg/mL NI + 0,00625 pL/mL ITA + 0,00625 pL/mL AO

Entre as diferentes doses das combinac¢des de antimicrobianos verificou-
se que os tratamentos T1, T2, T3 e T4, nos quais a dose de NI foi de 0,24
mg/mL e a dos 6leos variou de 0,00625 pL/mL a 0,0125 pL/mL, obtiveram alta
reducao logaritmica (> 3 log UFC/mL) de ambos os microrganismos desafiados
(E. coli O157:H7 e L. plantarum). Por sua vez, a manutencdo das doses dos
Oleos essenciais (0,00625 pL/mL) associada a reducdo em % da dose de NI
(0,12 mg/mL) usada no T6, continuou apresentando alta reducdo de E. coli
0157:H7 (> 3 log UFC/mL), porém com mediana reducdo na contagem de L.
plantarum (1 a 3 log UFC/mL). A manutencao da dose de NI (0,24 mg/mL) com
reducéo em % das doses dos 6leos (0,00312 pL/mL), usada no T5, manteve a
alta reducdo da populagédo de E. coli O157:H7 (>3 log UFC/mL), porém
apresentou a menor acao inibitoria sobre L. plantarum, com baixa reducdo da
populacao (~1 log UFC/mL) (Burt, 2004)

Contrario ao observado no presente estudo em que se verificou agao
antimicrobiana contra E. coli O157:H7 e L. plantarum da NI em combinacéo
com Oleos essenciais, Olasupo et al. (2003) ndo observaram efeito
antimicrobiano da nisina sobre E. coli e S. Typhimurium in vitro em combinacé&o
com outros compostos naturais (timol, carvacrol, eugenol, acido cinamico e
diacetil).

No estudo de Zou et al. (2013) verificou-se efeito antimicrobiano e
sinergismo entre nisina e isotiocianato de alila in vitro sobre algumas bactérias
patogénicas. Apdos 24 h de incubacao, houve reducado de 1,28 log UFC/mL de
Salmonella Typhimurium e 2,12 log UFC/mL de Shigella boydii com o uso de
doses >640 Ul/mL de nisina + 1,28 pL/mL de isotiocionato de alila. No presente
estudo, os valores de reducao encontrados para todos os tratamentos, exceto o
T5 para L. plantarum, foram superiores aos relatados por Zou et al. (2013) com

0 uso de doses de ITA e de NI, em concentragdes cerca de 400 vezes e 2,5
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vezes inferiores (250 Ul/mL), respectivamente, as doses utilizadas pelos
autores.

Nos estudos in vitro realizados por Kruger (2006) e Rohani et al (2011)
verificou-se para a combinagcdo de Oleos essenciais e nisina contra Listeria
monocytogenes, valores de CIM de 5 pL/mL (6leo de orégano) + 6 mg/mL
(nisina) e de 0,1 pL/mL (6leo de alho) + 12,5 Ul/mL (nisina). O estudo de
Kruger (2006) verificou dose inibitéria in vitro de nisina (6 mg/mL) em
combinacdo com Oleo de orégano contra sobre L. monocytogenes 25 vezes
superior a do presente estudo. Por sua vez, a CIM do 6leo de alho encontrada
por Rohani et al (2011) foi 8 vezes superior & maior dose desse mesmo 0leo
utilizada no presente estudo para inibicdo de L. plantarum. Contudo, para a
nisina, a dose de CIM encontrada por Rohani et al. (2011) foi 20 vezes inferior
a dose utilizada do presente experimento (250 Ul/mL nisina Z). Essa variacao
na acao antimicrobiana de nisina pode ser atribuida aos diferentes meios de
cultivo utilizados para os testes in vitro. Murdoc et al (2006) afirmam que as
altas concentragGes de cations divalentes, como Fe?*, Mn?*, Zn?*, Cu?* e
alguns sais (Bellamy et al, 1992; Ellison, 1994; Jones et al, 1994; Branem &
Davidson, 2004), presentes no meio, podem dificultar a acao inibitéria da nisina
sobre os microrganismos e Kuwano et al (2005) sugerem que a presenga
elevada de NaCl (100 mM) no meio pode reduzir a atividade antimicrobiana da
nisina contra E. coli, devido ao fato de a nisina apresentar varios aminoacidos
cationicos (Buchman et al, 1988). No presente experimento in vitro, 0 meio
TSB, utilizado para o desafio de E. coli O 157:H7 apresentou concentracdo de
75 mM de NaCl, o que também pode ter contribuido para a obtencédo de maior
dose inibitéria em comparacéo ao obtido por Rohani et al. (2011).

Os resultados dos testes in vitro comprovam o efeito inibitério da
associacdo de AO, ITA e NI sobre E. coli 0157:H7 e L. plantarum. Tendo em
vista que as maiores reducdes na populacdo desses microrganismos foram
obtidas nos tratamentos T1, T3 e T4, os dois ultimos tratamentos foram
selecionados para serem testados em linguica, visto que nesses tratamentos

as doses dos 6leos essenciais eram inferiores as utilizadas no T1.

23



2.4.2 Efeito dos compostos naturais sobre a estabilidade de linguica mista

frescal

Quando aplicados em alimentos, as doses dos compostos antimicrobianos
obtidas in vitro devem ser extrapoladas para se adquirir o0 mesmo efeito na
matriz alimentar (Shelef, 1983; Smid & Gorris, 1999). O aumento das doses
dos Oleos essenciais obtidas in vitro no presente estudo justifica-se pelas
caracteristicas da matriz carnea, que é composta por lipidios, proteinas e
outros componentes que podem interagir quimicamente com o0s Oleos
essenciais, influenciando e reduzindo sua acdo. Devido a sua nhatureza
lipofilica, os Oleos se dissolvem na porgéo oleosa dos alimentos, tornando-se
menos disponiveis para agir contra as bactérias presentes na porcao aquosa
(Mejholm & Dalgaard, 2002; Tassou et al., 2004). Nas linguicas, as doses dos
Oleos essenciais de alho e isotiocianato de alila foram extrapoladas em 10
vezes, referindo-se ao estudo de Pandit e Shelef (1994) que aumentaram 0s
compostos naturais antimicrobianos na mesma propor¢ao para aplicacdo em
linguica de figado suino.

Segundo recomendacédo do Codex Alimentarius, a aplicacdo da nisina em
produtos carneos processados ndo deve exceder a dose de 25 mg/kg (General
Standard For Food Additives, Codex Stan Review 2015). Considerando-se
esse fato, a dose de nisina escolhida para aplicacdo na linguica mista frescal
foi de 20 mg/kg a qual poderia apresentar-se como dose inibitoria visto que a
menor dose testada in vitro foi considerada como bactericida contra os agentes

patogénicos E. coli O157:H7 e L. plantarum.

2.4.3 Andlises microbioldgicas
As contagens microbianas de E. coli O157:H7 ao longo do periodo de

armazenamento da linguica mista frescal sob refrigeracdo estdo apresentadas

na Figura 1.
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Figura 1. Médias das contagens de E. coli O157:H7 em linguica mista frescal adicionada de
diferentes concentracdes de antimicrobianos naturais durante 20 dias de armazenamento sob
refrigeracdo. CN = controle negativo, CP = controle positivo, T1 = 20 mg/kg NI, T2 = 20 mg/kg
NI + 125 pL/kg AO + 62,5 pL/kg ITA, T3 = 20 mg/kg NI + 62,5 uL/kg AO +125 pL/kg ITA..

A contagem inicial da populagdo de E. coli O157:H7 nas amostras foi de
aproximadamente 6,2 log UFC/g sendo que a contagem desse patdgeno, a
partir do 5° dia, foi significativamente (P<0,05) inferior nas amostras contendo a
combinacéo de nisina Z e 6leos essenciais em relacdo as amostras sem adicao
dos antimicrobianos naturais (CN e CP) ou adicionada somente de nisina Z
(T1). As reducbes na contagem de E. coli O 157:H7, ao final de 20 dias de
armazenamento, nos tratamentos 1, 2 e 3 foram de 1,29, 2,06 e 2,12 log
UFCl/g, respectivamente, em comparacéo ao CP.

Nos estudos de Chacon (2006), Solomakos et al. (2008) e Djenane et al.
(2012), os autores realizaram testes contra E. coli O157:H7 em carne moida.
Foram utilizados 6leo essencial de lavanda (2 uL/g), 6leo essencial de hortela
(1 pL/g), 6leo essencial de tomilho (6 pL/g) em associacdo com nisina (500 Ul/g
e 1000 Ul/g) e ITA microencapsulado (4,98 uL/g) e as reducdes da populacéo
do patogeno variaram de 3,1 log UFC/g a 5,07 log UFC/g. Embora todas as
reducdes tenham sido superiores a maior reducdo encontrada no presente
estudo (2,12 log UFC/g), as doses dos Oleos essenciais utilizadas pelos
autores foram de 16 a 96 vezes maiores bem como as doses de nisina foram

de 25 a 50 vezes superiores as doses do presente estudo.
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Moreira et al. (2007) e Rounds et al. (2012) utilizaram Oleo de melaleuca
(15 pL/g e 20 uL/g), extrato de oliva (50 pL/g), 6leo essencial de capim-limao
(10 pL/g) e 6leo essencial de cravo (10 pL/g) a fim de inibir a proliferacdo de E.
coli O157:H7 em carne moida e hamburguer bovino cozidos. Verificou-se
reducdes do agente patogénico entre 1 log UFC/g a 3,5 log UFC/g. Vale
salientar que as doses utilizadas por esses autores foram 80 a 800 vezes
superiores as utilizadas de ITA e AO no presente estudo o qual apresentou
reducao de E. coli O157:H7 entre 2,06 log UFC/g e 2,12 log UFC/g.

No estudo de Wan Norhana et al. (2012) verificou-se que o uso de nisina
(500 Ul/g) em associacdo com EDTA (0,02 M) e diacetato de sodio (3%) em
camarédo inoculado com L. monocytogenes reduziu o agente patogénico em
1,11 log UFC/g no tempo final do experimento (7° dia). No presente estudo, T1,
T2 e T3 apresentaram redugdes de E. coli O157:H7 de 1,31 log UFC/g, 1,98
log UFC/g e 2,08 log UFC/g respectivamente no 10° dia. Essas redugdes séo
superiores a verificada por Wan Norhana et al (2012) mesmo os autores tendo
utilizado 480 Ul/g a mais de nisina que no presente experimento (20 Ul nisina Z
pura).

Para a contagem de E. coli autoctone (Figura 2), verificou-se que nos
tratamentos 2 e 3 a populacdo desse microrganismo foi reduzida a niveis
indetectaveis apdés 10 dias de estocagem, enquanto que no tratamento
contendo somente nisina, essa reducéo foi alcancada no 15° dia. As linguicas
do CN e CP somente alcancaram esses valores de reducao, ao final de 20 dias
de estocagem. Nesse periodo, em todos os tratamentos, os valores para
contagem de E. coli foram inferiores ao tolerado pela legislagéao brasileira, RDC
n® 12/ 2001, (Brasil, 2001) para coliformes a 45°C/g.

Assim como no presente estudo, Lemay et al. (2002), observaram
reducado gradual de E. coli em carne de frango sob todas as condicfes testadas
(controle, lactato de sédio e 6leo essencial de mostarda). Apds 14 dias, as
contagens de E. coli foram préximas ou abaixo do nivel de detecgéo (<1 log

UFC/g) para todos os tratamentos, incluindo o controle.
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Figura 2. Médias dos valores das contagens de bactérias E. coli autéctones em linguica mista
frescal adicionada de diferentes concentragdes de antimicrobianos naturais durante 20 dias de
armazenamento sob refrigeracdo. CN = controle negativo, CP = controle positivo, T1 = 20
mg/kg NI, T2 = 20 mg/kg NI + 125 pL/kg AO + 62,5 uL/kg ITA, T3 = 20 mg/kg NI + 62,5 pL/kg
AO +125 plL/kg ITA.

Embora a adicdo de antimicrobianos tenha promovido reducao média de
E. coli O157:H7 em linguica (1 a 3 log UFC/ @), verificou-se acao inibitoria
significativa dos compostos naturais sobre a populacdo de E. coli autdctone
presente no embutido, com alta reducédo da contagem, superior a 3 log UFC/g.
A menor reducdo sobre o pool de E. coli O 157:H7 pode ter relacdo com a
concentracgéo inicial do patdégeno inoculada nas linguicas (>6 log UFC/g), a qual
ndo é comum de ocorrer naturalmente nesse tipo de produto carneo. Dessa
forma, o uso combinado dos OE e NI nas concentracdes testadas neste
trabalho podem ser considerados eficientes para a redugcdo da contaminacgao
por E. coli naturalmente presente em linguica.

Em relacdo a contagem de bactérias lacticas (Figura 3), diferentemente
do constatado para E. coli O 157:H7, todas as linguigas adicionadas de NI,
incluindo as do T1 apresentaram reducdo significativa em comparacdo aos
grupos controle (CN e CP) a partir do 5° dia de estocagem (P<0,05). Nesses
tratamentos, as contagens de bactérias lacticas foram reduzidas para valores
inferiores a 6 log UFC/ g, a partir do 10° dia, permanecendo constantes até o

final da estocagem. Esse valor é considerado como limite maximo para a
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contagem de bactérias lacticas como indicadora de deterioracdo em produtos
carneos. Diferentemente do resultado do presente estudo, Silveira et al. (2014)
observaram aumento na populacdo de bactérias lacticas ao longo de 14 dias
de estocagem em linguica frescal adicionada de 6leo essencial de louro (0,5
puL/g e 1 uL/g). Nesse produto, os autores observaram contagem de bactérias
lacticas superior a 7 log UFC/g ao final da estocagem em todos os tratamentos
(controle e com adicdo de 6leo de louro) e ndo constaram acgéo significativa dos

tratamentos com 6leos essenciais sobre a populacéo lactica.
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Figura 3. Médias dos valores das contagens de bactérias lacticas em linguica mista frescal
adicionada de diferentes concentracdes de antimicrobianos naturais durante 20 dias de
armazenamento sob refrigeracdo. CN = controle negativo, CP = controle positivo, T1 = 20
mg/kg NI, T2 = 20 mg/kg NI + 125 pL/kg AO + 62,5 pL/kg ITA, T3 = 20 mg/kg NI + 62,5 uL/kg
AO +125 ulL/kg ITA.

A contagem inicial de microrganismos psicrotroficos (Figura 4) nas
amostras foi de aproximadamente 6 log UFC/g, sendo que os tratamentos néo
apresentaram efeito sobre essa populacdo microbiana ndo havendo diferenca
significativa em relacdo aos controles, apresentando contaminacdo média de
6,13 log UFC/g. A microbiota psicrotréfica em carnes € representada
principalmente por bactérias dos géneros Aeromonas e Pseudomonas, as
quais se multiplicam rapidamente em ambientes com alta atividade de agua,
ambiente neutro e presenca de oxigénio (Jeppesen, 1995), podendo se

multiplicar ativamente em produtos embalados aerobicamente e formar parte
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da microbiota dominante ao final do periodo de armazenamento (Mano et al.,
2002).

O aumento na contagem de aerdbios psicrotroficos durante a estocagem
refrigerada de linguica frescal corrobora com os dados de Silveira et al (2014),
gue observaram aumento na contagem de psicrotroficos, partindo de 4 log
UFC/g para >7 log UFC/g, em linguicas adicionadas de 6leo de louro (Laurus
nobilis) apos 14 dias de estocagem. Tanto no estudo de Silveira et al (2014)
guanto no presente estudo, pode-se verificar que o0s 0leos essenciais e sua
combinagdo com nisina Z ndo foram eficientes na reducdo desses
microrganismos. O fato de as linguicas ndo terem sido embaladas a vacuo
pode ter contribuido para o crescimento desse grupo de microrganismo no
produto, pois a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais esta relacionada
com a quantidade de oxigénio disponivel. Isto pode ocorrer porque em
atmosfera com baixa difusdo de oxigénio, a ocorréncia de alteracdes oxidativas
nos 6leos € menor ou porque as células que obtém energia através de
metabolismo anaerdbico sdo mais sensiveis a acdo tdxica dos 6leos essenciais
(Paster et al, 1990).

No estudo de Tsigarida et al. (2000) verificou-se que o0 uso de
embalagem a vacuo associado a presenca de 6leo essencial de orégano
apresentou efeito sinérgico frente a inibicAio do microrganismo L.
monocytogenes e da microbiota deteriorante de carne bovina. Os autores
constataram que a dose de 8 uL/g de 6leo de orégano obteve reducdo inicial
de 2 a 3 log na microbiota deteriorante, entretanto foi possivel observar que a
inibicdo foi ainda mais eficiente nas amostras embaladas a vacuo com filme de
baixa permeabilidade em comparacdo com as amostras armazenadas em
condi¢cdes aerdbias e amostras embaladas a vacuo com pelicula altamente

permeavel.
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Figura 4. Médias dos valores das contagens de bactérias psicrotroficas em linguica mista
frescal adicionada de diferentes concentragbes de antimicrobianos naturais durante 20 dias de
armazenamento sob refrigeracdo. CN = controle negativo, CP = controle positivo, T1 = 20
mg/kg NI, T2 = 20 mg/kg NI + 125 pL/kg AO + 62,5 uL/kg ITA, T3 = 20 mg/kg NI + 62,5 pL/kg
AO +125 plL/kg ITA.

2.4.4 Andlise fisico-quimica

No que se refere ao pH (Figura 5), houve aumento dos valores ao longo
da estocagem em todos os tratamentos. Houve diferenca significativa entres os
tratamentos (T2 e T3) e os controles (P<0,05) nos tempos 5, 15 e 20 dias. Ao
final do periodo de armazenamento, o pH das linguicas tratadas com a
combinac¢édo dos compostos naturais (T2 e T3) apresentaram valores inferiores
aos dos controles, com valores de 6,05 e 6,18, respectivamente. Esses valores
de pH nas linguicas dos tratamentos 2 e 3 estdo préximos aos valores iniciais
(6,01), indicando estabilidade no pH ao longo da estocagem nesses
tratamentos.

O aumento do pH verificado nas linguicas pode estar relacionado com a
reducdo de bactérias lacticas, as quais possuem capacidade de aumentar a
acidez da carne através de seu metabolismo (Delazari et al.,, 1977) e do
aumento de bactérias psicrotroficas que podem usar compostos proteicos
como fonte de energia levando a producdo de amoénia e, consequentemente,

aumento o pH (Jay, 2000).
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Nos estudos de Kitakawa (2002) e Figueiré (2013), ambos obtiveram
declinio do pH nas linguicas mista frescal e linguica suina frescal,
respectivamente com associagdo ao aumento de bactérias lacticas. Entretanto,
no estudo de Georgantelis (2007), houve aumento crescente de pH de 5,8 para
6,2 em linguica suina frescal sendo esse aumento associado a presenca de

enterobactérias e Pseudomonas.
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Figura 5. Médias dos valores de pH em linguica mista frescal adicionada de diferentes
concentracdes de antimicrobianos naturais durante 20 dias de armazenamento sob
refrigeracdo. CN = controle negativo, CP = controle positivo, T1 = 20 mg/kg NI, T2 = 20 mg/kg
NI + 125 pL/kg AO + 62,5 uL/kg ITA, T3 =20 mg/kg NI + 62,5 pL/kg AO +125 uL/kg ITA..

Para as coordenadas C* e h (Figura 6 e 7), que indicam a intensidade de
cor (saturacdo) e a descoloracdo, respectivamente, verificou-se diferencas
significativas entre os tratamentos (P<0,05) no final do tempo de
armazenamento, com menores valores de C* para as linguicas dos tratamentos
T2 e T3. Contudo, apesar da menor intensidade de cor, as linguicas
adicionadas de antimicrobianos (T1, T2 e T3) apresentaram menor
descoloracao (hue) em comparacao as dos grupos controle (CN e CP). Como o
chroma (C*) dos alimentos representa a somatdria de suas cores, tanto a cor
vermelha quanto a amarela contribui para seus valores (AMSA, 2012). Nos
grupos controle, os valores de cor amarela (Figura 9) foram superiores aos dos
tratamentos, o que poderia explicar o maior valor de C*. Por sua vez, a
descoloracédo durante a estocagem € um atributo importante a ser considerado

em produtos carneos, representada por maiores valores de hue.
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Figura 6. Médias dos valores da coordenada de cor C* em linguica mista frescal adicionada de
diferentes concentracdes de antimicrobianos naturais durante 20 dias de armazenamento sob
refrigeracdo. CN = controle negativo, CP = controle positivo, T1 = 20 mg/kg NI, T2 = 20 mg/kg
NI + 125 pL/kg AO + 62,5 pL/kg ITA, T3 = 20 mg/kg NI + 62,5 uL/kg AO +125 pL/kg ITA.
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Figura 7. Médias dos valores da coordenada hue em linguica mista frescal adicionada de
diferentes concentracdes de antimicrobianos naturais durante 20 dias de armazenamento sob
refrigeracdo. CN = controle negativo, CP = controle positivo, T1 = 20 mg/kg NI, T2 = 20 mg/kg
NI + 125 pL/kg AO + 62,5 plL/kg ITA, T3 =20 mg/kg NI + 62,5 pL/kg AO +125 puL/kg ITA.

Com relagdo a coordenada L* (Figura 8), todas as amostras
apresentaram reducdo de luminosidade ao longo da estocagem. Houve
diferenca significativa (P<0,05) entre os tratamentos e os controles no 20° dia.
No final do periodo de estocagem, as linguicas dos T2 e T3 apresentaram

valores proximos de luminosidade e superiores as que receberam somente
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adicdo de nisina Z pura. Essas diferencas podem ter ocorrido devido a
heterogeneidade de cor das amostras, com presenca de por¢cdes mais claras e
mais escuras, que é caracteristica inerente as linguicas.

O presente estudo estd em acordo com os resultados de Chiavaro et al.
(2008) que verificaram reduc&do na luminosidade de linguica suina frescal ao
longo de 15 dias de estocagem. Por sua vez, Ruiz-Capillas & Jiménez-
Colmenero (2010) verificaram aumento do valor de luminosidade (L*) com

posterior estabilidade até o final do experimento.
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Figura 8. Médias dos valores de luminosidade em linguica mista frescal adicionada de
diferentes concentra¢Bes de antimicrobianos naturais durante 20 dias de armazenamento sob
refrigeracdo. CN = controle negativo, CP = controle positivo, T1 = 20 mg/kg NI, T2 = 20 mg/kg
NI + 125 pL/kg AO + 62,5 pL/kg ITA, T3 =20 mg/kg NI + 62,5 pL/kg AO +125 plL/kg ITA.

Com relacédo a coordenada a* (Figura 9), que indica a intensidade da
coloracdo vermelha do produto, houve diferenca significativa (P<0,05) entre as
linguicas adicionadas dos antimicrobianos e as dos grupos controle ao longo do
periodo de armazenamento. Ao final da estocagem, as linguicas do T1, T2 e T3
apresentaram maiores valores para a cor vermelha em comparacdo aos
controles demonstrando diferenca significativa (P<0,05).

O armazenamento das linguicas em temperatura refrigerada e a
atividade antioxidante dos oOleos essenciais (Liu et al., 2009) podem ter

influenciado na estabilidade da coloragdo do produto uma vez que a agao
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antioxidante dos 6leos essenciais pode ser atribuida a sua propriedade de
sequestrar radicais livres, além de inibir enzimas hidroliticas e oxidativas,
mantendo a cor dos produtos tratados (Burt, 2004; Bakkali et al., 2008;
Tajkarimi et al., 2010).
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Figura 9. Médias dos valores da coordenada de cor a* em linguica mista frescal adicionada de
diferentes concentra¢fes de antimicrobianos naturais durante 20 dias de armazenamento sob
refrigeracdo. CN = controle negativo, CP = controle positivo, T1 = 20 mg/kg NI, T2 = 20 mg/kg
NI + 125 pL/kg AO + 62,5 plL/kg ITA, T3 =20 mg/kg NI + 62,5 pL/kg AO +125 pL/kg ITA.

Para a coordenada b* (Figura 10), que indica o espectro de cor
amarela/azul, houve diferenca significativa (P<0,05) entre os tratamentos (T2 e
T3) e os controles nos tempos 10 e 20 dias, sendo observado que as linguicas
adicionadas da combinagcdo dos antimicrobianos (T2 e T3) apresentaram
menor intensidade dessa cor em comparacdo aos controles ao final da
estocagem. Considerando que as linguicas frescais apresentam como cor
caracteristica a cor vermelha, altos valores de cor amarela ndo sdo desejaveis
neste tipo de produto sendo as amostras tratadas com as combinacdes de
Oleos essenciais e nisina Z as que apresentaram as melhores caracteristicas

de cor.
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Figura 10. Médias dos valores da coordenada de cor b* em linguica mista frescal adicionada de
diferentes concentracdes de antimicrobianos naturais durante 20 dias de armazenamento sob
refrigeracdo. CN = controle negativo, CP = controle positivo, T1 = 20 mg/kg NI, T2 = 20 mg/kg
NI + 125 pL/kg AO + 62,5 pL/kg ITA, T3 =20 mg/kg NI + 62,5 pL/kg AO +125 uL/kg ITA .

2.4.5 Analise sensorial

Os resultados da analise sensorial estdo apresentados na Tabela 4. A
andlise foi realizada com trés amostras: 1) somente formulagéo, 2) formulacao
+ 125 pL/kg AO + 62,5 pL/kg ITA e 3) formulagdo + 62,5 pL/kg AO + 125 uL/kg
ITA e verificou-se diferenca significativa (P<0,05) entre o controle e as
amostras para todas as caracteristicas analisadas (cor, odor, sabor, textura e

avaliacdo global).

Tabela 4. Escores médios das caracteristicas sensoriais de linguica mista
frescal sem (controle) e com a adicdo de 6leo essencial de alho, isotiocianato

de alila e nisina Z em diferentes doses (Lotes 1 e 2)

Caracteristicas Controle Lote 1 Lote 2
Cor 7,223 6,742 7,26
Odor 6,95 6,102 6,232
Maciez 7,062 7,312 6,922
Sabor 7,52P 6,342 6,762
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Avaliacéo global 7,440 6,652 6,722

Controle = formulag¢éo, Amostra 1 = formulagdo + 125 pL/kg AO + 62,5 pL/kg ITA, Amostra 2 =
formulacdo + 62,5 plL/kg AO + 125 uL/kg ITA

Pode-se verificar que as caracteristicas de cor, sabor, textura e
avaliacdo global apresentaram indice de aceitabilidade acima de 70%,
indicando aceitacdo por parte dos provadores. Somente para o atributo de
odor, os lotes acionados dos antimicrobianos apresentaram aceitacao inferior a
70%, provavelmente devido a volatibildade dos 6leos essenciais que
interferiram no aroma das linguicas. Contudo, para todos os atributos
avaliados, as notas recebidas pelas amostras tratadas com as diferentes doses
dos antimicrobianos apresentaram-se acima de 6,0, que se refere a “gostei
ligeiramente”, demonstrando que as amostras foram apreciadas pelos
provadores.

Embora o grupo controle tenha obtido uma aceitagdo maior por parte
dos provadores em relacdo as amostras, pode-se constatar que ambas as
amostras testadas contendo os 6leos essenciais e a nisina Z apresentaram
aceitabilidade por parte dos consumidores havendo possibilidade de
comercializacdo das mesmas.

Assim como no presente experimento, no estudo de Silveira et al. (2014)
a adicao de 6leo de louro (0,05 g/100 g e 0,1 g/100g) em linguica toscana teve
aceitabilidade por parte dos provadores, porém a amostra controle teve melhor
aceitacdo. Nesse estudo, verificou-se que o maior efeito da adicdo do 6leo
essencial foi em relagédo ao sabor e a avaliagdo global que obtiveram notas
entre “nem gostei ou desgostei” e “gostei ligeiramente” Entretanto, no estudo
de Govaris et al (2010) com o uso de 6leo essencial de orégano, (0,6 g/100 g e
0,9 g/100 g) em carne moida ovina, ambas as doses do 6leo foram
sensorialmente aceitaveis sendo que o sabor e a aceitacdo global da amostra
contendo 0,6 /100 g de Oleo essencial apresentou pontuagado
significativamente (P<0,05) maior que o controle. No estudo de Horita et al.
(2016), a adicdo de alho e seus derivados como o Oleo de alho em salsichas
nao demonstrou diferenca significativa (P<0,05) em relacéo as caracteristicas

de aroma, sabor e avaliagéo geral.
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Diferentemente do observado no presente experimento, no estudo de
Karabagias et al (2011), a adi¢cdo de 6leo de orégano (0,1 g/100 g) e 6leo de
tomilho (0,1 g/100 g) em carne de cordeiro mostrou que essas doses causaram

um odor forte e sabor desagradavel no produto.

2.5 Concluséo

As combinacdes de Oleos essenciais e nisina Z testadas foram eficientes
para a reducgéo significativa da populacdo de E. coli O157:H7 em linguica mista
frescal em comparagdo aos grupos controle. As combinagbes desses
antimicrobianos também se mostraram efetivas em manter a estabilidade da
linguica mista frescal pelo controle do crescimento de bactérias lacticas
deteriorantes e pela manutencédo da cor vermelha e do pH das linguicas.

Na avaliagdo sensorial foi possivel verificar que houve aceitacdo de
ambas as formulagbes contendo 0s compostos naturais antimicrobianos
demonstrando potencial comercial desse produto.

Este estudo permitiu obter dados para o desenvolvimento de compostos
naturais para inibicdo de patdégenos e aumento de shelf life de linguica frescal,
contribuindo para a oferta de alimentos mais seguros e mais sustentaveis ao

consumidor.
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CAPITULO 3

CONSIDERACOES FINAIS

O grande consumo de produtos carneos associado a busca por uma
maior qualidade de vida através de varios fatores como uma alimentacéo
saudavel, rica em nutrientes e com menores quantidades de aditivos sintéticos
favorece a pesquisa e a utilizacdo de compostos naturais que podem ser
adicionados nos alimentos. Varios estudos mostram que os 0leos essenciais e
a nisina apresentam atividade antimicrobiana a qual favorece a seguranca
alimentar e auxiliam no aumento de vida-de-prateleira dos produtos carneos.

Nesse sentido, o presente estudo verificou a acdo antimicrobiana da
associacdo dos compostos naturais isotiocianato de alila, 6leo essencial de
alho e nisina Z adicionados em linguica mista frescal apresentando reduc¢ao do
agente patogénico E. coli 0O157:H7 bem como de bactérias lacticas
proporcionando aumento na validade do produto.

A realizacdo da analise sensorial demonstrou a aceitabilidade do produto

pelos consumidores revelando um potencial comercial do mesmo.
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