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FORMATO DA DISSERTACAO

A presente dissertacdo € composta por capitulos.

O capitulo 1 apresenta uma introducdo geral dos objetivos de estudo
desta dissertacéo.

O capitulo 2 trata-se de revisao de literatura.

Os capitulos 3 e 4 séo artigos em diferentes estagios de publicacdo em
periodicos cientificos.

O Capitulo 5 finaliza esta dissertacdo com conclusdes gerais deste
trabalho e com sugestdes para estudos futuros.

As referéncias de todos os capitulos se encontram em lista Unica ao final

da dissertacao.



RESUMO GERAL

Antimicrobianos naturais sdo alternativas aos conservantes tradicionais para a
preservacdo de alimentos. Alinhados as novas demandas de mercado, muitos
desses compostos sdo obtidos a partir de plantas aromaticas e especiarias
ricas em Oleos essenciais. As linguicas frescais sdo os derivados carneos mais
produzidos e comercializados no Brasil e devido as suas caracteristicas fisico-
quimicas sdo produtos altamente pereciveis e suscetiveis a contaminagdo
microbiana. Entre 0s micro-organismos que podem contaminar as linguicas, o
grupo das  enterobactérias  destaca-se, pois s&o  organismos
caracteristicamente encontrados na matéria-prima carnea e que podem abrigar
cepas patogénicas como E. coli 0157, mundialmente associada a surtos
alimentares. Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro dos Oleos essenciais carvacrol, cinamaldeido,
isotiocianato de alila (ITA) e do 6leo de alho frente a um pool de cepas de E.
coli 0157 e avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante da combinacao de
ITA e 6leo de alho em linguica suina frescal inoculada com E. coli O157. A
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) dos Oleos essenciais, isoladamente e em combinacdo, contra E. coli
0157 in vitro foram determinadas pela técnica de diluicdo em tubos. Apos a
definicAo das combinacfes de Oleos essenciais com menor CIM in vitro,
procederam-se 0s testes em massa de linguica com diferentes combinagdes
dos dleos de alho e ITA. As massas foram inoculadas com o pool de E. coli
0157 e divididas em 5 tratamentos, sendo um grupo controle, onde nédo houve
a adicdo dos oOleos essenciais e 0s outros quatro grupos adicionados com
diferentes combinacdes dos 6leos (T1=125 ppm ITA+125 ppm OA; T2+125
ppm ITA+250 ppm OA; T3=250 ppm ITA+125 ppm OA; T4= 250 ppm ITA +250
ppm OA) . Os produtos foram mantidos sob refrigeracdo, a 6 °C, por um
periodo de 20 dias, sendo realizadas contagem de E. coli 0157 e a
determinagdo de cor instrumental a cada 5 dias. Posteriormente, uma das
combinacdes de ITA e 6leo de alho (125ppm OA + 250ppm ITA) foi testada em
linguica frescal embutida, inoculada com E. coli O 157, e comparada a um lote
controle, sem adicdo dos 6leos essenciais. As linguicas foram estocadas a 6 °C
por 35 dias, sendo analisadas a cada 7 dias para pH, cor instrumental,
oxidacao lipidica, contagem de E. coli 0157, contagem de E. coli autdctone, de
bactérias aerébias mesobfilas e de bactérias psicrotréficas. Os resultados foram
analisados estatisticamente e as médias comparadas pelo teste de Tukey e
teste t (P<0,05). As menores doses individuais dos 6leos essenciais para
inibicdo de E. coli O157 foram obtidas para ITA e cinamaldeido. Contudo, no
uso conjunto dos Oleos essenciais, a combinacdo de ITA e 6leo de alho foi a
Gnica que apresentou efeito sinérgico contra o patdogeno. Ao longo do periodo
de estocagem, verificou-se reducdo na contagem de E. coli O157 de
aproximadamente 2 log UFC/g tanto no teste com massa de linguica quanto na
linguica embutida. Também houve diferenca significativa (P<0,05) na cor
instrumental entre os tratamentos adicionados da combinacéo de ITA e Oleo de
alho e o tratamento controle, verificando maior estabilidade da cor vermelha e
menor descoloracdo nos grupos adicionados dos Oleos essenciais. O efeito
antioxidante dos 6leos essenciais na linguica frescal também foi comprovado
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pelos menores valores de TBARS em comparacdo ao controle. Para o
crescimento de bactérias psicrotroficas em linguica frescal ndo foi observada
diferenca significativa entre os tratamentos adicionado dos 6leos essenciais e 0
controle, contudo, a acdo antimicrobiana da combinacéo de ITA e o6leo de alho
em linguica frescal foi comprovada sobre o crescimento de bactérias mesofilas
(P<0,05). A adicdo combinada do Oleo essencial de alho e de ITA nas
concentracdes estudadas representa uma alternativa como agente conservante
e antioxidante em linguica suina frescal.

Palavras-chave: Oleo de alho. Isotiocianato de alila. Linguiga suina frescal.
Conservador. Antioxidante.
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ABSTRACT

Natural antimicrobials are considered as alternatives to the traditional food
preservatives. Aligned to the new demands of the consumer market, these
compounds are made from herbs and spices, rich in essential oils. Fresh pork
sausages are the most produced and marketed meat products in Brazil.
Because of their physical chemical characteristics, they are highly perishable
and susceptible to microbial growth. Among the micro-organisms that can
contaminate fresh sausages, the group of enterobacteria stands out as one of
the most important, since it can be transmitted by the raw material and harbor
pathogenic strains such as E. coli O157. The objectives of this study were to
evaluate the in vitro antimicrobial activity of essential oils carvacrol,
cinnamaldehyde, allyl isothiocyanate (AITC) and garlic oil against a pool of
strains of E. coli 0157 and the antimicrobial and antioxidant activities combining
ITA and garlic oil in fresh pork sausage inoculated with E. coli O157. The
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) of the essential oils alone and in combination against E.
coli 0157 in vitro were determined by the tube dilution technique. After defining
the combinations of essential oils with lower MIC in vitro, proceeded up the
tests in bulk sausage with different combinations of oils of garlic and ITA. The
masses were inoculated with E. coli O157 pool and divided into 5 treatments, a
control group, where there was no addition of essential oils and the four other
groups added with different combinations of oils (T1=125 ppmITA+125ppmOA,
T2=125ppmITA+250ppmOA,T3=250ppmITA+125ppmOA;T4=250ppmITA+250p
pmOA). The products were stored under refrigeration at 6 °C for a period of 20
days, counts of E. coli 0157 and the determination of instrumental color every
five days being held. Subsequently, one of the combinations of garlic oil and
ITA (250ppmITA+125ppmOA) was tested in flush fresh sausages, inoculated
with E. coli 157, and compared to a control batch without addition of essential
oils. The sausages were stored at 6 °C for 35 days , and analyzed every 7 days
for pH, instrumental color, lipid oxidation, counts of E. coli O157, autochthonous
E. coli, count mesophilic aerobic bacteria and psychrotrophic . The results were
analyzed statistically and means were compared by Tukey's test and t test (P <
0.05). The smaller single doses of essential oils to inhibit E. coli O157 were
obtained for ITA and cinnamaldehyde. However, the combined use of the
essential oils, the combination of garlic oil and ITA was the only one that
showed a synergistic effect against the pathogen. Throughout the storage
period, there was a reduction in the count of E. coli O157 approximately 2 log
CFUl/g in both the test mass of sausage as built in sausage. There was also a
significant difference (P< 0.05) in instrumental color added between treatments
combining ITA and garlic oil treatment and control, checking stability of red color
and less discoloration in groups of essential oils added. The antioxidant effect of
the essential oils in fresh sausages was also evidenced by lower TBARS values
compared to the control group. For the growth of psychrotrophic bacteria in
fresh sausages no significant difference between the group added the essential
oils and the control group, however, the antimicrobial action of the combination
of ITA and garlic oil was observed in fresh sausages was proven on the growth
of mesophilic bacteria (P<0.05). The combined addition of essential oil of garlic
and ITA concentrations studied represent an alternative preservative and
antioxidant in fresh pork sausage.
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Keywords: Garlic oil. Allyl isothiocyanate. Fresh pork sausage. Preservative.
Antioxidant.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A carne € um dos alimentos mais consumidos no mundo. Quanto ao seu
aspecto nutricional, € uma 6tima fonte de aminoacidos essenciais e de alguns
minerais. O grande consumo também se deve ao seu sabor e a grande
variedade de técnicas de preparo a que pode ser submetida, bem como
produtos industrializados que se obtém a partir dela (CARDOSO; ARAUJO,
2003).

Com a industrializacdo da carne, surgiu uma alternativa para o
aproveitamento de cortes menos nobres, agregando valor aos produtos
fabricados e aumentando o lucro das industrias. A diversificacdo da oferta inclui
uma grande variedade de produtos como alméndegas, hamburgueres,
empanados, linguicas, mortadelas e salames. Nos Uultimos anos, especial
atencdo tem sido dada a alimentos com menor tempo de preparo para o
consumidor, preco acessivel, sabor agradavel, boa qualidade e também com
menor teor de gordura (PARDI, 1996; TERRA, 1998).

Em relagdo aos tipos de alimentos, dentre outros produtos
frequentemente envolvidos em surtos de doencas transmitidas por alimentos,
as carnes merecem especial destaque, pois possuem elevada atividade de
agua, pH favoravel ao crescimento de micro-organismos e elevado percentual
de nutrientes, tornando-as excelentes meios de cultura para o desenvolvimento
de patdégenos e organismos deteriorantes (CARDOSO; ARAUJO, 2003).
Mesmo com todos os avangos nas plantas industriais a fim de garantir a
producdo de alimentos seguros e nutritivos ao consumidor, ainda € comum
ocorrer contaminagdes por micro-organismos patogénicos nestes produtos,
levando a sérias injurias ou até mesmo a morte das pessoas que 0S
consomem. Dessa forma, a seguranca alimentar € um tema muito frequente
em estudos e pesquisas (BRASIL, 2008).

As linguicas do tipo frescal sdo alimentos altamente suscetiveis a
contaminagdo microbiana e representam um excelente meio para a

multiplicacdo de micro-organismos. As provaveis fontes de contaminacéo
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envolvem matéria prima de qualidade higiénico-sanitaria insatisfatoria,
envoltérios, temperos ou condimentos, assim como a agua utilizada em todas
as operacOes de limpeza (MILANI et al., 2003). As condicGes de higiene em
que os alimentos sdo beneficiados ou preparados também sao fatores
responsaveis pela multiplicacdo microbiana (MARQUES et al., 2006). Entre os
micro-organismos que podem contaminar as linguicas, o grupo das
enterobactérias destaca-se, pois sdo organismos frequentemente encontrados
na matéria-prima carnea e que podem abrigar cepas patogénicas como E. coli
0157, mundialmente associada a surtos alimentares (CHACON et al., 2006).

Na fabricacéo da linguica, assim como na maioria dos embutidos carneos,
podem ser adicionados aditivos conservadores para inibir o crescimento
microbiano indesejavel e com isso, garantir a seguranca sanitaria do produto
(DAGUER, 2005). Com esta funcédo, sdo empregados os sais de cura, que
possuem como compostos ativos os sais de nitrito e/ou nitrato. Contudo, com o
crescente aumento do nimero de consumidores preocupados com a relagédo
alimento e saude, surge a necessidade de substituir ou reduzir o uso dos sais
de cura e de outros aditivos quimicos em produtos carneos (SEBRANEK,
BACUS, 2007). Uma das alternativas estudadas para a reducao ou substituicdo
dos sais de cura nos produtos carneos € o emprego de compostos naturais que
nao possuem efeito toxico a saude humana. Pesquisas sobre aditivos naturais
alternativos derivados de plantas ou animais mostram-se promissoras na
extensdo de vida de prateleira desse tipo de produto (TIWARI et al., 2009;
MATHENJWA et al., 2012).

O uso de ervas e extratos de plantas naturais sabidamente possuidoras
de atividade antimicrobiana e antioxidante e vém sendo alvo de intensas
pesquisas (MC CARTHY et al., 2001; SEBRANEK et al., 2005; KANATT et al.,
2008; MATHENJWA et al., 2012).

Assim, o objetivo geral da presente pesquisa foi avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro de 6leos essenciais contra E. coli O157 e selecionar 0s
que obtiveram os melhores resultados, para posteriormente avaliar seu efeito
sobre a estabilidade de linguica suina frescal, prospectando seu uso potencial

como conservante natural nesse tipo de produto carneo.



CAPITULO 2

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Oleos essenciais

Oleos essenciais s&o liquidos aromaticos extraidos de plantas (flor, caule,
folha, fruto, semente, tronco ou raiz), obtidos através de varios processos, entre
eles destilacdo, pressao a frio, extracdo com dioxido de carbono supercritico ou
fermentacdo (SANCHEZ et al., 2010; HYLDGAARD et al., 2012). O método de
destilacdo a vapor é o mais utilizado a nivel industrial para a producdo dos
0leos comerciais (BURT, 2004).

De uma forma geral, os 6leos essenciais sdo misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas, liquidas e incolores.
Seus compostos incluem polifendis, flavonoides, taninos, alcaloides,
terpendides, isotiocianatos, polipeptideos ou seus derivados oxigenados, e até
mesmo compostos com enxofre (NEGI, 2012). Na mistura componentes
majoritarios encontram-se em concentracdes em até 85%, existindo ainda
outros em menores proporcdes presentes apenas como tracos (BURT, 2004;
PEREIRA, 2006).

Muitas plantas sdo usadas com fins medicinais por conterem esses
compostos volateis, mas em muitos casos, 0 proprio 0leo separado da planta é
usado como medicamento (SANTOS & NOVALES, 2012). O uso dos oleos
essenciais em alimentos vem ganhando importancia por apresentar eficiente
acao antioxidante e antimicrobiana, substituindo dessa forma o uso de aditivos
sintéticos. Além disso, plantas ricas em 6leos essenciais séo utilizadas a fim de
conferir sabor e aroma nos alimentos. Assim, a utilizacdo dessas plantas pode
conferir ainda uma extensao na vida de prateleira, pois previne a deterioracéo
dos alimentos (PETER, 2004).

Algumas plantas, tais como cravo, canela, mostarda, alho, gengibre e
menta sdo ainda utilizados como terapias medicamentosas alternativas em

paises orientais (TAJKARIMI et al., 2010). Entretanto, esta funcdo tornou-se



secundaria a funcédo de conferir sabor e aroma, no caso de uso em alimentos.
(NEGI, 2012).

2.1.1 Composicao e mecanismo de acéo dos Oleos essenciais

A composicdo do oleo essencial de uma determinada espécie vegetal
pode variar significativamente, de acordo com uma série de fatores tais como:
espécie da planta, etapa do ciclo vegetativo em que o vegetal se encontra,
fatores ambientais como altitude, temperatura, umidade relativa, tempo de
exposicao solar, grau de hidratacdo do solo, presenca de micronutrientes e até
mesmo o regime de ventos a que a planta esta submetida (OUSSALAH, 2007).
Sua composi¢cdo varia também em fungcdo da parte da planta de onde é
extraido o Oleo essencial, bem como do método utilizado para sua extracéo
(ANGIONI et al., 2006; BAKKALI et al., 2008).

A atividade antimicrobiana intrinseca de um Oleo essencial pode ser
diretamente relacionada com a configuracdo quimica individual de seus
componentes, a propor¢do em que se apresentam e a interagdo entre eles
(BURT, 2004). Oleos essenciais s&o constituidos de uma familia de compostos
organicos de baixo peso molecular e com amplas diferencas com relagdo a
atividade antimicrobiana, podendo ser divididos em quatro grupos: terpenos (p-
cimeno), terpendides (timol, carvacrol), fenilpropenos (eugenol, cinamaldeido) e
outros compostos contendo enxofre e nitrogénio em sua composicao
(isotiociatano de alila, alicina) (HYLDGAARD et al., 2012).

Considerando o grande numero de diferentes compostos quimicos
presentes nos O6leos essenciais, provavelmente sua atividade antibacteriana
nao é atribuida a apenas um mecanismo especifico, mas a varios alvos nas
células bacterianas. Uma importante caracteristica dos 6leos essenciais e seus
componentes € a sua hidrofobicidade, o que Ihes permite interagir com o0s
lipidios das membranas celulares bacterianas e mitocondrias, causando
distarbios nessas estruturas, deixando-as mais permeaveis. Assim, a extensao
da perda de componentes celulares e/ou extravasamento de ions e moléculas
essenciais irdo determinar a morte celular (HELANDER et al., 1998; CARSON
et al., 2002; BURT, 2004).



Componentes dos Oleos essenciais parecem agir também nas proteinas
da membrana citoplasmatica. Muitas ATPases estéo localizadas na membrana
citoplasmatica circundadas pelos fosfolipidios de membrana, e os 6éleos
essenciais podem se acumular na bicamada lipidica, distorcendo a interacéo
lipidio-proteina (GILL & HOLLEY, 2006). Além disso, é possivel ocorrer a direta
interacdo entre os 6leos essenciais com partes hidrofébicas das proteinas,
modificando sua conformacéo e, consequentemente, inativando a funcao
proteica (BURT, 2004).

Segundo Marino et al. (2001), a maioria dos estudos que investigam a
acao dos 6leos essenciais em relagdo aos micro-organismos patogénicos em
alimentos concorda que, geralmente, os 0Oleos séo ligeiramente mais ativos
contra as bactérias Gram-positivas, do que contra as Gram-negativas. As
bactérias Gram-negativas seriam menos susceptiveis a acao dos Oleos
essenciais devido a existéncia de membrana lipopolissacaridica externa a
parede celular, a qual restringe a difusdo de compostos hidrofébicos até a
membrana plasmatica. Entretanto, nem todos os estudos com 0leos essenciais
afirmam sua maior atividade frente a bactérias Gram positivas (WILKINSON et
al., 2003), pois os variados componentes majoritarios desses 6leos exibem
diferentes niveis de atividade contra bactérias Gram negativas e Gram
positivas (DORMAN & DEANS, 2000).

Oleos essenciais quando usados em alimentos além de conferir sabor
podem contribuir na preservagdo, inibindo o desenvolvimento de micro-
organismos patogénicos ou deteriorantes, sendo usados em média de 0,05 —
0,1% (500 — 1000 ppm) nos sistemas alimentares (NEGI, 2012). Algumas ervas
e especiarias contendo Oleos essenciais possuem atividade antimicrobiana
mais forte e devem ser usados em concentragbes menores que 1000 ppm.
Entretanto, outras requerem altas concentracbfes para atingirem efeito
antimicrobiano esperado, 0 que muitas vezes inviabiliza uso devido
transmissdo de gosto indesejavel ao produto testado. Dessa forma,
associacOes entre diferentes 0leos essenciais com diferentes mecanismos de
acdo, que possuem efeito sinérgico, fazem com que doses menores sejam

utiizadas para uma efetiva atividade antimicrobiana sem alterar téo



significativamente os aspectos sensoriais do alimento tratado (TAJKARIMI et
al., 2010).

2.1.2 Oleo essencial de orégano

Orégano (Origanum) é uma erva pertencente a familia Lamiaceae e
possui uma grande diversidade de espécies (Origanum vulgare, O. marjoram,
O. dictamus, O. hirtum, O. onites). Uma grande parte do orégano
comercializada no mundo pertence as espécies O. vulgare ssp. hirtum e O.
onites, cultivados em areas montanhosas do Mediterraneo e algumas areas da
Turquia (DORMAN et al, 2003).

O dleo essencial de orégano tem atividade antimicrobiana contra diversos
micro-organismos Gram positivos, Gram negativos e fungos (KIM et al. 1995,
SOUZA et al. 2013). Vérios estudos avaliaram o efeito do 6leo essencial de
orégano sobre diversos micro-organismos, sendo que o0s valores de
concentragdo inibitéria minima variam de acordo com a cepa testada e a
metodologia aplicada para o teste (BURT, 2004).

Marino, Bersani e Comi (2001), trabalhando com meio de cultura liquido,
observaram que o 6leo essencial de orégano na concentragdo de 800 ppm
(0,08%) inibiu totalmente a multiplicacdo de E. coli O157:H7, Proteus mirabilis,
Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium, Serratia marcescens, Yersinia
enterocolitica, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Micrococcus
sp. Sarcina flava, Staphylococcus aureus, Bacillus licheniformis, Bacillus
thuringiensis e Listeria sp, demonstrando assim o poder antimicrobiano desse
Oleo frente bactérias Gram positivas e Gram negativas.

Estudos recentes comprovam as propriedades antimicrobianas do 6leo
essencial de orégano, mostrando que tais substancias inibem fortemente o
crescimento e algumas caracteristicas metabodlicas de cepas de S. aureus
isolados de alimentos, incluindo supressdo de atividade enzimatica da
coagulase e lipase, diminuindo a tolerancia ao sal e inibindo producédo de
enterotoxinas (KIM et al., 1995; JUNEJA; FRIEDMAN, 2007; LAHUCKY et al.,
2010; SOUZA et al., 2013). Alguns autores reportam uma alta concentragao do

composto fendlico carvacrol no 6éleo de orégano, sendo este o composto



majoritario, presente na concentracdo de 80-85% (MARINO et al.,, 2001,
BAKKALI et al.,2008; TAJKARIMI et al., 2010).

Pereira (2006) encontrou, no 6leo essencial de orégano extraido das
folnas da planta, como componente majoritario o carvacrol (Figura 1), que
mostra eficiente acdo antioxidante, comparada a conhecida atividade da
vitamina E e BHT (hidroxibutiltolueno). Os terpenos presentes no 0leo
essencial de orégano possuem importante atividade antioxidante, pois séo
capazes de doar elétrons aos radicais livres reativos, tornando-as moléculas
mais estaveis e nao reativas (DORMAN et al., 2003). Devido seu amplo uso
como tempero nos mais variados alimentos e preparacgdes, sua utilizagdo como
conservante natural € promissora, frente seu poder antimicrobiano contra os

mais variados micro-organismos (NEGI, 2012).

OH

Figura 1. Estrutura quimica do carvacrol
Fonte: BURT, 2004.

2.1.3 Oleo essencial de alho

O uso medicinal do alho € bem documentado ao longo da histéria
(HYLDGAARD et al., 2012), sendo um ingrediente muito usado na culinaria
como condimento. Pertence a familia Liliaceae, espécie Allium sativum L.,
sendo o bulbo a parte mais usada para a extracdo de oOleo essencial. Como
componente quimico majoritario destaca-se a alicina, que € reportada como
sendo o principal elemento com a¢ao antimicrobiana (NEGI, 2012).

Ying e Cheng (2003) relatam propriedades antimicrobianas do alho,
quando adicionado em maionese na concentracdo de 1%, sendo capaz de
reduzir a contagem de Salmonela sp em até dois ciclos logarirmos. O 6leo
essencial de alho também mostra significativa reducédo de E. coli em carne

fresca (em concentracdes de 0,5-1%) segundo estudos dos mesmos autores.
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A alicina (Figura 2) desempenha acdo muito importante na defesa da
planta contra insetos, fungos e bactérias existentes no solo. Devido ao seu
poder redutor, provoca uma reagao instantanea com grupos tiol, levando a
inativacdo de diversas enzimas. Ao longo de varios anos, estudos in vitro
demonstraram que a alicina tem uma forte atividade antibacteriana, antifungica
e antiparasitaria contra uma vasta gama de micro-organismos (HYLDGAARD
et al., 2012).

A atividade antimicrobiana da alicina € atribuida a um grupo quimico
reativo (-S(O)-S-) que se liga e inibe uma ampla gama de alvos intracelulares.
Estudos indicam que a alicina é uma inibidora ndo especifica de muitas
enzimas, dentre elas tiol-proteases, glutationa e acetil-Coa (HYLDGAARD et
al., 2012).

Em produtos altamente pereciveis como carnes, torna-se indispensavel a
acdo de antimicrobianos para preservar a sua qualidade e seguranga por um
periodo maior de tempo, além disso, do ponto vista sensorial a combinacdo de
aromas com alho € uma pratica de tempero comum na Europa e na América
Latina, e bem aceito pelos consumidores (TJKARIMI et al., 2010) .

Doses bactericidas de alicina séo citadas por diversos autores, variando
entre 3 a 100 pg/mL, enquanto que doses bacteriostaticas séo citadas variando
de 0,15 a 1,5 pg/mL (HYLDGAARD et al., 2012). Sasaki et al (1999),
demonstraram a efetividade do Oleo essencial de alho contra E. coli O157:H7
em testes in vitro.

A alicina poderia potencialmente ser usada em combinagdo com outros
agentes antimicrobianos, porque possui efeitos comprovados sobre inibicdo de
sintese de RNA e, assim, reduziria ou impediria acdo de mecanismos de
protecdo de células que sédo dependentes de proteinas (HYLDGAARD et al.,
2012).

O~
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Figura 2. Estrutura quimica da Alicina.



Fonte: Hyldgaard et al., 2012

2.1.4 Oleo essencial de mostarda

O o6leo essencial de mostarda apresenta um odor forte e sabor picante, e
é muito utilizado na culinaria de paises orientais, como india e Bangladesh. A
mostarda pertencente a familia Brassicaceae, com destaque para algumas
espécies como Brassica nigra e B. juncea, que apresentam em sua
composicdo glucosinolatos que sado compostos sulfuricos formados por um
grupo B-D-tioglicosidico e uma cadeia lateral com estruturas variaveis. A
reacao de hidrélise dos glucosinolatos, catalisada por uma enzima endogena
conhecida como mirosinase, pode resultar varios compostos, dentre eles os
isotiocianatos. Varios destes compostos sao volateis com comprovada
atividade fungicida, nematicida e bactericida (NJOROGE et al., 2008).

O composto alifatico isotiocianato de alila, € o composto majoritario da
acao hidrolitica da enzima mirosinase enddgena sobre o glucosinolato sinigrina
em plantas cruciferas como a mostarda, raiz forte e wasabi (CHACON et al.,
2006).

Luciano e Holley (2009) testaram a acéo do isotiocianato de alila sobre as
enzimas tioredoxina redutase e acetato quinase extraidas de E. coli, e
observaram atividade inibitéria em ambas as enzimas. A tioredoxina redutase
foi inibida com a menor concentracdo testada (1 pL/L), sugerindo que a
atividade inibitoria desta substancia contra E. coli pode estar relacionada, pelo
menos em parte, a inibicdo da sintese de DNA. A enzima acetato quinase
também foi inibida, sua agédo esta4 envolvida no metabolismo energético da
célula bacteriana. Acetato quinase juntamente com a enzima
fosfotransacetilase, sdo usadas para formar acetil-Coa, que esta envolvida em
varias vias metabdlicas celulares.

O isotiocianato de alila ao penetrar na membrana das células bacterianas
ndo age num alvo exclusivo, seu mecanismo de ag¢do antimicrobiana esta
assim relacionado com sua inibicdo geral de enzimas e alteracdes de proteinas
por clivagem oxidativa de ligacdes dissulfeto (LUCIANO E HOLLEY, 2009).

Com as caracteristicas relatadas de poder antimicrobiano, o potencial uso
do isotocianato de alila (ITA) (Figura 3) em alimentos € muito promissor para
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aumentar a vida de prateleira dos produtos, reduzindo ou eliminando o uso de
aditivos sintéticos, que segue a demanda crescente dos consumidores, por
alimentos mais naturais (LEMAY et al., 2002). Pesquisas em produtos carneos,
dentre eles salame (CORDEIRO et al., 2013), mortadela (HOLLEY, 1997) e até
mesmo em carne moida (NADARAJAH et al.,2005) jA demonstraram o

potencial antimicrobiano do ITA.

S

Figura 3. Estrutura quimica do Isotiocianato de Alila.
Fonte: Hyldgaard et al., 2012

2.1.5 Oleo essencial de canela

O 6leo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume — familia
Lauraceae) é utilizado como flavorizante, aromatizante e conservante natural
de alimentos (MATAN et al., 2006). De acordo com as partes utilizadas na
extracdo de Oleo essencial, 0s compostos majoritarios se alteram (canfora da
casca de raizes, eugenol das folhas, e cinamaldeido da casca), sugerindo
diferentes perfis de atividade. A atividade antimicrobiana do 6leo essencial
obtido das cascas tem sido relatada contra bactérias e fungos, com especial
interesse na atividade contra patbgenos e micro-organismos deteriorantes de
alimentos (HELANDER et al., 1998). Dessa forma pode-se afirmar que seu
componente maioritario, o trans-cinamaldeido (Figura 4), é o principal
responsavel pela atividade antibacteriana do Oleo da casca da canela
(JUNEJA, FRIEDMAN, 2007).

Oussalah et al. (2006), em seu estudo in vitro sobre a acdo do Oleo
essencial de canela (75% de cinamaldeido), observou o0 extravasamento de
conteudo celular por aumentar permeabilidade da membrana plasmatica de E.
coli e Salmonella infantis. Os compostos ativos presentes no 6leo de canela
também apresentam a capacidade de interferir na sintese enzimatica
bacteriana, além de provocarem danos a estrutura de sua parede celular,
assim como o eugenol e o carvacrol (GILL, HOLLEY, 2006). E sabido que o

cinamaldeido possui atividade inibitéria frente ao crescimento de E. coli
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0157:H7 e S. typhimurium em concentracées semelhantes ao carvacrol e ao
timol (BURT, 2004). Diversos outros autores comprovaram a atividade
antimicrobiana sinérgica dos 6leos essenciais de cravo e canela contra
bactérias e fungos in vitro (LOPEZ et al., 2005; TRAJANO et al., 2009; SILVA
et al., 2009). Contudo, como a atividade antimicrobiana desse 6leo pode ser
menor em sistemas alimentares do que em meios de cultura, sdo necessarios
estudos para comprovar a eficiéncia dos 6leos essenciais para a inibicao de

patdogenos em sistemas alimentares.
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Figura 4. Estrutura quimica do Cinamaldeido
Fonte: BURT, 2004

2.2 Escherichia coli enterohemorragica

Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa, anaerébica facultativa e
um dos habitantes mais comuns do trato intestinal dos animais de sangue
quente. Sua presenca na agua e nos alimentos € um importante indicador de
contaminacgéao fecal, porém, a grande maioria das estirpes desta espécie néo
sdo patogénicas. Contudo, algumas cepas podem causar infec¢des urinarias,
intestinais e produzir enterotoxinas causadoras de graves doencas de origem
alimentar (JAY, 2005).

E. coli O157 é um sorotipo de E. coli enterohemorragica (EHEC) que
produz verotoxinas ou Shiga-toxinas. Essas toxinas podem causar Sérios
danos a saude humana, incluindo colite hemorragica e sindrome urémica
hemolitica. Surtos alimentares causados por esta bactéria estdo associados ao
consumo de carne, leite, suco de frutas, vegetais e até mesmo agua
contaminados (NORMANNO et al., 2004). Os fatores de viruléncia deste micro-
organismo permitem sua adesdo causando entdo sua toxicidade. Uma proteina
de membrana, denominada intimina, media a adesdo do patégeno aos

enterdcitos na forma de um pedestal, causando discretas lesées em suas
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vilosidades. Os principais produtos téxicos da E. coli sdo as verotoxinas,
também conhecidas como shiga toxinas. Seu nome vem da capacidade em
induzir efeito citopatico caracteristico em monocamadas de células Vero.
Entretanto, nem todas as cepas de E. coli produzem toxinas. A
enterohemolisina € um fator de viruléncia acessoério que a E. coli pode possuir,
definindo esta producdo (DONTOROU et al., 2003). E. coli 0157 nao fermenta
sorbitol em 24 h e ndo possui ativa a enzima B-glicuronidase o que a faz
diferente da maioria das outras E. coli (GETTY, 2000).

Sintomas causados pelas EHEC incluem diarreia suave a severa,
inicialmente sem sangue, dores abdominais e auséncia ou leve fase febril.
Numa primeira fase ocorre a diarreia aquosa por 24 a 48 horas, seguida de
diarreia com sangue por quatro a dez dias, com severa dor abdominal e severa
desidratacdo. Sindrome urémica hemolitica afeta principalmente criancas e
caracteriza-se por anemia, trombocitopenia e faléncia renal aguda (JAY, 2005).

Globotriosil ceramida (Gb3) € o receptor para as verotoxinas. Esse é um
receptor presente na superficie de células de tecidos corporais especificos,
sendo abundante nas células da cortex renal humana, além de células
endoteliais (GETTY et al., 2000).

Bovino € o principal reservatoério da E. coli O157, apesar de este micro-
organismo ja ter sido isolado em outras espécies como suinos, ovelhas e aves
(NORMANNO et al., 2004). Consumo de carne bovina mal passada ou ainda
leite cru podem originar surtos de E. coli 0157, entretanto uma série de outros
produtos j& foram implicados como causadores de surtos: leite né&o
pasteurizado e queijo de cabra, linguicas, sanduiches de carne bovina, sucos
de fruta ndo pasteurizados (DONTOROU et al., 2003) . Normanno et al. (2004)
isolaram cepas de E. coli 0157 em linguicas frescais comercializadas no sul da
Itélia, adquiridas de agougues locais. Em 150 amostras adquiridas de agcougues
locais, 10 foram positivas para E. coli 0157.

A E. coli 0157:H7 tem sido reconhecida mundialmente, nos ultimos
tempos, como um dos micro-organismos mais envolvidos nos surtos de
doencas vinculadas por alimentos em humanos. Em 1982, ocorreu o primeiro

surto de E. coli O157:H7 pelo consumo de hamburguer mal cozido em uma
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grande rede de “fast food” nos Estados Unidos, que envolveu 600 pessoas,
resultando na morte de quatro criancas (KASNOWSKI, 2004).

Nos Estados Unidos da América, em 1994, o consumo de salame
contaminado com Escherichia coli O157:H7 que levou a 18 casos de DTA,
serviu para que EUA e Canada passassem a exigir reducéo da ordem de 5 log
na populacdo de E. coli O157:H7 durante o processo de producdo de
embutidos fermentados (PALANICHAMY et al., 2008).

No Brasil, durante os anos de 1999 a 2008 foram notificados 6.062 surtos
de DTASs, envolvendo 117.330 pessoas doentes e 64 6bitos. Os principais tipos
de micro-organismos envolvidos nessas DTAs foram as enterobactérias como
Salmonella sp., Shigella sp. e Escherichia coli. As carnes e derivados estiveram
entre os maiores causadores desses surtos, logo atras dos produtos a base de
ovos (BRASIL, 2008). Diante destes fatos, a inocuidade ainda € um requisito de

qualidade que deve ser alcangcado nos produtos carneos fabricados no Pais.

2.3 Embutidos céarneos frescais

Entendem-se como produtos carneos processados ou preparados,
agqueles em que as propriedades originais da carne fresca foram modificadas
através de tratamento fisico, quimico ou biolégico, ou através da combinacgéo
destes métodos. O processo envolve geralmente cortes ou cominuicbes mais
ou menos intensos, adicdo de condimentos, especiarias e aditivos diversos
(PARDI et al., 1996).

O regulamento técnico de identidade e qualidade de linguicas (BRASIL,
2000) define-as como sendo um “produto carneo industrializado, obtido de
carnes de animais de acougue, adicionado ou nao de tecidos adiposos,
ingredientes, embutido em envoltério natural ou artificial, e submetido a
processo tecnolégico adequado”. Ainda segundo este regulamento, as
linguicas frescais caracterizam-se por apresentar teores maximos de 70% de
umidade, 30% de gordura e 0,1% de calcio (em base seca), e um teor minimo
de 12 % de proteina.

O Brasil é o0 4° maior produtor de carne suina do mundo, estando atras
apenas da China, Unido Européia e Estados Unidos. O Pais também é o 4°

maior exportador mundial desse tipo de carne, atras dos Estados Unidos,
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Unido Européia e Canada (ABIPECS, 2012). No que se refere ao mercado
brasileiro, o consumo de carne suina permanece em processo de
fortalecimento, estando préximo a 15 Kg/ ano. A preferéncia dos consumidores
brasileiros esta centrada nos produtos industrializados e a demanda por carne
in natura ainda € incipiente, mas apresenta potencial para crescer (ABIPECS,
2012).

A industrializacdo da carne suina surgiu como alternativa para o
aproveitamento dos cortes menos nobres da carcaca, agregando valor aos
produtos e aumentando o lucro das industrias. A diversificacdo da oferta inclui
um grande numero de produtos como almondegas, hamburgueres,
empanados, linguicas, mortadelas, salames, entre outros. Nos Ultimos anos,
especial atencao tem sido dada a alimentos com menor tempo de preparo para
o consumidor, de preco acessivel, sabor agradavel, de boa qualidade e
também com menor teor de gordura (CORREIA, 2008).

As linguicas constituem os derivados carneos mais fabricados no Brasil
uma vez gque sua elaboracdo ndo exige tecnologia sofisticada. Entretanto, por
nao serem submetidas a tratamento térmico, as linguicas frescais podem
apresentar elevada carga microbiana e consequentemente, reduzida vida de
prateleira (TERRA, 1998; SILVEIRA, 2012).

A carga microbiana das linguicas frescais pode ser proveniente da
matéria-prima contaminada no abatedouro pela pele do animal, sujidades do
solo, conteldo gastrintestinal ou durante seu processamento por meio de
equipamentos e utensilios mal higienizados, agua usada na limpeza ou
formulacdo do produto, manipuladores e embalagens (SILVEIRA, 2012). Dessa
forma, o estado microbiolégico inicial da carne utilizada na elaboracdo de
produtos derivados € de suma importancia na qualidade microbiolégica
dessses produtos e, consequentemente, em sua vida 0t (GERMANO;
GERMANO, 2003).

Numerosos fatores influenciam o tipo de micro-organismo que contamina
0s produtos carneos como o pH, a adicdo de sais e condimentos, aditivos e
forma de processamento. O tipo e a intensidade da contaminacdo também sao
influenciados pela embalagem, temperatura de armazenamento e composi¢ao
quimica do produto final (GERMANO; GERMANO, 2003). Normalmente a
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microbiota deteriorante das linguicas frescais é geralmente composta por
enterobactérias, Pseudomonas, bactérias laticas e leveduras (BROMBERG,
2002).

Os embutidos frescais curados, como as linguicas frescais, recebem
adicdo de sais de cura (sais de nitrato e /ou sais de nitrito) como agentes
conservantes que atuam inibindo o desenvolvimento de micro-organismos
especificos, principalmente Clostridium botulinum. Esses sais também tém
efeito positivo na cor do produto, pois conferem cor avermelhada bastante
atrativa, na prevencao da oxidacao lipidica e na promoc¢éo de sabor e aroma.
Contudo, a acdo antimicrobiana do nitrito € pouco eficaz contra patégenos
entéricos gram-negativos, tais como Salmonella e Escherichia coli
(TOMPKINS, 2005; SEBRANEK, BACUS, 2007). Esses sais de cura também
sdo pouco eficientes contra bactérias laticas, consideradas como
deterioradoras em produtos carneos (BROMBERG, 2002).

A forte demanda dos consumidores por alimentos de alta qualidade, mais
naturais e seguros pode ser atribuida em partes pela facilidade de acesso a
informacéo e nocdes de saude para obtencdo de maior qualidade de vida. Ha
também novos conceitos sobre seguranca alimentar sendo difundidos devido a
ocorréncia de surtos alimentares causados por micro-organismos patogénicos.
Dessa forma, a busca por alternativas aos conservantes quimicos e outros
aditivos alimentares, vem sendo alvo de constante estudo (TAJKARIMI, 2010).

O uso de antimicrobianos naturais como &acidos organicos, Oleos
essenciais, extratos de plantas e bacteriocinas podem ser uma boa alternativa
para assegurar seguranca alimentar e fornecer alimentos mais naturais (BURT,
2004). Diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas testando a eficiéncia dos
0leos essenciais como conservantes em Varios tipos de alimento, em especial
aos derivados carneos (KANATT, et al., 2008; TAJKARIMI et al., 2010; HAYES
et al., 2011).

Diferentes estudos ja demonstraram a efetividade antimicrobiana dos
Oleos essenciais em controlar ou inibir o crescimento de micro-organismos
deteriorantes ou patogénicos que sao vinculados por alimentos (LEMAY et al.,
2002; KANATT et al.,, 2008; MATHENJWA et al., 2012; CORDEIRO et al.,

2013). Porém, quando aplicados em alimentos com intuito de inibir ou controlar
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algum micro-organismo especifico, os o6leos essenciais tém sua atividade
reduzida através de interacdes que fazem com os componentes dos alimentos,
como gorduras e proteinas. Dessa forma, hd necessidade de aumentar as
doses definidas como inibitéria e bactericida minimas, quando faz-se aplicacéo
em alimentos. Como sdo compostos aromaticos, conferem sabor e aroma
especificos ao alimento, e quanto menor for a concentracdo aplicada ao
alimento, menor serdo as mudancas em relacdo ao gosto ou odor. Assim
sendo, usando o potencial antimicrobiano de condimentos que ja estédo
naturalmente presentes em certas receitas, podem-se minimizar esses efeitos
adversos (TAJKARIMI, 2010).

2.4 Aspectos de qualidade dos embutidos frescais

2.4.1 Microbiota de linguicas frescais

A qualidade microbioldgica da linguica frescal é determinada pelo padrao
microbiolégico estabelecido pela Resolucdo RDC n° 12, de 2 de janeiro de
2001, a qual define valores para Coliformes a 45 T, Staphylococcus coagulase
positiva, Clostridium sulfito redutor a 46 C e Salmonella sp (BRASIL, 2001).

O grupo dos micro-organismos conhecidos como Coliformes
termotolerantes constitui-se de um grupo de enterobactérias capazes de
fermentar lactose a 45 € com producdo de gas e acido, tendo como
representante mais expressiva a bactéria E. coli. Altas contagens deste grupo
de microrganismo indicam falhas higiénicas ao longo do processamento
(FIGUEIRO, 2013).

Bactérias do género Staphylococcus sdo cocos gram positivos,
anaerdbicos facultativos, podendo ser coagulase positiva ou negativa (JAY,
2005). A prova da coagulase é utilizada para identificar Staphylococcus aureus
em alimentos. Staphylococcus aureus € uma das espécies patogénicas mais
comuns associadas aos alimentos, devido producdo de enterotoxinas nos
alimentos. Toxinas estas frequentemente associadas aos surtos de intoxicacéo
alimentar. Por essa bactéria estar frequentemente presente na pele e mucosa
humana, sua presenca nos alimentos € um indicador de manipulacdo
inadequada dos mesmos (SILVA JR, 2002).
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A microbiota psicrotrofica de carnes e derivados pode se multiplicar em
temperaturas iguais ou inferiores a 0 C, sendo ela s responsaveis por grande
parte das alteracbes dos produtos refrigerados. Apesar dos micro-organismos
psicrotréficos ndo serem considerados um fator determinante na qualidade de
linguica frescal, se presentes, podem atuar como indicativo de deterioracao
microbioldgica, e o0 aumento de sua contagem resulta em perda de qualidade
do produto (JAY, 2005).

Como a linguica é mantida em ambientes refrigerados, a microbiota de
superficie sera dominada por organismos capazes de se multiplicar em
temperaturas de refrigeragcdo (JAY, 2005). A microbiota psicrotrofica de
produtos cérneos, como a linguica, sera composta predominantemente por
bactérias Gram negativas causadoras de putrefacdo quando em ambiente
aerdbico, enquanto que em ambiente anaerdbico, como embalagens a vacuo
ou com atmosfera modificada com alto teor de dioxido de carbono, essa
microbiota sera composta por bactérias laticas ndo putrefativas (SOFOS,
2008).

Um primeiro indicio de alteracdo da linguica frescal € a producédo de
odores desagradaveis, perceptiveis quando o namero de micro-organismos
existentes alcanca em torno de 10’ UFC/g. Neste momento observa-se
aumento do pH e de compostos como amoniaco e aminas, decorrentes do
metabolismo bacteriano (SILVEIRA, 2012). Quando a populacdo de micro-
organismos atinge em torno de 10® UFC/g, aparece um outro indicio de

alteracdo na carne, através da formacgéo de uma limosidade superficial.

2.4.2 Aspectos fisico-quimicos de linguicas frescais
2.4.2.1 Oxidagéo lipidica

A oxidacao lipidica € o termo utilizado para descrever uma sequéncia
complexa de alteracbes quimicas resultantes da interacdo de lipidios com o
oxigénio. Este processo pode ocorrer por mecanismos quimicos ou enzimaticos
(FIGUEIRO, 2013). A auto-oxidacdo é um processo quimico, considerado o
principal mecanismo de oxidagdo dos 6leos e gorduras e ocorre atraves da
reacdo do oxigénio com &cidos graxos insaturados (ORDONEZ, 2005).
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Hidroperoxidos séo considerados os produtos mais importantes da reacao
inicial obtidos da oxidacdo lipidica. Os produtos oriundos de sua
decomposicdo, como malonaldeidos, cetonas, alcoois, hidrocarbonetos e
acidos sdo de extrema importancia para a qualidade dos alimentos tendo em
vista as alteracbes sensoriais que exercem nos mesmos (GEORGANTELIS,
2007; ARAUJO, 2011).

Os produtos da oxidagdo lipidica sdo indesejaveis, ndo somente pela
producdo de odores e até mesmo alterando coloracdo caracteristica dos
produtos, mas também pela destruicdo de constituintes essenciais,
ocasionando um decréscimo do valor nutricional dos alimentos e a formagéo de
compostos toxicos durante o processamento como alcoois, aldeidos, cetonas
ésteres e outros hidrocarbonetos (CAMPAGNOL et al., 2011).

O malonaldeido, produto oriundo da oxidacéo lipidica, tem sido muito
utilizado como um modelo para quantificacdo dos produtos secundérios da
oxidacdo. Por meio de sua reacdo com o &cido tiobarbitarico (TBA), forma-se
um composto de coloracéo résea, utilizado para detectar o nivel de oxidacao
dos produtos alimenticios, principalmente os carneos (CAMPAGNOL et al.,
2011).

Para se evitar a oxidagdo ha a necessidade de se manter ao minimo os
niveis de temperatura e luz, que sao os responsaveis pelo desencadeamento
do processo de formacdo de radicais livres. Ainda é necessario evitar a
presenca de tragos de metais, contato com o oxigénio e bloquear a formagéo
dos radicais livres por meio do emprego de antioxidantes (ARAUJO, 2011).

Antioxidantes sdo compostos que podem prevenir ou retardar o processo
oxidativo causados pelos radicais livres e pelas espécies reativas ao oxigénio
em alimentos, postergando a deterioragéo, rancidez e descoloracao decorrente
da autoxidagdo. Estas mudancas levam a deterioracdo do sabor, aroma e
coloracao dos alimentos, itens importantissimos na observacdo do consumidor
por ocasido da aquisicdo (CAMPAGNOL et al., 2011).

Os antioxidantes podem ser sintéticos ou naturais. Os primeiros tém como
representantes compostos fendlicos sintéticos como o butil hidroxitolueno
(BHT) e butil hidroxianisol (BHA). Contudo, h4 uma preocupagdo com a

utilizacdo desses antioxidantes sintéticos devido a relatos sobre efeitos
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negativos, como carcinogenicidade. E € nesse contexto que os antioxidantes
naturais, como tocoferol, polifendis e pigmentos carotenoides, tém apresentado
uma grande relevancia na protecdo contra oxidacdo lipidica, pois sé&o
compostos seguros e atoxicos ao organismo humano (GEORGANTELIS,
2007).

Com a consideravel preocupacdo nos ultimos tempos de se substituir
aditivos sintéticos por naturais, demanda mundial por alimentos mais
saudaveis, antioxidantes naturais vém ganhando espaco, especialmente 0s

antioxidantes obtidos de plantas medicinais e ervas (VALENCIA et al., 2008).

2.4.2.2 Cor instrumental

A cor €& a primeira caracteristica sensorial apreciada pelo consumidor.
Essa impressdo Optica € relacionada de imediato com diversos aspectos
ligados a qualidade ao grau de frescor. Assim, 0 aspecto exterior pode ser
associado ao tempo de armazenamento e a vida Gtil do produto (ORDONEZ,
2005).

A mioglobina € o principal pigmento responsavel pela cor da carne. A
molécula de mioglobina é formada por uma porcdo proteica, denominada
globina, e por um grupo prostético de natureza nao-proteica. Este ultimo é um
grupamento heme, denominado ferro portoporfirina IX (ORDONEZ, 2005).

Na auséncia de oxigénio (O;), a mioglobina encontra-se na forma de
desoximioglobina, apresentando coloracdo roxa. Quando a carne é exposta a
atmosferas ricas em O,, a desoximioglobina passa para o estado de
oximioglobina e desenvolve a coloracdo vermelho brilhante. Ao longo de uma
continua exposicao ao O,, ha oxidacdo da oximioglobina em metamioglobina,
sendo extremamente indesejavel para a atratividade da carne, devido sua
coloracdo marrom (KENNEDY et al., 2004).

Em produtos carneos, como as linguicas, que recebem sais de cura em
sua composicdo, os sais de nitrito de sodio e/ou potassio, reagem com a
mioglobina, transformando-a em metamioglobina. O sal aumenta a capacidade
de oxidagao da mioglobina e reduz a tensao superficial do oxigénio da carne,
promovendo a oxidacdo do pigmento. O Oxido nitrico combinado com a

metamioglobina origina a nitrosometamioglobina, que pode reduzir-se a
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nitrosomioglobina (pigmento da carne curada sem acdo do calor) (DAGUER,
2005).

2.4.2.3 pH

Grande parte dos alimentos frescos, como carnes e derivados,
apresentam pH ligeiramente &cido, em torno de 5,0 a 6,5. Valores de pH serédo
influenciados nas carnes por diversos fatores, entre eles, espécie animal em
questao, tipo de musculo, temperatura em gue ocorre processo post-mortem e
fatores de estresse (ORDONEZ, 2005).

A velocidade de reducdo do pH apds o abate € importante, pois
influencia a qualidade da carne e seus derivados. O pH desempenha um
importante papel na capacidade de retencdo de agua, perda de peso ao
cozimento e na forca de cisalhamento. O baixo pH pode causar inibicdo da
atividade de enzimas proteoliticas, desnaturacdo de proteinas miofibrilares e
encurtamento excessivo do sarcOmero, que torna a carne mais dura com
menor capacidade de retengcdo de agua (GOU et al., 2002).

Assim, o pH de um embutido frescal como a linguica, pode variar em
torno de 5,6 a 6,4, dependendo da qualidade da matéria-prima carnea que foi
utilizada em sua formulacdo, além de aditivos intencionais que possam ser
adicionados aos produtos para conferir alguma caracteristica especifica
(PARDI, 1996).

O género Pseudomonas é um dos principais causadores da deterioracao
de carnes e derivados em aerobiose sob refrigeracdo, isso devido sua aptidédo
proteolitica. Essa protedlise gera formacao de muco e altera a consisténcia da
carne. Neste caso o pH tende a se alcalinizar em funcdo de compostos
formados, como aménia, que facilitard o desenvolvimento de outros micro-
organismos (JAY, 2005).
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CAPITULO 3

3 Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais cont ra E. coli O157 in vitro

(Antimicrobial activity of essentials oils against E. coli O157 in vitro)

RESUMO

Antimicrobianos naturais sdo alternativas aos conservantes tradicionais para a
preservacdo de alimentos. Alinhados as novas demandas de mercado, séo
obtidos a partir de plantas aromaticas ricas em 06leos essenciais. Em alimentos
seu uso é prospectado principalmente para a conservacao devido a sua acao
inibitéria sobre o0 crescimento microbiano. Entre 0s micro-organismos
emergentes, causadores de enfermidades transmitidas por alimentos, est&o
cepas patogénicas de E. coli como E. coli O157, mundialmente associada a
surtos alimentares. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro dos 6leos essenciais de alho, do carvacrol (um dos
principais componentes do 6leo essencial de orégano), do cinamaldeido
(principal constituinte do 6leo essencial de canela) e do isotiocianato de alila
(ITA - um dos principais componentes do 6leo essencial de mostarda) frente a
um pool de cepas de E. coli O157. A Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e a
Concentracao Bactericida Minima (CBM) dos 6leos essenciais, isoladamente e
em combinacao, contra E. coli O157 in vitro foram determinadas pela técnica
de diluicdo em tubos. Todos os 6leos essenciais testados mostraram atividade
inibitéria sobre E. coli O 157, sendo da menor para a maior dose, ITA,
cinamaldeido, carvacrol e 6leo de alho. As menores doses individuais dos
Oleos essenciais para inibicdo de E. coli 0157 foram obtidas para ITA e
cinamaldeido, 50 ppm e 100 ppm respectivamente. Contudo, no uso conjunto
dos o6leos essenciais, a combinacdo de ITA e 6leo de alho foi a Unica que
apresentou efeito sinérgico contra o patégeno. O emprego da combinacdo de
ITA e 6leo de alho mostra-se promissora para uso em alimentos, sendo

eficiente na inibicdo de E. coli O 157.

Palavras-chave: Oleos essenciais, concentracdo inibitéria minima, E. coli

0157:H7, sinergismo.
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ABSTRACT

Natural antimicrobials are alternatives to traditional food preservatives. Aligned
to the new demands of the consumer market, these compounds are made from
herbs and spices, rich in essential oils. Among the emerging micro-organisms
that cause foodborne diseases in humans are pathogenic strains of E. coli such
as E. coli 0157, associated with foodborne outbreaks worldwide. The objective
of this study was to evaluate the in vitro activity of essential oils, carvacrol (
major component of essential oil of oregano), cinnamaldehyde (main
constituent of cinnamon essential oil), allyl isothiocyanate (ITA - a major
component of essential oil of mustard) and garlic oil against a pool of E. coli
0157. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) of the essential oils, alone and in combination, against E.
coli O157 were determined in vitro by the tube dilution technique. All essential
oils tested showed inhibitory activity against E. coli O 157, with the lowest to the
highest dose, ITA, cinnamaldehyde, carvacrol and garlic oil. The smaller single
doses of essential oils to inhibit E. coli O157 were obtained for ITA and
cinnamaldehyde, 50ppm and 100ppm respectively. However, when tested in
combination, garlic oil and ITA was the only one that showed a synergistic effect
against the pathogen. The use of a combination of garlic oil and ITA shown to
be promising for use in food, being effective in inhibition of E. coli 157.

Keywords: Essencial oils, Minimum Inhibitory Concentration, E. coli O157:H7,

sinergism.

3.1 INTRODUCAO

A despeito de todos os avancos tecnoldgicos ocorridos nos processos de
producdo de alimentos, ainda € comum a ocorréncia de surtos por doencas
transmitidas por alimentos (KIM et al., 1995). Geralmente as bactérias sdo as
principais responsaveis pela deterioracdo ou contaminacdo de carnes e
derivados, em funcéo da alta atividade de agua, pH proximo da neutralidade e
por possuirem riqueza de nutrientes (ORDONEZ, 2005).

No ano de 2013, as doencas transmitidas por alimentos foram um

importante problema de saude publica nos EUA, demonstrando através de
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resultados de estatisticas que medidas preventivas precisam ser encontradas.
Tais estatisticas revelaram pouco mais de 19000 casos de doencgas
transmitidas por alimentos, com 4200 hospitalizacdes e 80 mortes. Destes,
casos de E. coli chegam perto de 30% do total das estatisticas (CDC, 2013).

Para controlar o desenvolvimento de micro-organismos patogénicos e
deterioradores nos produtos carneos, torna-se indispensavel o uso de aditivos
conservadores (SEBRANEK; BACUS, 2007). Contudo, com a atual demanda
dos consumidores por produtos saudaveis, a industria de alimentos vem
buscando alternativas para substituir 0s conservantes sintéticos por
conservantes naturais, sem comprometer a qualidade do produto final (NEGI,
2012).

Dentre essas alternativas, destacam-se 0s Oleos essenciais por suas
comprovadas acfes antimicrobianas (HYLDGAARD et al., 2012; NEGI, 2012;
TAJKARIMI et al., 2010; BURT, 2004) . A atividade antimicrobiana dos 0leos
depende da composicdo de cada um, sendo uma importante caracteristica
destes a hidrofobicidade, que lhes permite interagir com lipidios das
membranas celulares bacterianas e mitocondrias, causando disturbios nessas
estruturas, deixando-as mais permeaveis. Perda de ions e de outros
componentes celulares podem ocorrer, em maior ou menor grau, que
determinardo a morte celular (HELANDER et al., 1998; CARSON et al., 2002;
BURT, 2004).

Componentes dos 0Oleos essenciais podem ainda agir em proteinas da
membrana citoplasmatica bacteriana. Enzimas como ATPases sédo
sabidamente localizadas na membrana citoplasmatica circundadas por
moléculas de lipidios. Moléculas lipofilicas de hidrocarbonos dos Oleos
essenciais podem se acumular na bicamada lipidica, distorcendo a interagédo
lipidio-proteina. Ainda direta interacao entre componentes lipofilicos com partes
hidrofobicas das proteinas pode ocorrer, modificando estrutura celular (BURT,
2004).

A acdo antimicrobiana do 6leo de orégano (Origanum vulgare L.) e do
O0leo de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) tem sido relatada por
diversos autores (KIM et al., 1995; GUTIERREZ et al., 2008; OROOJALIAN et

al., 2010). Apesar de sua acdo antimicrobiana efetiva, os 0leos essenciais de
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orégano e de canela apresentam odor acentuado, que dificulta seu uso em
alguns alimentos. Diante disso, sugere-se a aplicagdo combinada de Oleos
esséncias em concentragfes sub-inibitdrias individuais para suavizar os odores
peculiares de cada 6leo e permitir a potencializacdo de sua acédo conservadora
(NEGI, 2012). Dentre os 6leos com potencial aplicacdo em carnes e derivados,
os 6leos de mostarda e de alho sado alternativas interessantes, pois, por serem
geralmente utilizados como condimentos nos produtos carneos, ndo causariam
alteracOes sensoriais significativas nesses produtos quando utilizados em
doses bacteriostaticas e bactericidas (GUTIERREZ et al., 2008).

Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito inibitorio in vitro de
carvacrol (um dos principais componentes do 6leo essencial de orégano), do
cinamaldeido (principal componente do o6leo essencial de canela), do
isotiocianato de alila (um dos principais componentes do 6leo essencial de
mostarda) e do Oleo essencial de alho contra um pool de cepas de E. coli
0157.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 COMPOSTOS QUIMICOS E CEPAS BACTERIANAS
Os oleos essenciais carvacrol, cinamaldeido e isotiocianato de alila
foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich Chemical Co, Inc. (St. Louis, EUA).
O 6leo de alho foi adquirido da empresa Zhengzhou Sigma Chemical Co., LTD.
(Henan, China) com concentracdo de 55,2% de alicina, principal componente
de acéo antimicrobiana do alho.
As cepas de E. coli 0157 (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. Essas

cepas nao produzem shiga-toxina.

3.2.2 PREPARO DO INOCULO BACTERIANO
As cepas de E. coli O157 foram mantidas congeladas em solucédo de
caldo TSB (Trytone Soya Broth — Himedia Laboratories Pvt. Ltd, Mumbai, india)

+ glicerol (proporcdo de 75:25) a -80 C. A cada 30 dias, as cepas eram
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reativadas em caldo TSB a 37 T por 24 horas e mantidas a 4 € para a
composicao do pool.

O pool das cepas de E. coli O157 foi constituido pela pipetagem de 100
puL de cada cepa isolada, mantida em caldo TSB, em 9,5 mL de caldo TSB
estéril com pH ajustado em 6,0. Essa preparacao era incubada em estufa a 37
T por cerca de 5 horas até a obtencdo de populacdo microbiana com
contagem de células entre 10’ a 10° UFC/mL verificada em comparacdo com a
curva de crescimento realizada através de espectofotometro (Milton Roy,

Spectronic 21D, USA), previamente definida para o pool de E. coli 0157.

3.2.3 DETERMINACAO DE CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) e
CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM) DOS OLEOS ESSENCIAIS
CONTRA E. coli 0157

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos Oleos essenciais foi
determinada pela técnica de diluicdo em caldo (CLSI, 2009). A concentragédo do
Oleo essencial mais baixa que ndo apresentou crescimento microbiano visivel
(turvacdo) ou crescimento em placa nas primeiras 24 horas de incubacao foi
considerada a CIM. A mais baixa concentragdo do 6leo essencial que nao
apresentou crescimento microbiano visivel (turvacao) ou crescimento em placa
em 72 horas de incubacéo foi considerada como Concentracdo Bactericida
Minima (CMB).

Para determinar a CIM e a CMB de cada Oleo, primeiramente foi
preparada uma solucdo mae contendo 20 uL do 6leo desejado com 980 pL de
dimetilsulféxido (DMSQ) para facilitar sua solubilizacdo. Foi utilizada dose
maxima de 2% de DMSO, pois acima disto, este pode se tornar toxico para a
célula bacteriana. A partir desta solugdo, foram preparados 5 tubos de
contendo 80 pL do in6culo, composto pelo pool de E. coli 0157, juntamente
com caldo TSB ajustado a pH 6,0 e a quantidade de solucdo mée

correspondente a cada concentracao do Oleo.

Em seguida, os tubos foram incubados em estufa a 37 C por 24 horas.
ApoOs esse periodo, o0s tubos cujas concentragcdes ndo apresentaram turvacao
visivel foram considerados como a CIM. Aliquotas de 100 ul do conteudo

desses tubos foram posteriormente semeadas em agar PCA (Agar Padr&o para
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Contagem, Neogen Corporation, Michigan, USA). As placas foram incubadas
em estufa a 37 T por mais 24 horas para averiguar o crescimento bacteriano e
caso néo houvesse crescimento de colonias, a dose utilizada era considerada
como CBM. As determinacdes foram realizadas em duplicata e experimento foi

repetido duas vezes gerando um n=4.

Para a determinacédo de CIM e CBM do dOleo de alho foi necessario ajustar
a metodologia descrita anteriormente, visto que a simples adi¢cado da solucdo do
0leo ao caldo provocava turvacdo. Dessa maneira, foi necesséria a contagem
em placa para se conhecer a populacgéo inicial do inoculo e a populacdo apoés a
exposicdo ao antimicrobiano. Os tubos contendo caldo TSB, inoculo e
diferentes concentracdes do 6leo de alho foram incubados a 37 C por 24
horas. Apos esse periodo foi realizada a diluicdo seriada e o plaqueamento em
agar PCA. As placas foram incubadas a 37 C por 24 horas para a contagem
das colbnias. A dose de 6leo de alho que apresentou reducdo de 1 log UFC/
mL na contagem do inoculo em relacdo a contagem do controle apds 24 horas
de incubacao foi considerada como CIM e a redugéo de 3 log UFC/mL ou mais,
ou seja, reducdo de 99,9% da populacdo em relacdo ao indculo inicial, foi
considerada como CBM (BURT, 2004).

3.24 DETERMINAQAO DO EFEITO ANTIMICROBIANO DE COMBINAQC)ES
DOS OLEOS ESSENCIAIS CONTRA E. coli 0157

Com o intuito de verificar a existéncia de efeito aditivo ou sinérgico entre
os Oleos, o carvacrol, o cinamaldeido e o Oleo de alho foram testados em
combinagdo com o isotiocianato de alila, visto que esse ultimo foi o 6leo que
mostrou as menores CIM e CBM isoladamente contra E. coli O157.

A partir dos resultados de CIM obtidos para carvacrol, cinamaldeido e
ITA isoladamente, as doses foram reduzidas em 1/2, 1/4 e 1/8 e testadas em
combinagao.

Em virtude do intenso aroma do 6leo de alho e vislumbrando seu uso em
linguica frescal, as doses de CIM foram reduzidas em 1/8, 1/16 e 1/32 e
testadas em combinacédo com doses de 1/2, 1/4 e 1/8 de CIM de ITA.

O procedimento utilizado para o estudo dos 6leos em combinacao foi o

mesmo descrito para a determinacdo de CIM dos 6leos individualmente, em
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caldo TBS com incubacao a 37 € por 24 horas, e avaliacédo pela turvacédo do

meio.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentragdo inibitéria minima e a concentragéo bactericida minima dos
Oleos testados frente ao pool de E. coli 0157 estédo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. CIM e CBM do carvacrol, cinamaldeido, isotiocianato de alila e 6leo
essencial de alho frente ao pool de E. coli 0157 in vitro

Oleo Essencial CIM CBM
Carvacrol 200 ppm 400 ppm
Cinamaldeido 100 ppm 400 ppm
Isotiocianato de alila 50 ppm 200 ppm
Oleo de alho (55,2% alicina) 200 ppm NE

CIM = concentragdo inibitéria minima, CBM = concentracdo bactericida minima, NE = néo
encontrado

Os odleos essenciais mais ativos frente ao pool testado de E. coli O157
foram o cinamaldeido e o isotiocianato de alila, com as menores concentracdes
inibitérias. Para efeito bactericida, o 6leo que demonstrou melhor atividade foi o
isotiocianato de alila (ITA). Em relagdo ao 6leo de alho, ndo foi encontrada a
CBM. Testes para determinagdo da CBM desse 0leo foram realizados até a
concentracdo de 800 ppm, e nessa dose ndo houve a reducdo de ao menos 3
log UFC/ mL do patégeno alvo. Dessa forma, devido a alta dose necessaria e
da provéavel inviabilidade da utilizagdo do 6leo de alho em matriz alimentar na
concentracao bactericida, pela repercussao sensorial negativa que sua adicéo
provocaria, optou-se por ndo testar doses maiores que 800 ppm para encontrar
o valor de CBM.

Os resultados do uso combinado dos 0leos essenciais contra E. coli 0157

estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Efeito da combinacdo de diferentes 6leos essenciais frente ao pool
de cepas de E. coli 0157 in vitro

Oleos esséncias (ppm)

Efeito Testado cv CN AL TA Resultado

Aditivo ¥2 CIM 100 - - 25 Aditivo
Sinérgico ¥ CIM 50 - - 12,5 NS
Sinérgico % CIM 25 - - 6,25 NS

Aditivo Y2 CIM - 50 - 25 NA
Sinérgico ¥, CIM - 25 - 12,5 NS
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Sinérgico % CIM - 12,5 - 6,25 NS
Sinérgico 15 CIM AL + %2 CIM ITA - - 25 25 Sinergismo
Sinérgico /16 CIM AL + % CIM ITA - 12,5 12,5 Sinergismo
Sinérgico 13, CIM AL + % CIM ITA - 6,25 6,25 NS

CV = carvacrol, CN = cinamaldeido, ITA = isotiocianato de alila, AL = 6leo de alho, NS = nédo
houve efeito sinérgico, NA = ndo houve efeito aditivo

Estudos para avaliar o efeito sinérgico entre 6leos essenciais tém o intuito
de verificar a possibilidade de utilizacdo de quantidades menores de cada 6leo
para efeito antimicrobiano, causando menor impacto sensorial no produto
(SILVA, 2009). Com os resultados encontrados as melhores combinacdes
foram as que uniram o isotiocianato de alila com o 6leo de alho e o
isotiocianato de alila com o carvacrol. A interagdo que n&do se mostrou
interessante foi a do isotiocianato de alila com o cinamaldeido, demonstrando
gue em conjunto o efeito isolado de ambos ndo se somou e nem se repetiu.
Isso comprova que diferentes mecanismos de inibicdo de crescimento
bacteriano funcionam melhor na tentativa de reducao de doses, como € o0 caso
da alicina e do isotiocianato de alila, que por apresentarem em sua COmposi¢c&ao
compostos sulfurosos agem de forma diferente dos compostos fendlicos
carvacrol e cinamaldeido, pensando em futura aplicacdo em matriz alimentar.

Resultados similares aos obtidos neste estudo para a dose inibitoria de
cinamaldeido contra E. coli foram relatados por Pei et al. (2009) e Oussalah et
al. (2007), que encontraram valores de CIM de cinamaldeido entre 200 a 400
ppm. Ainda Pei et al. (2009) encontraram para carvacrol contra E. coli valor de
CIM de 400 ppm. Marino et al. (2001), observaram que o 6leo essencial de
orégano na concentracdo de 800 ppm inibiu totalmente a multiplicacdo de E.
coli O157:H7 in vitro.

No estudo realizado por Pei et al. (2009), foi encontrado como CBM do
cinamaldeido 1600 ppm e carvacrol 800 ppm contra E. coli, através da técnica
de diluicdo em caldo. Esses autores testaram também eugenol e timol, além do
carvacrol e cinamaldeido, concluindo que esses dois Ultimos 6leos essenciais
apresentaram efeitos individuais muito similares e juntos revelaram efeito
aditivo, mas néo sinérgico.

Martins et al. (2013), trabalhando com os 6leos essenciais de orégano,
tomilho, cravo e canela, observaram os melhores resultados de CBM frente a
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cepa de E. coli, na ordem de 500 ppm para os 6leos de orégano e tomilho. E
CBM na ordem de 2000 ppm para os 6leos de cravo e canela.

O cinamaldeido é conhecido por ter acdo inibitoria sobre E. coli e
Salmonella typhimurium em concentracdes parecidas com as do carvacrol, mas
nao desintegra a membrana externa e nem enfraquece o ATP intracelular
(HELANDER et al., 1998). Pei et al. (2009) afirmam que o cinamaldeido mostra
forte efeito bacteriano contra E. coli isoladamente, porém quando em conjunto
com outros compostos, estes efeitos ndo sao tdo evidentes. Essa afirmacéao foi
comprovada com o presente estudo.

Resultados divergentes entre autores podem ocorrer devido diferentes
métodos de estudo usados (difusdo em disco ou diluicdo em tubos). Além
disso, fatores como meio de cultura utilizado, pH deste, tempo de incubacéo,
volume do inOculo, tempo e temperatura de incubacdo, afetam
consideravelmente resultados destes tipos de experimentos. Diferencas
encontradas entre os diversos autores podem ser atribuidas ainda a fatores
inerentes ao Oleo utilizado, como fatores pré-colheita (variedade, condi¢des
ambientais, localizacdo) e diferencas nos metodos de extracdo dos 6leos, bem
como parte da planta que foi utilizada para a extracdo do 6leo (MARINO et al.,
2001; GUTIERREZ et al., 2008).

Luciano e Holley (2009) encontraram como CIM do isotiocianato de alila
frente a E coli O157:H7 o valor de 50 uL/L (ppm) em pH de 6,5. Ja em pH de
5,5 e 4,5, a dose encontrada foi de 25 pL/L (ppm), concluindo que o agente
antimicrobiano isotiocianato de alila possui melhor acdo em pH mais baixos. No
presente estudo, em pH 6,0, a CIM encontrada frente E coli O157 foi de 50
ppm, essa mesma dose inibitoria foi encontrada pelos autores acima citados
em pH 6,5.

Gutierrez et al. (2008), testaram a eficicia de alguns 6leos essenciais,
dentre eles o Oleo essencial de orégano, frente B. cereus, E. coli, L.
monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa, para verificacdo de efeitos
isolados e em conjunto, bem como interacbes com proteinas, lipidios e
carboidratos, pensando em futura aplicagdo em matrizes alimentares.
Constataram que h& melhor acdo dos 6leos essenciais em alimentos ricos em

proteinas e com pH mais acido. Verificaram também que interacdes entre
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diferentes Oleos essenciais permite reducdo de doses, diminuindo impacto
sensorial e controlando melhor bactérias que sdo mais resistentes aos
antimicrobianos naturais como € o caso de Pseudomonas sp.

Nesse mesmo estudo, as interagdes entre 0leo de orégano e tomilho, e
Oleo de orégano e manjericao, demonstraram efeito combinado melhor do que
guando avaliados isoladamente.

Nedorostova et al. (2009) trabalharam com Oleos essenciais, dentre eles
Oleo de alho e o6leo de orégano, frente bactérias Gram positivas e Gram
negativas. O Oleo de alho apresentou como CIM contra bactérias Gram
positivas médias de valores entre 80-100 ppm, e entre 250- 550ppm para
bactérias Gram negativas. Nesse estudo os autores afirmaram que baseado na
composicdo quimica dos Oleos essenciais, conclui-se que plantas contendo
compostos sulfurosos em sua composicdo sdo mais potentes, seguindo-se de
espécies que contenham timol e carvacrol.

Sasaki et al. (1999) num estudo testando atividade de alho em pé contra
E. coli 0157, concluiu que p6 obtido de alho novo € mais efetivo contra essa
bactéria, do que quando comparado com poé obtido de plantas com mais de
uma ano.

Uma hip6tese para o desenvolvimento de sinergismo entre agentes
antimicrobianos sobre E. coli foi proposta por Pei et al. (2009) em seu estudo
com carvacrol. Estes propuseram que como o carvacrol € uma molécula
hidrofébica e propensa a causar distdrbios na membrana externa de bactérias
Gram negativas, libera lipopolissacaridios e aumenta permeabilidade da
membrana citoplasmatica. Dessa forma o carvacrol desintegra membrana
externa da E. coli, fazendo com que outro 6leo essencial entre no citoplasma
da célula e se combine com proteinas e enzimas desativando-as, causando
assim o efeito sinérgico.

Essa mesma possibilidade em explicar efeito sinérgico foi citada por
Hyldgaard et al. (2012), que dizem que agentes antimicrobianos apresentando
diferentes modos de acédo, agem sobre diferentes sitios na célula bacteriana,
dependendo indiretamente um do outro, para efetivar sua acdo antimicrobiana

conjunta.
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3.4 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo comprovam a eficiéncia antimicrobiana dos
Oleos essenciais de alho, carvacrol, cinamaldeido e isotiocianato de alila (ITA)
sobre E. coli 0157 in vitro. As menores doses individuais dos 6leos essenciais
para inibicdo de E. coli O157 foram obtidas para ITA e cinamaldeido. Contudo,
no uso conjunto dos 6leos essenciais, a combinagéo de ITA e 6leo de alho foi a
Gnica que apresentou efeito sinérgico contra o patdégeno, em doses reduzidas
de 1/4 e 1/16 da CIM individual de ITA e de dleo de alho, respectivamente.
Dessa maneira, 0 emprego da combinacdo de ITA e 6leo de alho mostra-se
promissor em linguigas frescais, sendo eficiente em baixas doses na inibicdo
de E. coli O 157, minimizando a possibilidade de acarretar prejuizo sensorial ao

produto.
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CAPITULO 4

4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana e antioxida  nte do 6leo essencial
de alho e de isotiocianato de alila em linguica sui  na frescal inoculada com
E. coli 0157

(Evaluation of antioxidant and antimicrobial activity of garlic essential oil
and allyl isothiocyanate in fresh pork sausage inoculated with E. coli
0157)

RESUMO

Antimicrobianos naturais sédo alternativas aos conservantes tradicionais para a
preservacao de alimentos. Alinhados as novas demandas de mercado, sao
obtidos a partir de plantas aromaticas e especiarias ricas em 0leos essenciais.
As linguicas frescais sdo os derivados carneos mais produzidos e
comercializados no Brasil e devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, sédo
produtos altamente pereciveis e suscetiveis a contaminacdo microbiana. Entre
0S micro-organismos que podem contaminar as linguicas, o grupo das
enterobactérias destaca-se, pois pode ser veiculado pela matéria-prima carnea
e abrigar cepas patogénicas como E. coli O157, mundialmente associada a
surtos alimentares. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antimicrobiana e antioxidante da combinacdo de isotiocianato de alila (ITA) e
0leo de alho em massa de lingiica e em linguica suina frescal inoculadas com
E. coli O157. Os testes em massa de linguica foram realizados com diferentes
combinacgdes dos 6leos de alho e ITA. As massas foram inoculadas com o pool
de E. coli O157 e divididas em 5 tratamentos, sendo um controle, sem a adicéo
dos dOleos essenciais. Os produtos foram mantidos sob refrigeracdo, a 6 °C, por
um periodo de 20 dias, sendo realizadas, a cada 5 dias, a contagem de E. coli
0157 e a determinacdo de cor instrumental. Posteriormente, uma das
combinacdes de ITA e 6leo de alho foi testada em linguica frescal, inoculada
com E. coli O 157, e comparada a um lote controle, sem adi¢cdo dos Oleos
essenciais. As linguicas foram estocadas a 6 °C por 35 dias, sendo analisadas
a 7 dias para pH, cor instrumental, TBARS, contagem de E. coli 0157,

contagem de E. coli autoctone, de bactérias aerdbias mesofilas e de bactérias
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psicrotréficas. Os resultados foram analisados estatisticamente e as meédias
comparadas pelo teste de Tukey e teste t (P<0,05). Ao longo do periodo de
estocagem, verificou-se reducdo na contagem de E. coli O157 em
aproximadamente 2 log UFC/g tanto no teste com massa de linguica quanto na
linguica que recebeu adicdo dos 6leos (125 ppm de AO e 250 ppm de ITA).
Também houve diferenca significativa (P<0,05) na cor instrumental entre 0s
tratamentos adicionados da combinacdo de ITA e 6leo de alho e o tratamento
controle, verificando maior estabilidade da cor vermelha e menor descoloracéo
nos grupos adicionados dos Oleos essenciais. O efeito antioxidante dos 0Oleos
essenciais na linguica frescal também foi comprovado pelos menores valores
de TBARS em comparacdo ao controle. Controle iniciou com 0,02mg mda/Kg
chegando ao término do experimento com 0,15mg mda/Kg, enquanto que o
grupo tratado com os Oleos os valores de mda permaneceram na ordem de
0,08mg ao longo do experimento. Para o crescimento de bactérias
psicrotroficas em linglica frescal ndo foi observada diferenca significativa entre
0 grupo adicionado dos Oleos essenciais e o controle, contudo, a acéo
antimicrobiana da combinacéo de 250 ppm de ITA e 125 ppm de 6leo de alho
em linguica frescal foi comprovada sobre o crescimento de bactérias mesoéfilas
(P<0,05). A adicdo combinada do 6leo essencial de alho e de ITA, nas
concentracbes estudadas, representa uma alternativa como agente

conservante e antioxidante em linguica suina frescal.

Palavras-chave: linguica frescal, 6leo essencial de alho, isotiocianato de alila,

E. coli O157:H7, atividade antimicrobiana, atividade antioxidante.

ABSTRACT

Natural antimicrobials are considered as alternatives to the traditional food
preservatives. Aligned to the new demands of the consumer market, these
compounds are made from herbs and spices, rich in essential oils. Fresh pork
sausages are the most produced and marketed meat products in Brazil.
Because of their physical-chemical characteristics, they are highly perishable
and susceptible to microbial growth. Among the micro-organisms that can

contaminate fresh sausages, the group of enterobacteria stands out as one of
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the most important, since it can be transmitted by the raw material and harbor
pathogenic strains such as E. coli O157. The objective of this study was to
evaluate the antimicrobial and antioxidant activities of combinations of allyl
isothiocyanate (ITA) and garlic oil in bulk sausage and fresh pork sausage
inoculated with E. coli O157. Differente AIT and garlic oil combinations werw
chosen to be tested in bulk sausages inoculated with a pool of E coli O157. Bulk
sausages were distributed into 5 treatments, including a control test, without the
addition of essential oils. They were kept under refrigeration at 6 °C for a period
of 20 days. At 5 day intervals, count of E. coli O157 and determining of
instrumental color were performed. One of the combinations of ITA and garlic oil
used in bulk sausage was chosen to be tested in embedded fresh pork sausage
inoculated with E. coli 157, and compared to a control batch without addition of
essential oils. Sausages were stored at 6 °C for 35 days. At 7 day interval, pH,
instrumental color, TBARS, counts of E. coli O157, counts E. coli
autochthonous, mesophilic aerobic bacteria and psychrotrophic bacteria were
assessed. The results were statistically analyzed and means were compared by
Tukey test and t test (P <0.05). Throughout the storage period, there was a
reduction in the count of E. coli O157 in approximately 2 log CFU / g in both the
bulk and the pork sausage that were additioned oils (125ppm garlic oil and
250ppm of AIT). There was also a significant difference (P <0.05) in
instrumental color among bulk sausages treated with AIT and garlic oil and the
control. Treated sausages showed higher red color values (a*) and lower
discoloration values (h). The antioxidant effect of the essential oils in fresh
sausages was also evidenced by lower TBARS values compared to the control
group. Control group started with 0.02 mg MDA/kg nearing the end of the
experiment with 0.15 mg MDA kg, whereas the group treated with oils MDA
values remained in the range of 0.08 mg throughout the experiment. With
regard to the psychrotrophic bacteria growth there was no significant difference
between the sausages with essential oils and the control group, however, the
antimicrobial effect of the combination of 250 ppm of AIT and 125 ppm of garlic
oil was proven on the growth of mesophilic bacteria (P <0.05). The combination
of garlic essential oil and AIT might be used as a natural preservative and

antioxidant agent in fresh pork sausage.



Key words: Garlic oil. Allyl isothiocyanate. Pork fresh sausages. Natural

preservative. Antioxidant.

4.1 INTRODUCAO

As linguicas frescais séo bastante populares no Brasil e sua producao
representa 40% do mercado de derivados carneos brasileiro. O processo de
fabricacdo de linguica € geralmente simples, ndo exigindo tecnologia
sofisticada. Contudo, devido a sua elevada atividade de agua e nao serem
submetidas a tratamento térmico durante o processamento, as linguicas
frescais sdo suscetiveis a deterioracdo microbiana e normalmente apresentam
reduzida vida de prateleira (TERRA, 1998; SILVEIRA, 2012).

Escherichia coli destaca-se entre 0s principais micro-organismos
envolvidos em doencas transmitidas por alimentos no Brasil. Essa espécie
pode abrigar cepas patogénicas como o sorotipo E. coli 0157, o qual tem sido
associado a surtos alimentares envolvendo derivados carneos relatados
mundialmente nos ultimos anos (DONTOROU et al., 2003; SALLAM et al.,
2004; NORMANNO et al., 2004; DOUROU et al., 2009).

Na fabricacdo da linguica, os aditivos conservadores como 0s sais de
cura compostos por sais de nitrito (NO2) e/ou nitrato (NO3) sdo empregados
para inibir o crescimento microbiano indesejavel da bactéria Clostridium spp..
Esses sais também tém efeito positivo na cor do produto, pois conferem cor
avermelhada bastante atrativa, na prevencdo da oxidacdo lipidica e na
promocao de sabor e aroma. Contudo, a acao antimicrobiana do nitrito ndo €
eficaz contra patdégenos entéricos gram-negativos, tais como Salmonella e
Escherichia coli (TOMPKINS, 2005; SEBRANEK, BACUS, 2007). Aliado ao fato
de que o uso excessivo de sais de cura em produtos carneos pode ser
prejudicial a saude do consumidor, devido possivel interacdo destes com
aminas secundarias (tornando-se compostos com potencial toxico e até mesmo
carcinogénico), verifica-se a crescente demanda por alimentos com menor teor
de aditivos sintéticos, mas sem comprometer a seguran¢a no consumo desses
alimentos (ARAUJO & RODRIGUES, 2008; TAJKARIMI, 2010).
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Nesse sentido, a adicdo de compostos naturais com acado antimicrobiana
na fabricacdo de linguica frescal pode ser uma estratégia para 0 aumento de
sua seguranca e saudabilidade (TRAJANO et al., 2009; MATHENJWA et al.,
2012).

Entre esses compostos, 0s 0leos essenciais extraidos de plantas tém sido
estudados como potenciais conservantes naturais para uso em alimentos
(LEMAY et al.,, 2002; KANATT et al.,, 2008; MATHENJWA et al., 2012;
CORDEIRO et al., 2013). Porém, quando aplicados em alimentos com intuito
de inibir o crescimento de micro-organismos especificos, os 0leos essenciais
tém sua atividade reduzida pela interagcdo com os componentes dos alimentos,
como gorduras e proteinas (GUTIERREZ et al., 2008). Dessa forma, ha
necessidade de aumentar as doses antimicrobianas definidas in vitro.
Adicionalmente, por sua caracteristica aromatica, os 6leos essenciais, quando
usados como conservantes, podem alterar o sabor e aroma dos produtos
carneos. Dessa forma, o uso de 0leos essenciais extraidos de condimentos
tradicionalmente utilizados na formulacdo de linguica frescal pode minimizar
esses efeitos adversos (TAJKARIMI, 2010).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana e
antioxidante do 6leo essencial de alho e do isotiocianato de alila em linguica

suina frescal inoculada com E. coli O157.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Compostos quimicos

O isotiocianato de alila foi obtido da empresa americana Sigma Aldrich
Chemical Co, Inc. (St. Louis, USA). O 6leo de alho foi adquirido da empresa
chinesa Zhengzhou Sigma Chemical Co, LTD. (Henan, China), com
concentracdo de 55,2% de alicina, principal componente de acéo

antimicrobiana do alho (padrdo especificado pelo fabricante).

4.2.2 Cultura bacteriana
As cepas de E.coli 0157 utilizadas no experimento (E. coli O157:H7 02-
0627, 02-0628, 00-0381, 02-0304, E. coli O157:NM 02-1840 nao produtoras de
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Shiga Toxina) foram cedidas pelo Professor Richard A. Holley, do
Departamento de Ciéncia de Alimentos, da Universidade de Manitoba,
Winnipeg, Canada.

As cepas de E. coli O157 foram mantidas congeladas em solugcéo de
caldo TSB (Tryptone Soya Broth — Himedia Laboratories Pvt. Ltd, Mumbai,
india) + glicerol (proporgéo de 75:25) a - 80 . A cada 30 dias, as cepas eram
reativadas em caldo TSB a 37 € por 24 horas e mantidas a 4 € para a
composicao do pool.

O pool das cepas de E. coli 0157 foi constituido pela pipetagem de 100
uL de cada cepa isolada, mantida em caldo TSB, em 9,5 mL de caldo TSB
estéril com pH ajustado em 6,0. Essa preparacao era incubada em estufa a 37
T por cerca de 5 horas até a obtencdo de populacdo microbiana com
contagem de células entre 10’ a 10® UFC/mL verificada em comparacdo com a
escala de Mac Farland e com a curva de crescimento realizada em
espectofotdmetro (Milton Roy, spectronic 21D, USA), previamente definida para
o pool de E. coli O157.

4.2.3 Elaboracéo de linguica suina frescal adicionada de 6leos essenciais

4.2.3.1 Teste preliminar em massa de linguica

As concentracfes dos Oleos usadas no teste com massa de linglica
foram definidas apds realizacdo de prévio experimento onde se buscou
identificar as CIM e CBM in vitro de ambos os 6leos frente ao pool de E. coli
0157.

Em experimento preliminar in vitro foram encontradas como CIM e CBM
de o6leo essencial de alho frente ao pool de E. coli 0157, 200 e 400 ppm,
respectivamente, e de ITA, 50 e 200 ppm, respectivamente. Na tentativa de se
buscar um efeito antibacteriano sinérgico entre os antimicrobianos, essas
doses foram reduzidas, sendo constatado efeito contra E. coli O 157 nas doses
de 25 ppm e 12,5 ppm de ITA e de 25 ppm e 12,5 ppm de 06leo de alho.

Tendo em vista que para manutencdo dos resultados encontrados in vitro
a concentracdo de Oleos essenciais deve ser aumentada quando usada em
matrizes alimentares (GUTIERREZ et al., 2008; BURT, 2004), para tanto, as
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concentracdes dos 6leos essenciais foram aumentadas 10 vezes para teste da
atividade antimicrobiana em massa de linguica frescal inoculada com o pool de
E. coli O157 (Tabela 1).

Cinco lotes de linguica suina frescal foram elaborados no Laboratério de
Tecnologia de Produtos Agropecuarios da PUCPR, em S&o José dos Pinhais,
Parana, de acordo com formulacao industrial apresentada na Tabela 2.

Tabela 1. Doses dos 0leos essenciais testadas em massa de linguica suina
frescal

Componentes Tratamentos

Controle 1 2 3 4
Oleo de alho (ppm) - 125 250 125 250
ITA (ppm) - 125 125 250 250

ITA = isotiocianato de alila

Tabela 2. Formulacdo de linguica suina frescal

Ingredientes/ Aditivos Quantidade

g %
Carne suina magra (pernil) 1386 92,4
Agua 37,5 2,5
Sal (NaCly* 37,5 2,5
Estabilizante (polifosfato de sodio)* 15 1
Antioxidante (eritorbato de sédio)* 12 0,8
Condimento comercial para linglica* 7,5 0,5
Realcador de sabor (glutamato monosaédico)* 3,75 0,25
Sal de cura (sal e nitrito de sédio)* 0,75 0,05
Total 1500 100

* Marca BRC Ingredientes, Rio Claro, SP, Brasil

Foi produzido 1,5 kg de massa linguica para cada tratamento. A carne
suina do corte pernil foi moida em moedor elétrico (Modelo PC-10, Eccel
Metalurgica, Brusque, SC, Brasil) utilizando-se disco de 8 mm de diametro e
posteriormente acondicionada em bandejas plasticas previamente higienizadas
e sanitizadas com alcool 70%. Os ingredientes secos foram adicionados e
misturados manualmente a massa por 2 minutos até completa
homogeneizacéao.

Posteriormente, foi adicionado a massa 15 ml de in6culo previamente
preparado, mediante mistura manual por 2 minutos. Ao final, foram adicionados
0s 6leos essenciais de alho e isotiocianato de alila nas concentra¢des descritas
acima. Apds nova mistura manual por 2 minutos, as massas foram divididas em

porcbes de aproximadamente 100 g e acondicionadas em sacos plasticos
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estéreis (LB — Laborclin, modelo 570671, Vargem Grande, Pinhais, Parana,
Brasil) devidamente identificados. As embalagens com as massas preparadas
foram estocadas a 6 T em camara B.O.D. (Fanem, 347 CD, Sao Paulo, SP,
Brasil) durante 20 dias. Porcdes foram retiradas para determinacdes de cor
instrumental e contagem de E. coli O157 a cada 5 dias conforme metodologias
descritas nos itens 4.2.4 e 4.2.5.

Com o intuito de verificar a ocorréncia de alteragcao no sabor e aroma da
massa de linguica com a adicdo dos Oleos essenciais, as combinacdes de
Oleos essenciais descritas acima foram adicionadas em 100 g de massa de
linguica sem a inoculagdo com E. coli O157 para a realizacdo de avaliacédo de
percepcdo sensorial de odor e sabor estranho a linguica suina frescal. 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 cubos de aproximadamente 1
cm® e apresentadas aos julgadores para avaliacdo de odor e sabor estranho a
linguica suina frescal.

A avaliacao da percepcao sensorial foi realizada por 5 pessoas da equipe
de pesquisa do projeto, habituadas ao consumo de linglica suina frescal e ao
sabor e aroma caracteristico desse alimento. As percepcdes individuais dos
avaliadores quanto a odor e sabor estranho a linguica suina frescal nas massas
adicionadas de oOleo essencial foram consideradas em conjunto, sendo o
resultado de cada tratamento descrito em tabela como a percepgéo sensorial
geral dos avaliadores.

A partir dos resultados obtidos no teste de percepcéo sensorial, uma das
combinacfes de Oleos essenciais testada em massa de linguica foi escolhida
para a realizacdo de um novo experimento para avaliar o efeito antimicrobiano
e antioxidante de sua adigdo em linguica suina frescal ao longo de 35 dias de

estocagem refrigerada.

4.2.3.2 Teste em linguica embutida
Dois lotes de linguica frescal foram elaborados no Laboratério de
Tecnologia de Produtos Agropecuarios da PUCPR, em S&do José dos Pinhais,

Parana, seguindo formulacdo semelhante a descrita no item anterior. Foi
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produzido 1,5 kg de linglica para cada tratamento. A carne suina magra,
proveniente do corte pernil, foi moida em moedor elétrico (Modelo PC-10, Eccel
Metallrgica, Brusque, SC, Brasil) utilizando disco de 8 mm de diametro, e
posteriormente acondicionada em bandejas plasticas previamente higienizadas
e sanitizadas com alcool 70%.

A carne suina e os ingredientes da marca comercial BRC Ingredientes,
utilizados nas formulagdes foram fornecidos pelo Frigorifico Bizinelli, localizado
na cidade de Curitiba, Parana.

A carne moida e os ingredientes foram misturados manualmente por 2
minutos e ambos os lotes foram inoculados com 15 mL (1%) de inAculo
composto pelo pool de E. coli 0157, preparado conforme descrito
anteriormente no item 4.2.2. Apés mistura manual do inéculo a massa, o lote
controle foi embutido, com auxilio de embutideira manual (Jamar modelo EFI,
Tupa, SP, Brasil), em envoltério natural ovino (Tripovino, Araraquara, SP,
Brasil), previamente sanitizado em solucéo de acido latico 10% por 30 minutos.
O lote tratado recebeu a adicdo dos Oleos essenciais na concentracédo de 125
ppm de o6leo de alho e 250 ppm de isotiocianato de alila, os quais foram
misturados manualmente a massa, previamente inoculada com E. coli O 157 e
embutido conforme procedimento descrito para o lote controle.

Apés embutimento, linguicas, com cerca de 10 cm de comprimento em
cada gomo foram distribuidas em embalagens plasticas estéreis (Laborclin,
570671, Pinhais, PR, Brasil) e armazenadas em camara B.O.D. (Fanem, 347
CD, Séo Paulo, SP, Brasil) a 6 °C por um periodo de 35 dias. Em intervalos de
7 dias, 4 gomos de linguica de cada tratamento eram retirados e submetidos as
determinacdes microbioldgicas (contagem de populacdo de E. coli 0157,
contagem de E. coli autdctone, contagem de populacdo de aerébios mesofilos
e contagem de populacdo de aerdbicos psicrotréficos) e fisico-quimicas (pH,

cor instrumental e oxidacao lipidica).

4.2.4 Analise microbiologica

As amostras foram submetidas as contagens de E. coli 0157, aerobios
mesofilos e aerdbios psicrotréficos de acordo com as metodologias
preconizadas pela American Public Health Association (APHA, 2001). Foram
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pesadas assepticamente amostras de 25 g do produto, transferidas para sacos
plasticos estéreis e homogeneizadas por trinta segundos em homogenizador
asséptico Stomacher (IUL Instruments, Barcelona, Espanha) com 225 mL de
agua peptonada 0,1% (HIMEDIA, Mumbai, india). A partir desta dilui¢do, foram
preparadas diluicdes decimais subsequentes, utilizando-se o mesmo diluente.

A contagem de E. coli O157 foi realizada em agar Sorbitol McConkey
(HIMEDIA, Mumbai, india), ap6s semeadura em superficie, com incubagdo em
estufa a 37 T por 24 h. As coldnias com coloracdo rosa clara semelhante a do
meio de cultura foram identificadas como presuntivas para E. coli O157 e as
coldnias com coloragao roxa foram identificadas como E. coli autéctone.

A contagem de micro-organismos aerébicos mesofilos foi realizada
utilizando-se Plate Count Agar (PCA - HIMEDIA, Mumbai, india), com
semeadura em superficie, apos incubacéo a 37 T por 48 h.

A contagem de micro-organismos aerobios psicrotréficos foi realizada com
o mesmo agar PCA, com semeadura em superficie, ap0s incubacdo em
camara B.O.D. (Fanem, 347 CD, Sao Paulo, Brasil) a 6 C por 10 dias.

Os resultados das contagens foram expressos em log UFC/g. Todas as

determinacdes foram realizadas em quadruplicata (n=4).

4.2.5 Andlise fisico-quimica

4.2.5.1 Determinacgéo de pH

Foi utilizado um pHmetro (HI253 Hanna Instruments, Dallas, Texas, USA),
onde o eletrodo do mesmo era inserido em 4 pontos aleatorios do gomo de
linguica, realizando meédias destes para cada amostra, de acordo com

metodologia descrita no Manual de Andlises do Instituto Adolf Lutz (IAL, 2008).

4.2.5.2 Determinacédo de cor instrumental

A cor foi avaliada utilizando o método da ASTM International (2001) com o
auxilio de colorimetro portatil (Konica Minolta CR 410, Tokyo, Japan) e
coordenadas de cor CIE L*, a* b*. A medicdo foi realizada pela média de 4
disparos diretamente sobre a superficie das amostras utilizando fonte de luz

Des, didmetro de abertura de 50 a 53 mm e angulo de observacgéo de 2°.
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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.

4.2.5.3 Determinacédo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)
Para determinacdo do numero de substéncias reativas ao acido 2-
tiobarbitUrico utilizou-se metodologia descrita por Federici et al. (2007), com
modificacdes. Utilizou-se solucdo de acido tricloroacético 10% (TCA, Synth,
Diadema, Brasil) e solucdo de acido tiobarbitarico 0,02 M (Tba, J. T. Baker,
Inglaterra, UK). Este método tem por principio a formag¢do de um composto de
coloracdo résea resultante da reagcdo do malonaldeido com o &cido 2-
tiobarbiturico. Realizou-se leitura espectofotométrica (Espectofotbmetro Milton
Roy, spectronic 21D, lvyland, PA, EUA) a 535 nm e, entdo, converteu-se o

valor encontrado para mg de malonaldeido/kg de amostra.

4.2.6 Analise estatistica

Para analise estatistica foi utilizado o programa Statgraphics Centurion
XVI versdo 16.1.11. Os resultados obtidos no experimento 1, teste em massa
de linglica frescal, foram analisados por ANOVA e as médias comparadas por
teste de Tukey e os resultados do experimento 2, teste em linguica embutida,
foram submetidos ao teste t. Em ambos os experimentos foi adotado o nivel de

significancia de 5%.
4.3 RESULTADOS
4.3.1 Teste preliminar em massa de linguica
4.3.1.1 Analise microbiologica
As contagens microbianas ao longo do periodo de armazenamento da

massa de linguica frescal sob refrigeracdo em camara de incubacéo B.O.D. a 6

T estao apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Contagem de E. coli 0157 (log UFC/g) em massa de linguica suina
frescal adicionada de diferentes combinacdes de oOleo essencial de alho e
isotiocianato de alila (médiatdesvio padréo)

Tratamentos
Tempo (dias)
Controle T1 T2 T3 T4
0 6,57+0,15° 6,57+0,15° 6,57+0,15° 6,57+0,15° 6,57+0,15%
5 5,91+0,08°  6,24+0,14° 6,69+0,09° 5,89+0,07° 5,68+0,15°
10 6,3620,05°  6,25+0,30® 5,73+0,08°° 5,74+0,26° 5,22+0,14°
15 5,92+0,02%"  6,27+0,30* 6,01+0,21* 5,42+0,27* 5,32+0,36°
20 6,27+0,13*  6,16+0,04%° 5,86+0,32%® 5,56+0,45° 4,70+0,17°
Reducéo na
contagem de E. coli 0,30 0,41 0,71 1,01 1,87

0157 apos 20 dias

ITA = isotiocianato de alila; T1 = 125 ppm alho +125 ppm ITA, T2 = 250 ppm alho + 125 ppm
ITA, T3 =125 ppm alho + 250 ppm ITA, T4 = 250 ppm alho + 250 ppm ITA
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05).

A adicdo de combinagdo dos 6leos essenciais em massa de linguica foi
efetiva na inibicdo do crescimento de E. coli 0157, principalmente nos
tratamentos que receberam as maiores doses combinadas dos
antimicrobianos. As contagens de E. coli O157 nos tratamentos 3 e 4, que
receberam a adicao de 125 ppm alho + 250 ppm ITA e 250 ppm alho + 250
ppm ITA, respectivamente, foram inferiores (p<0,05) as do tratamento controle
em todos os periodos de tempo avaliados, sendo observadas reducdes de 1,01
e 1,87 log UFC/g da contagem inicial de E. coli O157 nos tratamentos 3 e 4,

respectivamente, apos 20 dias de estocagem.

4.3.1.2 Determinacéo de cor instrumental

Os valores encontrados para a cor instrumental na massa de linguica

seguem nas Tabelas 4 a 8.
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Tabela 4. Valores médios de coordenada de cor L* encontrados em massas de
linglica suina frescal adicionada de diferentes combinacdes de 6leo essencial
de alho e isotiocianato de alila

) Tratamentos
Tempo (dias)

Controle T1 T2 T3 T4
52,18+0,57* 52,18+0,57*° 52,18+0,57*° 52,18+0,57*° 52,18+0,57°
51,31+0,22%  49,59+2,04®  47,23+0,81°  48,69+0,28%  49,08+0,15*

10 52,37+1,39%  48,10+0,88°  47,91+1,03° 49,45+1,82* 50,50+0,95*
15 45,78+0,79°  49,91+0,3" 55,96+2,3°  50,29+1,13" 54,01+3,43%"
20 46,78+0,56°  46,34+0,54°  54,13+0,90*°  46,78+0,56°  46,15+0,68"

ITA = isotiocianato de alila; T1 = 125 ppm alho +125 ppm ITA, T2 = 250 ppm alho + 125 ppm
ITA, T3 =125 ppm alho + 250 ppm ITA, T4 = 250 ppm alho + 250 ppm ITA
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05).

Tabela 5. Valores médios de coordenada de cor a* encontrados em massas de
lingtica suina frescal adicionada de diferentes combinacdes de 6leo essencial
de alho e isotiocianato de alila

] Tratamentos
Tempo (dias)
Controle T1 T2 T3 T4

0 14,42+40,572% 14,42+0,57% 14,42+0,57% 14,42+057% 14,42+0,57°

18,08+0,12%  20,47+0,57™ 22,03+0,11* 21,24+0,34™®  20,37+0,06°
10 12,89+1,30°  19,84+0,54®  21,20+0,30°  20,83+2,03*  20,41+1,36°
15 13,52+0,83°  19,96+1,21° 21,38+0,80%°  23,94+0,36% 22,12+1,59%"
20 16,39+0,37°  15,96+0,19°  15,33+0,67°  19,52+0,28%  18,74+0,71°

ITA = isotiocianato de alila; T1 = 125 ppm alho +125 ppm ITA, T2 = 250 ppm alho + 125 ppm
ITA, T3 =125 ppm alho + 250 ppm ITA, T4 = 250 ppm alho + 250 ppm ITA
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05).

Tabela 6. Valores médios de coordenada de cor b* encontrados em massas de
linglica suina frescal adicionada de diferentes combinacdes de 6leo essencial
de alho e isotiocianato de alila

] Tratamentos
Tempo (dias)

Controle T1 T2 T3 T4
10,96+0,09% 10,96+0,09% 10,96+0,09% 10,96+0,09% 10,96+0,09°
11,42+0,11*  11,45+0,86%  11,49+0,26° 9,79+0,18" 11,04+0,07°

10 11,64+0,35°  10,75+0,30°  10,84+0,23*  11,07+0,69*°  11,35+0,05°
15 12,33+0,83%  11,48+0,88°  13,17+0,86°  13,00+0,46%  12,46+0,21°
20 10,60+0,30°  10,35+0,14%  11,82+0,40°  10,89+0,27°  10,84+0,18°

ITA = isotiocianato de alila; T1 = 125 ppm alho +125 ppm ITA, T2 = 250 ppm alho + 125 ppm
ITA, T3 =125 ppm alho + 250 ppm ITA, T4 = 250 ppm alho + 250 ppm ITA
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05).



Tabela 7. Valores médios de coordenada de cor h encontrados em massas de
linglica suina frescal adicionada de diferentes combinacdes de 6leo essencial
de alho e isotiocianato de alila

) Tratamentos
Tempo (dias)

Controle T1 T2 T3 T4
36,91+1,10° 36,91+1,10° 36,91+1,10° 36,91+1,10%° 36,91+1,10°
32,27+0,39%  26,33+2,66°° 27,55+0,60°°  24,73+0,05°  28,45+0,09"

10 42,18+2,85%  28,45+0,04° 27,08+0,17°  28,11+3,98°  29,14+1,72°
15 42,42+0,37*  29,90+0,38°  31,61+0,75°  28,49+0,48%  29,43+0,34%
20 32,90+0,16°  32,96+0,10°  37,67+2,11*  29,16+0,25°  30,05+0,68°

ITA = isotiocianato de alila; T1 = 125 ppm alho +125 ppm ITA, T2 = 250 ppm alho + 125 ppm
ITA, T3 =125 ppm alho + 250 ppm ITA, T4 = 250 ppm alho + 250 ppm ITA
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05).

Tabela 8. Valores médios de coordenada de cor C* encontrados em massas de
lingtica suina frescal adicionada de diferentes combinacdes de 6leo essencial
de alho e isotiocianato de alila

] Tratamentos
Tempo (dias)
Controle T1 T2 T3 T4

0 18,12+0,50% 18,12+0,50% 18,12+0,50% 18,12+0,50% 18,12+0,50°

21,39+0,07°  23,46+0,10°  24,85+0,11*°  23,39+0,39°  23,17+0,09"
10 17,38+1,05°  22,56+0,62° 23,81+0,37° 23,62+1,43*  23,37+1,16°
15 18,31+1,18°  23,03+1,49° 2512+1,13%*® 27,25+0,53%  25,40+1,49%"
20 19,53+0,47°  19,02+0,23°  19,37+0,31°  22,35+0,38*  21,65+0,69°

ITA = isotiocianato de alila; T1 = 125 ppm alho +125 ppm ITA, T2 = 250 ppm alho + 125 ppm
ITA, T3 =125 ppm alho + 250 ppm ITA, T4 = 250 ppm alho + 250 ppm ITA
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05).

Com relacdo a coordenada L* (Tabela 4), verificou-se diferenca entre os
tratamentos nos periodos de tempo avaliados, contudo essas diferencas nao
afetaram a percepcéo visual de brilho das massas de linguicas. A luminosidade
das massas foi mais afetada pelo tempo de estocagem, visualizada em todos
os tratamentos, e confirmada com a reducédo dos valores ao longo do tempo.
Os valores iniciaram em 52,18 (x0,57) e finalizaram préximos a 46 no vigésimo
dia do experimento, demonstrando reducdo no brilho superficial das amostras
ao longo do periodo de estocagem, exceto para T2.

Para a coordenada b* (Tabela 6), que indica a cor amarela, ndo houve

diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos para a maioria dos

45



periodos de tempo avaliados, sendo as diferencas observadas em alguns
periodos atribuidas a variacdes de cor inerentes as matérias-primas.

Com relagcdo a coordenada a* (Tabela 5), também houve diferenca
significativa entre as amostras ao longo dos dias do experimento, sendo que
todos os tratamentos apresentaram aumento dos valores, porém com maiores
valores nos tempos estudados para os tratamentos 3 e 4, que receberam as
maiores concentragdes dos 6leos essenciais (p<0,05). Para as coordenadas C*
(Tabela 8) e hue (Tabela 7), que indicam a intensidade de cor (saturacao) e a
descoloracdo das massas de linguica, respectivamente, verificou-se diferenca
significativa entre os tratamentos ao longo do periodo de estocagem (p<0,05),
com menores valores de C* e maiores valores de h para o tratamento controle.
Evidenciando a capacidade dos 6leos essenciais em manter a cor avermelhada
caracteristica da massa de linguica ao longo da estocagem.

O resultado da avaliagcéo de percepcao sensorial das massas de linguicas
com a adicdo das diferentes combinacdes de Oleos essenciais esta

apresentado na Tabela 9.

Tabela 9. Resultado da avaliacdo de percepcao sensorial de massa de lingiica
adicionada de dleos essenciais

ConcentracOes de

oleos essenciais Percepcéo de aroma e sabor
(alho + ITA)
T1 Aceitavel, sobressaindo percepc¢éo de alho ao final
T2 Aceitavel, sobressaindo percepc¢éo de alho no inicio da mastigacéo
T3 Aceitavel, menor percepcédo do alho, ITA mascara percepcao de alho
T4 Aceitavel, sobressaindo gosto pungente de ITA e gosto de alho

ITA = isotiocianato de alila, T1=125 ppm +125 ppm, T2 = 250 ppm +125 ppm, T3 = 125 ppm
+250 ppm, T4 = 250 ppm +250 ppm.

Verificou-se que a combinacéo de 125 ppm de 6leo de alho e 250 ppm de
ITA foi a que provocou menor alteragdo sobre o odor e o sabor da massa de
linguica. Dessa forma, optou-se por realizar um segundo experimento para
verificar o efeito da adicdo dessa combinacdo de Oleos sobre a estabilidade da
linguica frescal embutida e inoculada com E. coli O 157 em comparagéo a um

tratamento controle, sem a adicdo dos 0leos essenciais.
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4.3.2 Teste em linguica suina frescal

4.3.2.1 Analise microbioldgica

As contagens microbianas ao longo do periodo de armazenamento da
linguica frescal sob refrigeracdo em camara de incubacédo B.O.D. a 6 C estéo
apresentadas nas Figuras 1 a 3.

A contagem inicial da populacédo de E. coli O157 (Figura 1) nas amostras
foi de aproximadamente 6,5 log UFC/g. Com excecdo dos dias 0 e 7, a
contagem deste grupo de bactérias foi significativamente (p<0,05) inferior nas
amostras contendo os 0leos essenciais, comparativamente ao controle. O
grupo tratado com os 6leos essenciais de alho e ITA conseguiu uma redugao

na ordem de 4,5 log UFC/g, apés 35 dias de armazenamento.

—eo— Controle

OFRPNWMAUOONO©

o
~

E. coli O 157 log UFC/g

14 21 28 35
Tempo (dias)

Figura 1. Contagem da bactéria E. coli O157 nas linguicas frescais controle e tratamento,
durante o periodo de armazenagem.

Com relacdo as contagens de E. coli autoctone, estas iniciaram o
experimento com contagens na ordem de 4 log UFC/g de amostra nas analises
realizadas no tempo zero. Nas analises subsequentes, houve reducdo dessa
populacédo para 2 log UFC/g ou menos em ambos os tratamentos. ISso porque
a partir do sétimo dia do experimento ndo foram mais observadas colbnias
caracteristicas deste micro-organismo nas placas.

No presente trabalho, com relacdo a contagem total de micro-organismos
aerdbios mesofilos (Figura 2), a contaminacéo inicial das amostras também foi
de cerca de 6,5 log UFC/g. Assim como na contagem de E. coli 0157,
verificou-se menor contagem de mesofilos (p<0,05) nas amostras do

tratamento a partir de 14 dias de estocagem sendo que nos dias 14, 21, 28 e
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35 houve diferenca significativa entre os tratamentos. O grupo tratado com o0s
Oleos essenciais foi que apresentou menores contagens comparadas ao

controle.

7,0

—eo—Controle

—m—Alho + ITA

Aerdbios mesoéfilos log UFC/g

4,5

4,0

0 7 14 21 28 35

Tempo (dias)

Figura 2. Contagem de micro-organismos aerébios mesofilos nas linguicas frescais controle e

tratamento, durante o periodo de armazenagem.

A contagem inicial de micro-organismos psicrotroficos (Figura 3) nas
amostras foi de aproximadamente 5 log UFC/g. Neste caso ndo houve
diferenca significativa entre os dois grupos ao longo dos dias de estudo, sendo
que tanto o grupo controle como o tratado com o0s O6leos apresentou
crescimento até 7,5 log UFC/g a partir do 14° dia. Esses resultados evidenciam
que ao término desse periodo o produto jA& ndo estaria mais em condi¢cbes
adequadas para consumo, isso considerando que valores acima de 7 log
UFC/g seriam limites para avaliacdo de vida uati de um produto
(GEORGANTELIS et al., 2007).
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Figura 3. Contagem de micro-organismos psicrotroficos nas linguicas frescais controle e
tratamento, durante o periodo de armazenagem.

4.3.2.2 Analise fisico-quimica

A evolucdo nos valores de pH nas amostras durante os 35 dias de
armazenamento a 7 C estéo representadas na Figura 4. A média dos valores
de pH das linguicas foi de 4,97 e 5,08 nas amostras controle e tratadas com o0s
Oleos, respectivamente. No decorrer do periodo de armazenamento, as médias
dos valores de pH foram decaindo, chegando em 4,36 ao final dos 35 dias,
para ambas as amostras. Houve diferenca significativa entre as amostras

apenas nos dias 0, 7 e 14, evidenciando menor queda de pH no grupo tratado.

5,4

—4&—Controle
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pH

4,6

4,2

Tempo (dias)

Figura 4. Médias dos valores de pH nas linguicas frescais controle e tratamento, durante o
periodo de armazenagem.

Com relacdo a andlise de cor, houve diferenca significativa entre os
grupos estudados ao longo dos dias de armazenamento refrigerado em quase

todas as analises. Com os resultados apresentados nas Figuras 5 e 6, ficou
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evidente a diferenca entre os tratamentos, sendo que o tratamento que recebeu
a adicdo dos Oleos essenciais manteve mais a cor do produto, ou seja,
descoloriu menos, evidenciando dessa forma a potencial agdo antioxidante dos
Oleos.

O valor médio de L* (Figura 5) tendeu a aumentar em ambos 0s
tratamentos com o tempo de armazenamento. No tempo O era de 49,84 para
controle e 50,42 para tratamento com adi¢do dos 6leos essenciais. Ao final dos
35 dias de armazenamento, os valores subiram para 51,40 para controle e
52,71 para tratado com 0leos essenciais.

Os valores médios de b* (Figura 5) apresentaram declinio ao longo do
estudo, variando de 13,61 para 12,46 no controle e 12,80 para 11,87 no
tratado. Houve diferenca significativa entre os tratamento apenas no inicio e no
fim do experimento, tempos 0 e 35. O atributo b* indica coloragdo amarelada
do produto, sendo preferivel que seus valores se mantenham iguais ou

reduzam ao longo da estocagem em produtos carneos.
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Figura 5. Evolucdo das coordenadas de cor L* e b* nas linguicas frescais ao longo de 35 dias
de estocagem sob refrigeracao.

Os valores médios de a* (Figura 6) apresentaram declinio ao longo do
periodo de estudo, saindo de 23,41 para 17,49 no controle e de 24,06 para
20,48 para tratamento. Houve diferenga significativa entre os tratamentos nos
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tempos 14, 28 e 35. A coordenada a* indica coloracdo vermelha do produto,
gue tende a reduzir com o passar do tempo de armazenamento, pois a cor
vermelha torna-se menos estavel nos produtos carneos. O grupo tratado
apresentou maior estabilidade de cor vermelha, pois mostrou menor queda nos
valores de a* ao longo da estocagem.

Os valores de C* (Figura 6) mostraram decréscimo ao longo do estudo,
partindo-se de 27,08 a 21,48 no controle, e de 27,26 a 23,56 no tratamento,
havendo diferenca significativa entre 0s grupos nos tempos finais de
estocagem, com maiores valores para o grupo tratado (p<0,05).

Os valores de h (Figura 6) revelaram aumento dos indices, partindo de
30,17 e finalizando em 35,47 para controle, e de 28,01 a 30,25 para tratado.
Houve diferenca significativa entre os grupos em todos os tempos, com
excecdo do tempo 7. Essa coordenada indica descoloracdo do produto,
indicando que quanto maior for seu valor, maior sera a perda da coloracdo
avermelhada do produto. Nesse sentido, a adicdo dos 6leos essenciais de alho
e ITA mostraram efeito positivo na estabilidade da cor vermelha da linguica
frescal, atributo de decisdo do consumidor no momento da escolha e compra

do produto.
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Figura 6. Evolucao das coordenadas de cor a*, C* e h nas linguicas frescais ao longo de 35
dias de estocagem sob refrigeracgéo.

Quanto aos indicadores de oxidacao lipidica, nas amostras do grupo
controle verificou-se maior amplitude nos valores de malonaldeido ao longo do
periodo de estocagem (variacdo de 0,02 a 0,15 mg MDA/kg). Por sua vez, as
amostras adicionadas de Oleos essenciais apresentaram valores de
malonaldeido préximos a 0,08 mg MDA/kg ao longo de todo o periodo de
estocagem (Figura 7). Houve diferenca significativa nos tempos 0 e 35 dias,
sendo que o grupo tratado com o0s Oleos iniciou experimento com valores
superiores aos do controle, revelando que o ITA pode ser pro-oxidante,

reagindo com agentes redutores naturais da carne, como a glutationa,
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aumentando os valores de MDA/Kg, para depois o poder antioxidante do alho

ser notado com a manutengédo dos mesmos valores.
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Figura 7. Médias dos valores de TBARS (mg MDA/kg) nas linguicas frescais controle e
tratamento, durante o periodo de armazenagem.

4.4 DISCUSSAO

Sallam et al. (2004) trabalhando com linguica frescal de frango adicionada
de alho fresco, alho em pé e 6leo de alho, compararam efeito deste agente
antimicrobiano sobre comportamento de bactérias mesofilas aerdbicas ao
longo de 21 dias de estocagem sobre refrigeracdo. Nesse estudo ao longo dos
21 dias de pesquisa, as contagens das bactérias mesofilas aumentaram,
partindo de populacgao inicial de 4 log UFC/g, chegando ao final de experimento
com contagens entre 5,5 a 7,5 log UFC/g. Em ordem decrescente da maior
para a menor atividade antimicrobiana estéo alho fresco, alho em pé e oleo de
alho. Os autores sugerem que o Oleo de alho, ao passar pelo processo de
destilacdo durante sua fabricacédo, acaba perdendo parte de seus compostos
sulfurosos por volatilizagao, tendo assim sua atividade antimicrobiana reduzida
quando comparado principalmente ao alho fresco.

Kamdem et al. (2007), verificaram aumento de 1,5 log UFC/g na
contagem de aerdbios mesdfilos em linguica suina frescal adicionada de 2,5%
de uma mistura contendo extrato de alho, canela, cravo e pimenta adicionados
em conjunto e estocada por 15 dias, comparando com a mesma linguica sem
adicdo de extratos naturais, mas com aditivos sintéticos. Nesse estudo

puderam observar que no grupo sem adicdo dos extratos naturais, esses
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micro-organismos apresentaram aumento em mais de 2,5 log UFC/g,
confirmando assim o poder antimicrobiano dos agentes naturais, como o alho
gue foi um dos agentes testados na mistura por eles realizada.

No presente experimento houve reducdo nas contagens totais de micro-
organismos mesofilos aerobicos, divergindo dos trabalhos acima citados que
tiveram aumento ao longo dos experimentos da populagdo do referido grupo
bacteriano. Essa diferenca pode ser atribuida a potente acdo antimicrobiana
atestada ao 0Oleo de alho e ao ITA. Devido em suas composicdes apresentarem
compostos sulfurosos, estes causam danos em nivel de membrana celular
bacteriana e ocorrendo perda de compostos intracelulares.

Lemay et al. (2002), testando o efeito do 6leo essencial de mostarda (1 e
1,5%) e outros compostos comerciais (lactato de sédio, nisina) em linguica
frescal de frango mantida sob refrigeracédo, constatou um decréscimo inferior
ao da presente pesquisa em relacdo a contagem de E. coli. Em seu estudo, de
uma populacéo inicial na ordem de 5 log UFC/g, ao final de 14 dias de
experimento, houve reducao para 2 log UFC/g.

Rounds et al. (2012), testaram a eficacia de alguns extratos de plantas na
forma de po adicionados em hamburgueres inoculados com E. coli O157:H7 e
submetidos a tratamento térmico. Nesse estudo eles comprovaram que
hamburgueres adicionados de 0,5% de extrato de mostarda em po obtiveram
aumento de 0,6 log UFC/g na populacdo de E. coli O157:H7. Nesse mesmo
estudo extrato de alho e orégano em pé, adicionados em 0,5% no produto,
aumentaram em menos de 0,5 log UFC/g da populacdo de E. coli O157:H7.
Resultados estes divergem com encontrados por Nadarajah et al. (2005), que
comprovaram a eficiéncia do ITA em reduzir contagem de E. coli O157:H7 em
hamburguer cru, e por Chacon et al. (2006), que testaram a viabilidade de E.
coli O157:H7 inoculada em hamburgueres tratados com ITA microencapsulado
mantidos sob refrigeracdo por 18 dias. Nesse ultimo trabalho, a populacdo de
E. coli O157:H7 sofreu significativa reducao a partir de doses de 1481ppm ou
mais, ao longo do estudo.

Sung et al. (2014), testaram a aplicacdo de 6leo de alho em membranas
plasticas de sistemas de embalagens nas concentragcdes de 2, 4, 6 e 8%, sobre
o crescimento de E. coli. A concentragdo de 8% inibiu totalmente a referida
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bactéria, sendo uma alternativa para futuras aplicacdbes em embalagens, pois
desta forma o agente antimicrobiano combinado com polimeros da embalagem
seria lentamente liberado ao produto ali contido, trazendo menor impacto
sensorial ao mesmo.

No presente estudo houve reducéo da populacdo de E. coli 0157 na
ordem de 4,5 log UFC/g, revelando uma boa interacéo entre o 6leo de alho e 0
ITA no controle do crescimento da referida bactéria. Diferencas nos resultados
podem ser explicadas pelo tipo de éleo utilizado, forma como foi extraido, bem
como pelo método de aplicacdo deste ao produto testado, evidenciando maior
ou menor espectro de agao antibacteriana.

Segundo Leitdo (2003), o inicio de deterioracdo pode ser detectado pela
descoloracao superficial da carne ou derivado frescal quando a contagem
microbiana atinge cerca de 6 log UFC/g, sendo que as alteracbes em relacdo
ao odor podem ser evidenciadas a partir de valores de 7 log UFC/g; em relac&o
ao sabor, 8 log UFC/g e a limosidade superficial pode ser observada a uma
populacdo microbiana de 9 log UFC/g de amostra. No presente estudo os
valores para micro-organismos psicrotroficos iniciaram ja bem altos, com
médias de 5 log UFC/g, chegando ao final do experimento com contagens
préximas a 7,5 log UFC/g, tanto no grupo controle como no grupo tratado. As
linguicas a partir do 14° dia ja demonstravam certo grau de descoloracao, e a
partir do 21° dia ja apresentavam odor mais acentuado. No ultimo dia do
experimento (35° dia), havia presenca de consideravel limosidade superficial
nas amostras. Pode-se concluir dessa forma que a qualidade inicial da matéria-
prima € fundamental para se conseguir manter o produto com suas
caracteristicas por mais tempo. Partindo-se de uma matéria-prima ja com
menores contagens desses micro-organismos, seu aspecto geral (cor e odor)
se apresentaria melhor ao término do experimento.

Georgantelis et al. (2007), na avaliacédo de linguica de carne suina frescal
tratada com extrato de alecrim (260mg/Kg), quitosana (10g/Kg) e alfa-tocoferol
(115mg/Kg), mantida em refrigeracdo, avaliaram a evolucdo do
desenvolvimento de Pseudomonas sp. e bactérias laticas. Ao longo de 20 dias
de armazenagem sob refrigeracdo, as contagens de Pseudomonas spp.

aumentaram de 6 log UFC/g para 7,5 log UFC/g no grupo controle e
55



permaneceram na ordem de 6 log UFC/g no grupo tratado com quitosana. Ja
em relacdo a bactérias laticas, as contagens iniciaram em 5,5 log UFC/g e
terminaram em 8,2 log UFC/g no grupo controle e 5,8 log UFC/g no grupo
tratado com quitosana. Grupo tratado com a interacdo quitosana e extrato de
alecrim revelou contagens ainda um pouco menores ao final do experimento,
6,1 log UFC/g para Pseudomonas spp. € 5,9 log UFC/g para bactérias laticas.
Aquele estudo evidenciou o poder antimicrobiano da quitosana no controle
desses micro-organismos, comprovando que esta substancia interage com a
membrana celular bacteriana, aumentando sua permeabilidade, resultando na
perda de material intracelular (HELANDER, et al., 1998), acdo que pode ser
exercida pelo ITA e pelo 6leo de alho. Bem como, efeito sinérgico entre
quitosana e extrato de alecrim.

Bornez et al. (2009) descrevem que a deterioracdo microbiana, assim
como a oxidacgdao lipidica, sdo um dos principais fatores que determinam a vida
de prateleira de carnes e derivados refrigerados. Quando se utiliza uma
matéria-prima com carga microbiana elevada, o prazo de vida de prateleira do
produto é reduzido. Em contra partida, partindo-se de uma matéria-prima com
baixas contagens de micro-organismos, tem-se um produto com melhores
caracteristicas e prazo de validade estendido (TAJKARIMI, 2010).

De um modo geral, a interacdo entre dois ou mais componentes
antimicrobianos mostra melhores resultados do que quando utilizados
isoladamente em matrizes alimentares, pois efeitos isolados se somam e até
mesmo se potencializam (HYLDGAARD et al.,2012). Esse fato pode ter
ocorrido no presente estudo, pois a interacdo alicina e isotiocianato de alila em
linguica frescal apresentou resultados satisfatorios no controle da populacao de
alguns micro-organismos no produto. Para comprovacdo disso, os dois
compostos poderiam ser testados isolados na linguigca, a fim de comprovar se
efeitos se somam ou se potencializam.

O pH da carne é importante ndo apenas por influenciar a microbiota que
pode se desenvolver no produto, implicando diretamente no estado de
conservacdo da mesma, como também esta relacionado com a cor e o sabor
que a linguica apresentara (ALMEIDA, 2005). Durante o tempo de

armazenamento avaliado nesta pesquisa, a linguica suina frescal apresentou
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reducdo de pH, o que pode ser justificado pelo desenvolvimento de bactérias
laticas, cujos produtos metabdlicos tém capacidade de aumentar a acidez do
produto.

Resultados semelhantes a este foram observados por Chiavaro et al.
(2008) ao avaliarem a eficacia de diferentes formas de acondicionamento
(permeéveis ao oxigénio, vacuo, atmosfera modificada) em relacdo as
propriedades da linguica suina frescal, verificaram que a redugdo no pH em
embalagens permeaveis ao oxigénio, como foi o caso do presente estudo, foi
devida ao desenvolvimento de bactérias laticas durante o periodo de
armazenamento.

J& Georgantelis (2007), avaliando linguica suina frescal adicionada de
extrato de alecrim e embalada em isopor com filme plastico de PVC (alta taxa
de transmissdo de oxigénio), observou resultados diferentes do presente
estudo. Esse autor verificou um aumento crescente nos valores de pH de 5,8
para 6,2 no decorrer de 20 dias de armazenamento, que foi associado ao
desenvolvimento de micro-organismos das familias Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae. Tais micro-organismos utilizam aminoacidos livres e
compostos nitrogenados simples como fonte de energia, com producédo de
amonia, levando a elevacao do pH do meio (JAY, 2005). Dessa forma, pode-se
supor que o Oleo de alho em conjunto com o ITA poderiam ter inibido o
crescimento de bactérias deteriorantes como Pseudomonas spp., € por isso a
partir do 7° dia de estudo as amostras tiveram valores de pH reduzidos e nao
aumentados como citam autores acima.

De acordo com Miltenburg et al. (1992), maiores os valores de L* indicam
maior palidez da carne e maiores valores de a* e b* indicam maior intensidade
das cores vermelha e amarela, respectivamente. A luminosidade da carne esta
relacionada com a capacidade de reten¢cédo de dgua e com o pH.

Os resultados para a coordenada L* indicam que as amostras tenderam a
se apresentarem mais claras ao longo da estocagem, revelando um aumento
em seu brilho superficial. A menor capacidade de retencdo de agua resulta na
exsudacao e aumento da luminosidade superficial da carne (PARDI, 1996).

O decréscimo dos valores a* verificados ao longo do tempo de estocagem

das linguicas indicou que a coloracdo desses produtos tornou-se menos
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vermelha, estando normalmente associada a formacdo gradual de
metamioglobina e consequentemente, a descoloracdo da carne (JEREMIAH,
2001). O grupo tratado com os 06leos essenciais manteve mais a cor vermelha
do produto, pois apresentou menor queda no valor de a*.

A derivada de cor h indica descoloracdo do produto, sendo que maiores
valores coincidem com maior perda da coloracdo avermelhada nas linguicas.
Neste estudo, ficou evidente a acdo dos Oleos essenciais de alho e ITA na
manutencao da cor vermelha da carne suina na linguica frescal, atributo este
muito apreciado pelo consumidor no momento da escolha e compra do
produto.

Chiavaro et al. (2008) observou valores de L* variando de 62,8 para 52,9
ao final de 15 dias de estudo de linguica suina frescal armazenada sob
diferentes condicbes de embalagens. Ja Figueir6 (2013), obteve como
resultados de L* em linguica frescal suina testada com diferentes
concentragdes de nitrito de sodio, valores entre 58 no inicio do tratamento e até
60 ao final de 15 dias. Na presente pesquisa os valores de L* se mostram
semelhantes ao verificado por esses e outros autores, revelando ainda que
além do uso de 6leos essenciais que atuam na conservacdo da cor, 0 uso de
diferentes sistemas de embalagem, como atmosfera modificada, podem
interferir positivamente na manutencdo da cor de produtos carneos.

Os valores de b* encontrados nesta pesquisa também foram semelhantes
aos obtidos por autores que trabalharam com linguica suina frescal. Valores
encontrados por Figueird (2013) variaram entre 13 e 15 e por Martinez (2006)
de 13 a 14. Aumento nos valores de b* esta relacionado a maior oxidacdo do
produto, favorecida pela exposicdo a luz durante o armazenamento.
Embalagens a vacuo e baixa temperatura de armazenamento auxiliam na
manutengao de cor do produto.

Os valores de a* encontrados neste trabalho foram superiores aos
encontrados por Figueird (2013), inferiores a 11,5. Chiavaro et al. (2008)
obtiveram valores médios de a* de 10,7 em linguicas frescais armazenadas a
vacuo. Nesse mesmo estudo, o autor concluiu que linguica frescal sofre

descoloracdo ao longo de seu periodo de armazenamento, relacionada a
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formacdo de metamioglobina, devido a baixa difusdo de oxigénio na
embalagem.

A estocagem em baixas temperaturas, associada a propriedade
antioxidante dos Oleos essenciais (LIU et al., 2009) auxiliaram na manutencéo
da cor das linguicas frescais ao longo do periodo de estocagem.

De acordo com Kamdem et al. (2007), o uso de especiarias aromaticas
pode contribuir para a redugdo do uso de nitrato e nitrito na formulacdo de
linguica frescal, conferindo além de atividade antimicrobiana efetiva,
manutencao de cor adequada e retardo nos processos de oxidacao lipidica.

No presente estudo, o baixo teor de gordura na formulagédo da linguica
frescal, além da adicéo de niveis permitidos pela legislacdo brasileira de nitrito
de sbdio (conservador) e eritorbato de sédio (antioxidante) também contribuiu
para o baixo teor de malonaldeido nas amostras, que se manteve abaixo de 0,5
mg MDA/kg, valor apontado como limite para a deteccdo de rancidez em
produtos carneos (SHEARD, 2000).

Valores mais elevados de TBARS (0,49 para 0,82 mg/kg) em linglica
suina frescal foram encontrados por Georgantelis (2007). O aumento verificado
por este autor pode estar associado ao modo de acondicionamento do produto,
que foi realizado em bandejas de isopor revestidas com filme plastico PVC.
Nessa forma de acondicionamento, a presenca de oxigénio pode ter
contribuido para o aumento da oxidacdo lipidica. Contudo, nas linguicas
adicionadas de extrato de alecrim testadas pelo autor, observou-se menor
oxidacdao lipidica, evidenciando o poder antioxidante dos extratos vegetais.

Kamdem et al. (2007) avaliaram a oxidacéo lipidica em linguica Toscana
frescal adicionada de uma mistura de ervas, entre elas alho, cravo, canela e
pimenta e compararam-na a um lote controle. Os autores verificaram valores
de TBARS proximos a 0,05 mg/kg no grupo tratado em relagéo ao controle, que
apresentou ligeiro aumento de TBARS (0,05 a 0,09 mg/kg), ao longo de 14 dias
de armazenamento.

Sallam et al. (2004) testaram a atividade antioxidante do alho em linguica
frescal de frango, testando esse agente sob trés diferentes formas: alho fresco,
alho em p6 e bleo de alho. Valores iniciais de TBARS encontravam-se em 0,14

mg de MDA/Kg de produto, chegando ao término de experimento com 21 dias
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de estocagem sob refrigeracdo com os seguintes valores: tratamento contendo
50 g/Kg de alho fresco aumentou valor para 0,15mg de MDA/Kg; tratamento
com 15 g/Kg de alho em p6 aumentou valor para 0,16 mg de MDA/Kg; e
tratamento com 0,015 g/Kg de 6leo de alho aumentou valor para 0,18 mg de
MDA/Kg. Em contra partida, o grupo controle sem adicéao de alho teve elevacao
dos valores de TBARS para 0,28 mg de MDA/Kg. Com esse estudo os autores
chegaram a conclusao de que o 6leo de alho teve atividade antioxidante menor
se comparado com a atividade do alho fresco e do alho em po6, muito
provavelmente devido perda de compostos sulfurados volateis durante seu
processo de fabricagdo e durante sua utilizagdo. Também afirmaram que
atividade antioxidante do alho é dependente de sua concentragdo, pois valores
de oxidacdo lipidica, representada pelos valores de TBARS, sdo reduzidas com
0 aumento da concentracao do alho.

Dessa forma, ficou evidenciada a atividade antioxidante dos Oleos
essenciais de alho, composto principalmente por alicina, e de isotiocianato de
alila em lingtiica frescal, além de sua acéo antimicrobiana. A acao antioxidante
desses Oleos é atribuida principalmente a sua capacidade de sequestrar
radicais livres, além de inibir enzimas hidroliticas e oxidativas, preservando a
cor dos produtos tratados e mantendo estaveis ou com poucas alteracdes 0s
valores de TBARS. (TAJKARIMI et al., 2010; BAKKALI et al., 2008; BURT,
2004).

4.5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos com o presente estudo, pode-se verificar
que a aplicacdo combinada do Oleo essencial de alho e de ITA nas
concentragfes estudadas em linguica suina frescal representa uma alternativa
como agente conservante e antioxidante. A reducdo da populacdo aerobia
mesofila, além da inibicdo do crescimento de E. coli O157, comprova que 0 uso
combinado de ITA e 6leo de alho em linguica frescal pode proporcionar maior
seguranca ao produto e prolongar sua vida de prateleira. Adicionalmente, os
Oleos essenciais incorporados a linguica frescal promoveram efeito antioxidante

tanto sobre os lipideos quanto sobre os pigmentos da carne, demonstrado
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pelos menores valores de TBARS e maior estabilidade de cor vermelha ao

longo do periodo de estocagem do produto.
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CAPITULO 5

5 CONCLUSAO GERAL

Plantas aromaticas e ervas, ricas em Oleos essenciais com notoria
atividade antimicrobiana, podem ser estudadas como potenciais conservantes
em alimentos. Entre essas plantas, a mostarda, o alho, o orégano e a canela
tém sido pesquisadas para uso em alimentos. Contudo, por serem volateis, 0s
Oleos essenciais podem alterar as caracteristicas sensoriais dos alimentos
onde séo adicionados.

Em produtos carneos frescais, como as linguicas, manter a segurancga e
prolongar o tempo de comercializagéo pela extensdo da vida de prateleira, com
0 uso de substancias naturais, mas mantendo as caracteristicas sensoriais
tradicionais do produto é um objetivo bastante vislumbrado atualmente pela
industria. Dessa forma, a pesquisa de efeito conservante em compostos
naturais, comumente usados como especiarias na formulacdo de linguica
frescal, pode ser uma estratégia para minimizar os efeitos sensoriais
indesejaveis dos 6leos essenciais e promover a saudabilidade desses produtos
junto ao consumidor.

Nesse sentido, este estudo mostrou a possibilidade do emprego da
combinacdo de Oleos essenciais na formulacdo de linguica frescal para
tentativa de extenséo de vida de prateleira, pois conseguiu reduzir populagoes
de micro-organismos testados, como E. coli O157 e aerdbios mesofilos.

Na continuidade desse estudo, deve-se avaliar o perfil e a aceitacéao
sensorial do produto em testes de consumidores, propondo-se ainda, a
pesquisa de novas formas de aplicacdo dos 6leos essenciais na linguica, tais
como microencapsulacdo ou ainda definicdo de sistemas de embalagens
contendo o0s agentes antimicrobianos, que causariam ainda menos
interferéncia sensorial no produto e que poderiam ter sua acao conservante

potencializada pela liberacdo continua na atmosfera que envolve o produto.
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