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RESUMO

O objetivo, neste trabalho, foi avaliar o efeito antimicrobiano in vitro de
diferentes combinacdes de 6leos essenciais de canela, cravo-da-india e orégano,
bem como seus respectivos compostos majoritarios, cinamaldeido, eugenol e
carvacrol, sobre células vegetativas de Clostridium sporogenes inoculadas em
apresuntados. Avaliou-se o efeito desses compostos sobre a concentracdo de
nitrito residual, pH, oxidacéo lipidica, atividade de agua e cor dos apresuntados
elaborados. A determinacdo da concentragdo minima bactericida (CMB) foi
realizada utilizando-se o método de diluicdo em caldo. As analises
microbiol6gicas foram realizadas ap6s 24 horas, aos 7, 21, 14 e 28 dias de
armazenamento em que os apresuntados foram armazenadas a 7 °C e a 14°C. Ja
para as analises fisico-quimicas, os apresuntados foram armazenados a 4 °C e
analisados ap6s 24 horas e 30 dias de processamento. O 6leo essencial de canela
e seu composto majoritario cinamaldeido foram os mais eficientes para a
inibicdo das células vegetativas do C. sporogenes, apresentando menor CMB.
Em relacéo & contagem de células, as maiores contagens de C. sporogenes foram
para o controle contendo 75 ppm de nitrito (TRAT2). Houve uma queda no
crescimento da bactéria em relagdo ao tempo nos tratamentos contendo 6leos e
compostos, com reducgdo de, aproximadamente, 3 ciclos log. Durante 14 dias de
armazenamento, ndo houve a presenca de esporos nos tratamentos com 6leos
essenciais e compostos, apresentando menores médias do nimero de esporos. A
reducdo de nitrito residual foi de, aproximadamente, 54% para 0 TRAT 1 e de
32% a 39% para os demais. Em relagdo a cor, todos os tratamentos apresentaram
um aumento de luminosidade, indice a*, indice b* e saturacdo C*; somente a
tonalidade (h*) diminuiu ao longo do armazenamento, apenas para 0 parametro
b* e, para a tonalidade h*, houve diferenca significativa entre os tratamentos. Os
tratamentos contendo 6leos essenciais e compostos majoritarios apresentaram
maior oxidacéo lipidica, quando comparados com os controles. O pH de todos
0s apresuntados ndo se diferenciaram estatisticamente. Ao final do
armazenamento, houve um aumento na atividade de agua de todos os
tratamentos. Portanto, tem-se que o0s apresuntados adicionados de Oleos
essenciais e compostos majoritarios foram eficientes para diminuir
significativamente o nimero de células vegetativas de C. sporogenes ao longo
de 28 dias de armazenamento e atrasaram a esporulagdo do microrganismo,
havendo alteragdes minimas somente na cor do apresuntado. Assim, os Gleos
essenciais e 0s compostos majoritarios podem ter grande aplicabilidade como
conservantes naturais em apresuntados.

Palavras-chave: Clostridium sporogenes. Aditivos naturais. Produto cérneo.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the in vitro antimicrobial effect of
different combinations of essential oils of cinnamon, clove and oregano, as well
as their compounds majority cinnamaldehyde, eugenol and carvacrol on
Clostridium sporogenes vegetative cells inoculated into pressed hams. It was
evaluated the effect of these compounds on the residual nitrite concentration,
pH, lipid oxidation, color and water activity of the prepared pressed hams. The
determination of the Minimum Bactericidal Concentration (MBC) was
performed using the broth dilution method. Microbiological analyzes were
performed after 24 hours; 7, 21, 14 and 28 days of storage, the pressed ham were
stored at 7° and 14° C, while for the physical-chemical analysis the pressed ham
were stored at 4° C and analyzed after 24 hours and 30 days of processing. The
essential oil of cinnamon and its major compound cinnamaldehyde were the
most efficient for the inhibition of vegetative cells of C. sporogenes, presenting
lower CMB. Regarding the cell counting, the highest value of C. sporogenes
were for the control containing 75 ppm nitrite (TRAT2). There was a
diminishing in the bacterial growth over time in the treatments containing oils
and compounds with a reduction of approximately 3 log cycles. During 14 days
of storage, it was not registered presence of spores in the treatments with
essential oils and compounds, resulting in lower average number of spores. The
reduction of residual nitrite was approximately 54% for TRAT 1, and 32-39%
for others. Regarding color, all treatments showed an increase in luminosity,
index a *, index b * and C* saturation. Just the hue (h *) decreased during
storage, only for the parameter b * and hue h * there was significant difference
between treatments. Treatments containing essential oils and majority compound
had a higher lipid oxidation compared with controls. The pH of all pressed ham
did not differ statistically. At the end of storage, there was an increase in water
activity for all treatments. Therefore, we can conclude that the pressed ham
added with essential oils and majority compounds were effective in reducing
significantly the number of vegetative cells of C. sporogenes over 28 days of
storage. The organism sporulation was delayed showing only minimal changes
in the color of the pressed ham. In conclusion, the essential oils and major
compounds may have great applicability as a natural preservative in pressed
ham.

Keywords: Clostridium sporogenes. Natural additives. Meat product.
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1 INTRODUCAO

Os conservantes quimicos sintéticos sdo adicionados, durante a
fabricacdo de alimentos, para estender a vida Util de produtos pela inibicéo ou a
prevencdo do crescimento de microrganismos. Porém, esses aditivos alimentares
ndo estdo isentos de riscos e, com frequéncia, estdo associados a riscos
toxicoldgicos. Portanto, a utilizacdo de conservantes naturais vem se tornando
cada vez mais promissora. Como consequéncia, 0s 0leos essenciais de plantas
com atividades antimicrobiana e antioxidante tornaram-se alvos de grande
interesse e tém sido considerados como uma alternativa aos conservantes
guimicos sintéticos.

O nitrato de sdédio (NaNOs) e o nitrito de sodio (NaNO;) sdo
conservantes sintéticos empregados em solugdes de cura para carnes para
estabilizar a cor vermelha, prevenir alteracGes desagradaveis provenientes da
oxidacdo lipidica e inibir microrganismos deteriorantes e aqueles que produzem
toxinas como o microrganismo Clostridium botulinum. No entanto, a presenca
de nitrito em produtos carneos cozidos apresenta grande risco para a saude dos
consumidores, devido a formagdo de nitrosaminas, substancia considerada
carcinogénica.

Dentre 0s produtos carneos nos quais se empregam nitratos e nitritos,
tem-se 0 apresuntado. Trata-se de um produto carneo cozido pronto para o
consumo, sendo, portanto, consumido sem nenhum tratamento térmico
pGés-processamento.

Em relacdo ao consumo de apresuntados, as preocupagdes de seguranca
podem existir pelo fato de esse produto apresentar condi¢Oes favoravéis para o
desenvolvimento de microrganismos, como o Clostridium sporogenes, um bacilo
gram-positivo que se desenvolve em meio anaerébio, produtor de enddsporos, e

que apresenta similaridade genética com cepas proteoliticas do C. botulinum.
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Os Oleos essenciais sdo produzidos no metabolismo secundario das
plantas e a composicao de cada 6leo essencial varia de acordo com a espécie e 0
estagio de desenvolvimento da planta, além de fatores ambientais. Os Oleos
essenciais, geralmente, tém derivados de fenilpropanoides (principais
responsaveis pelas propriedades antibacterianas dos Oleos essenciais) ou de
terpenoides (predominantes). Frequentemente, é normal que pelo menos um
desses compostos seja 0 majoritario, sendo 0s outros presentes em menores
teores ou em baixissimas quantidades (tracos).

A aplicagdo prética dos 6leos essenciais em alimentos encontra algumas
restrigdes, pois a adi¢do deles em altas concentra¢fes gera mudancas indesejadas
na parte sensorial dos alimentos. Uma alternativa para esse problema pode estar
associada a combinacdo de 6leos essenciais, minimizando o efeito sensorial
causado. Um oOleo essencial que ndo apresenta relevante acdo antimicrobiana,
quando associado a outro 6leo de maior poder antisséptico, pode potencializa-lo,
tornando-o0 um interessante agente antimicrobiano natural, tornando possivel que
a industria de alimentos o empregue em escalas seguras e efetivas.

O objetivo, neste, trabalho foi verificar a atividade antibacteriana de
diferentes dleos essenciais e compostos majoritarios sobre Clostridium
sporogenes em apresuntados. Buscou-se, ainda, determinar a concentracdo
minima bactericida (CMB) in vitro dos 6leos essenciais e seus compostos
majoritarios, e das combinacBes entre eles, além de avaliar o efeito dessas
combinagdes sobre Clostridium sporogenes inoculados em apresuntado e avaliar
este produto em relagdo a concentragdo de nitrito residual, pH, oxidac&o lipidica,

atividade de agua e cor.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Clostridium sporogenes

Clostridium sporogenes sdo bacilos gram-positivos anaerobios que
produzem esporos e motilidade flagelar, apresentando similaridade genética com
cepas proteoliticas do C. botulinum. Este microrganismo é amplamente aplicado
como substituto da forma proteolitica da bactéria Clostridium botulinum, sendo
utilizado como modelo de pesquisa, garantindo a seguranga laboratorial, pois,
qguando se comparam esses dois microrganismos, tem-se que o C. sporogenes
ndo produz neurotoxinas evidenciadas nas estirpes de C. botulinum. Além dessa
diferenca, a substituicdo do C. botulinum pelo C. soporogenes apresenta
algumas outras vantagens, como a facil deteccdo por meio do odor ou da
formacgéo de gas. O C. sporogenes tem resisténcia térmica um pouco acima da
do C. botulinum, o que o caracteriza como um bom substituto para validar
processos térmicos e, além disso, ha uma relativa facilidade para que culturas de
esporos com alta resisténcia térmica sejam produzidas (BROWN; TRAN-DINH;
CHAPMAN, 2012).

O microrganismo C. sporogenes pode ser encontrado em uma variedade
de lugares, incluindo solo, sedimento de ambos 0s ambientes marinhos e de agua
doce, carnes, produtos lacteos, matéria fecal, veneno de cobra e infecgbes em
animais domésticos e seres humanos. O C. sporogenes é fenotipicamente
semelhante a outros membros de seu género, como o C. difficile e C. Botulinum.
Porém, por faltar-lhe a capacidade de produzir a neurotoxina botulinica, que
causa a doenca humana, o microrganismo C. sporogenes é classificado como um
nivel de biosseguranca I, organismo inofensivo, pela American Type Culture
Collection (KUBIAK et al., 2015).
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A parede celular do C. sporogenes é constituida por uma camada
espessa de peptidoglicano, um polimero de aminoacidos e agUlcar; outros
componentes ancorados na parede celular, tais como 0 &cido teicoico e
proteinas, sobressaem-se fora da camada de peptidoglicano, dando uma
superficie rigida a célula (VOLLMER; HOLTIJE, 2004).

C. sporogenes exibem motilidade por meio de flagelos, caracteristica
que favorece um papel importante na reacdo da bactéria frente a estimulos. As
membranas celulares contendo os receptores detectam os estimulos que causam
a ativagdo dos flagelos; se o estimulo é sentido como benéfico, os flagelos
movimentam-se na direcdo dos estimulos (e vice-versa) (BERGEY et al., 2009).

Como outros membros do género, os Clostridium sporogenes produzem
enddsporos como um mecanismo para sobreviver a condi¢fes ambientais
desfavoraveis, tornando, assim, a bactéria de dificil eliminacdo (BRUNT et al.,
2014).

Os esporos do Clostridium botulinum séo as formas mais resistentes que
tém sido encontrados entre os agentes bacterianos, podendo sobreviver por mais
de 30 anos em meio liquido e, provavelmente, mais tempo ainda em estado seco,
chegando a tolerar temperaturas de 100 °C por horas (RADOSTITS et al., 2002).

Algumas cepas do C. sporogenes sdo capazes de produzir substancias
como a bacteriocina, que pode inibir outras estirpes C. Sporogenes (BETZ;
KENNETH; ANDERSON, 1964). Na microflora intestinal do ser humano, este
microrganismo converte o triptofano em indol e, subsequentemente, o &cido
indole-3-propidnico (IPA), um potente antioxidante no corpo humano
(KARBOWNIK et al., 2001).

Como os C. sporogenes sdo anaerdbios obrigatorios, eles ndo podem
utilizar nem sobreviver na presenga de oxigénio; essa bactéria obtém energia por

meio da fermentagdo de amino&cidos. A fermentacdo da glicose, resultando em
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etanol e didxido de carbono, pode ser utilizada como uma fonte secundéaria de
nutricdo (BERGEY et al., 2009).

No trabalho de Cui, Gabriel e Nakano (2011), os efeitos das fracBes de
12 extratos de plantas solUveis em etanol foram testados para sensibilizacdo do
calor sobre os esporos de Clostridium botulinum (tipo A e tipo B) e Clostridium
sporogenes PA 3679, verificando-se que ndo ocorreram grandes diferencas nos
resultados, podendo, entdo, o C. sporogenes PA 3679 substituir adequadamente
o C. botulinum em modelos de pesquisa.

Na Tabela 1 podem-se observar algumas comparagGes das cepas

proteoliticas de Clostridium botulinum e do Clostridium sporogenes.

Tabela 1 Comparativo entre cepas proteoliticas de Clostridium botulinum e do
Clostridium sporogenes

Fatores C. botulinum C. sporogenes
Producéo de neurotoxinas Sim Né&o
Temperatura 6tima de crescimento (°C) 37 37
pH minimo de crescimento 4,6 4,6
Concentragdo inibitoria de NaCl >10% >10%
Atividade de agua minima 0,94 0,94
Producéo de esporos Baixa Alta
Resisténcia térmica dos esporos D121°C 0,1-0,2 min 1,2-2,5 min

Brown, Tran-Dinh e Chapman (2012) e Smith (1980)

2.2 Nitrato e nitrito

Os nitratos (NO3) e os nitritos (NO») sdo compostos idnicos
encontrados na natureza, fazendo parte do ciclo de azoto. O nitrato € a forma
mais estavel, em relacdo as estruturas oxigenadas do nitrogénio. Mesmo

apresentando relativa estabilidade quimica, o nitrito é facilmente oxidado por
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processos biolégicos ou quimicos a nitrato ou a reducdo origina outros diversos
compostos (KHATOUNIAN, 2001).

Hé& seculos tém-se utilizado sais de nitrito e nitrato de sddio ou potéssio
em embutidos carneos. A adic¢do de nitrito em produtos curados apresenta trés
finalidades basicas: funciona como agente estabilizante da cor vermelha ou
rosea, conferindo sabor, aroma e textura (melhoria das caracteristicas
sensoriais), caracteristicas dos produtos curados; atuam como antioxidante e
inibem o desenvolvimento de microrganismos (CASSENS, 1997; ROCA, 2005),
como os do género Clostridium e sua producéo de toxinas (SILVA, 1999).

Conforme descrito por Muller (1991), as concentra¢fes residuais de
nitrito necessarias para que ocorram diversos efeitos nos produtos carneos
variam de 30 a 50 ppm, para desenvolvimento de cor; de 20 a 40 ppm, para
desenvolvimento de aroma e de 80 a 150ppm, para o efeito conservante. Lucke
(2000) relata que, para efeito antioxidante, sdo necessarias concentragdes entre
20 a 50 ppm de nitrito, sendo esses valores dependentes do tipo de produto
carneo. Hill (1996) ressalta que a atuacdo antimicrobiana do nitrito sobre
diversos microrganismos depende das condi¢cbes em que o sistema carneo se
apresenta como a composicao quimica (incluindo os aditivos como fosfatos, sal,
e outros agentes antimicrobianos), o pH, a temperatura de armazenamento do
produto e o potencial redox (Eh). Para produtos que contém baixo contetdo de
sal e ha a pretensdo de que este produto tenha vida dtil prolongada, seria
necessaria a adi¢do entre 50 e 150 ppm de nitrito para inibir o crescimento de C.
botulinum (VARNAM; SUTHERLAND, 1995).

A maioria do nitrito presente nos produtos carneos estad ligada aos
componentes da carne, como a mioglobina, os lipidios e as proteinas, ou na
forma de Oxido nitrico. Porém, porcentagem significativa (aproximadamente
25%) do nitrito de sodio pode ser detectada nos produtos curados como nitrito

residual, dependendo das condicgbes de armazenamento (HONIKEL, 2008).
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O nitrato é reduzido a nitrito, nos produtos carneos, por bactérias que,
geralmente, fazem parte da microbiota da carne; o nitrito, por sua vez, é
reduzido a 6xido nitrico (NO), composto que reage com o principal pigmento da
carne a mioglobina, formando a nitrosomioglobina e conferindo a coloracdo
tipica da carne curada. J& o éxido nitrico ligado a porcdo heme presente na carne
a torna indisponivel para oxidagdo tipica, retardando a rancidez (GREVER,;
RUITER, 2001; ZADARNI; DAZZI; CHIZZOLINI, 2002).

Apesar do beneficio do nitrato e do nitrito em produtos carneos curados,
h& grande preocupagdo devido a formagdo de compostos com propriedades
carcinogénicas, mutagénicas e teratogénicas (HECHT, 1997; PEGG; SHAHIDI,
2000; SAWAMURA et al., 2005).

A manipulagdo e o uso de nitrito devem ser bastante cuidadosos, pois 0
uso indiscriminado pode trazer riscos a satde. Quando ingerido em doses acima
das permitidas, o nitrito é considerado toxico (LEMOS; YAMADA,
HAGUIWARA, 2008). A ingestdo diaria aceitavel (IDA) para o nitrito,
estabelecida de acordo com o Comité de Peritos em Aditivos Alimentares o
JECFA (Joint Expert Committee on Food Additives), é de 0-0,06 mg/kg de peso
corporeo, e, para o nitrato, é de 0-3,7 mg/kg de peso corp6éreo. Ambos nado
devem ser consumidos por criangas com menos de 3 meses de idade (FOOD
AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS -
FAO, 2013).

A Legislacdo Brasileira permite o uso de nitrato de sédio ou potassio,
associado ou ndo a nitrito de so6dio ou potassio, com um limite maximo de 30
mg/100 g de produtos carneos curados, exceto charque, expressos em ion nitrito.
J& para o nitrito de sédio ou potéssio, usado isoladamente ou combinado, o
limite maximo permitido é de 15 mg/100 g de produto para produtos carneos
curados, exceto charque e alimentos infantis, expresso em ion nitrito (BRASIL,

1998). A presenca de meta-hemoglobina é uma das razdes para que a quantidade
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de nitrito ingerido seja controlada, principalmente por criancas, pois esta reacéo
impede que a hemoglobina exerca sua funcdo normal de transportar oxigénio
para os tecidos. Em doses baixas, 0s sintomas sdo enrubescimento da face e
extremidades, desconforto grastrintestinal e dor de cabeca. Em doses mais
elevadas, observam-se cianose, nausea, vomitos e dores abdominais, podendo,
inclusive, levar a 6bito (MIDIO; MARTINS, 2000; SGARBIERI, 1987).

Nitrato e nitrito sdo produtos de oxidacédo e fontes de agentes nitrosantes,
dos quais 0s mais importantes sdo o Oxido nitrico (NO) e o 4cido nitroso
(HNO2), pois participam na formacdo de nitrosaminas. Os agentes nitrosantes
reagem rapidamente com superéxido para formar peroxido de nitrito (ONOO-),
0 qual é altamente reativo e responsavel pelos efeitos celulares adversos no
cancer (CHOW; HONG, 2002). Na Figura 1 é possivel observar a formacéo de
nitrosamina no estdmago; o &cido nitroso, a partir de nitrito de sddio, reage com

a amina secundaria oriunda da dieta, resultando em nitrosamina.

Nitrito de sédio + acido cloridrico = acido nitroso + cloreto de sodio

NaNO; + HCI® —» HNO; + NaCl

Acido nitroso + Amina secundaria = Nitrosamina

HNO:; +H3C -N - H—™» Hi C-N-N=0O +H0
IS |
"‘CHa, CH;
dimetilamina dimetilnitrosamina

Figura 1 Reagdes de formag&o de nitrosamina no estbmago
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Os compostos N-nitrosos e, em particular, as N-nitrosaminas sdo
potentes mutagénicos, além de apresentarem agdo teratogénica e carcinogénica
em animais de laboratorio. As N-nitrosaminas podem ser formadas durante o
processamento de alimentos, bem como, in vivo, no trato gastrintestinal, pela
nitrosacdo de aminas secundarias, as quais estdo associadas com alto risco de
cancer gastrico, hepatico e de eséfago. De modo geral, os alimentos crus, tais
como vegetais, carnes, peixes, frutas, cereais e produtos lacteos, contém baixos
teores de N-nitrosaminas. No entanto, o processo de cura, em que se adicionam
nitrito e/ou nitrato, favorece consideravelmente o aumento do nivel de
nitrosaminas (ANDRADE, 2004; SINDELAR; MILKOWSKI, 2011).

Em estudos realizados pela comunidade cientifica concluiu-se que
apenas 5% da ingestdo média de nitritos e de nitratos provém do consumo de
produtos carneos curados (PENNINGTON, 1998; WORLD HEALTH
ORGANIZATION - WHO, 2010). O nitrato provém do consumo de algumas
plantas, como espinafre, couve, cenoura, cereais e rabanete, devido ao uso de
fertilizantes azotados empregados na agricultura para o seu cultivo. O nitrito
provém, principalmente, da ingestdo de produtos cérneos curados e de peixes
defumados. Também o nitrito e o nitrato podem ser provenientes do consumo de
agua contaminada por fertilizantes (WHO, 2003).

A Agéncia Internacional de Pesquisa do Céncer (IARC), da Organizacao
Mundial da Saude (OMS), por meio da Portaria n° 240, de 26 de outubro de 2015,
divulgou a noticia de que comer carne processada, como salsichas,
hambdrgueres e bacon, aumenta o risco de cancer. O documento conclui que
este tipo de alimento ¢ “carcinogénico para os humanos” ¢ o inclui no grupo de
substancias mais perigosas para a satde, junto com o cigarro, o pluténio e o ar
contaminado, entre outros mais de cem compostos analisados anteriormente. Em
um relatério publicado, aquela organizagdo também considera que a carne

vermelha (vaca, porco, cavalo, cordeiro, cabra) ¢ “provavelmente
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carcinogénica”. Um grupo de 22 cientistas de dez paises da Agéncia
Internacional para a Pesquisa do Cancer (IARC, em inglés), que integra a
agéncia de saude das Nacgdes Unidas, foi encarregado de revisar os estudos
cientificos publicados sobre o tema (BRASIL, 2015).

O mecanismo de acdo do nitrito sobre os microrganismos ainda ndo esta
bem elucidado. Acredita-se que o nitrito inibe o crescimento do C. botulinum, pois
0 mesmo interfere nas enzimas ferro-enxofre, como a ferrodoxina, impedindo a
sintese da adenosina trifosfato (ATP) a partir do piruvato. Woods, Wood e Gibbs
(1981) demonstraram que o sistema fosforoclastico do C. botulinum e do C.
sporogenes é inibido com éxido nitrico, devido a acumulacdo de acido pirtvico no
meio (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005). A reacdo fosforoclastica envolve a
quebra do piruvato com fosfato inorganico e coenzima-A, produzindo
acetilfosfato. Em presenca de adenosina difosfato (ADP) se sintetiza 0 ATP a
partir do acetilfosfato. Durante a quebra do piruvato, primeiro os elétrons se
transferem para ferrodoxina e, em seguida, para o ion H, para formar o H2 em
uma reacdo catalisada pela enzima hidrogenase. As enzimas ferrodoxina e

hidrogenase séo proteinas ndo heme que contém complexos ferro-enxofre.

2.3 Oleos essenciais

Oleos essenciais constituem complexas misturas de substancias volateis,
geralmente lipofilicas (SIMOES; SPITZER 1999), cujos componentes incluem
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres,
acidos organicos fixos, etc., em diferentes concentragcbes, nos quais,
normalmente, um composto farmacologicamente ativo é majoritario (SIMOES
et al., 2007).

De acordo com Oussalah et al. (2007), os Oleos essenciais sao

produzidos pelo metabolismo secundério das plantas, variando a intensidade e a
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composicdo de acordo com a espécie, fatores ambientais e o estagio de
desenvolvimento da planta.

Os metabolitos secundarios apresentam varias atividades bioldgicas e
muitas sdo de importancia comercial, tanto na area farmacéutica quanto nas
areas alimentar, agrondmica e de perfumaria, entre outras. Entre 0os metabdlitos
secundarios, os principais grupos de compostos encontrados com atividade
biolégica sdo alcaloides, flavonoides, cumarinas, taninos, quinonas e 06leos
essenciais (SIMOES et al., 2007).

Segundo Conner (1993), os 6leos essenciais tém servido como agentes
aromatizantes em alimentos e bebidas, e, devido ao seu teor versatil de
compostos antimicrobianos, tém potencial como agentes naturais para a
conservacgdo de alimentos.

Segundo a Resolugdo — RDC n° 2, de 15 de janeiro de 2007, 6leos
essenciais sdo produtos volateis de origem vegetal obtidos por processo fisico
(destilagdo por arraste com vapor de &gua, destilacdo a presséo reduzida ou outro
método adequado) (BRASIL, 2007).

A composicdo do Oleo essencial de uma planta é determinada
geneticamente e, geralmente, é especifica para determinado ¢rgdo e
caracteristica para seu estdgio de desenvolvimento (SALGADO, 2005). As
condicBes ambientais sdo capazes de causar variagdes de grande significancia,
como a influéncia do ciclo vegetativo, em que pode ocorrer a variagdo da
concentragdo de cada um dos constituintes durante o desenvolvimento do
vegetal. O ambiente no qual o vegetal se desenvolve e os tipos de cultivo
também influenciam os dleos essenciais em relacdo & sua composi¢do quimica.
A temperatura, a insolacdo, a umidade relativa e o regime de ventos exercem
influéncia direta, sobretudo sobre as espécies que tém estruturas histoldgicas de

estocagem de 6leo essencial na superficie.
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Os constituintes quimicos dos 0Oleos essenciais estdo distribuidos em
duas classes quimicas distintas: terpenoides e fenilpropanoides. Os terpenoides
sdo mais frequentes e produzidos com maior quantidade, enquanto o0s
fenilpropanoides sdo indispensaveis para caracteristicas flavorizantes e
odorizantes (SANGWAN et al., 2001).

Os OGleos essenciais podem ocorrer em estruturas secretoras
especializadas, tais como pelos canais oleiferos (Apiaceae), pelos glandulares
(Lamiacae), células parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae,
Poaceae) ou em bolsas lisigenas ou esquisolisigenas (Pinaceae, Rutaceae). Os
Oleos essenciais podem ser estocados em alguns oOrgdos, tais como flores
(laranjeira e bergamoteira), raizes, rizomas (cUrcuma, gengibre), folhas
(capim-limao, eucalipto, louro) ou, ainda, nos frutos (anis-estrelado, funcho,
erva-doce), cascas do caule (canelas), madeira (s&ndalo, pau-rosa), ou
sementes (noz- moscada). Embora todos os 6rgdos da planta possam acumular
Oleos essenciais, sua composicdo pode variar segundo a localizagdo
(OUSSALAH et al., 2007).

Os componentes majoritarios sao aqueles que estdo presentes no 6leo
essencial em altas concentracdes, de 20% a 70%. Geralmente, sdo dois ou trés
componentes do 6leo. Também existem outras substancias que contribuem para
a composicdo dos Oleos, mas sdo encontradas em menores quantidades
(BAKKALI et al., 2008).

Esses compostos tém propriedades bioldgicas e podem ser utilizados
para a sintese de novos medicamentos ou, mesmo, ser utilizados como
substitutos de principios ativos sintéticos, como os antibidticos, no intuito de
reduzir a resisténcia microbiana (AHMAD; BEG, 2001).

A composicdo e a concentracdo dos componentes dos 6leos essenciais
de plantas de mesma espécie podem variar devido a fatores ecolégicos e a

condi¢bes edafoclimaticas (YIN, 1991). Assim, essas diferencas quimicas
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existentes entre 0s 6leos essenciais podem refletir diretamente nas propriedades

funcionais, como a atividade antimicrobiana e antioxidante.

2.3.1 Oleos essenciais em alimentos

Os conservantes alimentares sdo quaisquer substancias ou misturas de
substancias adicionadas ao alimento com o objetivo de preserva-lo, em
concentragdes controladas, que ndo facam parte da composicao do alimento. Os
conservantes podem ser adicionados aos alimentos durante as etapas de
producdo, processamento, tratamento, embalagem, transporte e armazenamento
(MPOUNTOUKAS et al., 2008).

Seguindo a tendéncia de mercado, a legislacdo de alimentos tem
progressivamente restringido ou limitado o uso de alguns conservantes quimicos
em diferentes alimentos. Desse modo, esta restri¢cdo tem causado problemas para
a industria de alimentos, pois a susceptibilidade de alguns microrganismos frente
a certos antimicrobianos sintéticos classicos tem diminuido (LEUSCHNER,;
ZAMPARINI, 2002). O uso descontrolado de antimicrobianos sintéticos tem
sido responsavel pelo surgimento de cepas microbianas progressivamente mais
resistentes a diferentes compostos antimicrobianos (SOUZA, 2006).

Os 0leos essenciais tém sido muito utilizados no preparo de alimentos
em virtude do sabor e aroma diferenciado, proporcionando o aumento da vida
atil do produto, inibindo o crescimento de microrganismo indesejavel e a
consequente deterioragdo dos alimentos. Eles tém atividade antibacteriana e
antiflngica, sendo extraidos de plantas aromaticas e medicinais (TRAJANO;
SANTOS, 2009).

A utilizacdo de dleos essenciais como aromatizantes naturais hd muito é
explorada pela industria de alimentos, porém, a atividade antimicrobiana dos

Oleos essenciais e a busca por alternativas naturais para combater 0s
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microrganismos deterioradores e patogénicos tém assumido papel relevante no
emprego dessas substancias (DORMAN; DEANS, 2000; ELGAYYAR et al.,
2001).

Alguns estudos reportam que a atividade antibacteriana dos 6leos
essenciais é derivada dos compostos terpenoides e fendlicos presentes nesses
Oleos. Em geral, maiores quantidades de 6leos essenciais sd0 necessarias em
alimentos, quando comparadas as quantidades utilizadas em meios de cultura em
laboratorio. Portanto, a aplicacdo préatica dos 6leos essenciais é restrita, ja que a
adicdo de altas concentragGes de 0leos essenciais gera mudangas indesejadas na
parte sensorial dos alimentos (YAMAZAKI et al., 2004).

Uma alternativa para esse problema pode estar associada a combinagédo
de 6leos essenciais, minimizando o efeito sensorial causado. Um 6leo essencial
que ndo apresenta relevante agdo antimicrobiana, quando associado a outro 6leo
de maior poder antisséptico, pode potencializa-lo, tornando-o um interessante
agente antimicrobiano natural e proporcionando a inddstria de alimentos o seu
emprego em escalas seguras e efetivas (ULTEE et al., 2000).

Os bleos essenciais, como agentes antimicrobianos, apresentam, como
principais caracteristicas, a sua origem natural e o fato de serem considerados
como sendo de baixo risco de desenvolvimento de resisténcia microbiana frente
a sua acdo. A segunda caracteristica citada toma como base o fato de que os
Oleos essenciais sdo0 compostos por misturas de componentes que,
aparentemente, apresentam diferentes mecanismos de atividade antimicrobiana,
e, dessa forma, tornam mais dificil a adaptabilidade dos microrganismos
(DAFERERA et al., 2000).

Diversos autores tém estudado a atividade antimicrobiana dos
condimentos e/ou especiarias, assim como de seus Oleos essenciais, que
progressivamente tém sido adicionados aos alimentos como aromatizantes
(CHAO; YOUNG, 2000; MENDONCGCA, 2004; SOUZA et al., 2005). Entretanto,
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0s componentes das matrizes alimentares podem, possivelmente, interagir com
0s principios ativos destes potenciais compostos antimicrobianos, resultando em
moderada a ndo significante a eficacia do antimicrobiano (MENON; GARG,
2001).

Alguns componentes dos Oleos essenciais tém sido registrados pela
Comissdo Europeia para utilizacdo como aromatizante em géneros alimenticios.
Esses 6leos caracterizam-se por ndo apresentarem qualquer risco a salde do
consumidor e incluem carvacrol, carvona, cinamaldeido, citrato, p-cimeno,
eugenol, mentol e timol (THE COMMISSION OF THE EUROPEAN
COMMUNITIES, 1999).

Entretanto, alguns autores afirmam que a ingestéo oral de doses elevadas
de alguns compostos naturais pode promover graves problemas de toxicidade,
sendo necessario encontrar um equilibrio entre a dose efetiva e a que pode
causar toxicidade (DUSAN et al., 2006). Alguns 6leos essenciais podem induzir
problemas alérgicos e dermatite de contato, estando este problema relacionado
com a natureza lipofilica e a sua capacidade de penetrar na pele (CARSON;
RILEY, 2001).

2.3.2 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

Os agentes antimicrobianos, incluindo conservantes alimentares e acidos
organicos, tém sido utilizados para inibir as bactérias nos alimentos e estender a
vida util dos alimentos processados. Muitos compostos que ocorrem
naturalmente em plantas comestiveis e medicinais, ervas e especiarias, como 0s
6leos essenciais, demonstraram possuir fungdes antimicrobianas contra agentes
patdgenos dos alimentos (DEANS; RITCHIE, 1987; JANSSEN et al., 1985).

Os componentes fendlicos sdo 0s principais responsaveis pelas

propriedades antibacterianas dos 6leos essenciais (COSENTINO et al., 1999).
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Estas propriedades sdo de grande interesse, pois consistem em alternativa para a
ndo utilizacdo ou a reducdo de aditivos quimicos nos alimentos. Nos ultimos
anos, relata-se que alguns 6leos essenciais foram capazes de aumentar a vida Util
de alimentos processados, devido a inibicdo bacteriana (KIM et al., 1995;
SMITH-PALMER et al., 1998).

Considerando a variabilidade de grupos de compostos quimicos
presentes nos 6leos essenciais, observa-se que sua atividade antibacteriana nao é
atribuida somente a um mecanismo especifico, havendo varios alvos na célula
microbiana (CARSON; MEE; RILEY, 2002).

Dorman e Deans (2000) descrevem o mecanismo de acdo dos 6leos
essenciais. Acredita-se que a maioria deles exerga efeito antimicrobiano na
estrutura da parede celular bacteriana, desnaturando e coagulando proteinas.
Alteram a permeabilidade da membrana citoplasmatica para ions de hidrogénio e
potéssio, causando a interrupgao dos processos vitais da célula, como transporte
de elétrons, translocacdo de proteinas, fosforilacdo e outras reacbes que
dependem de enzimas, o0 que resulta em perda do controle quimiosmético da
celula afetada, levando a morte bacteriana.

Mecanismos especificos de acdo bactericida dos componentes majoritarios,
como o timol e carvacrol, permanecem, no entanto, mal caracterizados. As
propriedades antibacterianas desses compostos séo, evidentemente, associadas ao
seu caréater lipofilico, levando ao acimulo em membranas e eventos adversos
associados a membrana subsequentes, tais como esgotamento de energia
(CONNER, 1993; SIKKEMA; DE BONT; POOLMAN, 1995).

Segundo Dorman e Deans (2000), a menor ou a maior atividade
inibitéria dos dleos essenciais sobre bactérias gram-negativas ou gram-positivas
podem estar relacionadas com a eficacia de cada componente em particular
presentes no Oleo essencial em diferentes microrganismos, em vez da estrutura

da célula dos microrganismos.
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Conforme descrito por Nikaido (1996), todas as bactérias gram-
negativas tém uma membrana externa que proporciona & bactéria uma superficie
hidrofilica, devido a presenca de moléculas de lipopolissacarideo (LPS).
Pequenos solutos hidrofilicos sdo capazes de atravessar a membrana externa,
através de proteinas abundantes distribuidas nessa membrana denominadas
porinas, que proporcionam canais transmembranares, enguanto a membrana
externa serve como uma barreira para a penetracdo de macromoléculas e de
compostos hidrofébicos. E por esta razdo que as bactérias gram-negativas s&o
relativamente resistentes aos antibidticos e a drogas toxicas hidrofébicas, sendo
menos sensiveis & agdo dos Oleos essenciais, provavelmente devido a presenca
da membrana externa que envolve a parede celular (NIKAIDO, 1996;
NIKAIDO; VAARA, 1985; RATLEDGE; WILKINSON, 1988).

Segundo uma pesquisa desenvolvida por Nevas et al. (2004), com 13
6leos essenciais testados contra 12 espécies de bactérias patogénicas e/ou
deterioradoras, as bactérias gram-positivas apresentaram-se mais sensiveis aos
6leos. Dentre as gram-positivas testadas, C. butulinum tipos B e E e Clostridium
perfringens se apresentaram mais sensiveis.

Varias investigagdes cientificas estdo sendo realizadas com o objetivo de
confirmar a atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais. Assim tém sido
desenvolvidos métodos de investigacdo in vitro, contudo, essa tarefa encontra
dificuldades devido as peculiaridades que os 6leos essenciais apresentam, como
volatilidade, insolubilidade em &gua e complexidade, caracteristicas que
interferem significativamente nos resultados. Por isso, em testes de
susceptibilidade microbiana, deve-se levar em consideracéo a técnica utilizada, o
microrganismo estudado, o meio de cultura e o Oleo essencial testado
(ALMEIDA et al., 2006; ARRUDA et al., 2006; BENKEBLIA, 2004;
CLAFFEY, 2003; NUNES et al., 2006; REHDER et al., 2004; SEYMOUR,
2003).
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De acordo com Burt (2004), sabe-se que a poténcia antimicrobiana dos
6leos essenciais em sistemas alimentares, geralmente, é reduzida, comparada as
obtidas em trabalho in vitro, pois, nos alimentos, a presenca de gorduras,
carboidratos, proteinas e sais minerais, além do pH, influenciam fortemente a
sua eficacia. Por conseguinte, quantidades mais elevadas de 6leos essenciais séo
necessarias em sistemas alimentares, pois interferem seriamente nos aspectos
organolépticos do alimento (LIS-BALCHIN; BUCHBAUER,;
HIRTENLEHNER, 2003). Nesse sentido, a influéncia da composi¢cdo dos
alimentos sobre a eficacia antimicrobiana dos Oleos essenciais torna-se
desafiadora e importante area de estudo (HOLLEY; PATEL, 2005).

InteracGes entre os componentes dos 6leos essenciais podem provocar
efeitos antagOnicos, aditivos ou sinérgicos. Em alguns estudos tem sido
demonstrado que todos os Oleos essenciais, geralmente, tém atividade
antibacteriana maior do que as misturas de seus principais componentes,
sugerindo que os componentes minoritarios sdo fundamentais para a atividade
sinérgica, embora também sejam observados efeitos antagbnicos e aditivos
(DAVIDSON; PARISH, 1989; MOUREY; CANILLAC, 2002).

2.3.3 Atividade antioxidante dos 6leos essenciais

Os Oleos e as gorduras estdo sujeitos, durante o processamento e a
estocagem de alimentos, a rea¢Bes quimicas que podem alterar de modo
indesejavel as caracteristicas do produto final. Hidrdlise e oxidagdo podem ser
responsaveis por esse processo, sobretudo a oxidagdo dos lipideos.
Antioxidantes sdo, geralmente, utilizados em 6leos e alimentos gordurosos, para
retardar sua auto-oxidacdo (WENG; WANG, 2000).

Os lipideos podem ser oxidados de diferentes formas. A rancificagdo

hidrolitica é catalisada pelas enzimas lipases ou pela acdo de umidade e calor,
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havendo a formacdo de &cidos graxos livres. A oxidagdo por via enzimatica
ocorre devido a acdo das enzimas lipoxigenases que tém atividade sobre os
acidos graxos poli-insaturados, catalisando a adicdo de oxigénio a cadeia
hidrocarbonada poli-insaturada, ocorrendo a formacdo de peroxidos e
hidroperdxidos com duplas ligagbes conjugadas que podem se envolver em
diversas e variadas reacGes degradativas. O mecanismo de fotoxidacdo de
gorduras insaturadas € promovido, essencialmente, pela radiacdio UV em
presenca de fotossensibilizadores (clorofila, riboflavina e mioglobina, entre
outros) gue absorvem a energia luminosa de comprimento de onda na faixa do
visivel e a transferem para o oxigénio triplete (30;), assim gerando o estado
singlete (102). O oxigénio singlete reage com as ligagdes duplas diretamente por
adicdo, formando hidroperoxidos diferentes dos que se observam na auséncia de
luz e de sensibilizadores, e que, por degradacdo posterior, originam aldeidos,
hidrocarbonetos e éalcoois (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

A autoxidacao dos lipidios em produtos carneos envolve a peroxidacdo
de é&cidos graxos insaturados, em particular daqueles associados com
fosfolipidios localizados nas membranas celulares. A suscetibilidade ao processo
oxidativo depende da capacidade de os acidos graxos doarem um atomo de
hidrogénio, com producdo de um radical livre de lipidio que, por sua vez, reage
com oxigénio molecular para formar um radical peroxi (BELITZ; GROSCH,
1999).

Assim, os 4tomos de carbono adjacentes as duplas ligacOes tendem a
doar um atomo de hidrogénio, levando a formacg&o de radicais estabilizados por
ressonancia. Uma vez que a autoxidacdo dos lipidios procede via mecanismo de
cadeia de radicais livres, é catalisada por muitos fatores, tais como presencga de
calor, luz, radiacdo ionizante, ions metalicos e metaloporfirinas (BELITZ;

GROSCH, 1999). O mecanismo de autoxidacgdo esté ilustrado na Figura 2.
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Iniciagiio RH —» R +H

Propagacio R"+0, —» ROO’
|‘RDO +RH — ROOH+R"

Término ROO" +R" —» ROOR
ROO"+RO0O" —» ROOR + 0,
R"+R" —» RR
Legenda: Acido graxo insaturado (RH); Radical livre (R*);
Radical perdxido {RDG"]; Hidroperdxido (ROOH]).

Figura 2 Mecanismo de autoxidacdo, segundo Ramalho e Jorge (2006)

A deterioracdo oxidativa pode resultar, ainda, em rancidez organoléptica
no produto final, tornando-o inaceitavel pelos consumidores e também causar
efeitos degradativos, como destruicdo de vitaminas, perdas nutricionais e
descoloracdo (STROTMANN et al., 2008).

Conforme Jayaprakasha, Singh e Sakariah (2001), alguns antioxidantes
sintéticos, como butil-hidroxianisol (BHA) e butil-hidroxitolueno (BHT),
bastante utilizados em alimentos, revelaram-se toxicos em altas doses. Portanto,
0s Oleos essenciais podem ser empregados como potenciais substitutos de
antioxidantes sintéticos.

A atividade antioxidante das especiarias e de seus extratos é atribuida
aos compostos fenolicos que podem atuar como sequestrantes de radicais livres
(GUERRA; LAJOLO, 2005). A atividade antioxidante de compostos fenoélicos
deve-se, principalmente, as suas propriedades redutoras e a estrutura quimica,
que desempenham papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais
livres e quelagéo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciacdo como
na propagacdo do processo oxidativo (SOARES, 2002; SOUZA et al., 2007). De

acordo com Soares (2002), os intermedidrios formados pela agdo de
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antioxidantes fendlicos séo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura destas substancias.

Segundo Angelo e Jorge (2007), de acordo com modo de acdo, 0S
antioxidantes dos 6leos essenciais podem ser classificados em primarios e
secundarios. Os primarios atuam interrompendo a cadeia da reacdo por meio da
doacdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em
produtos termodinamicamente estaveis e/ou reagindo com os radicais livres,
formando o complexo lipidio-antioxidante que pode reagir com outro radical
livre. Os antioxidantes secundarios atuam retardando a etapa de iniciagcdo da
autoxidacdo por diferentes mecanismos que incluem complexacdo de metais
sequestro de oxigénio, decomposicao de hidroperoxidos para formar espécie néo
radical, absorcdo da radiacao ultravioleta ou desativacdo de oxigénio singlete.

A reacdo em cadeia dos antioxidantes primarios, como 0s compostos

fendlicos presentes em 6leos essenciais, esta ilustrada na Figura 3.

ROO" + AH — ROOH + A’
R'+AH —» RH+A"

Figura 3 Mecanismo de acdo para os antoixidantes primarios; creditado a 6leos
essenciais e seus componentes. Radicais livres: ROO*e R¥*;
antioxidante com atomo de hidrogénio ativo: AH e radical inerte (A*)

Diversos compostos antioxidantes sdo encontrados nos 6leos essenciais.
Em orégano tem-se a presenca do carvacrol e de isbmeros monoterpenos
fendlicos do timol (PETER, 2000); no cravo-da-india é possivel encontrar
galatos, biflorina, isémeros de eugenol e acetato de eugenila (LEE;
SHIBAMATO, 2001), e, em alecrim e sélvia, ocorre a presenca de carnosol,
ésteres de etil e metil, &cido carnésico, rosmadial, rosmariquinona, rosmanol e
rosmaridifenol (PIZZALE et al., 2002).
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2.4 Descricao botanica dos 6leos essenciais

2.4.1 Oleo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum)

A espécie Cinnamomum zeylanicum é uma planta aromética e medicinal
pertencente & familia Lauraceae, originaria de algumas regides da india e do
Ceildo. E encontrada e conhecida no Brasil como canela-da-india ou canela-do-
ceildo. O o6leo essencial da canela pode ser obtido tanto das cascas como das
folhas da planta, sendo a composi¢do dos dois completamente diferente. O 6leo
obtido da casca é utilizado na aromatizagdo de alimentos; ja o obtido das folhas
da canela é utilizado no ramo de cosméticos e aromaterapia (GROSSMAN,
2005).

O o6leo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum) é utilizado como
flavorizante, aromatizante e conservante natural de alimentos. Foi demonstrado,
em estudos, a capacidade de inibir o crescimento de fungos (LIMA et al., 2006)
e de bactérias (MATAN et al., 2006). De acordo com Benarroz et al. (2008),
suas qualidades sensoriais sdo ligeiramente doce, agradavel, quente e amargo,
além de ser fortemente aromatico.

Cinnamomum zeylanicum mostrou muitas aplicacdes bioldgicas devido
a seu efeito analgésico, antisséptico, antiespasmadico, afrodisiaco, adstringente,
carminativo hemostética, inseticida e parasiticida. O 6leo essencial extraido das
cascas da canela é comercializado como a canela comercial, que tem um longo
uso em perfumaria, culinario e sistemas de medicina nativos (GAYOSO et al.,
2005; SAMARASEKERA; KALHARI; WEERASINGHE, 2005).

Lima et al. (2005) descrevem a composi¢do do 6leo de folhas de C.
zeylanicum, que inclui eugenol (76,10%), trans-p-cariofileno (6,7%), linalol
(3,7%), acetato de eugenol (2,8%) e benzoato de benzilo (1,9%) (FICHI et al.,

2006). O eugenol é o composto principal encontrado no 6leo essencial de canela
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obtido a partir de folhas, enquanto os 6leos a partir de ramos apresentaram
linalol (10,6%), a-pineno (9,9%) e a-felandreno (9,2%) como compostos
prevalentes. No Gleo essencial de canela encontrado na casca estavam presentes
0s compostos aldeido cindmico (55%) e eugenol (12%) (KOKETSU et al.,
1997).

Um efeito interessante em relacdo a capacidade antimicrobiana do 6leo
essencial de C. zeylanicum para algumas bactérias patogénicas foi observado no
trabalho de Lopez-Diaz et al. (2002). Estes autores relataram que o 6leo
essencial de canela tem maior eficicia na inibicdo do crescimento de bactérias
gram-negativas, do que de bactérias gram-positivas.

Acredita-se que terpenos oxigenados e hidrocarbonetos, como 4-
terpineole, p-cimeno, B-pineno, linalool e a-pineno, encontrados em Oleo
essencial C. zeylanicum, se acumulam na membrana bacteriana e causam uma
perda da integridade da membrana, resultando no vazamento de contetdo
citoplasmatico, na dissipacdo de forca motriz de proétons e, por fim, a lise celular
(GUSTAFSON et al., 1998; SIKKEMA; DE BONT; POOLMAN, 1995).

De acordo com Matan et al. (2006), os compostos ativos presentes no
6leo da canela, entre 50% a 60% de cinnamaldeidos e 4% a 7% de eugenol,
apresentam a capacidade de interferir na sintese de algumas enzimas nas
bactérias, além de provocarem danos a estrutura da parede bacteriana.

Cinamaldeido é um dos compostos mais eficazes existentes na canela
(SHAH; DAVIDSON; ZHONG, 2012) e é aplicado amplamente no material de
preservacdo de alimentos como um ingrediente antimicrobiano seguro
(BALAGUER et al., 2013).

O cinamaldeido pode entrar nas células microbianas, danificando a
membrana celular, de modo a alterar as estruturas espaciais das
biomacromoléculas, destruindo o seu metabolismo ordenado. No entanto, devido

a sua hidrofobicidade, o cinamaldeido € moderadamente soltvel em &gua e é
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dificil dispersar-se uniformemente em matrizes alimentares. Isto leva a uma
aplicacéo relativamente limitada deste composto em conservacdo de alimentos
(BANG et al., 2000).

Singh et al. (2007), em pesquisa com C. zeylanicum, verificaram a
presenca de 13 componentes no seu 6leo essencial. (E)-cinamaldeido (97,7%)
foi encontrado como o principal, seguido de j- cadineno (0,9%), I-copaeno e
(0,8%) and J-amorfeno (0,5%)

No trabalho de Andrade et al. (2012), o 6leo essencial de canela foi o
mais efetivo na inibicdo do crescimento bacteriano. Esse resultado pode estar
relacionado com a presenga do componente majoritario aldeido cindmico em

elevada concentracdo (77,72%).

2.4.2 Oleo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum)

Madagascar e Indonésia sdo os principais produtores de cravo-da-india.
No Brasil, a planta é conhecida como craveiro, craveiro-da-india e cravo. Trata-
se de uma planta arbéreae perene que atinge 10 metros de altura. A copa é bem
verde, de formato piramidal. As folhas séo ovais, persistentes e de coloragéo
verde-brilhante. As flores brancas sdo agrupadas em inflorescéncia do tipo cacho
e seus botdes sdo colhidos quando sua cor muda de verde para carmim;
posteriormente ocorre uma cuidadosa dessecacao ao sol. O fruto € do tipo baga e
de formato alongado. Desenvolve-se em regibes de clima tropical e a
propagagcdo é feita por sementes, que preferem solos ricos em matéria organica e
nutrientes, tmidos e bem drenados (NAGRAES, 2003).

O cravo-da-india é uma planta de odor fortemente aromatico, sabor
ardente e caracteristico. Das sementes, de aroma ativo, extrai-se 0 &cido
eugénico, incolor e de sabor picante. Sua composi¢do quimica é constituida,

principalmente, por eugenol, betacariofileno, &cido oleanico, acetato de eugenol
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e substancias das seguintes classes: cetonas, triterpeno, esterois, ceras vegetais,
resinas e taninos. O eugenol apresenta efeito anti-inflamatorio, analgésico e
cicatrizante, e é eficaz no combate e na diminuicdo de bactérias presentes na
boca. Seus efeitos medicinais compreendem o tratamento de nauseas, indigestao,
diarreia e flatuléncias. Com propriedades antibactericidas, é também utilizado
como anestésico e antisséptico, para o alivio de dores de dente (NASCIMENTO;
LOCATELLI; FREITAS, 2000).

O cravo-da-india, S. aromaticum, da familia Myrtaceae, tem seu Oleo
essencial obtido dos botdes florais dessecados, 0 qual contém mais de 85%, por
volume, de substancias fendlicas totais, preponderando eugenol (70% a 95%),
acetato de eugenila e B-cariofileno. E caracterizado como um liquido incolor ou
amarelo-claro, classificado como aromatizante, e utilizado nos casos de dispepsia,
bronquite e tratamentos dentarios (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997).

Segundo Matan et al. (2006), o dleo essencial de cravo-da-india esta
presente na planta em grande quantidade, entre 15% e 25% e é utilizado na
culinaria, nas indastrias de alimento e também na medicina, sendo sua agdo
antimicrobiana relatada frente a inumeros microrganismos (DORMAN;
DEANS, 2000).

No trabalho desenvolvido por Mazzafera (2003), o 6leo essencial de
cravo-da-india apresentou os compostos eugenol (75%), acetato de eugenila
(15%) e B-cariofileno (10%). No estudo realizado por Pereira et al. (2008), o
6leo essencial de cravo-da-india apresentou, em sua constituicdo, eugenol
(86,3%), trans-cariofileno (8,2), acetato de eugenila (3,6%) e oa-humuleno
(0,8%). No trabalho de Oliveira (2009), foi verificada a presenca de 88% de
eugenol, 11% de acetato de eugenila e 1% de p-cariofileno na composicdo do
6leo essencial de botdes florais de cravo-da-india. De acordo com Oussalah et al.
(2007), os constituintes do Oleo essencial de cravo-da-india foram 78% de

eugenol e 8% de acetato de eugenila.
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O eugenol é derivado do 6leo essencial de cravo, canela e louro. E uma
classe de fenilpropenos volateis com aroma caracteristico e dispde de extensos
grupos de diversos compostos fendlicos anfipaticos, exibindo excelente
atividade antimicrobiana (KOEDUKA et al., 2013; LI; MCCLEMENTS, 2014;
ROBERTS et al., 2014).

O eugenol exibe comprovadas atividades como antimicrobiano, anti-
inflamatdrio, anestésico, antisséptico, antioxidante, alelopatico e repelente
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Além disso, o eugenol tem sido empregado
para a produgdo de outros fendlicos, tal como a vanilina (PRIEFERT,;
RABENHORST; STEINBUCHEL, 2001).

O principal mecanismo antibacteriano do eugenol é devido a sua alta
permeabilidade ndo especifica na membrana citoplasmatica e assim resulta no
rompimento da membrana e na supressdo de a¢do da enzima, causada por grupo
hidroxila do eugenol que se liga a proteinas. Apesar de sua aplicagdo potencial e
demanda na &rea de alimentos, a eficiéncia do eugenol é substancialmente
limitada por sua alta volatilidade, baixa solubilidade em &gua e alta
susceptibilidade ao ambiente, processamento ou em condigdes gastrintestinais
(Lletal., 2011).

O 6leo essencial de cravo-da-india tem ag¢do antioxidante muito forte,
provavelmente devido ao elevado teor de eugenol na composicao, pois, segundo
Scherer e Godoy (2009), o eugenol apresenta valor de IAA entre 10 e 11.

Entre os usos do eugenol destacam-se 0 emprego no alivio da dor de dente,
como antisséptico em odontologia e na fabricacdo de dentifricios, em
perfumaria, saboaria e como clarificador em histologia. O eugenol é também
empregado como matéria-prima para a obtencdo de vanilina, empregada na

aromatizacdo de doces, chocolates, sorvetes e tabacos (COSTA, 2000).
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2.4.3 Oleo essencial de orégano (Origanum vulgare L.)

Tradicionalmente, o orégano tem sido consumido como tempero. No
entanto, recentemente, tem obtido mais interesse em outros usos potenciais, em
particular como um éleo essencial, que tem provado ser bom agente
antimicrobiano e antioxidante. A maioria dos estudos foi realizada com 6leo
essencial de orégano europeu (Origanum vulgare L.) (KULISIC et al., 2004).

A atividade antimicrobiana do orégano é atribuida aos seus Gleos
essenciais que contém terpenos como o carvacrol e o timol; o y-terpinene e o p-
cimeno sdo precursores do timol e carvacrol, respectivamente, portanto, sua
concentragdo no produto € proporcional aos teores de seus precursores (BURT,
2004).

Certos nimeros de estudos sobre as atividades antioxidantes dos 6leos
essenciais a partir de varias plantas aromaticas relatam que o 6leo essencial de
orégano, rico em timol e carvacrol, tem um consideravel efeito antioxidante no
processo de oxidacdo lipidica (LAGOUR et al., 1993). Segundo Dorman e
Deans (2003), a capacidade antioxidante do Oleo essencial de orégano esta
relacionada com a doacdo de elétrons aos radicais livres reativos, tornando as
moléculas mais estaveis ou nao reativas.

O orégano € uma erva anual, perene, nativa de regides do Mediterraneo,
Irano-Sibéria e Euro-Sibéria. Sdo reconhecidas, no mundo, no total, 38 espécies
de orégano gue crescem abundantemente em encostas e montanhas rochosas em
uma ampla faixa de altitudes, devido a variabilidade de aroma e caracteristicas
guimicas. Plantas de Origanum pertencentes a diferentes espécies e biotipos sdo
utilizadas amplamente na agricultura, na inddstria farmacéutica e cosmética,
como erva culinéria, aromatizando produtos alimenticios, bebidas alcodlicas e

perfumaria, devido a fragrancia picante (SAHIN et al., 2004).
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Origanum vulgare € uma planta muito versatil, com muitas propriedades
terapéuticas, como, por exemplo, sudorifico, anti-inflamatorio, antisséptico,
carminativo, antiespasmédico e tonico, sendo utilizados em sistemas de
medicina nativa por um longo tempo (CHUN et al., 2005; SAHIN et al., 2004).

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) € um composto orgénico que
ocorre naturalmente em 6leos essenciais de muitas plantas. E bem conhecido
pelo seu amplo perfil farmacoldgico, especialmente analgésico (GUIMARAES
etal., 2010).

O carvacrol €, geralmente, considerado um aditivo alimentar seguro e
agente aromatizante. E encontrado em bebidas, doces e goma de mascar
(OLIVEIRA et al., 2014). Vérias plantas medicinais contendo carvacrol foram
amplamente utilizadas na medicina popular, antes de os componentes de sua
eficacia terapéutica terem sido descobertos (KRIMER; BAS; TUMEN, 1995;
SOKMEN et al., 2004).

Este composto tem sido relatado como tendo uma vasta gama de
propriedades de protecdo contra estados de doenca, incluindo a inflamagéo, o
estresse oxidativo, o crescimento do tumor e infecgdes microbianas (BASER,
2008).

De acordo com Ruberto e Barata (2000), fenois sdo antioxidantes
eficientes. Assim, as moléculas de timol e carvacrol sdo, de fato, responsaveis

pela atividade antioxidante de muitos éleos essenciais que 0s contém.

2.5 Matriz alimentar: apresuntado

Os produtos carneos cozidos e submetidos ao processo de cura séo,
normalmente, considerados seguros, entretanto, a recontaminacdo pos-
processamento por microrganismos patogénicos pode ocorrer, causando surtos

de toxinfeccBes alimentares, pois sdo produtos “prontos para consumo” que ndo
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necessitam de processo térmico imediatamente antes ao consumo (MOTTIN,
2008).

O consumidor tem a sua disposi¢do uma enorme variedade de derivados
carneos que Ihes sdo oferecidos pelo mercado de industrias frigorificas, dentre
eles, presuntos, apresuntados, linguicas e salsichas, entre outros. Conforme
descrito por Pardi et al. (1996), os produtos carneos curados de suinos, nas
condicBes brasileiras, como no caso de apresuntados, tém cada vez maior
difusdo, o que significa um estimulo a diversificagdo de especialidades.

Por se tratar de produtos de amplo consumo popular, a tendéncia é de
crescimento continuo. De acordo com os dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica - IBGE (2014), os produtos de salsicharia, entre os quais
0 apresuntado se encaixa, estdo entre os 100 maiores produtos e, ou, Servigos
industriais do Brasil, onde, em 2009, a producdo foi de 453.325 milhdes de
toneladas internas. Em pesquisa realizada entre os anos de 2008 e 2009, em
relacdo ao orcamento das familias brasileiras, observou-se que o consumo
alimentar médio de apresuntado per capita (g/dia) tem aumentado ao longo dos
tempos, e 0 maior consumo esta entre os adultos (4,1%) (IBGE, 2011).

A Instrucdo Normativa n® 20, de 31/07/2000 (BRASIL, 2000), do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que aprovou o
Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade do Apresuntado, define o
apresuntado como produto carneo industrializado obtido a partir de recortes e,
ou cortes e recortes de massas musculares dos membros anteriores e, ou
posteriores de suinos, adicionados de ingredientes e submetido ao processo de
cozimento.

Na elaboracdo de apresuntados é permitida a moagem das pecas carneas
(geralmente em discos de 20 a 22 mm) e, portanto, os ingredientes séo
misturados diretamente na massa, eliminando as etapas de preparacdo da

salmoura, injecdo e tombamento, necessérias na producdo de presunto. Com o
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auxilio de uma misturadeira é possivel produzir produtos de qualidade,
implicando num processo rapido, eficiente e de baixo custo. Por estes motivos, a
producdo de apresuntados no pais vem se aproximando da producdo de
presuntos cozidos (PARDI et al., 1996).

S&o considerados como ingredientes obrigatérios do apresuntado: paleta
ou pernil suino, sal, nitrito e/ou nitrato de sodio e/ou potéassio em forma de
salmoura. Como ingredientes opcionais tém-se proteinas de origem animal e/ou
vegetal, agUcares, maltodextrina, condimentos, aromas e especiarias e aditivos
intencionais. Na Tabela 2 estdo listadas as caracteristicas fisico-quimicas
estabelecidas pelo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Apresuntado (BRASIL, 2000).

Tabela 2 Caracteristicas de identidade e qualidade de apresuntados (Instrucdo
Normativa n° 20, de 31/07/2000)
Quantidade

Caracteristicas permitidas fii P Valor (%)
isico-quimica
Amido Maximo 2,0
Carboidratos totais Maximo 5,0
Umidade Maximo 75,0
Gordura Maximo 12
Proteina Maximo 13
Proteina ndo carnea® Maximo 2,5

M A somatéria de carboidratos totais (max.) e amido (max.) ndo devera ultrapassar 5%
ou 10%

@Permite-se a adicdo de proteinas ndo carneas (vegetal e, ou, animal), como proteina
agregada
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3 MATERIAL E METODOS

As andlises microbiologicas foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos e a elaboragdo dos apresuntados e as anélises fisico-
guimicas foram realizadas no Laboratério de Tecnologia de Carnes e Derivados,
ambos no Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de
Lavras.

O experimento foi conduzido em trés etapas que foram: 1)
determinaram-se as atividades antimicrobianas in vitro dos 0leos essenciais de
canela (Cinnamomum zeylanicum), cravo-da-india (Syzygium aromaticum),
orégano (Origanum vulgare) e de seus respectivos compostos majoritarios
cinamaldeido, eugenole carvacrol sobre as células vegetativas de Clostridium
sporogenes ATCC 11437; 2) a partir dos 6leos e compostos majoritarios com
maior atividade antimicrobiana, avaliou-se, in vitro, a atividade antimicrobiana
sinergistica de combinacdes dos 6leos e seus compostos majoritarios e 3) a partir
das combinacbes com maiores atividades antimicrobianas, estas foram
adicionadas na formulagdo de apresuntados inoculados de células vegetativas de

C. sporogenes e realizaram-se analises microbiolGgicas e fisico-quimicas.

3.1 Oleos essenciais e compostos majoritarios

Os Oleos essenciais foram adquiridos na Ferquima Industria e Comércio
Ltda. J& os compostos majoritarios foram obtidos na empresa Sigma-Aldrich.
Os 6leos essenciais utilizados foram o de canela (Cinnamomum zeylanicum), de
cravo-da-india (Syzygium aromaticum) e de orégano (Origanum vulgare), e seus
respectivos compostos majoritéarios, cinamaldeido, eugenol e carvacrol.

As porcentagens dos compostos presentes nos 6leos essenciais utilizados

no experimento sdo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3 Composicdo 6leos essenciais de canela, cravo-da-india e orégano
Oleos essenciais Composicao
Canela (Cinnamomum zeylanicum) 87,6% cinamaldeido
3,1% a-humuleno
2,5% y-elemeno
1,5% borneol
0,4% eugenol

Cravo-da-india (Syzygium aromaticum)  84% eugenol
8% acetato-eugenila
6% PB-cariofileno

Orégano (Origanum vulgare) 71% carvacrol
4,5% y-terpineno
4% B-carfioleno
3,5% p-cimeno

Fonte: Ferquima IndUstria e Comércio Ltda

3.2 Microrganismo, cultura estoque e padronizacéo do indculo

A cepa utilizada para a realizacdo do estudo foi a Clostridium
sporogenes ATCC 11437, gentilmente cedida pelo Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz (Rio de
Janeiro, Brasil). A cultura liofilizada foi reativada em meio Differential
Reinforced Clostridium Base Broth (DRCBB, Himedia®), suplementado com
0,5% de solucdo filtrada de sulfato de sédio (4%) e citrato férrico (7%), e
incubacéo, a 37 °C, por 48 horas. Apos esse periodo, a cultura foi centrifugada, a
3.000 x g por 5 minutos, descartou-se 0 sobrenadante resultante da centrifugacéo
e adicionou-se 0 meio de congelamento (15 mL de glicerol, 0,5 g de peptona
bacteriolégica, 0,3 g de extrato de levedura, 0,5 g de NaCl e 100 mL de agua
destilada). As culturas estoque foram armazenadas a -18 °C.

Para a reativacdo da cepa foi utilizado o meio DRCBB (Himedia®)
suplementado com 0,5% de solucéo filtrada de sulfato de sodio e citrato férrico,

incubados em condicdes anaerodbicas, a 37 °C, por 48 horas. Este processo foi



45

realizado por duas vezes consecutivas, para realizar a padronizacdo do inoculo
com a elaboracéo de uma curva de crescimento, acompanhando-se a absorbancia
(D.O. 600nm) e a contagem em placa utilizando-se Reinforced Clostridium base
agar (13 g de extrato de levedura, 10 g de peptona, 5 g de glicose, 1 g de amido
sollvel, 5 g de cloreto de sodio, 3 g de acetato de sodio, 0,5 g de cloridrato de
cisteina e 15,5 g de &gar). As placas foram incubadas em condig¢des anaerdbicas,

a 37 °C, por 48 horas e o0 inéculo foi padronizado em 10" UFC/mL.

3.3 Determinacdo da concentragdo minima bactericida dos dleos essenciais

e compostos majoritarios e de suas combinagoes

As concentra¢fes minimas bactericidas (CMB) dos 6leos essenciais e
dos compostos majoritarios foram determinadas empregando-se a técnica de
diluicio em caldo (NATIONAL COMMIT TEE FOR CLINICAL
LABORATORY STANDARDS, 2003). Preparou-se o caldo Reinforced
Clostridium base acrescido de 0,5% de Tween 80, para a diluicdo dos dleos
essenciais e seus compostos majoritarios. As concentracfes utilizadas dos 6leos
e compostos foram de 0,1%, 0,15%, 0,2%, 0,25%, 0,3%, 0,35%, 0,4%, 0,45%,
0,5%, 0,55%, 0,6% e 0,7%, sendo a concentracdo do composto majoritario
presente no Oleo essencial sido a mesma dos compostos majoritarios isolados
adicionados.

Aliquotas de 50 pL de células vegetativas padronizadas de C.
sporogenes foram transferidas para tubos homogeneizados contendo 5 mL de
caldo Reinforced Clostridium base, acrescidos das diferentes concentragdes de
6leos essenciais e compostos majoritérios. Foi realizado o controle positivo,
tubos contendo caldo Reinforced Clostridium base acrescido de 0,5 % (v/v)
Tween 80. Apds outra homogeneizagdo, os tubos foram incubados em condigdes

anaerobicas, a temperatura de 37 °C, por 24 horas. Decorrido esse periodo,
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realizou-se o plaqueamento em profundidade de 1.000 uL da cultura em éagar
Reinforced Clostridium base com sobrecamada. O plagueamento foi realizado
em trés repeticdes e em triplicata. As placas foram incubadas, a 37 °C, por 24
horas, considerando como concentracdo minima bactericida aquela onde néo se
observou crescimento do microrganismo em placas.

As combinagGes foram realizadas em conjuntos de dois 6leos essenciais
e dois compostos majoritarios com melhor efeito bactericida, os teores dos 6leos
essenciais e compostos majoritarios aplicados de acordo com o delineamento
experimental estdo expressos na Tabela 4. Foram consideradas CMB das
combinagdes de 0leos essenciais e compostos majoritarios aquelas nas quais ndo
se observou crescimento nas placas. As analises foram realizadas em trés
repeti¢des, em triplicata.

Para a analise da atividade antimicrobiana das combinacGes dos 6leos
essenciais e compostos majoritarios foi utilizado o modelo de superficie de
resposta para o0 estudo da avaliagdo simultdnea das quatro variaveis
independentes (propor¢do de dois Oleos essenciais e dois compostos
majoritarios). Para cada varidvel experimental, a variancia foi decomposta nos
componentes linear, quadratico e interacdo, a fim de avaliar a sua importancia

relativa e o ajuste de uma fungdo polinomial.
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Tabela 4 Teores dos 6leos essenciais e compostos majoritarios aplicados de
acordo com o delineamento experimental

) Variaveis codificadas Variaveis reais
Ensaios —y ~ 'y, x; x; OleoA(%) OleoB (%) CompostoA (%) Composto B (%)
1 101 a1 0,09 0,05 0,1 0,05
2 101 1 0,09 0,05 0,1 0.08
3 1011 -1 0,09 0,05 0,22 0,05
4 111 1 0,09 0,05 0,22 0,08
5 4001 1 -1 0,09 0,08 01 0,05
6 101 4 1 0,09 0,08 0,1 0,08
7 101 1 -1 0,09 0,08 0,22 0,05
8 1011 1 0,09 0,08 22 0,08
9 1 -1 1 -1 0,19 0,05 0,1 0,05
10 1 -1 -1 1 0,19 0,05 0,1 0,08
11 A I | -1 0,19 0,05 0,22 0,05
12 [ T | 1 0,19 0,05 0,22 0,08
13 1 1 -1 A 0,19 0,08 0,1 0,05
14 1 1 -1 1 0,19 0,08 01 0,08
15 1 1 1 - 0,19 0,08 0,22 0,05
16 1 1 1 1 0,19 0,08 0,22 0,08
17 2 0 © 0 0,04 0,07 0,16 0,06
18 2 0 0 0 0,25 0,07 0,16 0,06
19 0 -2 o0 0 0,14 0,04 0,16 0,06
20 0 2 0 0 0,14 0,1 0,16 0,06
21 0 0 -2 0 0,14 0,07 0,04 0,06
22 0 0 2 0 0,14 0,07 0,29 0,06
23 0 0 0 -2 0,14 0,07 0,16 0,04
24 0 0 0 2 0,14 0,07 0,16 0,09
25 0 0 0 0 0,14 0,07 0,16 0,06

X1 = variavel codificada para Oleo Essencial A; e X, = variavel codificada para Oleo
Essencial B, X3 = variavel codificada para Composto Majoritario A, X4 = variavel
codificada para Composto Majoritario B. Oleo essencial e composto majoritario A e B:
Menor CMB

3.4 Elaboracéo do apresuntado e preparo das amostras

Os apresuntados foram divididos em quatro tratamentos, sendo dois
deles controle (sem adigdo de 6leos essenciais e compostos majoritarios) e 0s
outros dois apresuntados adicionados de duas combinagfes diferentes dos 6leos

essenciais de canela e orégano, e 0s compostos cinamaldeido e carvacrol. A



48

quantidade de nitrito, 6leos essenciais e compostos majoritarios dos quatro

tratamentos esta descrita na Tabela 5.

Tabela 5 Quantidade de nitrito, éleos essenciais e compostos majoritarios dos

guatro tratamentos de apresuntados
Oleos e compostos(%) Nitrito

Tratamentos
Tratamento 1 - 150 ppm
Tratamento 2 - 75 ppm
Tratamento 3 Combinagéo 1 75 ppm
75 ppm

Tratamento 4 Combinagéo 2
Combinacéo 1: 0,085% 0leo de canela, 0,19% o6leo de orégano, 0,05% cinamaldeido,
0,22% carvacrol; Combinagdo 2: 0,1% o0leo de canela, 0,14% Oleo de orégano, 0,06%

cinamaldeido, 0,16% carvacrol

A elaboracdo dos apresuntados foi baseada na formulacéo
apresentada na Tabela 6, de acordo com o fluxograma geral apresentado

na Figura 4.
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Tabela 6 Formulagéo dos apresuntados utilizados no experimento
Ingredientes  Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento

(%) 1 2 3 4
Carne de pernil 55 55 55 55
suino
Agua 37 37 37 37
Isolado proteico 1,7 1,7 1,7 1,7
de soja (IPS)
Sal refinado 1,6 1,6 1,6 1,6
Nitrito de sodio 0,015 0,0075 0,0075 0,0075
Eritorbato 0,06 0,06 0,06 0,06
Foxmax E-10 0,5 0,5 0,5 0,5
(mix de fosfatos)
Fécula de 1,7 1,7 1,7 1,7
mandioca
Glutamato 0,3 0,3 0,3 0,3
monosodico
(GMS)
Condimento 0,6 0,6 0,6 0,6
Califérnia
E-max (206) * 1 1 1 1
(maltodextrina)
Carragena 0,5 0,5 0,5 0,5
Oleo essencial e - - 0,56 0,47
composto
majoritario

*NewMax Ingredientes/ C1: Combinacdo 1, C2: Combinacéo 2
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Figura 4 Fluxograma geral do processamento de apresuntado

As carnes resfriadas (-1 a 0 °C) foram pesadas e moidas em disco de 14
mm. Transferiu-se a massa obtida para formas, as quais os ingredientes foram
incorporados manualmente (acrescentando-se, inicialmente, os ingredientes
secos, seguidos da agua e, por ultimo, os éleos essenciais) e misturados, por 10
minutos. A massa obtida foi mantida em camara fria (4 °C), por 24 horas, para 0
processo de cura.

Apos a cura, a massa foi dividida em diferentes por¢des e embaladas a
vacuo, em filme flexivel de nailon-polietileno, e enformadas em forma metalica
de 500 g. Ap6s a enformagem, os apresuntados foram imersos em banho-maria
com &gua aquecida e cozidos segundo a seguinte programacgdo: 60 °C/60
minutos; 70 °C/60 minutos e 80 °C por 30 minutos, tendo a temperatura interna
do produto atingido 72 °C (medida pela inser¢do de um termopar no centro do
produto enformado). Apdés o cozimento, aplicou-se choque térmico
(resfriamento) pela imersdo das formas em agua fria e gelo, sendo os produtos
desenformados e acondicionados sob refrigeracéo (4 °C), na qual permaneceram

por 24 horas, para analises posteriores.
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Para cada tratamento foi fabricado 1 kg de apresuntado, distribuido em
quatro moldes, totalizando 4 kg de apresuntado. Para as analises
microbioldgicas, por¢bes de 25 g da massa dos apresuntados foram colocadas
em embalagens plasticas; o restante da peca do apresuntado foi utilizado para
realizar as analises fisico-quimicas, tendo, antes, sido armazenado a 4 °C.

Amostras de 25 g foram homogeneizadas em Stomacher Metroterm®
(490 golpes/ min.), por 2 minutos e, em seguida, inoculadas 10’ UFC/g de
células vegetativas de C. sporogenes. Posteriormente, as porcdes foram seladas a
vacuo e levadas em estufa tipo BOD, nas temperaturas de 7 °C e 14 °C. As
analises microbioldgicas foram realizadas ap6s 24 horas de processamento
(tempo 0), 7 dias (tempo 7), 14 dias (tempo 14), 21 dias (tempo 21) e 28 dias de
armazenamento (tempo 28). J& as andlises fisico-quimicas foram realizadas apds
24 horas de processamento (tempo 0) e apds 30 dias de armazenamento (tempo
30).

3.5 Contagem de células vegetativas e esporos de C. sporogenes inoculados

em apresuntados

As embalagens contendo 25 g de apresuntado foram abertas
assepticamente e adicionados 225 mL de agua peptonada a 0,1% (m/v). Esta
mistura foi homogeneizada em Stomacher Metroterm® (490 golpes/min por 2
minutos).

ApoOs a homogeneizagdo, para a contagem de células vegetativas,
realizaram-se diluigcdes seriadas em agua peptonada 0,1% (m/v). Aliquotas de
1.000 pL dos tubos foram transferidas para placas de Petri, com plaqueamento
em profundidade com sobrecamada, utilizando-se o &gar base Reinforced
Clostridium e incubadas, a 37 °C, por 24 horas, em condi¢Oes anaerébicas. As

analises foram realizadas em triplicata.
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Para a contagem de esporos segue-se 0 mesmo procedimento, porém,
ap6s a homogeneizagdo em agua peptonada 0,1% (m/v), as amostras de
suspensdes de apresuntado foram submetidas ao choque térmico, 75 °C por 15

minutos, com a utilizagdo de banho-maria, para inativacao das células viaveis.

3.6 Analises fisico-quimicas

3.6.1 Concentracao de nitrito residual

O teor residual de nitrito nos produtos elaborados, expresso em nitrito de
sodio (ppm), foi quantificado segundo o método oficial n° 973.31 da Association
of Official Analytical Chemists (ASSOCIATION OF OFFICIAL
ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC, 1998).

Aproximadamente 5 g de apresuntado foram triturados e
homogeneizados com 40 mL de agua destilada aquecida a temperatura de 80 °C
e a solucéo foi transferida para um baldo volumétrico, com volume de 500 mL.
Sucessivas lavagens foram conduzidas com agua quente, até atingir o volume
aproximado de 300 mL. Posteriormente, o baldo volumétrico ficou em repouso
em banho-maria, durante um periodo de duas horas, a temperatura de 80 °C,
sendo agitado ocasionalmente. Passado o repouso, o baldo foi resfriado a
temperatura ambiente e seu volume completado com agua destilada e a solucéo
foi filtrada. Em seguida, foram transferidos 45 mL do filtrado para tubo Falcon
com volume de 50 mL, sendo adicionados 2,5 mL de sulfanilamida em acido
aceético. Esta solucdo foi homogeneizada e, ap6s 5 minutos, adicionaram-se 2,5
mL de reagente N-(1-naftil) etilenodiamino, NED, e a mistura novamente foi
homogeneizada. A solucdo foi mantida em repouso por 15 minutos, para o
desenvolvimento da cor e, passado esse tempo, a leitura em espectofotdmetro a

540 nm foi analisada. As andlises das amostras foram realizadas em triplicatas e



53

os valores de nitrito residual expressos em partes por milhdo (ppm), utilizando

uma curva padrdo de nitrito de sodio.

3.6.2 pH

Os valores do pH dos apresuntados foram medidos por meio da insercéo
de um eletrodo combinado (sistema de referéncia de Ag/AgCl), acoplado a um
potenciémetro (DM20-Digimed, S&o Paulo, SP, Brasil).

3.6.3 Oxidagdo lipidica (indice de TBARS)

O grau de oxidagdo lipidica foi determinado de acordo com a
metodologia proposta por Raharjo et al. (1992), com adaptagdes, utilizando-se o
indice de substancias reativas ao acido tiobarturico (TBARS).

Aproximadamente 10 g de amostra foram triturados e homogeneizados
em 40 mL de &cido tricloroacético (TCA) 5% e 1 mL do antioxidante butil-
hidroxitolueno (BHT) 0,15% (em etanol). Essa homogeneizag&o foi realizada com
0 auxilio de um Politron. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 3.000 g,
por 2 minutos, e 0 sobrenadante foi filtrado em papel de filtro para um baldo
volumétrico de 50 mL, sendo o volume completado com &cido tricloroacético 5%
(TCA). Uma aliquota de 2 mL desta solucdo foi adicionada de 2 mL do reagente
acido tiobarbiturico (TBA) 0,08M em éacido acético 50%, e submetida a banho-
maria fervente por exatos 5 minutos. Em seguida, os tubos foram resfriados em
banho de gelo e a leitura da absorbancia a 531 nm foi conduzida.

Determinou-se a concentracdo de malonaldeido (MAD) a partir de
uma curva padrdo de calibragdo com 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) e os
resultados foram expressos em miligramas de malonaldeido por

quilograma de amostra (mg de MAD/Kg).
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3.6.4 Atividade de 4gua

A atividade de &gua foi determinada utilizando-se equipamento
Agqualab (Decagon modelo 3 TE). As amostras, aproximadamente 5 g, foram
dispostas em recipientes plasticos e as leituras foram realizadas em temperatura
controlada de 25,0+0,3 °C, tendo as determinag0es sido feitas em triplicata.

3.6.5 Cor objetiva

A avaliacdo da cor objetiva final dos produtos foi realizada com o
auxilio de colorimetro espectrofotométrico CM700 (Konica Minolta Sensings
Inc, Japdo) calibrado, utilizando-se o iluminante D65, 10° para o observador e
luz especular excluida. Seguiram-se as recomendagdes descritas por Ramos et al.
(2009), que descrevem a otimizacdo da avaliagdo objetiva da cor de presuntos e
apresuntados.

Os indices de cor L*, a* e b* foram obtidos de acordo com o valor
médio de cinco leituras realizadas em diferentes pontos de fatias de apresuntados
com, aproximadamente, 4 cm de largura. Os indices de saturacdo (C*), angulo
de tonalidade (h*) e diferenga global (AE*) foram calculados pelas seguintes

férmulas descritas por Ramos e Gomide (2007):

C* = (a*2+ b*2)1/2;
h* = tan (b*/a*); e
AE* = [(L* - L*ref)2+ (a* - a*ref)2+ (b* - b*ref)Z]llz

3.7 Analises estatisticas

A atividade antimicrobiana das combinacGes entre o0s 6leos essenciais e

compostos majoritarios foi avaliada empregando-se a analise dos componentes
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principais (principal component analysis, PCA), realizada utilizando-se o
software Chemoface (NUNES; PINHEIRO, 2012).

As combinacdes dos 6leos essenciais e compostos foram estudadas por
meio de um planejamento composto central rotacional (DCCR). A significancia
dos parametros da equacdo, para cada variavel resposta, foi avaliada pelo teste F,
utilizando-se o software Statistica 8.0 (STATSOFT, 2008). Para a modelagem,
foi utilizado o erro puro, avaliando-se o ajuste da regressdo, a 5% de
probabilidade e a significancia dos coeficientes, a 10%. Na falta de ajuste do
modelo completo (P<0,05) para o desenvolvimento dos gréaficos, foi avaliado o
modelo considerando apenas os coeficientes significativos (P < 0,10).

O experimento foi disposto em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Para as analises microbioldgicas o esquema fatorial foi
4x5x2, sendo quatro tratamentos em cinco tempos de armazenamento (0, 7, 14,
21 e 28 dias), em duas temperaturas de armazenamento (7 e 14 °C), com trés
repeticOes. Ja para as analises fisico-quimicas, o esquema fatorial foi de 4x2,
com quatro tratamentos e dois tempos e armazenamento (0 e 30 dias). Os
resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), sendo a
comparacdo entre as medias conduzida pelo teste de Tukey, a 5% de

significancia, utilizando-se o programa Statistical Analisys System (SAS).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Concentracdo minima bactericida dos éleos essenciais e compostos

majoritarios

Os valores das concentracbes minimas bactericidas (CMB) séo
apresentados na Tabela 7. O dleo essencial de canela e seu composto majoritério
cinemaldeido apresentaram os mesmos valores de CMB, sendo mais eficientes
frente ao microrganismo Clostridium sporogenes. Em seguida, a menor CMB
foi representada pelo 6leo essencial de orégano, que se diferenciou do valor do
seu composto majoritario. O carvacrol apresentou CMB mediana; o Oleo
essencial de cravo-da-india e o composto eugenol apresentaram 0s maiores
valores de CMB, sendo 0s menos eficientes para a inibi¢do do microrganismo

Clostridium sporogenes.

Tabela 7 Valores da concentragdo minima bactericida (CMB) dos dleos
essenciais e compostos majoritarios sobre Clostridium sporogenes

Oleos e compostos CMB

Canela (Cinnamomum zeylanicum) 0,1%
Cravo (Syzygium aromaticum) 0,6%
Orégano (Origanum vulgare) 0,25%
Composto cinamaldeido 0,1%
Composto eugenol 0,6%

Composto carvacrol 0,4%
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3

A concentracdo minima bactericida € citada, pela maioria dos
pesquisadores, como a medida do desempenho antimicrobiano dos &leos
essenciais (BURT, 2004).

A atividade antibacteriana depende do tipo, da composicdo e da
concentracdo da espécie ou do Gleo essencial, da composi¢do do substrato, do
processamento e das condicBes de estocagem e do tipo do microrganismo em
guestdo (BERTINI et al., 2005).

A diferenca da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais € explicada
pelas diferengas em suas composi¢Ges quimicas. Considerando o namero de
diferentes grupos de compostos quimicos presentes nos éleos essenciais, € muito
provavel que a sua atividade antimicrobiana ndo seja atribuivel a um mecanismo
especifico, mas que existem varios alvos na célula, como as alteracGes da
membrana citoplasmatica; perturbacGes sobre a forca préton motriz, no fluxo de
elétrons e no transporte ativo, e coagulacdo do contetdo da célula. Nem todos
esses mecanismos atingem alvos separados, podendo alguns ocorrer em
consequéncia de outro mecanismo (BURT, 2004).

No trabalho de Rodrigues (2014) foi realizada a avaliacdo
antimicrobiana de véarios 6leos essenciais frente ao microrganismo C. botulinum
tipo E e o 6leo essencial de cravo-botdo apresentou CMB na concentracdo de
7%. J& os Oleos essenciais de orégano e canela apresentaram melhor efeito
antibacteriano sobre C. botulinum, tendo o 6leo de canela sido o que apresentou
melhor atividade antimicrobiana, com concentragdo minima bactericida (CMB)
de 0,5%, seguido dos 6leos essenciais de orégano, com CMB de 1,5%. Verifica-
se que as concentragdes minimas bactericidas dos 6leos essenciais empregadas
neste trabalho estdo abaixo dos valores encontrados por esse autor, segundo o
qual essa baixa concentracdo é vidvel para a indUstria de alimento, podendo ser
adicionada sem alterar de forma exagerada o sabor e aroma original dos

produtos.
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No trabalho de Hoffmann et al. (1999), todos os microrganismos
testados mostraram-se sensiveis aos 0Oleos essenciais de canela e menta, nas
concentracdes de 10,0% e 1,0%, assim como ao Oleo essencial de cravo, na
concentracdo de 10,0%. Tais resultados sdo semelhantes aos encontrados por
Bayoumi (1992), confirmando a eficacia dos Oleos de canela e cravo como
agentes antimicrobianos.

De acordo com os resultados, foi observado que o 6leo essencial de
canela e o composto cinamaldeido apresentam relagdo mais direta na redugéo da
populacdo de Clostridium sporogenes, quando comparados com os demais 6leos
e compostos, tendo o 6leo de cravo e o composto eugenol se apresentado menos

eficientes.

4.2 Concentracdo minima bactericida da combinacdo de 6leos essenciais e

compostos majoritarios

Os 0leos essenciais de canela e orégano, e seus respectivos compostos
majoritarios cinamaldeido e carvacrol, foram testados utilizando-se suas
respectivas concentragcGes minimas bactericidas (CMB), em combinacdes destes
quatro componentes. Esses 6leos e compostos foram selecionados, dentre os
demais, uma vez que apresentaram menor concentracdo minima bactericida
frente ao microrganismo Clostridium sporogenes. As diferentes combinacdes de
Oleos essenciais e compostos majoritarios utilizadas em cada ensaio sdo
mostradas na Tabela 8.

Pode-se observar a auséncia de crescimento nas combinag¢fes dos
ensaios 5, 12, 15, 20 e 24. Nos demais ensaios, houve crescimento na maioria
das repeticdes das combinagdes, ndo sendo observado sinergismo entre as

respectivas porcentagens dos 6leos e compostos majoritarios empregadas.
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Segundo Fu et al. (2007), quando sdo combinados dois 6leos essenciais
ou mais, ha interacdo entre as diversas substancias quimicas, podendo ocorrer
sinergismo. Algumas das combinacdes de OGleos essenciais e compostos
majoritarios que foram testadas neste trabalho alcancaram a mesma atividade
antibacteriana que cada composto isolado, porém, em concentra¢cbes mais
baixas, o que pode sugerir menores efeitos nas alteracbes sensoriais nos
alimentos.
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Tabela 8 Acdo de diferentes combinacfes de 6leos essenciais sobre esporos de
C. perfringens
Oleode Oleode Composto  Composto
Ensaios orégano canela  carvacrol cinamaldeido Resultados

(%) (%) (%) (%)

1 0,09 0,05 0,10 0,05 +++
2 0,09 0,05 0,10 0.08 +++
3 0,09 0,05 0,22 0,05 +++
4 0,09 0,05 0,22 0,08 +++
5 0,09 0,08 0,10 0,05 .-

6 0,09 0,08 0,10 0,08 +++
7 0,09 0,08 0,22 0,05 +++
8 0,09 0,08 022 0,08 -+ +
9 0,19 0,05 0,10 0,05 ++-
10 0,19 0,05 0,10 0,08 +++
11 0,19 0,05 0,22 0,05 ++ -
12 0,19 0,05 0,22 0,08 .-

13 0,19 0,08 0,10 0,05 -+ +
14 0,19 0,08 0,10 0,08 +++
15 0,19 0,08 0,22 0,05 .-

16 0,19 0,08 0,22 0,08 +++
17 0,04 0,07 0,16 0,06 ++ +
18 0,25 0,07 0,16 0,06 o+
19 0,14 0,04 0,16 0,06 —+
20 0,14 0,10 0,16 0,06 .

21 0,14 0,07 0,04 0,06 + 4+ -
22 0,14 0,07 0,29 0,06 + + -
23 0,14 0,07 0,16 0,04 4--
24 0,14 0,07 0,16 0,09 .-

25 0,14 0,07 0,16 0,06 + 4+ -

(-) Inibicdo de células vegetativas de Clostridium sporogenes pelos 6leos essenciais e
compostos majoritarios (+) Crescimento de células vegetativas de Clostridium
sporogenes. Ensaios com as proporgdes respectivas dos 0Oleos de orégano, canela,
compostos majoritarios carvacrol e cinamaldeido. Ensaios em negrito: combinacdes
escolhidas para serem adicionadas no apresuntado
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A andlise dos componentes principais (PCA) é mostrada na Figura 5, na
qual se pode observar que o 6leo essencial de canela foi 0 que mais contribuiu
para a inibicdo das células vegetativas de Clostridium sporogenes. Pode-se
observar que a linha que representa o 6leo essencial de canela se encontra mais

distante da linha que representa a contagem do microrganismo.
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Figura 5 Pesos da analise de componente principais (PCA) das diferentes
combinacdes dos 6leos essenciais de canela e orégano, e 0S compostos
cinamaldeido e carvacrol sobre células vegetativas de Clostridium
sporogenes
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Através da Tabela 9, pode-se observar que o modelo matematico
completo ndo foi significativo (p>0,10), ndo sendo possivel construir uma
superficie de resposta em funcdo da contagem de células vegetativas de C.
sporogenes frente as concentracbes de O&leos essenciais e compostos
majoritarios. Apenas para 0 componete quadratico do dleo essencial de canela
houve efeito significativo (p<0,10), indicando que esta variavel afetou
negativamente a contagem de céluas vegetativas de C. sporogenes, 0 que
confirma os resultados ja vistos nesse trabalho, onde o 6leo essencial de canela
foi aquele que apresentou o melhor efeito em relagdo a reducdo deste

microrganismo.

Tabela 9 Coeficientes de regressdao e p-valor para a contagem de células
vegetativas de Clostridium sporogenes frente as diferentes
combinagdes dos 6leos essenciais e compostos majoritarios

Fonte de variagéo Coeficiente de regressao p-valor
Meédia/Interacéo 2,3222 0,0001
A(linear) -0,0911 0,5185
A(quadratica) 0,0771 0,6052
B(linear) -0,2305 0,1182
B(quadratica) -0,2848 0,0735
C(linear) -0,1116 0,4312
C(quadratica) -0,0113 0,9393
D(linear) -0,1121 0,4288
D(quadratica) -0,1485 0,3267
AxB(linear) 0,2143 0,2256
AXC (linear) -0,2396 0,1786
AXxD(linear) -0,1299 0,4535
BxC(linear) 0,0954 0,5801
BxD(linear) 0,2760 0,1258
CxD(linear) -0,1797 0,3050
R2=0,59

A= Oleo de orégano; B=dleo de canela; C=composto carvacrol; D=composto
cinamaldeido. Negrito: valor significativo
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Estudos demonstram que os 6leos essenciais contendo carvacrol, timol e
eugenol tém maior atividade antimicrobiana que outros 6leos essenciais que ndo
tém estes compostos (DIAS, 2011; OUATTARA et al., 1997). Porém, neste
trabalho foi evidenciado que o 6leo essencial de canela, contendo como principal
composto o cinamaldeido, tem maior eficiéncia contra o microrganismo
estudado. Entretanto, devido a variabilidade de compostos quimicos presentes
nos 6leos essenciais, observa-se que sua atividade antibacteriana ndo pode ser
atribuida somente a um mecanismo especifico, havendo diferentes alvos nos
microrganismos (CARSON; MEE; RILEY, 2002).

Bakkali et al. (2008) afirmam que a atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais € atribuida, principalmente, aos seus compostos majoritarios.
Entretanto, existem evidéncias de que componentes minoritarios tém importante
papel na atividade antimicrobiana do &leo essencial, promovendo acdo
sinergistica entre os demais (BURT, 2004).

Devido aos melhores resultados bactericidas encontrados e a menor
concentracdo efetiva de Oleo essencial e composto majoritario, foram
selecionadas duas combinacdes (Ensaios 5 e 20) para serem adicionadas nos
apresuntados. Fora elas: combinagdo 1: 0,085% o0leo de canela, 0,19% o6leo de
orégano, 0,05% cinamaldeido e 0,22% carvacrol, e combinacdo 2: 0,1% o6leo de

canela, 0,14% 6leo de orégano, 0,06% cinamaldeido e 0,16% carvacrol.
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4.3 Contagem de células vegetativas de C. sporogenes em apresuntados

As médias da contagem do numero de células vegetativas de C.
sporogenes em Log UFC/g, de acordo com os tratamentos, tempos e

temperaturas de armazenamento, estdo representadas na Figura 6.

LOG UFG/G

0 5 10 15 20 25 30
TEMPO DE ARMAZENAMENTO

—=¢=TRAT 1(7°C)  ===TRAT 2 (7°C) TRAT 3 (7°C)
=>=TRAT 4 (7°C)  ==#=TRAT 1 (14°C) TRAT 2 (14°C)
e=p==TRAT 3 (14°C) === TRAT 4 (14°C)

Figura 6 Contagem de células vegetativas (Log UFC/g) de Clostridium
sporogenes em apresuntados armazenados por 28 dias

Foi observada interacdo significativa (P<0,05) entre os tratamentos,
tempos e temperaturas de armazenamento.

Em relagdo aos tratamentos, as contagens do microrganismo néo se
diferenciaram em relacdo aos tratamentos contendo as combinacdes de 6leos

essenciais (TRAT 3 e TRAT 4). Ja para os controles, houve algumas diferencas
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significativas na temperatura de armazenamento de 14 °C, no tempo 0, 21 e 28
dias. Pode-se observar que as maiores contagens de C. sporogenes foi para o
controle contendo 75 ppm de nitrito (TRATZ2); jA as contagens dos demais
tratamentos apresentaram valores similares, havendo apenas diferenca no tempo
0, no qual o controle contendo 150 ppm de nitrito (TRAT 1) se diferenciou dos
tratamentos contendo dleos essenciais e compostos majoritarios na temperatura
de 14 °C, apresentando uma maior contagem.

Devido a similaridade das contagens entre o controle contendo 150 ppm
de nitrito (TRAT 1) e os tratamentos contendo Oleos essenciais € compostos
majoritarios (TRAT 3 e TRAT 4), pode-se perceber que o nitrito teve acao
contra o controle do microrganismo C. sporogenes, assim como os 6leos e 0s
compostos. Portanto, a diminuicdo do nivel de nitrito em apresuntados,
associada com a adicdo de compostos naturais como 6leos essenciais e seus
compostos majoritarios, pode ser considerada uma alternativa viavel para a
elaboracdo desse tipo de produto carneo.

Analisando-se a varidvel tempo, percebe-se que houve uma queda no
crescimento da bactéria em relacdo ao tempo, nos tratamentos contendo 6leos e
compostos (TRAT 3 e TRAT 4), nos quais, a partir do tempo de 14 dias, a
redugdo se tornou significativa, atingindo, ao final de 28 dias, reducdo de,
aproximadamente, 3 ciclos log para 0 TRAT 3 e TRAT 4.

Houve um aumento na contagem de C. sporogenes nos dois controles
analisados e apenas para o TRAT 2 ocorreu diferenca significativa entre o
primeiro tempo de armazenamento (tempo 0) e o Ultimo (tempo 28). Portanto,
tem-se que os Gleos essenciais e 0s compostos majoritarios adicionados nos
apresuntados foram eficientes para diminuir significativamente o ndmero de
células vegetativas de Clostridium sporogenes, ao longo de 28 dias de

armazenamento.
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Em relagdo a temperatura de armazenamento, a diferenca significativa
foi observada apenas em relagdo ao tratamento controle contendo 75 ppm de
nitrito (TRAT 2), apresentando diferencas no tempo 0, 21 e 28 dias, quando as
contagens na temperatura de 14 °C foram maiores. Nos demais tratamentos nao
foram observadas diferencas significativas em relacdo a temperatura de
armazenamento, porém, é evidente que, na temperatura de 7 °C, as contagens de
microrganismos foram menores, quando comparadas ao armazenamento em
maior temperatura (14 °C).

Segundo Burt (2004) e Lis-Balchin, Steyrl e Krenn (2003), o alto teor de
gordura presente em produtos carneos tem efeito negativo sobre a atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais, devido a maior solubilidade dos 6leos
essenciais na parte lipidica do que na parte aquosa do alimento.

Ismaiel e Pierson (1990) avaliaram os efeitos dos dleos de cravo,
tomilho, pimenta-preta, pimenta, orégano, alho, cebola e canela no crescimento
e na germinacdo de Clostridium botulinum, tipos 33A, 40B e 1623E. Em 200
ppm, todos os 6leos apresentaram alta inibi¢do do crescimento de Clostridium
botulinum (33A, 40B e 1623E). Em 10 ppm, a atividade inibitoria de muitos
6leos diminuiu. Com relacdo a atividade de crescimento de Clostridium
botulinum, os 6leos de canela, orégano e cravo mostraram-se muito ativos; os de
pimenta e tomilho, ativos, e os de alho, cebola e pimenta-preta, pouco ativos. A
efetividade na germinacéo foi totalmente diferente. A 150 e 200 ppm, todos os
6leos preveniram completamente a germinacdo. Em 10 ppm, alho e cebola
mostraram maior atividade que os outros 6leos.

Moleyar e Narasimham (1992) pesquisaram a atividade antibacteriana
de quinze O6leos essenciais sobre bactérias gram-positivas, pela técnica de
plaqueamento em 4gar. O aldeido cindamico foi o componente mais ativo,
seguido por citral, geraniol, eugenol ¢ mentol. Em 500 ug/mL, o aldeido

cindmico inibiu completamente o crescimento bacteriano por mais de 30 dias a
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30 °C. A 25 e a 20 °C, a atividade antibacteriana de cinco Gleos essenciais
aumentou. A adicdo de cloreto de sodio a 4% no meio (p/v) ndo teve efeito na
atividade inibitoria do aldeido cindmico. Em misturas de aldeido cindmico e
eugenol foi observado efeito aditivo.

Em estudos com Bacillus cereus, Ultee, Bennink e Moezelaar (2002)
mostraram que o carvacrol interage com a membrana celular e dissolve na
bicamada fosfolipidica, que € assumida para ser alinhada entre cadeias de acidos
graxos. Esta distorgdo da estrutura fisica causa a expansdo e a desestabiliza¢éo
da membrana, de forma a aumentar a sua fluidez que, por sua vez, aumenta a
permeabilidade passiva.

No trabalho de Cui, Gabriel e Nakano (2010), as atividades
antibotulinicas de alguns extratos vegetais, isolados ou em combinagdo com
nitrito (NaNOy), foram avaliadas. Extratos solUveis em &gua e etanol 99,5% de
90 tipos de ervas e especiarias frescas e desidratadas foram testados em um
alimento carneo modelo. Como resultado foi encontrado que a sinergia entre
extratos de plantas e NaNO- resultou em menor MIC. Assim, os dois aditivos
tém repercussdo significativa no controle da bactéria Clostridium botulinum em
produtos de carnes processados.

Ultee, Bennink e Moezelaar (2002) levantara. a hipétese de que o grupo
hidroxila e a presenca de um sistema de elétrons deslocalizados sdo importantes
para a atividade antimicrobiana de compostos fendlicos, tais como o carvacrol e
o timol. Tal estrutura particular permitiria que esses compostos atuem como
permutador de préton, reduzindo, assim, o gradiente através da membrana
citoplasmética. O colapso resultante da forgca proton motriz e o esgotamento de
ATP causam, eventualmente, a morte celular. Portanto, tem-se que o grupo
hidroxila livre nos compostos arométicos tem papel fundamental na inibigdo do

crescimento de microrganismos.
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No trabalho de Andrade et al. (2012), o 6leo essencial de canela foi o
mais efetivo na inibigdo do crescimento bacteriano. Esse resultado pode estar
relacionado com a presenca do componente majoritario aldeido cindmico em
elevada concentracdo (77,72%) nessa planta, em comparacdo com as outras
plantas estudadas. De acordo com Burt (2004), o mecanismo de acdo seria,
portanto, semelhante ao de outros aldeidos, que é normalmente considerado
aquele que provoca danos a lipidios e proteinas. Além das perturbacdes descritas
para monoterpenoides, acredita-se que o grupo carbonila seja capaz de se ligar
as proteinas, impedindo a acdo das aminoacido decarboxilases.

Dias (2011), analisando a acéo bactericida de diferentes combinagdes de
Oleos essenciais sobre o microrganismo Clostridium perfringens em mortadelas,
verificou que houve crescimento deste microrganismo no primeiro dia de
armazenamento em mortadelas com a adicdo de 150 e 75 ppm de nitrito de
sodio, armazenadas a 25 °C. Porém, no mesmo periodo de tempo, nos
tratamentos contendo diferentes combinacbes de 6leos essenciais e 75 ppm de
nitrito, houve reducdo do nimero de C. perfringens. Entre as combinacdes
utilizadas, aquela contendo 6leos essenciais de orégano, tomilho e cravo-da-
india promoveu a maior reducdo de C. perfringens no produto.

Atividade antimicrobiana de O6leos essenciais sobre Clostridium
botulinum tipo D inoculado em mortadela foi avaliada por Rodrigues (2014),
que ndo encontrou diferenca significativa entre tratamentos. Porém, o tempo de
estocagem influenciou significativamente o crescimento de C. botulinum nas
mortadelas, que aumentou significativamente (P<0,05) em todos os tratamentos
no décimo dia de estocagem. O tratamento contendo 75 ppm de NO2 e 6leos
essenciais de canela (0,17%), orégano (0,13%) e tomilho (0,17%) apresentou
variacdo de 0,654 ciclos logaritmicos, comparado com o tratamento controle

contendo 75 ppm de nitrito, no vigésimo dia de estocagem. Dentre 0s
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tratamentos analisados, este foi aquele que promoveu o menor crescimento de C.

botulinum, durante os dias de armazenamento.

4.4 Contagem de esporos de C. sporogenes em apresuntados

Para a contagem de esporos de C. sporogenes ndo houve interacdo
significativa (P>0,05) entre tempo, temperatura e tratamento.

A interagcdo dos tratamentos com o tempo de armazenamento foi
significativa (P<0,05). O resultado esta ilustrado na Tabela 10. Pode-se observar
que, durante os 14 dias de armazenamento, houve auséncia de esporos nos
tratamentos contendo Gleos essenciais e compostos majoritarios (TRAT3 e
TRAT4). Ja para os tratamentos controle (TRAT1 e TRAT2), a esporulagdo do
microrganismo  Clostridium  sporogenes iniciou-se ap6s 7 dias de
armazenamento.

Né&o ocorreu diferenca significativa entre os tempos de 0 e 7 dias de
armazenamento, para todos os tratamentos, porém, a média de contagem de
esporos no apresuntado controle contendo 75 ppm de nitrito (TRAT2) foi
também similar a contagem obtida apds 14 dias de armazenamento. Os
apresuntados adicionados de 6leos e composto (TRAT3 e TRAT4) ndo se
diferenciaram em relacéo ao tempo de armazenamento.

No final de 28 dias de armazenamento foi observado um aumento no
nimero de esporos do microrganismo Clostridium sporogenes em todos 0s
tratamentos (TRAT 1, TRAT 2, TRAT 3 e TRAT 4). A maior média foi
registrada no tratamento controle com menor adigdo de nitrito 75ppm (TRAT 2),
enquanto as menores médias foram evidenciadas nos tratamentos contendo dleos
essenciais e compostos majoritarios (TRAT 3 e TRAT 4), os quais ndo se

diferenciaram estatisticamente entre eles.
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Somente no tempo de 28 dias de armazenamento o tratamento controle
contendo 150 ppm de nitrito (TRAT 1) se diferenciou dos apresuntados
adicionados das combinagfes (TRAT3 e TRATA4).

A combinacdo 1 (TRAT 3) foi o fator que mais influenciou os valores da
contagem de esporos do C. sporogenes em apresuntados, tendo, no final dos 28
dias, uma melhor inibicdo do microrganismo.

Ambas as misturas de Oleos essenciais promoveram a reducdo do
crescimento de C.sporogenes nos apresuntados, porém, ndo foram capazes de

inibir completamente os esporos ou apresentar atividade esporicida.

Tabela 10 Contagem do nimero de esporos (UFC/g) de Clostridium sporogenes
em apresuntados armazenados por 28 dias

Tratamentos Tempo de armazenamento
0 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
TRAT 1 0aA 2,63 A 2,64 %A 2,613 3,178
TRAT 2 o 2,57 A8 2,83 beBC 3,04°¢¢ 3,32
TRAT 3 0¥ 0 0 2,113A 2,323
TRAT 4 0aA 0 0 2,323 2,644

TRAT 1: Controle: 150 ppm de nitrito; TRAT 2: Controle: 75 ppm de nitrito; TRAT 3:
75 ppm de nitrito+ 0,085 % o6leo de canela, 0,19% Oleo de orégano, 0,05%
cinamaldeido, 0,22% carvacrol; TRAT 4: 75 ppm de nitrito +0,1% o6leo de canela,
0,14% o6leo de orégano, 0,06% cinamaldeido, 0,16% carvacrol; Médias seguidas por
letras distintas, minGsculas nas colunas e maiusculas nas linhas, diferem entre si, pelo
teste de Tukey (p < 0,05)

A interacéo entre os tratamentos e a temperatura de armazenamento dos
apresuntados também foi significativa (P<0,05). As médias estdo dispostas na
Tabela 11. Na temperatura de armazenamento de 7 °C houve diferenca
significativa entre a amostra contendo 75 ppm de nitrito (TRAT2) e as demais.
J& para a temperatura de 14 °C, ambos os controles (TRAT1 e TRAT2) se

diferenciaram das amostras contendo 6leos essenciais e compostos majoritarios,
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tendo esses tratamentos (TRAT3 e TRAT4) apresentado menor contagem de
esporos de Clostridium sporogenes em ambas as temperaturas de

armazenamento.

Tabela 11 Contagem do nimero de esporos (UFC/g) de Clostridium sporogenes
em apresuntados armazenadosa 7 e a 14 °C

Tratamentos Temperatura de armazenamento
7°C 14°C

TRAT 1 2,463 2,918
TRAT 2 2,82bA 3,048

TRAT 3 1,39 A 2,04 A

TRAT 4 1,55 A 2,34 %A

TRAT 1: Controle: 150 ppm de nitrito; TRAT 2: Controle: 75 ppm de nitrito; TRAT 3:
75 ppm de nitrito+ 0,085 % o6leo de canela, 0,19% Oleo de orégano, 0,05%
cinamaldeido, 0,22% carvacrol; TRAT 4: 75 ppm de nitrito +0,1% o6leo de canela,
0,14% o6leo de orégano, 0,06% cinamaldeido, 0,16% carvacrol; Médias seguidas por
letras distintas, minGsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, diferem entre si, pelo
teste de Tukey (p < 0,05)

A média do nimero de esporos na temperatura de armazenamento de
7°C foi menor, quando comparada com a quantidade de esporos presentes nas
amostras armazenadas as 14 °C. Isso ja era esperado, pois 0 emprego da
refrigeragdo no processamento de alimentos age de maneira inibitoria, pois, de
modo geral, as reagBes quimicas, enzimaticas e o crescimento microbiol6gico
s&o inibidos com a reducéo da temperatura (ORDONEZ, 2005).

O esporo é constituido por uma estrutura formada por um centro
contendo o material genético da bactéria, envolvido por varias camadas de
mucopeptideos e capas externas de natureza proteica. A formacdo de esporos é
importante para a microbiologia dos alimentos, pois estas estruturas sdo
resistentes a calor, radiacdes ionizantes, compostos quimicos, desidratacdo e
congelamento (FRANCO; LANDGRAF, 2001).
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Segundo Mitchell (2001), a esporulacdo é iniciada em resposta a
escassez de nutrientes; outros fatores que podem alterar a esporulacéo sdo pH,
oxigénio e temperatura. Em geral, a esporulacdo é favorecida por condicBes que
resultem em reducédo da taxa de crescimento.

O botulismo é uma doenca grave, considerada de emergéncia médica e
de salde publica. Mais comumente é adquirida pela ingestdo de alimentos
contaminados, tais como embutidos e conservas caseiras, que sofreram
tratamento térmico inadequado ou foram armazenados em condigdes favoraveis
a germinagdo dos esporos do C. botulinum presentes no alimento e a
multiplicacdo do microrganismo, tendo como consequéncia a produgéo da toxina
botulinica (CERESER et al., 2008).

A atividade do Oleo essencial de orégano sobre enddsporos de
C.botulinum foi estudada em carne de suinos embalada a vacuo, e concentracdes
de 0,4 pg ndo influenciaram significativamente o numero de enddsporos ou
reduziram o crescimento de bactérias. Entretanto, quando combinado com
pequenas concentracBes de nitrito, houve reducdo significativa na formacgéo de
enddsporos e crescimento bacteriano (ISMAIEL; PIERSON, 1990). Também foi
observada reducdo de 2-3 log UFC/g na microbiota inicial de filés de carne
bovina ap6s a adicdo de 0,8% de Oleo essencial de orégano (TSIGARIDA,;
SKANDAMIS; NYCHAS, 2000).

Bowles e Miller (1993) observaram que o cinamaldeido e outros aldeidos
tiveram efeitos sobre a germinagdo de enddsporos de C. botulinum tipo A e B,
tendo o cinamaldeido apresentado atividade esporostatica na concentragdo de 9,78
mM e esporicida em concentragdes mais altas que 2.500 mM.

No trabalho de Aleixo (2013), os 6leos essenciais de orégano e cravo-
da-india, juntamente com o carvacrol, foram selecionados para avaliacdo em
diferentes combinagdes frente ao microrganismo Clostridium botulinum tipo D.

Todas as combinagdes testadas apresentaram acdo esporicida.
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4.5 Nitrito residual

As médias dos valores encontrados para o nitrito residual das amostras
de apresuntados elaboradas estdo dispostas na Tabela 12. Foi observada
interacdo significativa (P<0,05) entre os tratamentos e o tempo de
armazenamento, tendo o tratamento controle adicionado de 150 ppm de nitrito
(TRAT 1) se diferenciado dos demais, os quais foram adicionados de 75 ppm de
nitrito. J& em relacdo ao tempo de armazenamento, todos os tratamentos
diferenciaram-se significativamente, tendo, ao final de 30 dias, ocorrido

diminuicdo do valor de nitrito residual.

Tabela 12 Nitrito residual em apresuntados adicionados de nitrito e diferentes
combinacdes de leos essenciais € compostos majoritarios

Tratamentos Tempo de armazenamento
0 dias 30 dias
TRAT 1 135,27 b8 62,68 °A
TRAT 2 72,11 *® 43,69 A
TRAT 3 71,77 & 47,19
TRAT 4 70,96 47,66 A

TRAT 1: Controle: 150 ppm de nitrito; TRAT 2: Controle: 75 ppm de nitrito; TRAT 3:
75 ppm de nitrito+ 0,085 % o6leo de canela, 0,19% o6leo de orégano, 0,05%
cinamaldeido, 0,22% carvacrol; TRAT 4: 75 ppm de nitrito +0,1% o6leo de canela,
0,14% oleo de orégano, 0,06% cinamaldeido, 0,16% carvacrol; Médias seguidas por
letras distintas, minusculas nas colunas e maiusculas nas linhas, diferem entre si, pelo
teste de Tukey (p < 0,05)

Foram visualizadas maiores concentragdes de nitrito residual na amostra
adicionada de maior valor de nitrito de sédio, fato coerente com a observacdo de
Pérez-Rodriguez, Bosch-Bosch e Garcia-Mata (1996) de que quanto maior a
concentracdo de nitrito adicionado, maiores os valores de nitrito residual no

produto.
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Acredita-se que alguns componentes (presenca de sal, componentes
lipidicos, proteina, etc.) das formulacbes de produtos carneos tenham influéncia
nos niveis de nitrito residuais detectados (CASSENS et al., 1979).

O nitrito reage com diferentes constituintes quimicos quando é
adicionado em um sistema carneo e, portanto, ha uma reducédo significativa de
nitrito residual ao término do processamento do produto (CHOI et al., 2014). Ao
longo do periodo avaliado, todos os tratamentos diferiram, ou seja, o nivel de
nitrito reduziu progressivamente, independentemente da quantidade de 6leos
essenciais e compostos majoritarios adicionados ou nao.

O residual de nitrito ap6s o processo de producdo depende de varios
fatores, como pH do meio, tempo entre a mistura do produto e o final do
tratamento térmico, temperatura de acondicionamento do produto, carga
microbiana presente na matéria-prima e adicdo de antioxidantes (PARDI et al.,
1996). Segundo este autor, em torno de 10% do nitrito adicionado permanecem
apos 7 dias.

Segundo Honikel (2008) e Hustad et al. (1973), dois ter¢os do nitrito sdo
perdidos durante o periodo de tempo entre sua adi¢do e o final do tratamento
térmico, fato ndo observado neste trabalho, no qual a quantidade de nitrito
residual encontrada na andlise apds 24 horas de processamento foi bastante
préxima a quantidade de nitrito adicionada na elaboracéo dos apresuntados.

Amstalden, Serrano e Manhani (1997) avaliaram a formacéo de toxina
botulinica em mortadela e presunto, os quais foram contaminados com 10
esporos/amostra (aproximadamentel4 esp./g) de C. botulinum tipos A e B,
sendo os produtos armazenados a temperatura de 30 °C. Na formulagéo destes
produtos foram adicionados 200 mg/kg de nitrito de sodio e 500 mg/kg de
eritorbato de sodio. Como resultado, os autores verificaram que ndo foi
evidenciada toxina botulinica nas amostras de mortadela ap6s 28 dias de

estocagem a 30 °C, sendo, neste periodo, o residual de nitrito igual a 1,6 mg/kg.
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Para o presunto, apds 12 dias de estocagem a 30 °C, ocorreu o aparecimento da
toxina botulinica em uma amostra, quando o residual de nitrito atingiu o nivel
zero.

Em estudos feitos por Honikel (2008) em salsichas armazenadas a
temperatura de +2 °C, durante 60 dias, nas quais foram adicionadas diferentes
guantidades de nitrito, demonstrou-se que 65% do nitrito adicionado foram
reduzidos durante o periodo de tempo que compreendeu a adicdo do mesmo até
o final do tratamento térmico. Neste mesmo estudo, foi verificado que, ap6s 20
dias de armazenamento do produto, restou apenas um terco da concentragdo
presente apds o final do tratamento térmico.

Pérez-Rodriguez, Bosch-Bosch e Garcia-Mata (1996) relataram que
cerca de 50% do nitrito adicionado podem ser detectados como nitrito residual e
de 10% a 15% como nitrato, em salsichas tipo Frankfurt, mesmo apds duas
semanas de estocagem refrigerada (3 °C). Apds 12 dias de armazenamento
refrigerado (3 °C), os mesmos autores observaram valores residuais proximos de
40, 50 e pouco abaixo de 150 ppm, para amostras adicionadas de 75, 125 e 250
ppm de nitrito, respectivamente.

Dias (2011), analisando mortadelas adicionadas de Oleos essenciais,
observou que, ap6s vinte dias de armazenamento, 4,79% de nitrito
permaneceram no produto que foi fabricado com 150 ppm de nitrito; 6,63% de
nitrito permaneceram nas mortadelas fabricadas com 75 ppm de nitrito e uma
média de 23,25% permaneceu has mortadelas contendo 75p pm de nitrito e 6leos
essenciais.

Observa-se que, neste trabalho, a reducéo de nitrito residual apresentou-
se baixa apdés 30 dias de armazenamento, observando-se uma reducdo de,
aproximadamente, 54% para o controle adicionado inicialmente com 150 ppm
de nitrito (TRAT 1), 39% de reducdo para o controle adicionado inicialmente de

75 ppm (TRAT 2) e, para os apresuntados adicionados inicialmente de 75 ppm
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com adicdo de diferentes combinacBes de O&leos essenciais e compostos
majoritarios, houve reducdo de 34% para 0 TRAT 3 e 32% para 0 TRAT 4.

Para que haja um controle eficaz sobre varias bactérias, dentre elas o C.
botulinum, sdo necessérios, aproximadamente, 10 ppm de nitrito residual no
produto final e valores de adicdo inferiores a 150 ppm sdo insuficientes
para se alcancar este nivel residual e, portanto, ndo previnem o
desenvolvimento deste micro-organismo (CASSENS, 1997).

Foi observado que a adi¢do de dleos essenciais e compostos majoritarios
ndo contribui para a manutengdo de nitrito residual entre as amostras, e 0s
tratamentos com adicdo desses componentes (TRAT 3 e 4) ndo se diferenciou
significativamente em relacdo ao tratamento controle adicionado da mesma
quantidade de nitrito (TRAT 2).

As concentragdes de nitrito necessarias para a ocorréncia dos diversos
efeitos nos produtos carneos seriam de 30 a 50ppm, para o desenvolvimento de
cor; de 20 a 40ppm para o desenvolvimento de aroma (MULLER, 1991) e entre
20 a 50 ppm para o efeito antioxidante e esses valores dependem do tipo de
produto carneo (LUCKE, 2000). Em todos os tratamentos, as concentragdes de
nitrito permitem o desenvolvimento dos trés efeitos (cor, aroma e antioxidante).

No Clostridium botulinum, o nitrito reage nas ligacbes ferro-enxofre de
algumas proteinas, como, por exemplo, ferrodoxina, para formar complexos
ferro-6xido nitrosos, inibindo o sistema fosforoclastico, o qual envolve a
conversdo do piruvato a acetil-fosfato, a transferéncia de elétrons e a sintese de
ATP (CAMMACK et al., 1999).

Cui, Gabriel e Nakano (2010) avaliaram os efeitos antimicrobianos de
extratos de plantas combinados com NaNO; contra o microrganismo C.
botulinum e encontraram um efeito sinérgico entre 0s componentes, sugerindo a
utilizacdo da combinacdo de extrato de plantas e nitrito de sddio no controle

deste microrganismo.
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4.6 pH

Ndo houve diferenca significativa entre nenhum dos parametros
analisados para o indice de pH; a média do pH dos tratamentos no tempo 0 foi
de 6,28 e, para 0 tempo de 30 dias de armazenamento, a média foi de 6,25.

A bactéria Clostridium botulinum, causadora do botulismo, e de grande
importancia em produtos carneos, se multiplica em pH acima de 4,5 (SERVICO
NACIONAL DE APRENDIZAGEM INDUSTRIAL - SENAI, 2000), portanto,
os apresuntados elaborados apresentam uma faixa de pH favoravel para o
desenvolvimento dessa bactéria causadora de intoxicacdo alimentar, além do
crescimento da bactéria Clostridium sporogenes, que tem similaridade genética

com o C. botulinum

4.7 Oxidacdo lipidica (indice de TBARS)

Os valores da oxidacdo lipidica dos apresuntados estdo demonstrados na
Tabela 13, ndo tendo sido observada interacdo significativa (P>0,05) entre os
dias de armazenamento e os tratamentos do apresuntado. Entretanto, houve
efeito significativo (P<0,05) isolado dos tratamentos e do tempo, sendo 0s
resultados analisados separadamente.

Os tratamentos apresentaram diferenca significativa (P<0,05) entre si.
Ocorreu diferenca discrepante entre os tratamentos controles (TRAT 1 e TRAT
2) e os tratamentos contendo as combinagBes de Gleos essenciais e compostos
majoritarios (TRAT 3 e TRAT 4), tendo os controles apresentado um valor
bastante reduzido do indice de TBARSs.

Houve diferenca significativa (P<0,05) para o tempo de armazenamento
das amostras. Apés 30 dias, ocorreu um incremento no valor de oxidacdo
lipidica somente para o tratamento contendo a combinagdo 2 de dleos essenciais

e compostos majoritarios (TRAT 4).
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Tabela 13 Valores do indice de TBARs (mg MA/Kg) em apresuntados
adicionados de 0leos essenciais e compostos majoritarios
armazenados durante 30 dias

Tratamentos Tempo de armazenamento
0 dias 30 dias
TRAT 1 0,03 24 0,05 A
TRAT 2 0,04 A 0,06 24
TRAT 3 0,71 bA 0,86 A
TRAT 4 0,69 PA 0,928

TRAT 1. Controle: 150 ppm de nitrito; TRAT 2: Controle: 75 ppm de nitrito; TRAT 3:
75 ppm de nitrito+ 0,085 % o6leo de canela, 0,19% Oleo de orégano, 0,05%
cinamaldeido, 0,22% carvacrol; TRAT 4: 75 ppm de nitrito +0,1% 6leo de canela,
0,14% o6leo de orégano, 0,06% cinamaldeido, 0,16% carvacrol. Médias seguidas por
letras distintas, minGsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, diferem entre si, pelo
teste de Tukey (p < 0,05)

A atividade antioxidante (capacidade ou potencial antioxidante) é um
pardmetro utilizado vastamente (em conjunto com outros) para caracterizar
diferentes materiais bioldgicos. Esta atividade esta relacionada com compostos
capazes de proteger um sistema bioldgico contra os efeitos danosos de processos
ou reacdes que causam oxidacdo excessiva, envolvendo espécies reativas de
oxigénio (ARNAO, 2000).

Os valores de indice TBAR demonstram que, para o tratamento com
maior concentracdo de nitrito sem adicdo de Oleo essencial e composto
majoritario (TRAT 1), foram observados indices inferiores de TBARS, enquanto
0 TRAT 4 (0,1% o6leo de canela, 0,14% o6leo de orégano, 0,06% cinamaldeido,
0,16% carvacrol) , ao final de 30 dias de estocagem, apresentou maior oxidacao
lipidica dentre todas as amostras .

Os aromas de rango em carnes sdo, inicialmente, detectados em valores
de 0,5 a 2,0 mg malonaldeido/kg de carne (O’NEILL et al., 1998). Valores de
TBARS até 1,59 mg de aldeido maldnico/kg de amostra sdo considerados baixos
para serem percebidos por analise sensorial e ndo causam alarme para a saude do
ser humano (TORRES; OKANI, 2000).
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Ao optar pelo teste de TBA, deve-se conhecer a composi¢do em acidos
graxos do alimento em analise, uma vez que o teste mede a extensdo da
oxidacdo de lipidios com trés ou mais duplas ligacdes. Para sistemas mais
complexos, em gue estdo presentes misturas de constituintes, a medida de TBA
tem apenas significado qualitativo e comparativo (DAHLE; HILL; HOLMAN,
1962).

Portanto, neste trabalho pode ter ocorrido a interacdo dos componentes
presentes nos Gleos essenciais e compostos majoritarios, havendo a possibilidade
de os aldeidos e outros constituintes dos 6leos e compostos terem sido também
quantificados no teste de TBA, explicando o alto nivel de oxidag&o lipidica nos
apresuntados contendo misturas de Gleos essenciais e compostos majoritarios.

Por outro lado, a teoria de que o 6leo essencial tem acdo pré-oxidante ao
invés de antioxidante também pode ser confirmada neste trabalho. Em estudos in
vitro tem sido demonstrado que, em doses elevadas de a-tocoferol, este pode
agir como pré-oxidante, caso ndo haja concentracdes equivalentes de outros
antioxidantes para regenerar o radical a-tocoferila a a-tocoferol (MUNTEANU;
ZINGG; AZZI, 2004).

Os trabalhos de Aleixo (2013), Dias (2011) e Oliveira et al. (2012)
confirmam a teoria de que o 6leo essencial tem acdo pré-oxidante, em vez de
antioxidante, quando adicionado em altas concentraces.

O tratamento que apresentou menor oxidacdo lipidica das amostras de
apresuntados foi aquele adicionado com 150 ppm de nitrito. De acordo com
Pegg e Shahid (2000), o nitrito é capaz de retardar ou inibir rea¢es de oxidagado
e sua atividade antioxidante é baseada na formacéo de compostos estaveis, com
reducdes do Fe* para Fe?*, que reduz o nimero de ions ferro livre Fe3*
catalisadores da oxidagdo lipidica, sendo necessarios de 20 a 60 ppm de nitrito

para que este atue como antioxidante.
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4.8 Atividade de 4gua

De acordo com o tempo de armazenamento, foram observadas
diferencas significativas (P<0,05) nas amostras analisadas no tempo 0 e 30 dias.
No tempo 0, a média dos valores de atividade de dgua dos apresuntados foi de
0,95 e, ao final do armazenamento, houve um aumento na atividade de agua de
todos os tratamentos, tendo a média sido de 097.

N&o houve diferenga significativa (P>0,05) entre os tratamentos e a
interacdo dos tratamentos com o tempo de armazenamento ndo se apresentou
significativa (P>0,05). Assim, tem-se que a adicdo de Oleos essenciais e
compostos majoritarios nos apresuntados ndo interferiu significativamente na
atividade de &gua do produto, e os tratamentos controles (TRAT 1 e TRAT 2)
ndo se diferenciaram dos tratamentos contendo 6leos e compostos (TRAT 3 e
TRAT 4).

Quanto menor o teor de agua livre, em comparagdo com a agua
combinada (ou agua ligada) de um alimento, tanto melhor para a sua
seguridade, evitando o crescimento de microrganismos indesejaveis ou daqueles
que possam, ainda, causar danos a satde publica. Assim, alimentos que retém
agua com certa estabilidade aumentam as chances de prolongar sua vida Util
(KATZ, 1997).

A maioria dos alimentos apresenta uma Aw acima de 0,95 e a maioria
das bactérias, leveduras e bolores crescera acima deste ponto. Os esporos de
Clostridium botulinum séo, geralmente, inibidos em uma Aw ao redor e 0,93 ou
menos (INSTITUTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS - ITAL, 1990).

Segundo Ribeiro e Saravalli (2004), os produtos cérneos curados
cozidos s&o alimentos de alta atividade de agua, o que favorece o crescimento de

microrganismos.
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O Clostridium botulinum, causador do botulismo, é uma bactéria com
formato de bastdo, gram-positivo, produtora de esporos e de toxina, multiplica-
se na auséncia de oxigénio e em atividade de agua superior a 0,92 (SENAI,
2000). Portanto, a atividade de &gua encontrada nas amostras de apresuntado
elaborados se situa dentro da faixa de desenvolvimento deste microrganismo,

bem como o desenvolvimento do C. sporogenes.

4.9 Cor

4.9.1 Luminosidade (L*), indice vermelho (a*), indice amarelo (b*)

A luminosidade (L*) caracteriza o grau de claridade da cor, variando do
preto para o branco, indo de O (escuro) a 100 (claro) (RAMOS; GOMIDE,
2007).

Durante o periodo de armazenamento ndo foram observadas alteracdes
significativas (P>0,05) entre os tratamentos, mostrando a n&do influéncia dos
6leos essenciais em relacdo a luminosidade dos apresuntados. Nao se observou
interacdo significativa (P>0,05) entre os tratamentos e 0 tempo de estocagem
dos apresuntados. Ja& para o parametro tempo houve diferenca significativa
(P<0,05), tendo todos os tratamentos apresentado um aumento de luminosidade
ao longo do armazenamento, com média do valor L* de 61,77 para o tempo 0 e
de 66,74, para o tempo de 30 dias.

Assim, os apresuntados, ao final de 30 dias de armazenamento,
apresentaram cor mais clara, quando comparados com os apresuntados recém-
produzidos armazenados por 24 horas.

Tem-se que o TRAT 4, com adi¢do da segunda combinagdo de dleos
essenciais e compostos majoritarios, apresentou a menor média, o que significa

que ele manteve por mais tempo a coloracdo em relagdo ao parametro L*.
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Scarpa et al. (2009) avaliaram a aceitacdo de produtos comerciais
curados, observando que a luminosidade foi o atributo de cor que mais
influenciou a aceitacdo do produto, sendo as amostras mais claras as preferidas.

A luminosidade é o parametro que melhor informa a intensidade visual
da cor rosea, sendo o parametro de cor que governa a qualidade da carne e de
produtos carneos (BREWER et al., 2001).

O pardmetro a* representa a variacdo da intensidade da cor do verde ao
vermelho; valores positivos de a* ou a* de 0 até +50 representam a cor vermelha
da amostra, enquanto valores negativos de a* ou a  de 0 até -50 representam a
coloragdo verde do produto (RAMOS; GOMIDE, 2007). O parametro a* € o
mais sensivel gerado pela analise instrumental de cor e, ao caracterizar a cor
vermelha, avalia a estabilidade de produtos carneos (GARCIA-ESTEBAN,
2003).

Né&o foi observada diferenca significativa (P<0,05) entre os tratamentos,
ndo tendo o valor do indice vermelho se diferenciado estatisticamente entre as
amostras controle e aquelas adicionadas de Oleos essenciais € compostos
majoritarios.

Houve diferenca significativa (P<0,05) entre o tempo de
armazenamento, no entanto, a interacdo entre os tratamentos e o tempo de
armazenamento ndo foi significativa (P>0,05). Observa-se que os valores de
indice a* aumentaram, apds trinta dias de armazenamento, em todos o0s
tratamentos. Apds 24 horas de processamento (tempo 0), a média do indice a*
foi igual a 5,79; ja ap6s 30 dias, a média aumentou para 10,61.

O indice de amarelo (b*) representa tonalidade que vai do azul (valores
negativos) ao amarelo (valores positivos) (RAMOS; GOMIDE, 2007). As
variagdes do indice b* dos apresuntados armazenados sob refrigeracdo a 4 °C,

por 30 dias, estdo apresentados na Tabela 14.
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Houve diferenca significativa (P<0,05) entre os tratamentos, tendo os
tratamentos controle (TRAT 1 e TRAT 2) se diferenciado dos tratamentos
contendo Gleos essenciais e compostos majoritarios (TRAT 3 e 4). Os resultados
mostram que os tratamentos controle apresentaram menores valores do indice b*,
em ambos os tempos de armazenamento, quando comparados com os demais.

Em relacdo ao tempo de armazenamento houve diferenca significativa
(P<0,05). As amostras armazenadas durante o periodo de 30 dias apresentaram
incremento no valor do indice b*, portanto, mais préximas a cor amarela,
guando comparadas com o0s apresuntados analisados apds 24 horas de
processamento (tempo 0).

A interacdo dos tratamentos e do tempo de armazenamento ndo se

apresentou significativa (P>0,05).

Tabela 14 Valores de indice amarelo (b*) em apresuntados adicionados de 6leos
essenciais e compostos majoritarios armazenados durante 30 dias

Tratamentos Tempo de armazenamento
0 dias 30 dias
TRAT 1 9,21 A 11,04 %
TRAT 2 10,14 @A 11,07 %
TRAT 3 11,92 bA 15,39 b8
TRAT 4 11,76 A 14,12 %8

TRAT 1: Controle: 150 ppm de nitrito; TRAT 2: Controle: 75 ppm de nitrito; TRAT 3:
75 ppm de nitrito+ 0,085 % o6leo de canela, 0,19% o6leo de orégano, 0,05%
cinamaldeido, 0,22% carvacrol; TRAT 4: 75 ppm de nitrito +0,1% o6leo de canela,
0,14% o6leo de orégano, 0,06% cinamaldeido, 0,16% carvacrol; Médias seguidas por
letras distintas, minGsculas nas colunas e maitsculas nas linhas, diferem entre si, pelo
teste de Tukey (p < 0,05)

Dias (2011) concluiu, em sua pesquisa com produto carneo mortadela,
que a utilizacdo de dleos essenciais (orégano, tomilho, cravo-da-india e capim-
limao) promoveu alteracdes sensoriais indesejaveis no produto, como o aumento

do indice de amarelo (b*).
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4.9.2 Indice de saturac&o (C*)

O indice de saturacdo (C*) corresponde a intensidade ou a quantidade de
uma tonalidade (RAMOS; GOMIDE, 2007). N&o se observou diferenca
significativa (P>0,05) entre os tratamentos e a interagdo tempo e tratamento
também ndo foi significativa. Portanto, o uso de 6leos essenciais e compostos
majoritarios ndo foi um fator de influéncia no indice de saturagdo dos
apresuntados.

Houve diferenca significativa (P<0,05) somente para o tempo de
armazenamento das amostras, tendo a média dos valores do indice de saturacdo
no tempo zero sido de 12,26 e, ao final de 30 dias de armazenamento, a média
do indice de saturacdo aumentou para todos os tratamentos, sendo igual a 16,82.

As cores que apresentam baixo valor de saturacdo sdo chamadas de
palidas ou acinzentadas, enquanto aquelas com alto valor de saturacdo sdo
denominadas saturadas (RAMOS; GOMIDE, 2007). Chinait et al. (2009), ao
avaliarem diferentes marcas de apresuntados comerciais, reportaram as seguintes
variagdes nos valores do indice C* = 18,71 a 22,92. Os apresuntados elaborados
obtiveram, em geral, menores valores de C*, se apresentando com cores menos
intensas, 0 que pode ser explicado pelas diferencas nas matérias-primas carneas

e ingredientes utilizados.

4.9.3 Angulo de tonalidade

O angulo de tonalidade (h*) é representado como a grandeza que
caracteriza a qualidade da cor (vermelho, verde, amarelo e azul), permitindo
diferencia-la (RAMOS; GOMIDE, 2007). Os valores médios de tonalidade dos
apresuntados com diferentes formulages e armazenados por 30 dias, a 4 °C,

estdo ilustrados na Tabela 15.
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A interacdo entre tempo e tratamentos das amostras de apresuntados néo
foi significativa (P>0,05).

Em relacdo aos tratamentos, houve diferenca significativa (P<0,05) entre
0s apresuntados, ndao havendo uma diferenca concisa entre 0s tratamentos
controle (TRAT 1 e 2), quando comparados com os tratamentos com a adicao de
Oleos essenciais e compostos majoritarios (TRAT 3 e 4). Os dois controles ndo
apresentaram diferenca em relacdo ao angulo de tonalidade. O TRAT 4, no
tempo 0, ndo se diferenciou dos controles, apresentando também similaridade
com o TRAT 3. Ja para o tempo 30, o0 TRAT 3 se diferenciou dos tratamentos
controle quanto ao angulo de tonalidade, ndo apresentando diferenca em relagéo
ao TRAT 4.

Foi observada diferenca significativa (P<0,05) em relagdo ao tempo de
armazenamento dos apresuntados, havendo uma reduc¢éo do indice de tonalidade

ao final dos 30 dias de estocagem.

Tabela 15 Valores do indice de tonalidade (h*) em apresuntados adicionados de
6leos essenciais e compostos majoritarios armazenados durante 30

dias
Tratamentos Tempo de armazenamento
0 dias 30 dias
TRAT 1 56,67 A 43,73 %
TRAT 2 60,53 A 44,87 B
TRAT 3 65,78 PA 58,87 B
TRAT 4 63,53 A 53,56 "B

TRAT 1: Controle: 150 ppm de nitrito; TRAT 2: Controle: 75 ppm de nitrito; TRAT 3:
75 ppm de nitrito+ 0,085 % o6leo de canela, 0,19% o6leo de orégano, 0,05%
cinamaldeido, 0,22% carvacrol; TRAT 4: 75 ppm de nitrito +0,1% o6leo de canela,
0,14% dleo de orégano, 0,06% cinamaldeido, 0,16% carvacrol; Médias seguidas por
letras distintas, mindsculas nas colunas e maitsculas nas linhas, diferem entre si, pelo
teste de Tukey (p < 0,05)
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Pode-se observar que os tratamentos com adi¢do de Gleos essenciais e
compostos majoritarios obtiveram maiores medias do indice h*, indicando maior
participacdo da tonalidade nos apresuntados, quando comparados com as
formulages controles.

Quando se comparam os indices de tonalidade com os valores de indice
b*, observa-se que a adi¢do de Gleos e compostos majoritarios contribuiu para
um aumento do indice de amarelo (b*). Estas alteracfes sdo evidenciadas pelo
aumento do angulo de tonalidade (h*) do produto, indicando maior participacéo

da tonalidade de amarelo.

4.9.4 Diferenca global

A diferenca global de cor (AE*) foi utilizada para comparar a cor de
todos os tratamentos, no inicio e no fim do armazenamento, e também para
comparar a cor entre os tratamentos com adi¢do de 6leo essencial (TRAT 3 E
TRAT 4) com os dois tratamentos controles (TRAT 1 e TRAT 2).

A diferenca global de cor ndo foi afetada significativamente (P>0,05),
quando compara-se 0s apresuntados no inicio (0 dias) e fim do armazenamento
(30 dias) , tendo a média sido de 8,28.

A diferenga global de cor entre os tratamentos com adicdo de 6leo
essencial (TRAT 3 E TRAT 4) com o controle contendo 150 ppm de nitrito
(TRAT 1) também ndo foi afetada significativamente. A média da diferenca
global de cor para 0 TRAT 3 foi de 4,55 e, para 0 TRAT 4, a média foi de 3,71.

Comparando-se a diferenca global de cor entre os tratamentos com
adicdo de 6leo essencial (TRAT 3 E TRAT 4) com o controle contendo 75 ppm
de nitrito (TRAT 2), constatou-se que ndo houve diferenca significativa
(P>0,05) entre os tratamentos. E possivel observar diferenca significativa

(P<0,05) em relagdo ao tempo de armazenamento, tendo a diferenca global de
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cor das amostras no tempo O se apresentado menor, quando comparada com a
diferenca global no final de 30 dias de armazenamento. Os dados estdo

apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 Valores da diferenga global (AE*) entre os tratamentos, quando
comparados com o controle em apresuntados adicionados de 6leos
essenciais e compostos majoritarios

Tratamentos Tempo de armazenamento
0 dias 30 dias
TRAT 3 3,262 571°
TRAT 4 2,432 4,38"

TRAT 3: 75 ppm de nitrito+ 0,085 % o0leo de canela, 0,19% o6leo de orégano, 0,05%
cinamaldeido, 0,22% carvacrol; TRAT 4: 75 ppm de nitrito +0,1% o6leo de canela,
0,14% o6leo de orégano, 0,06% cinamaldeido, 0,16% carvacrol; Médias seguidas por
letras diferentes na coluna diferem entre si (P<0,05), pelo teste de Tukey

Existem valores de delta associados a esta escala de cor (AL*, Aa* e
Ab*) para indicar o quanto a amostra diferiu do padrdo para L*, a* e b*, e sdo
frequentemente utilizados no controle de qualidade e ajustes de formulacéo,
além de serem utilizados para o calculo da diferenca total de cor (AE¥)
(HUNTERLAB, 1996). Neste trabalho utilizaram-se trés padrdes: amostras
recem-formuladas (tempo 0) e duas amostras controle, sem adi¢cdo de dleos
essenciais e compostos majoritarios, contendo 75 e 150 ppm de nitrito.

Segundo Obon et al. (2009), valores de 0,5 a 1,5 sdo considerados muito
pequenos e o olho humano poderia detectar diferencas apenas partir de 1,5,
sendo diferencas acima de 5 evidentemente perceptiveis.

Segundo essa escala, todos os apresuntados contendo dleos e compostos,
ap6s 30 dias de armazenamento, se apresentaram diferentes dos controles.
Quando se compara a diferenca global de cor em relacdo ao tempo de

armazenamento (0 e 30 dias), observam-se valores altos (>5), evidenciando uma
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diferenga altamente perceptivel na cor entre as amostras de apresuntados
analisadas no tempo 0 e no final da estocagem.

Portanto, a diferenca global de cor dos apresuntados pode ser perceptivel
pelo consumidor e esta percepcdo fica mais evidente apds 30 dias de

armazenamento.
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5 CONCLUSAO

O o6leo essencial de canela e seu composto majoritario, o cinamaldeido,
foram os mais eficientes para a inibicdo das células vegetativas do C.
sporogenes, apresentando menor CMB.

O efeito sinérgico entre as combinacGes de 6leos essenciais e compostos
majoritérios foi observado. No entanto, a adi¢do de 6leos essenciais e compostos
ndo pode fornecer protecdo completa contra Clostridium sporogenes em
apresuntados, podendo estes produtos naturais serem utilizados para aumentar a
"barreira” antibacteriana, contribuindo para a redugdo significativa do
microrganismo C. sporogenes e atraso na esporulacdo deste microrganismo.

A aplicagdo de Oleos essenciais e de compostos majoritarios nos
apresuntados ndo contribui para a manutencdo de nitrito residual entre as
amostras, além de aumentar o teor de oxidacdo lipidica nos apresuntados.

Todos os tratamentos apresentaram um aumento de luminosidade (L*),
indice vermelho (a*), indice amarelo (b*) e saturagdo (C*), ao longo do
armazenamento; a tonalidadade (h*) diminuiu e apenas para o pardmetro b* e a
tonalidade h* houve diferenca significativa entre os tratamentos.

O pH de todos os apresuntados ndo se diferenciaram estatisticamente ao
final do armazenamento. Houve um aumento na atividade de agua de todos os
tratamentos e ambos os valores de pH e atividade de &gua dos apresuntados
estdo na faixa ideal para o crescimento da bactéria Clostridium sporogenes.
Portanto, a adicdo de Oleos essenciais e compostos majoritarios com atividade
antimicrobiana em apresuntados é extremamente vidvel, visto que estes
compostos podem substituir conservantes sintéticos e promover a inibicdo de

microrganismaos.
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