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RESUMO

Listeria monocytogenes é uma bactéria causadora de infeccdes alimentares que vem
ganhando destaque na industria de produtos cérneos, devido a sua capacidade de se multiplicar
em condic¢des adversas como amplas faixas de pH e temperatura e altas concentracdes de sal e
se desenvolver em superficies utilizadas no processamento de alimentos, podendo formar
biofilmes. Devido a suas caracteristicas fisiologicas, mesmo que se utilize das boas praticas de
fabricacdo, a contaminagdo dos produtos por L. monocytogenes tem sido de dificil controle.
Dessa forma, a utilizacdo de conservantes naturais como 0s 6leos essenciais podem oferecer
uma alternativa para a disponibilidade de produtos seguros ao consumidor. Desse modo, o
objetivo do trabalho foi a avaliacdo da atividade antimicrobiana de emulsdo de 6leos essenciais
sobre L. monocytogenes inoculada em salsicha ndo curada e bactérias laticas contaminantes,
bem como o impacto dos 6leos sobre as caracteristicas fisico-quimicas do produto. Para tanto,
foram determinadas as concentragdes minimas bactericidas (CMB) dos 6leos essenciais de
orégano, tomilho, coentro, alho e cravo pelo método de microdiluicdo em caldo, sendo essas,
respectivamente, 1,0; 1,0; 1,0 2,0 e 0,5% (v/v). Baseando-se nos valores da CMB e utilizando-
se do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), foram gerados 27 ensaios com a
mistura dos 6leos de orégano, coentro, cravo e alho. Todas as misturas foram bactericidas,
sendo o ensaio contendo 0,16% de orégano, 0,05% de coentro, 0,14% de alho e 0,03% de cravo
selecionado para utilizagdo como conservante. Foi elaborado um tratamento com salsichas sem
adicdo de nitrito, adicionadas da combinacdo de 6leos essenciais e um controle com salsichas
adicionadas de 150 mg/kg de nitrito, que foram inoculadas por imerséo em suspenséo bacteriana
de L. monocytogenes padronizada (10® UFC/mL), embaladas a vacuo e armazenadas a 10°C
por 15 dias. Embora a combinacéo de 6leos essenciais utilizada tenha se mostrado eficiente no
controle de L. monocytogenes in vitro, seu efeito foi reduzido quando adicionada a formulagéo
das salsichas. No entanto, ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos,
mostrando que a emulsdo de 6leos essenciais utilizada teve uma acgéo antimicrobiana similar a
do nitrito de sodio. A emulsédo de 6leos essenciais ndo alterou a atividade de agua das salsichas,
mas contribuiu para um aumento nos valores de pH quando comparado ao controle. O
tratamento com nitrito foi mais efetivo no controle da oxidac¢ao lipidica, mantendo valores mais
baixos de oxidacdo. Houve uma diferenca significativa na cor das salsichas com 6leos
essenciais, que ja era esperada, devido a ndo adicao de nitrito de sédio, fazendo com que essas
apresentassem uma colora¢do amarronzada. Portanto, embora a emulsdo de dleos essenciais
utilizada ndo tenha sido capaz de inibir o crescimento de L. monocytogenes e bactérias laticas
em salsicha, ela apresentou uma acao similar a do nitrito com relagdo ao crescimento desses
microrganismos, sendo uma possivel alternativa para substituicdo desse conservante. No
entanto, é necessaria a realizacdo de mais testes com as demais combinac6es de 6leos essenciais
que foram eficientes in vitro de forma a encontrar alguma que possa ser mais eficiente na
reducdo dos microrganismos em produtos carneos.

Palavras-chave: Conservantes naturais. Patdgenos alimentares.  Microrganismos
deterioradores. Seguranca de alimentos.



ABSTRACT

Listeria monocytogenes is a bacterium that causes food infections that has been gaining
highlight in the meat products industry, due to its ability to multiply in adverse conditions such
as wide pH and temperature ranges and high salt concentrations and to develop on surfaces used
in the processing foods and can form biofilms. Due to its physiological characteristics, even if
it uses good manufacturing practices, the contamination of products by L. monocytogenes it has
been difficult to control. Thus, the use of natural preservatives such as essential oils can offer
an alternative for the availability of safe products for the consumer. Thus, the objective of this
work was to evaluate the antimicrobial activity of an essential oil emulsion on L.
monocytogenes inoculated in uncured sausage and contaminating lactic bacteria, as well as the
impact of the oils on the physicochemical characteristics of the product. Therefore, the
minimum bactericidal concentrations (MBC) of essential oils of oregano, thyme, coriander,
garlic and clove were determined by the broth microdilution method, these being, respectively,
1,0; 1,0; 1,0; 2,0 and 0,5% (v/v). Based on the MBC values and using the Rotational Central
Composite Design (RCCD), 27 trials were generated with the mixture of oregano, coriander,
clove and garlic oils. All mixtures were bactericidal, being the assay containing 0,16% oregano,
0,05% coriander, 0,14% garlic and 0,03% clove selected for use as a preservative. A treatment
with sausages without the addition of nitrite, added with the combination of essential oils and
a control with sausages with added 150 mg/kg of nitrite, which were inoculated by immersion
in a standardized bacterial suspension of L. monocytogenes (106 CFU/mL) was developed,
vacum-packed and stored at 10°C for 15 days. Although the combination of essential oils used
has shown to be efficient in controlling L. monocytogenes in vitro, its effect was reduced when
added to the sausage formulation. However, no significant difference was observed between
the treatments, showing that the essential oil emulsion used had an antimicrobial action similar
to that of the sodium nitrite. The emulsion of essential oil did not change the water activity of
the sausages, but it contributed to an increase in pH values when compared to the control. The
treatment with nitrite was more effective in controlling the lipid oxidation, maintaining lower
oxidation values. There was a significant difference in the color of sausages with essential oils,
which was expected, due to not adding sodium nitrite, causing them to have a brownish color.
Therefore, although the essential oil emulsion used was not able to inhibit the growth of L.
monocytogenes and lactic acid bacteria in sausage, it showed an action similar to that of nitrite
concerning the growth of these microorganisms, being a possible alternative to replace this
preservative. However, it is necessary to carry out more tests with the other combinations of
essential oils that were efficient in vitro to find one that could be more efficient in reducing
microorganisms in meat products.

Keywords: Natural preservatives. Foodborn pathogens. Spoilage microorganisms. Food safety.
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1 INTRODUCAO

Patdgenos de origem alimentar estao relacionados a uma série de doencas transmitidas
por alimentos (DTASs), sendo um grande problema de salde publica e uma grande preocupacéo
para a industria alimenticia, que deve garantir a inocuidade de seus produtos. A deterioracdo
microbioldgica dos alimentos também é um problema enfrentado pela industria, pois leva a
perda de qualidade dos produtos, além da reducdo de sua vida util, podendo causar o
desperdicio.

A carne e os produtos carneos, como a salsicha, possuem caracteristicas intrinsecas
como alta atividade de &gua, pH acima de 5,4 e alto teor de nutrientes que favorecem o
crescimento microbiano e os tornam um meio ideal para o desenvolvimento de patdgenos como
L. monocytogenes e microrganismos deterioradores como as bactérias laticas.

Salsichas sdo consideradas produtos prontos para o consumo (ready to eat - RTE) que
ndo necessitam de processos térmicos adicionais pré-consumo, potencializando o risco
alimentar associado. Durante o processamento, ap0s 0 processo térmico de cozimento, nas
etapas de descasque, tingimento, fracionamento e embalagem devido ao contato superficial ou
exposicdo ambiental pode ocorrer uma recontaminacdo dos produtos por patdégenos e um
aumento da carga de microrganismos deteriorantes, levando a uma redu¢do da vida Util desses
produtos.

Dentre 0s microrganismos patogénicos, a Listeria monocytogenes se destaca devido sua
capacidade de se multiplicar em condicdes adversas como amplas faixas de pH e temperatura e
altas concentracdes de sal e sobreviver em ambientes diversos, podendo se desenvolver em
superficies utilizadas no processamento dos alimentos e formar biofilmes. Uma vez presente
no alimento, essa bactéria pode ser ingerida e causar a listeriose, uma doenca potencialmente
letal que afeta principalmente grupos mais susceptiveis como gravidas, idosos, recém-nascidos
e individuos imunocomprometidos.

As bactérias laticas se destacam entre 0s microrganismos responsaveis pela deterioragédo
de carnes e produtos carneos embalados a vacuo, ja que sdo mais resistentes aos métodos de
barreira utilizados para conservacdo. Condi¢des como baixas temperaturas, reducao do teor de
O2 e aumento da concentragdo de CO favorecem seu crescimento. Uma vez presente nos
alimentos, sua atividade metabolica leva a producéo de compostos que podem causar alteragdes
no aspecto, cor, sabor e odor dos produtos, deixando-os inadequados ao consumo.

Uma forma de controlar a deterioracdo dos produtos e garantir sua seguranca

microbiologica é pelo uso de conservantes. Atualmente, os conservantes sintéticos ainda s&o 0s
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mais utilizados pela inddstria. Entre esses conservantes, os sais de nitrito e nitrato sdo
adicionados em produtos carneos como antioxidantes, agentes de cura e, principalmente, com
a funcdo de evitar o crescimento de células vegetativas de Clostriduim botulinum e a
germinacdo de seus esporos que sobrevivem ao tratamento térmico. Também é relatado que o
nitrito em combinacdo com outros sais e acidos organicos presentes em formulagdes, possui
acdo antibacteriana contra outras bactérias patogénicas como L. monocytogenes. No entanto,
sabe-se que o nitrito é convertido em N-nitrosaminas, que tem efeito cancerigeno ao ser
humano, além de ndo apresentar efeito sobre o crescimento de bactérias laticas, que conseguem
se desenvolver em sua presenca.

Portanto, devido a potencial toxicidade relacionada ao uso de conservantes sintéticos e
a uma mudanca nos habitos alimentares dos consumidores que buscam, cada vez mais, por
saudabilidade, tem-se aumentado a procura de conservantes alternativos naturais, dentre os
quais destacam-se 0s 6leos essenciais.

Os Oleos essenciais sdo metabolitos secundéarios de plantas arométicas e podem ser
encontrados em suas diferentes partes como folhas, flores, raizes, caules, frutos, dentre outras.
Eles possuem diversas aplicabilidades devido suas propriedades antibacteriana, antifingica,
antioxidante, antiparasitaria, anticancer e antiviral. Portanto, por serem reconhecidos como
seguros GRAS (Generally Rcognized As Safe) podem ser utilizados em alimentos e aplicados
na industria como conservantes naturais.

No entanto, para obter a mesma atividade antibacteriana dos 6leos essenciais in vitro
em alimentos sdo necessarias aplicacdes de concentracfes mais elevadas desses 0leos, o que
pode gerar alteracGes sensoriais do produto. Desse modo, a utilizacdo de combinacdes entre
6leos essenciais € uma alternativa para tentar reduzir as concentracdes de cada 6leo utilizado,
sem que se perca sua acao antimicrobiana.

Diante do exposto, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana
de emulsBes de 6leos essenciais sobre a bactéria L. monocytogenes inoculada em salsicha ndo
curada e sobre bactérias laticas contaminantes, bem como o impacto dos 6leos sobre as

caracteristicas fisico-quimicas do produto.
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2 REFERENCAL TEORICO

2.1 Listeria monocytogenes

O género Listeria é composto por 17 espécies, sendo 9 espécies de Listeria recentemente
descritas desde 2009. Dentre elas, um grupo de 6 espécies, composto por L. monocytogenes, L.
innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. ivanovii e L. grayi, compartilham caracteristicas
fenotipicas comuns, como capacidade de sobreviver a baixas temperaturas e motilidade flagelar
(JAY, 2005; ORSI; WIEDMANN, 2016). Sendo a espécie L. monocytogenes patogénica a
humanos e animais (BHUNIA, 2008).

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, em forma de bastonete, ndo
formadora de esporos, anaerdbia facultativa, catalase positiva e capaz de sobreviver e se
multiplicar em condic6es adversas, como amplas faixas de pH (4,1 — 9,6), temperatura (1 —
45°C), altas concentracOes de sal (10%) e até mesmo na presenca de agentes antimicrobianos
(BHUNIA, 2008; ROBERTS et al., 2020).

Devido sua capacidade de sobreviver em ambientes diversos e superar varios fatores
estressantes, como baixas temperaturas, baixo pH e alta salinidade, L. monocytogenes é capaz
de sobreviver por um longo periodo de tempo na indUstria de alimentos, aderir e se desenvolver
em superficies de processamento podendo formar biofilmes, sendo de grande preocupacédo e
desafio para industrias alimenticias (KAWACKA et al., 2021; SHAMLOO et al., 2019).

Uma vez presente no alimento, esse patdgeno pode ser ingerido e causar listeriose,
doenca de origem alimentar com altas taxas de letalidade que afeta principalmente grupos mais
susceptiveis, como recém-nascidos, idosos, mulheres gravidas e individuos
imunocomprometidos (BUCHANAN et al., 2017; KAWACKA et al., 2021; RODRIGUEZ et
al., 2021). Ja que, L. monocytogenes quando ingerida, tem a capacidade de atravessar as
barreiras epiteliais, causar invasdo celular e replicacdo intracelular devido a fatores de
viruléncia como internalinas e hemolisinas (MATEREKE; OKOH, 2020).

A listeriose é uma doenga que afeta humanos e animais e pode ocorrer de forma invasiva
ou ndo invasiva (ZAMUZ et al., 2021). Em humanos pode causar encefalite, septicemia,
meningite, sintomas gastrointestinais e nascimento prematuro ou aborto em mulheres gravidas
(MATLE; MBATHA; MADOROBA, 2020). A forma néo invasiva é caracterizada por
sintomas mais brandos como gastroenterite febril e geralmente acomete pessoas saudaveis que
ingeriram elevado numero de células da bactéria. Ja a listeriose invasiva € mais severa e

normalmente ocorre em pessoas com sistema imunolégico debilitado, sendo caracterizada pela
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disseminacdo da doenca pelo sistema nervoso central e unidade fetoplacental
(VASCONCELOS; MARIN, 2008).

A principal via de transmissdo de L. monocytogenes é pela ingestdo de alimentos
contaminados, principalmente peixes, carnes, produtos lacteos, frutas, hortalicas e alimentos
prontos para consumo (ready to eat — RTE). J& que, devido sua alta resisténcia a condi¢des
estressantes, que acarreta em um dificil controle ao longo da cadeia alimentar, essa
contaminacdo pode ocorrer durante o processamento, distribuicdo e, até mesmo em
armazenamento refrigerado (BUCUR et al.,, 2018; DUZE; MRIMANI; PATEL, 2021;
ROBERTS et al., 2020; ZAMUZ et al., 2021). Apesar de ndo ser um microrganismo formador
de esporos e ser facilmente destruida por tratamentos térmicos, pode ocorrer a recontaminacao
de alimentos RTE durante o processamento, sendo de extrema importancia para a inddstria de
alimentos o controle de L. monocytogenes nesses produtos (DUSSAULT; VU; LACROIX,
2016).

O resultado da ingestéo de alimentos contaminados vai depender de interagdo complexa
entre a composicdo da matriz alimentar, a imunidade do hospedeiro e as caracteristicas de
viruléncias da cepa (KALLIPOLITIS; GAHAN; PIVETEAU, 2020).

2.1.1 Ciclo intracelular de L. monocytogenes

Ao ser contraido por via oral, L. monocytogenes é capaz de colonizar o trato intestinal.
Uma vez ali presente, a bactéria é capaz de invadir o tecido, como a placenta em mulheres
gravidas, entrar na corrente sanguinea e, entdo, atingir outras células susceptiveis do corpo. Ja
que, por ser um patdgeno intracelular, inicialmente ocorre a penetragao em células susceptiveis,
para posterior processo de replicacdo dentro dessas células. Em células ndo fagociticas é
necessario a presenca de proteinas, denominadas internalina A (In1A) e internalina B (In1B),
que se ligam a superficie da bactéria e de receptores presentes na superficie das células do
hospedeiro para facilitar sua entrada na célula (JAY, 2005).

Listeria monocytogenes sobrevive dentro do macréfago e, devido ao auxilio da
listeriolisina O (LLO), consegue sair da membrana fagolisossomal e passar para o citoplasma,
onde a proteina de superficie denominada ActA auxilia na formagdo de uma cauda de actina
que impulsiona o microrganismo através da membrana citoplasmatica, na qual € formada uma
membrana dupla de vacuolo. Com ajuda da LLO e de duas fosfolipases bacterianas, a
fosfolipase C fosfatidilinositol especifica e uma fosfolipase C ndo especifica, ocorre a liberagéo

das bactérias e a repeticdo do processo de penetracdo das células hospedeiras adjacentes. Em
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seguida, ocorre a projecdo da membrana e a formacdo de um filopodio, que é absorvido por
uma célula adjacente, levando a repeticdo do processo de invasdo. Desse modo, ndo é necessario
que a bactéria saia do interior das células hospedeiras para se espalhar para outras células (JAY,
2005).

Os diferentes estagios do ciclo de vida intracelular de L. monocytogenes podem ser

observados na Figura 1.

Figura 1 - Eletromicrografias de transmissdo dos estagios do ciclo de vida intracelular de
Listeria monocytogenes.

Legenda: (1) A penetracdo no epitélio intestinal ocorre pela atuacdo de duas proteinas de superficie:

internalina A (InlA) e internalina B (InIB). (2) A bactéria é fagocitada por macréfagos do hospedeiro.

(3) A lise da membrana fagocitica ocorre pela atuagdo da listeriolisina O (LLO) e de fosfolipases C

(PLCs). (4) A bactéria ganha acesso ao citoplasma celular. (5) O movimento inter e intracelular ocorre

pela polimerizagcdo de uma cauda de actina no citoplasma do hospedeiro, pela acdo da proteina de

superficie ActA. A bactéria se dissemina pela corrente sanguinea, ganhando acesso a diferentes 6rgaos.
Fonte: Adaptado de Martins (2016) e Tilney e Portnoy (1989).

2.2 Deterioracao de produtos carneos

A deterioracdo dos alimentos é um problema global que requer atencéo, pois ela limita
0 prazo de validade e a qualidade dos alimentos. Desse modo, 0 desenvolvimento de
caracteristicas que tornam o alimento inadequado ao consumo pode levar ao desperdicio.

Independentemente da fonte de contaminacgdo, microrganismos deterioradores como bactérias,



16

leveduras e fungos filamentosos estao relacionados a esse problema. Além disso, fatores como
a temperatura de armazenamento, procedimentos durante o processamento, transporte dos
alimentos, pH, disponibilidade de agua, armazenamento inadequado e manipuladores de
alimentos influenciam na taxa de deterioracdo (ODEYEMI et al., 2020).

A carne e seus derivados sdo alimentos muito pereciveis, ja que possuem alta atividade
de agua, teor elevado de nutrientes e pH igual ou acima de 5,4, o que os tornam ambiente ideal
para a replicacdo de microrganismos (HUNGARO et al., 2016). Sendo assim, os
microrganismos utilizam esses nutrientes e como resultado tem-se a formacéo de limosidade
superficial, mudancas na coloracdo e aparecimento de odores e sabores desagradaveis
(GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).

Os géneros microbianos mais comuns associados a deterioracdo de carnes frescas e
produtos carneos sdo Acinetobacter, Pseudomonas, Brochothrix, Flavobacterium,
Psychrobacter, Moraxella, Micrococcus, bactérias lacticas e Enterobacter (DOULGERAKI et
al., 2012). No entanto, em carnes e produtos carneos embalados a vacuo o grupo de
microrganismos predominantes sao o das bactérias laticas (ODEYEMY et al., 2019).

Alguns fatores como baixo pH, baixa temperatura e embalagens com baixo teor de
oxigénio, como as embalagens a vacuo ou com atmosfera modificada, sdo responsaveis pela

selecdo de bactérias acido laticas como principal grupo bacteriano causador de deterioracéo.

2.3 Bactérias Acido Léatico (BAL)

As bactérias do &cido latico sdo bastonetes e cocos Gram-positivos, ndo esporulados,
anaerobios aerotolerantes, geralmente catalase-negativos e &cido tolerantes. Sdo muito
utilizadas em diversas aplicacdes industriais que variam de culturas iniciadoras em laticinios a
probidticos, em suplementos alimentares, e agentes de bioconversdo (ZHANG; CAI, 2014).
Essas bactérias sdo classificadas como homofermentativas ou heterofermentativas. As bactérias
homofermentativas sdo aquelas que produzem como Unico ou principal produto da fermentacdo
da glicose o &cido latico, enquanto as heterofermentativas produzem a mesma quantidade molar
de etanol, diéxido de carbono e lactato a partir de hexoses (JAY, 2005).

De acordo com a classificacdo taxondmica, as bactéerias acido laticas pertencem ao
filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales e sdo divididas em 6 familias, sendo elas
Aerococcaceae, Carnocabteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leucocostocaceae e

Streptococcaceae, dentre as quais estao distribuidos 12 géneros, Aerococcus, Carnobacterium,
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Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (VIVEK et al., 2019).

Com relacgdo as necessidades para crescimento, as bactérias acido laticas sdo exigentes
e necessitam de nutrientes complexos como carboidratos, aminoacidos, vitaminas e minerais
(HOLZAPFEL; WOOD, 2014). Ainda que essas bactérias sejam classificadas como
mesofilicas, algumas sdo capazes de crescer em temperaturas abaixo de 5°C ou acima de 45°C.
A maioria cresce em uma faixa de pH entre 4,0 e 4,5, embora existam algumas que podem
crescer abaixo de 3,2 e outras acima de 9,6 (JAY, 2005).

Essas bactérias ndo apresentam afinidade com um substrato especifico da carne, mas
geralmente sdo resistentes e tolerantes aos métodos de conservacdo utilizados na inddstria
(POTHAKAOS et al., 2015). Sendo assim, as bactérias que melhor se adaptam ao ambiente de
selecdo se sobressaem, tornam-se dominantes e atingem numeros elevados (DOULGERAKI et
al., 2012).

A seguranca microbioldgica de carnes e produtos carneos embalados em atmosfera
modificada ou a vacuo geralmente estd relacionada a presenca de bactérias laticas nesses
alimentos. Pois, quando armazenados em condicdes de baixa temperatura, alto teor de CO2 e
baixo teor de O, 0 crescimento de patdgenos € evitado pela microbiota indigena em virtude da
reducdo do pH, competicdo por O e possivel producdo de substancias antimicrobianas, além
de outros fatores. Além disso, em produtos com altas concentracBes de nitrito, as bactérias
laticas tornam-se dominantes devido sua relativa insensibilidade ao nitrito (JAY, 2005). Devido
a atividade metabolica dessas bactérias, pode ocorrer 0 aparecimento de exsudados leitosos e
viscosos, estufamento da embalagem pela producdo de gas, sabores e odores desagradaveis,
além do esverdeamento e acidificacdo do produto (SAMELIS; KAKOURI; REMENTZIS,
2000).

Uma importante fonte de contaminacdo de carnes por bactérias acido laticas é o
ambiente de processamento, pois 0S microrganismos presentes na carne crua podem contaminar
utensilios e superficies de processamento e, desse modo, a contaminacgdo cruzada dos produtos
com microrganismos presentes na carne crua ocorre por meio da dispersédo pelo ar e por
superficies contaminadas (POTHAKOS et al., 2015).

2.4 Produtos carneos emulsionados: salsichas

Produtos carneos sdo aqueles obtidos de carnes, de mitdos e de partes comestiveis das

diferentes espéecies animais, com as propriedades originais das matérias-primas modificadas por
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meio de tratamento fisico, quimico ou bioldgico, ou ainda pela combinagdo destes métodos em
processos que podem envolver a adi¢do de ingredientes, aditivos ou coadjuvantes de tecnologia
(RIISPOA, 2020a). Segundo Oliveira et al. (2017), o consumo de produtos carneos como
linguicas, mortadelas e salsichas estdo cada vez mais presentes no habito alimentar dos
brasileiros, o que tem contribuido para alta expansdo e competitividade do mercado de
embutidos na Ultima década.

Salsicha é o produto carneo obtido da emulséo de carne de uma ou mais espécies de
animais, com adicdo ou ndo de gordura, de pele, de mitdos e de partes animais comestiveis,
com adicdo de ingredientes e de condimentos especificos, embutido em envoltdrio natural ou
artificial de calibre proprio, e submetido a processo térmico caracteristico (RIISPOA, 2020b).
As salsichas poderdo ter como processo alternativo o tingimento, depelacdo, defumacéo e a
utilizacdo de recheios e molhos (BRASIL, 2000).

Além dos ingredientes obrigatdrios (carnes de diferentes animais de agougue e sal), as
salsichas podem conter ingredientes opcionais como miudos e visceras comestiveis (estbmago,
coracdo, lingua, rins, tend@es, pele, medula e miolos), os quais devem ser utilizados no
percentual limite de 10% de forma isolada ou combinada, podem ser adicionadas de carne
mecanicamente separada (até 60% em salsichas comuns) e também &gua, agentes de liga,
gordura animal ou vegetal, agUcares, aditivos intencionais e proteina vegetal e/ou animal
(BRASIL, 2000).

Os sais de nitrito e nitrato sdo aditivos adicionados intencionalmente nas salsichas, pois
sdo importantes para o desenvolvimento da cor e sabor caracteristicos dos produtos curados,
além de contribuir para a inibicdo do crescimento microbiano e da oxidacéo do produto (JO et
al., 2020).

As salsichas e linguicas contém microrganismos provenientes de ingredientes e
especiarias comumente adicionados durante a producdo. A microbiota das salsichas consiste
basicamente em microrganismos Gram-positivos como Micrococcus, Bacillus, Lactobacillus,
microbactérias, Streptococcus, Leuconostoc e leveduras (JAY, 2005).

A salsicha se destaca como um dos produtos de carne cozida prontos para consumo
(RTE) mais populares e adequados ao estilo de vida moderno. Esses produtos estdo sujeitos a
contaminagédo por patdgenos, como L. monocytogenes e microrganismos deterioradores, como
as bactérias laticas. A contaminagao por esses microrganismos ocorre durante o processamento,
principalmente apos a etapa de cozimento, nos processos de retirada da tripa e embalagem,
sendo essa contaminacdo a causa de perdas econdmicas significativas para a industria
alimenticia (HORITA et al., 2018; INMANEE; KAMONPATANA; PIRAK, 2019). Devido ao
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fato de que estes microrganismos conseguem se desenvolver em temperaturas de refrigeragéo,
as condicOes de comercializagdo, transporte e armazenamento doméstico das salsichas podem
favorecer o crescimento das bactérias laticas, levando a deterioracdo e o crescimento do
patdgeno a niveis perigosos antes do consumo, podendo ocasionar doencas de origem alimentar
(RISTORI et al., 2014).

Ristori et al. (2014) avaliaram a prevaléncia das populacbes e sorotipos de L.
monocytogenes em 552 amostras de produtos carneos refrigerados (carne moida, coxas de
frango, linguica suina e salsichas) coletados em supermercados da cidade de S&o Paulo e
detectaram sua presenca em 269 (48,7%) amostras, o que demonstra os riscos de listeriose

associados ao consumo de produtos carneos em Sao Paulo.

2.5 Nitrito e nitrato

O uso de conservantes em produtos enlatados e embutidos é importante para evitar
danos relacionados a agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos. Sua funcdo é retardar a
deterioracdo dos alimentos e evitar alteracGes em sua aparéncia ou sabor. Substancias como 0s
sais de nitrito e nitrato sdo comumente utilizados como aditivos alimentares no processamento
de produtos carneos, pois 0s sais de nitrito conservam a carne contra a deterioracdo bacteriana
e também sdo agentes de cura (IAMARINO et al., 2015).

A principal funcdo do uso do nitrito e nitrato como aditivos € a inibicdo de Clostridium
botulinum, responsavel por causar botulismo. O efeito antibotulinico consiste na inibicdo do
crescimento de células vegetativas e na prevencdo da germinacao e do crescimento dos esporos
sobreviventes do processamento térmico ou da defumacdo durante o armazenamento (JAY,
2005).

A acdo dos sais de nitrito e nitrato sobre bactérias do género Clostridium é bem
conhecida. No entanto, estes ndo sdo tdo efetivos no controle de L. monocytogenes. Desse
modo, o impacto bacteriostatico do nitrito em L. monocytognes € menos pronunciado do que
suas propriedades inibitorias que afetam o crescimento e producédo de toxinas por C. botulinum
(KING et al., 2016).

O nitrito desempenha um papel contribuinte no controle de L. monocytogenes,
principalmente quando em combinagdo com obstaculos de barreira adicionais como nivel de
sal, pH, temperatura, atividade de agua, sendo responsavel pelo aumento da atividade
bacteriostatica em carnes RTE. Desse modo, o nitrito pode causar estresse em L.

monocytogenes, embora outras especies nitrosadas provenientes de suas reacfes com
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componentes do sistema de carne curada, também possam interferir diretamente no crescimento
de L. monocytogenes ou eliminar cofatores necessarios para seu crescimento (KING et al.,
2016).

Ha relatos de que o nitrito de sodio oferece um tipo de inibicdo ao crescimento de L.
monocytogenes em produtos carneos RTE, embora ndo apresentem acéo listericida. Sendo o
aumento de sua concentragéo utilizada muitas vezes relacionado ao aumento da fase de laténcia
do microrganismo e consequente reducéo da taxa de crescimento geral em um certo periodo de
tempo (BUCHANAN; PHILLIPS, 1990; DUFFY; VANDERLINDE; GRAU, 1994; MYERS
etal., 2013a; VITAS et al., 2004).

Myers et al. (2013b) avaliaram a influéncia do nitrito de so6dio no crescimento de L.
monocytogenes em presunto fatiado e peito de peru e observaram uma contagem
significativamente menor de L. monocytogenes do 5° ao 28° dia de avaliacdo, para amostras
contendo nitrito de sodio. Além de comprovarem o fato de que o nitrito é responsavel por
retardar, mas ndo parar o crescimento de L. monocytogenes.

O ion nitrato ndo é considerado toxico, no entanto, quando adicionado aos alimentos, é
convertido em nitrito devido a acdo de bactérias. O nitrito pode entdo reagir com aminas
secundarias e formar compostos conhecidos como N-nitrosaminas que sdo considerados
cancerigenos aos seres humanos (JAY, 2005; KALAYCIOGLU; ERIM, 2019).

Desse modo, a RDC 272 da ANVISA de 2019, estabelece que a soma dos nitritos e
nitratos utilizados em produtos carneos curados, determinados como quantidade méaxima
residual, ndo deve ultrapassar 0,015 g/100 g, expressa como nitrito de sodio.

No entanto, os consumidores tém buscado cada vez mais por alimentos mais saudaveis
e sustentaveis e, desse modo, os produtos tém sido reformulados visando a substituicdo de
aditivos sintéticos, como corantes, aromatizantes e conservantes por alternativas naturais que
atendam essa demanda (RAO; CHEN; MCCLEMENTS, 2019). Portanto, devido a certa
toxicidade relacionada ao uso do nitrito e sua ineficacia no controle de bactérias laticas, o
desenvolvimento de um conservante natural que possa substituir o nitrito, garantir a inocuidade
do produto e atuar no controle da deterioracdo, torna-se interessante, sendo os 6leos essenciais

uma alternativa promissora.

2.6 Oleos essenciais

Além do metabolismo primario, responsavel pela sintese de celulose, lignina, proteinas,

lipideos, acUcares e outras substancias importantes para a realizagdo das funcdes vitais, as



21

plantas também apresentam o chamado metabolismo secundéario (CHAMPE; HARVEY;
FERRIER, 2008). Os metabdlitos secundarios, geralmente de estrutura complexa, baixo peso
molecular, possuem atividades biologicas marcantes e, diferentemente dos metabdlitos
primarios, apresentam-se em baixas concentracdes e em determinados grupos de plantas
(PEREIRA; CARDOSO, 2012). Sua producdo € influenciada por fatores ambientais como
sazonalidade, indice pluviométrico, radiacdo UV, composi¢cdo atmosférica, disponibilidade de
nutrientes, altitude, temperatura, idade da planta, herbivoria e ataque de patégenos (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007). Dentre os metabolitos secundarios, os 6leos essenciais se destacam,
pois, devido suas propriedades bactericidas e fungicidas, seu uso nas industrias farmacéutica e
alimenticia sdo cada vez mais difundidos como alternativa aos produtos quimicos sintéticos
(BAKKALLI et al., 2008).

Segundo a International Organization for Standardization (ISO), os 6leos essenciais
séo produtos obtidos de uma planta ou suas partes, por destilagdo (hidrodestilacdo ou destilacdo
por arraste a vapor d’agua), ou por expressdo, no caso do pericarpo dos frutos citricos.
Geralmente, a maioria se apresenta incolor ou ligeiramente amarelado, podendo apresentar
coloracdo azul, como o 6leo essencial de camomila. Sdo misturas complexas, compostas por
substancias volateis e odoriferas, soliveis em solventes organicos apolares e com densidade
inferior & da agua (BAKKALI et al., 2008; SIMOES et al., 2007).

Sao metabdlitos secundarios obtidos exclusivamente de plantas e podem estar presentes
em diversos 6rgdos, incluindo brotos, flores, folhas, sementes, galhos, caules, frutas, raizes,
madeira ou casca, mas geralmente sdo armazenados pela planta em células secretoras,
cavidades, canais, tricomas glandulares ou células epidérmicas (BAKKALI et al., 2008;
NAZZARO et al., 2013; SIMOES et al., 2007).

Segundo Simdes et al. (2007), a origem dos metabdlitos secundarios pode ser resumida
a partir do metabolismo da glicose, via dois intermediarios principais, sendo eles o acido
chiquimico e o acetato (FIGURA 2). O &cido chiquimico é precursor de taninos hidrolisaveis,
cumarinas, alcaloides derivados dos aminoacidos aromaticos e fenilpropanoides, compostos
que tém em comum a presenca de um anel aromatico na sua constituicdo. Os derivados do
acetato sdo os aminoéacidos alifaticos e os alcaloides derivados deles; terpenoides, esteroides,
acidos graxos e triglicerideos. Outra rota de biossintese de terpenos é a 1-desoxi-D-xilulose-5-
fosfato (DXPS).
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Figura 2 - Biossintese de formac&o dos metabdlitos secundérios.
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Fonte: Simdes et al. (2007).

Os Oleos essenciais possuem, em sua maioria, atividade antimicrobiana, antifungica e
antioxidante, além de apresentarem propriedades anti-inflamatérias e anti-carcinogénicas, por
exemplo. Cerca de 60% destes 6leos presentes em plantas medicinais, ervas e condimentos
apresentam propriedades antifungicas e 35% propriedades antibacterianas e por isso
apresentam grande potencial para serem utilizados como conservantes naturais principalmente
em alimentos industrializados (GUERRA et al., 2012; KALEMBA; KUNICKA, 2003). J&
foram produzidos cerca de 3000 Oleos essenciais, utilizando pelo menos 2000 espécies de
plantas, das quais 300 apresentam grande importancia do ponto de vista comercial (RAUT;
KARUPPAYIL, 2014).

Os oleos essenciais podem conter cerca de 20 a 60 componentes em diferentes
concentragdes e séo caracterizados por terem 2 ou 3 componentes principais em concentragoes
mais altas (20-70%) quando comparados aos outros componentes presentes em trago
(BAKKALI et al., 2008).
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2.6.1 Atividades antimicrobiana e antioxidante dos 6leos essenciais

A seguranca alimentar € um grande problema de saude publica global, pois a
contaminacdo de alimentos causada por patdgenos alimentares ainda ocorre em Vvarios paises
ao redor do mundo. Portanto, uma forma de controle é pelo uso de conservantes, que é um
aditivo alimentar capaz de eliminar os microrganismos ou inibir sua proliferacdo, além de
reduzir o processo de deterioracdo durante as etapas de producéo, transporte e comercializacdo
(JU et al., 2019). Os conservantes podem ser classificados como sintéticos ou naturais e,
atualmente, os sintéticos ainda s@o os mais utilizados pela industria de alimentos. No entanto,
devido a carcinogenicidade, teratogenicidade e intoxicacdo alimentar realacionadas ao uso de
conservantes quimicos, tem-se aumentado as buscas por alternativas naturais eficientes (JU et
al., 2017).

Desse modo, uma alternativa é a utilizacéo de 6leos essenciais, que embora sejam muito
utilizados pela industria como aromatizantes, sdo agentes antimicrobianos naturais que
possuem potencial para combater patdgenos alimentares e microrganismos deteriorantes. No
entanto, sua aplicacdo como conservante alimentar necessita de conhecimentos sobre suas
propriedades, como a concentracdo minima inibitéria (CMI), a gama de microrganismos-alvo,
0 modo de acdo e o efeito dos componentes da matriz alimentar em suas propriedades
antimicrobianas (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

A atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais depende de sua concentracdo e
composicdo quimica, desse modo, 0 mecanismo de acdo varia de Gleo para 6leo, sendo que
alguns 6leos possuem baixa ou nenhuma eficiéncia contra microrganismos enquanto outros sao
potentes antimicrobianos (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012). Os terpenos,
terpendides e fendis sdo os principais constituintes da atividade antimicrobiana dos 06leos
essenciais (BURT, 2004).

Os mecanismos de acdo dos Oleos essenciais ndo estdo totalmente elucidados, no
entanto, diversos mecanismos tém sido propostos (FIGURA 3). Os Oleos essenciais
desestabilizam principalmente a arquitetura celular, levando a quebra da integridade da
membrana e ao aumento da permeabilidade, o que interrompe muitas atividades celulares,
incluindo producdo de energia (acoplada a membrana), transporte pela membrana e outras
fungdes metabolicas regulatorias. Podem afetar tanto o envelope externo da célula quanto o
citoplasma. Devido a sua natureza lipofilica, os 6leos essenciais permeiam facilmente as
membranas celulares bacterianas e 0 aumento da permeabilidade da membrana celular

bacteriana leva ao extravasamento de componentes celulares e a perda de ions. O efeito
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antibacteriano dos dleos essenciais também esta relacionado a redugdo dos potenciais de
membrana, a interrup¢do das bombas de prétons e consequente sintese de ATP. Essa alteracdo
na organizacdo celular pode causar um efeito cascata, afetando outras organelas celulares
(SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016).

Figura 3 - Mecanismo de acédo dos 6leos essenciais em células bacterianas.
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Fonte: Adaptado de Nazzaro et al. (2013).

Geralmente as bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes aos 6leos essenciais do
que as bactérias Gram-positivas. Isso se deve as diferentes estruturas da parede celular dessas
bactérias (FIGURA 4). A parede celular de bactérias Gram-positivas € composta
principalmente por peptideoglicano, o que permite com que moléculas hidrofébicas possam
penetrar facilmente na célula e agir na parede celular e citoplasma. J& as bactérias Gram-
negativas, além de uma fina camada de peptideoglicano, possuem uma membrana externa
composta por lipopolissacarideos hidrofilicos (LPS), o que as tornam mais resistentes a

passagem de compostos hidrofobicos como os 6leos essenciais (NAZZARO et al., 2013).
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Figura 4 - Estrutura da parede celular de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
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Fonte: Nazzaro et al. (2013).

Trabalhos tém mostrado que os 6leos essenciais sdo promissores no controle de
microrganismos em produtos carneos. Em seu trabalho, Menezes et al. (2018) objetivaram
modelar a vida atil de presunto fatiado embalado a vacuo, em condig¢des isotérmicas e ndo
isotérmicas, além de avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de orégano como
agente antimicrobiano, demonstrando que o mesmo quando aplicado sobre a superficie dos
presuntos em concentracdo de 0,4% apresentou efeito antibacteriano contra a microbiota natural
de bactérias laticas, principalmente em temperaturas de refrigeracdo, além de estender a vida
util do presunto armazenado a 6°C em 30 dias.

De Oliveira et al. (2011) avaliaram a acdo antimicrobiana do 6leo essencial de Satureja
montana L. contra Clostridium perfringens tipo A (ATCC 3624) inoculado em embutidos do
tipo mortadela, formulados com diferentes niveis de nitrito de sédio (NaNO2: 0 mg/kg,
100 mg/kg e 200 mg/kg), além de OE nas concentracGes de 0,0%, 0,78%, 1,56% e 3,125% e
armazenados a 25°C por 30 dias. Os resultados mostraram que o 6leo essencial quando testado
in vitro contra C. perfringens apresentou a concentracdo minima inibitéria (CMI) de 1,56% e
causou dano estrutural e lise celular na bactéria, que foi observado por microscopia eletrénica
de transmissao. Este estudo também demonstrou efeito sinérgico entre NaNO2 e o OE, sendo
que os embutidos tipo mortadela formulados com 100 mg/kg de NaNOz e OE em todas as
concentracdes testadas, apresentaram reducdo da populagdo de microrganismos quando
comparados com a amostra controle.

Dias et al. (2015) avaliaram o efeito antimicrobiano de Oleos essenciais e suas
combinagOes sobre Clostridium perfringens in vitro e inoculados em mortadelas formuladas

com 75 mg/kg e 150 mg/kg de nitrito. Os tratamentos com nitrito ndo foram capazes de inibir
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o crescimento de C. perfringens em mortadela, no entanto, a aplicacdo dos Gleos essenciais
mostrou efeito inibitorio significativo, sendo o 6leo de orégano (Origanum vulgare) o que
apresentou maior atividade antimicrobiana.

Pinelli et al. (2021) avaliaram a atividade antimicrobiana de combinacGes dos 6leos
essenciais de orégano, canela, limdo Taiti, cardamomo e pimenta chinesa, bem como a atividade
antimicrobiana das nanoemulsdes, baseadas nessas combinagdes, para o0 controle de
Clostridium sporogenes em mortadela. Nesse estudo, tanto as combinag6es dos 6leos essenciais
testadas tanto in vitro quanto no produto carneo apresentaram efeitos antimicrobianos
satisfatorios, nos quais os tratamentos adicionados de 6leos essenciais foram mais efetivos na
reducdo de céelulas vegetativas de Clostridium sporogenes em mortadela do que o controle (com
apenas 75 mg/kg de nitrito de sodio), sendo os tratamentos que continham as nonoemulsées 0s
que apresentaram atividades antimicrobianas mais satisfatorias.

Os 0leos essenciais, além de sua atividade antibacteriana, também apresentam atividade
antioxidante. Antioxidantes sdo compostos sintéticos ou naturais que tém a capacidade de
retardar alteracdo oxidativa no alimento. Sua aplicacdo em alimentos se tornou indispensavel
para prolongar a vida util dos produtos sem alterar suas qualidades nutricionais ou sensoriais
(SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

A oxidacdo lipidica tem efeitos prejudiciais aos alimentos por ser responsavel por
alteracOes na textura, descoloracédo, além da formacao de peréxidos e hidroperdxidos que geram
compostos indesejaveis como cetonas, &cidos, alcoois e aldeidos, responsaveis pelo
desenvolvimento de sabores e odores rangosos e reducdo do valor nutricional. Todos esses
fatores contribuem para a reducdo da vida atil do produto, além de sua rejeicdo pelos
consumidores (ALAMED et al., 2009; EMBUSCADO, 2015). Devido a sua composi¢do
complexa (proteinas, carboidratos, lipidios, vitaminas e pigmentos saturados e insaturados) a
carne e 0s produtos carneos sdo alvos das reacdes de oxidacdo que interferem em fatores como
a deterioragéo e qualidade do produto (PATEIRO et al., 2018).

Antioxidantes sintéticos ainda sdo muito utilizados pela industria de alimentos para
evitar reacGes de oxidacdo (KARRE; LOPEZ; GETTY, 2013). No entanto, ha preocupagdo em
relacdo aos efeitos toxicos que eles podem causar a saide humana (HASHEMI et al., 2015).
Desse modo, devido as limitagdes relacionadas ao uso de antioxidantes sintéticos, ha o interesse
por fontes alternativas como antioxidantes obtidos de produtos e sub produtos comestiveis
(SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015). Dentre essas fontes alternativas destacam-se os 6leos

essenciais.
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A atividade antioxidante de Oleos essenciais estd relacionada a seus compostos
fendlicos, que agem no processo de oxidagdo como terminadores de radicais livres ou quelantes
de metais. Eles também sdo responsaveis por causar varios beneficios a salde humana como a
reducdo do risco de cancer, diabetes e doenca cardiaca, inibicdo da agregacdo plaquetéria, da
atividade da ciclo-oxigenase (COX) e liberacdo de histamina, além de suas propriedades
antibacterianas, antialérgicas, antivirais e anti-inflamatérias (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN,
2015).

De Oliveira et al. (2012) avaliaram o efeito da adi¢do de 6leo essencial (OE) de Satureja
montana L. nas concentragdes de 7,80, 15,60 e 31,25 uL/g na oxidacao lipidica (TBARS) em
embutidos do tipo mortadela formulados com diferentes quantidades de nitrito de sddio
(NaNO_) (0, 100 e 200 mg/kg) e armazenados a 25°C por 30 dias. Nesse estudo, a atividade
antioxidante do OE foi confirmada pelo método de branqueamento de B-caroteno e ensaio de
DPPH . Valores reduzidos de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (p < 0,05)
foram observados em mortadelas formuladas com as menores concentragdes de OE sem adi¢éo
de nitrito. Este efeito significativo na oxidacdo lipidica também foi observado em amostras
contendo OE e quantidades reduzidas de nitrito de sédio, o que sugeriu possiveis beneficios do
uso combinado de OE e quantidades minimas de nitrito de sédio em produtos de carne curada.

Soji¢ et al. (2019) determinaram que a combinacdo de 6leo essencial de coentro na
concentragdo de 0,12 pul/g com 60 mg/kg de nitrito de sodio foi capaz de retardar o crescimento
microbiano e a oxidacéo lipidica, além de proporcionar melhor tom avermelhado em salsichas
suinas cozidas, armazenadas sob refrigeracdo por 52 dias. O que comprova a atividade
antimicrobiana e antioxidante desse dleo essencial e demonstra seu potencial para ser utilizado

como substituto parcial do nitrito em produtos carneos processados.

2.6.2 Aplicacdo de 6leos essenciais em matrizes alimentares

Como visto, devido a demanda dos consumidores por produtos naturais, com grande
tendéncia a produtos clean label com maior seguranga microbiana, aumentou-se o interesse
pelo uso de dleos essenciais como conservantes e antioxidantes naturais na indudstria de
alimentos (DONSI; FERRARI, 2016). No entanto, para se obter a mesma ag&o antimicrobiana
dos sistemas in vitro em sistemas alimentares, necessita-se de uma maior concentracéo de 6leos
essenciais (BURT, 2004). Desse modo, seu uso em alimentos é limitado devido sua baixa
solubilidade em agua, alta volatilidade e fortes caracteristicas sensoriais (PRAKASH et al.,
2018).


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/beta-carotene
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/dpph-assay
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/dpph-assay
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/cured-meat-products
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Além disso, a acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais pode ser afetada por nutrientes
abundantes nos alimentos como lipidios, carboidratos, proteinas e sais, ja que estes contribuem
para que as bactérias reparem suas células danificadas mais rapido do que em meios de cultura.
Fatores como pH, atividade de agua, forca iénica e temperatura dos produtos também podem
interferir em sua eficécia, sendo que, pode ocorrer a degradacao quimica de alguns constituintes
dos 6leos essenciais durante o processamento ou armazenamento dos alimentos, o que também
afeta sua atividade antimicrobiana (RAO; CHEN; MCCLEMENTS, 2019).

Uma forma de minimizar a interferéncia sensorial dos 6leos essenciais em produtos
alimenticios sem que se perca sua agdo antimicrobiana pode ser pelo uso de combinacdes entre
diferentes 6leos e também pela aplicacdo de nanoemulsGes, que sdo utilizadas para encapsular
compostos ativos e melhorar sua estabilidade fisico-quimica e bioatividade (LIU et al, 2019).

A aplicacdo de 6leos essenciais em produtos carneos como conservantes naturais tem
sido relatada em diversos trabalhos, sendo alguns destes realizados no Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos da Universidade Federal de Lavras, como parte da linha de
pesquisa que estuda a influéncia de compostos naturais sobre o desenvolvimento e controle de

microrganismos em alimentos (TABELA 1).

Tabela 1 - Exemplos de trabalhos desenvolvidos nos Laboratérios de Microbiologia de
Alimentos e de Tecnologia de Carnes e Derivados da UFLA, buscando estudar a
utilizacdo de 6leos essenciais como conservantes naturais em produtos carneos

(Continua).
Trabalhos desenvolvidos Autores
Acdo de emulsbes de 6leos essenciais sobre enddsporos de
Clostridium botulinum e Clostridium sporogenes em Isidoro (2021)

mortadela sem adicdo de nitrito (Dissertacao).

Essential oil nanoemulsions for the control of Clostridium

sporogenes in cooked meat product: An alternative? Pinelli et al. (2021)
Sinergismo antimicrobiano de 6leos essenciais e nitrito sobre

Clostridium sporogenes inoculado em fiambre de peito de Abreu Martins (2016)
frango (Dissertagdo).

Misturas de 6leos essenciais e seus compostos majoritarios na

conservacdo de apresuntados inoculados com Clostridium Simdes (2016)
sporogenes (Dissertacao).

Atividade bactericida de antimicrobianos naturais sobre

Listeria monocytogenes inoculada em mortadela (Tese). Martins (2016)
Phenolic carvacrol as a natural additive to improve the

preservative effects of high pressure processing of low-  De Oliveira et al. (2015)
sodium sliced vacuum-packed turkey breast ham.

Antimicrobial activity of essential oils on Clostridium

perfringens type A inoculated in mortadella. Dias et al. (2015)
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Tabela 1 - Exemplos de trabalhos desenvolvidos nos Laboratérios de Microbiologia de
Alimentos e de Tecnologia de Carnes e Derivados da UFLA, buscando estudar a
utilizacdo de 6leos essenciais como conservantes naturais em produtos carneos
(Conclusdo).

Viabilidade de Clostridium difficile em mortadela adicionada

de 6leos essenciais e teor reduzido de nitrito de sddio (Tese). Dias (2015)
Anélise quimica e potencial antimicrobiano de d&leos
essenciais sobre Escherichia coli enterotoxigénica na Souza (2015)

conservacao de carne moida (Dissertacéo).

Efeito de dleos essenciais e compostos majoritarios sobre

endosporos de Clostridium botulinum inoculados em Aleixo (2014)
mortadela (Dissertacéo).

A Weibull model to describe antimicrobial kinetics of oregano

and lemongrass essential oils against Salmonella Enteritidis De Oliveira, Soares e
in ground beef during refrigerated storage. Piccoli (2013)
Oleos essenciais de plantas condimentares com potencial anti-

Shigela flexneri na conservacdo de carne moida (Dissertacao). Bittencourt (2014)
Atividade antimicrobiana de Oleos essenciais sobre

Clostridium  botulinum  inoculado em  mortadelas Rodrigues (2014)

(Dissertacao).
Atividade de antimicrobianos naturais sobre endosporos de

Clostridium perfringens em mortadelas (Dissertacéo). Martins (2013)
Sensitivity to organic acids in vitro and in situ of Salmonella )
spp. and Escherichia coli isolated from fresh pork sausages. De Avila et al. (2013)

Inhibitory activity of Syzygium aromaticum and Cymbopogon

citratus (D.C) Staph. Essential oils against Listeria ~ De Oliveira et al. (2013)
monocytogenes inoculated in bovine ground meat.

Antioxidant effects of Satureja montana L. essential oil on

TBARS and color of mortadella-type sausages formulated De Oliveira et al (2012)
with different levels of sodium nitrite.

AvaliacBes microbiolégica e fisico-quimica de mortadelas

elaboradas com O&leos essenciais e inoculados com Dias (2011)
Clostridium perfringens tipo A (Dissertacéo).

Antimicrobial activity of Satureja montana L. essential oil

against Clostridium perfringens type A inoculated in

mortadella-type sausages formulated with different levels of ~ De Oliveira et al. (2011)
sodium nitrite.

Atividade do 6leo essencial de segurelha (Satureja montana

L.) sobre Clostridium perfringens em sistemas de emulséo De Oliveira (2010)
carneas elaborados com diferentes niveis de nitrito

(Dissertacao).

Atividade antimicrobiana de Oleos essenciais frente a

Salmonella enterica Enteritidis inoculada em carne moida Soares (2010)
bovina (Dissertacéo).

Fonte: Adaptado de Pinelli (2018).
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2.7 Plantas condimentares aromaticas

2.7.1 Orégano (Origanum vulgare)

O orégano (Origanum vulgare) é uma planta aromatica da familia Lamiaceae utilizada
h& muitos anos devido a suas diversas propriedades e aplica¢cbes como especiaria culinéria e
propriedades medicinais. E muito comum em todo o Mediterraneo, oeste e sudeste da Eurésia
e nas regides Irano-Turanianas (ALEKSEEVA et al., 2021). Seu oleo essencial é muito
conhecido por suas atividades antibacteriana, antiviral, antifingica, antioxidante, anti-
inflamatoria e supressora de cancer, sendo de grande interesse para as industrias farmacéuticas,
cosmeéticas e alimenticias (LEYVA-LOPEZ et al., 2017).

A capacidade antioxidante e antimicrobiana do orégano contra microrganismos
patogénicos como Salmonella Typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, entre outros, faz com que ele seja de grande interesse para a
industria alimenticia, ja que podem contribuir para 0 aumento da seguranca e estabilidade dos
alimentos (ARCILA-LOZANO et al., 2004).

O dleo essencial de orégano € uma mistura complexa de compostos, sendo constituida
principalmente por terpenos (mono e sesquiterpenos). Os principais compostos identificados
em diferentes espécies de orégano séo carvacrol, timol, y-terpineno e p- cimeno, podendo estar
presentes também terpinen-4-ol, linalol, B-mirceno, hidrato de trans-sabineno e B-cariofileno
(LEYVA-LOPEZ et al., 2017). No entanto, seu contetudo pode variar de acordo com a espécie,
época da colheita, caracteristicas climaticas e geograficas (RODRIGUEZ-GARCIA et al.,
2016).

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de orégano pode ser atribuida a seus
componentes isoméricos bioativos, carvacrol e timol. Ambos sdo considerados seguros para
consumo e possuem aplicacGes odontoldgicas e alimenticias, como aromatizantes e aditivos
antibacterianos (KACHUR; SUNTRES, 2020).

O timol (2-isopropil-5-metilfenol) ¢ um monoterpeno fendlico que possui atividade
antioxidante, anti-inflamatoria, cicatrizante, anti-séptica, antibacteriana, antifingica e
anestésica (MARCHESE et al., 2016; NAJAFLOO et al., 2020). Desse modo, possui uma
ampla variedade de aplicacdes, sendo uma delas na area agricola, como um agroquimico natural
ou um conservante de alimentos, para protecdo contra microrganismos patogénicos. No entanto,
€ necessario ter um maior conhecimento sobre suas concentra¢des de toxicidade aguda, cronica

e teratogenicidade, visando sua aplicacdo como conservante alimentar. Pois, embora seja
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classificado pela Food and Drug Administration (FDA, 2006) como GRAS em produtos
alimenticios, é preciso conhecer com clareza em qual concentragdo é considerado seguro
(ESCOBAR et al., 2020).

Bhargava et al. (2015) avaliaram a eficacia de nanoemulsdes de 6leo essencial de
orégano na inativagdo do crescimento de bactérias de origem alimentar em alface fresca. Para
tanto, alface inoculada artificialmente com os patdgenos passaram por uma imersao durante um
minuto em nanoemulsdes de 6leo de orégano (0,5% e 1%) e as amostras foram avaliadas
durante o armazenamento (0O h, 3 h, 24 h e 72 h) a 4°C. Os resultados demonstraram que as
nanoemulsdes com 0,05% do Oleo essencial reduziram 3,44 log UFC/g de Listeria
monocytogenes e 3,57 log UFC/g quando utilizado 0,1% do 6leo essencial. Também foi
observado por meio de uma analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV) que o

tratamento com o 06leo essencial causou um rompimento das membranas bacterianas.

2.7.2 Cravo (Eugenia caryophyllus)

O cravo é uma especiaria de relevancia para a alimentacdo, medicina tradicional,
farmacéutica e cosmética, sendo muito utilizada nas industrias alimenticias como aromatizante
e conservante natural (GONZALEZ-RIVERA et al., 2021; IDOWU et al., 2021). Seu 6leo
essencial é muito conhecido por suas propriedades antimicrobianas, antioxidantes, antiviral,
antiflngica, anestésicas, repelentes de mosquitos, anti-inflamatérias e citotdéxicas (CHAIEB et
al., 2007).

O 6leo essencial de cravo pode ser obtido do botéo, da folha ou do caule. Sendo o dleo
essencial derivado dos botBes, constituido principalmente por compostos fenélicos como o
eugenol e acetato de eugenol (UDDIN et al., 2017).

O eugenol € um hidroxifenilpropeno muito utilizado como aromatizante em alimentos
e cosmeéticos, além de possuir atividades antioxidante, anti-inflamatdria e antimicrobiana, sendo
eficaz contra fungos e uma gama de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (MARCHESE
etal., 2017).

Estudos tém demonstrado a agdo antimicrobiana do 6leo essencial de cravo. Zhang et
al. (2020) utilizaram o Oleo essencial de cravo para controlar biofilmes de Listeria
monocytogenes e observaram que ele é capaz de destruir a densa estrutura da membrana do
biofilme e agir sobre as bactérias liberadas, além de reduzir a atividade metabdlica da bactéria
e inibir significativamente a secrecdo de polissacarideos extracelulares e proteinas,

apresentando uma remocéo significativa de biofilmes em diferentes materiais e superficies
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vegetais. Somrani, Debbabi e Palop (2021) avaliaram a atividade antibacteriana e antibiofilme
do 6leo essencial de cravo da india contra Listeria monocytogenes e Salmonella Enteritidis e
encontraram uma concentragdo minima inibitéria de 0,05 mg/mL e 0,1 mg/mL,
respectivamente. Também foi observada uma inibicao da adesao celular inicial em 61,8% para
L. monocytogenes e 49,8% para S. Enteritidis e, ap6s 1 hora de incubagdo com o 6leo essencial,
uma reducdo dos biofilmes pré-formados em 30,2% para L. monocytogenes e 20,3% para S.
Enteritidis. O que sugere que sanitizantes a base de 6leo essencial de cravo da india podem ser

uma estratégia para o controle de biofilmes em ambientes de producéo de alimentos.

2.7.3 Alho (Allium sativum)

O género Allium pertence a familia Liliaceae, que é composta por mais de 600 espécies,
dentre as quais o alho (Allium sativum) e a cebola (Allium cepa) se destacam por sua
popularidade e por serem amplamente utilizados em todo o mundo como ingredientes
alimentares (BISEN; EMERALD, 2016). O alho é considerado uma das 20 hortalicas mais
importantes, com varias aplicacfes, seja para fins culinarios ou medicinais, além de ser
considerado como uma fonte rica em compostos fendlicos totais. H& registros do seu uso a mais
de 4000 anos na medicina tradicional contra infecgdes, doengas cardiovasculares e cancer
(MARTINS; PETROPOULOS; FERREIRA, 2016; SRIVASTAVA; BORDIA; VERMA,
1995).

Estudos cientificos tém demonstrado os efeitos benéficos do alho no sistema
cardiovascular, diabetes, osteoporose, estresse, doenca de Alzheimer, cicatrizacdo de feridas,
envelhecimento, neuro/nefroprotecdo e como antifingicos, antibacterianos, antivirais e
antiprotozoarios. Como um antibiético natural, ele tem sido efetivo contra diversos
microrganismos (SINGH et al., 2020; SRIVASTAVA; BORDIA; VERMA, 1995).

A alicina (S-alil-L-propenotiossulfinato) € o principal composto antimicrobiano do alho
obtido a partir da alina (S-alil-L-cisteina sulféxido) por meio da a¢do da enzima aliinase (L-
cisteina sulfoxido liase). Ela pertence ao grupo quimico dos tiossulfinatos e € um potente
antimicrobiano que existe exclusivamente no género Allium como um dos principais
aminoacidos n&o proteicos contendo enxofre (CHOI et al., 2007).

Esmaeili et al. (2020) avaliaram a eficacia de filmes de quitosana e proteina de soro de
leite incorporados com 6leo essencial de alho e 6leo essencial de alho nanoencapsulado para
aumentar a vida util de salsichas resfriadas, embaladas a vacuo e observaram que os filmes

ativos retardaram a oxidacdo lipidica e o crescimento dos principais grupos bacterianos de
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deterioracdo em comparagdo com o controle. Somrani et al. (2020) testaram a atividade
antibacteriana e anti-biofilme dos 6leos essenciais de canela, cebola e alho contra Listeria
monocytogenes e obtiveram uma concentracdo minima inibitéria (CMI) de 0,1 mg/mL para o
o0leo essencial de alho, que também foi capaz de inibir completamente a fixacdo celular inicial
da bactéria e inibir 68% dos biofilmes pré-formados ap6s 1 hora de incubacdo com a CMI. O
que demonstrou que o 6leo essencial de alho possui uma atividade antibifilme eficaz contra L.
monocytogenes, sendo uma alternativa promissora como antimicrobiano natural em instalac6es

de processamento de alimentos.

2.7.4 Coentro (Coriandrum sativum)

O coentro (Coriandrum sativum) é uma planta anual ou bienal pertencente a familia
Umbelliferae/Apiaceae, originaria da regido europeia mediterranea e que atualmente é cultivada
em todo o mundo (WEI et al., 2019). E uma especiaria muito utilizada na culinaria mundial que
possui fitoquimicos bioativos que Ihe proporciona uma série de atividades bioldgicas como
atividade anticancer, neuroprotetora, ansiolitica, anticonculsivante, analgésica, hipoglicémica,
hipotensora,  hipolipidémica,  antioxidante,  anti-inflamatéria e  antimicrobiana
(PRACHAYASITTIKUL; PRACHAYASITTIKUL; RUCHIRAWAT, 2018).

Seu 6leo essencial é caracterizado por um liquido incolor ou amarelo claro com odor
caracteristico e sabor suave, doce, quente e aromatico; sendo o linalol seu principal constituinte
(~70%) (BURDOCK; CARABIN, 2009). Estudos demonstram que o 6leo essencial de coentro
possui atividades antioxidantes, antiflngicas e antibacterianas, além de varios componentes
quimicos nas diversas partes da planta que contribuem para manutencdo da vida atil dos
alimentos, evitando o processo de deterioracdo. Portanto, como a planta ndo apresenta efeito
toxico aos seres humanos, seu Oleo essencial pode ser utilizado em alimentos como
conservantes e aromatizantes (MANDAL; MANDAL, 2015), sendo uma alternativa aos
conservantes sintéticos.

O linalol (C10H180) é um alcool monoterpénico muito conhecido por ser um dos
componentes principais de 6leos essenciais de plantas aromaticas, como a lavanda e o coentro.
Por ndo apresentar toxicidade e, de acordo com recentes estudos cientificos in vitro e in vivo,
que demonstraram uma ampla gama de propriedades bioativas, possuem aplicacGes
farmacéuticas, cosméticas e medicinais, podendo ser utilizado como fixador de fragancias e
para efeitos anti-inflamatorios, analgésicos, hipotensores, vasorrelaxantes, antinociceptivos e
antimicrobiano (CAMARGO; VASCONCELOS, 2014; PEREIRA et al., 2018).



34

Ao avaliarem o efeito antibacteriano do 6leo essencial de coentro contra bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas e seu modo de acdo por citometria de fluxo, Silva et al. (2011)
sugeriram que o seu principal mecanismo de acdo seria 0 dano a membrana celular, devido a
perda concomitante de todas as funcbes celulares, como atividade respiratdria, atividade de
efluxo e potencial de membrana, que levaram a morte celular. Delaquis e Stanich (2011)
avaliaram as propriedades antilisteriais do 6leo essencial de coentro e demonstraram sua potente
acao antilisterial e potencial aplicacdo como um conservante de alimentos ou na formulacgéo de

desinfetantes para o controle de L. monocytogenes no ambiente de processamento de alimentos.
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3 MATERIAL E METODOS

As analises microbiologicas, fisico-quimicas e elaboracdo da salsicha foram realizadas
no Departamento de Ciéncia dos Alimentos (DCA) da Universidade Federal de Lavras (UFLA)
nos laboratérios de Microbiologia de Alimentos e de Tecnologia de Carnes e Derivados
(LabCarnes) e na Planta Piloto de Processamento de Pescado.

3.1 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais de orégano (Origanum vulgare), cravo botdo (Eugenia
caryophyllus), coentro (Coriandrum sativum), alho (Allium sativum) e tomilho (Thymus

vulgaris) foram adquiridos da empresa FERQUIMA®.

3.2 Microrganismo, padronizacao e obtencao do inéculo

A cepa bacteriana utilizada nesse estudo foi Listeria monocytogenes ATCC 19117,
cedida pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salide (INCQS) da Fundacao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e mantida no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UFLA.

A cepa de L. monocytogenes foi ativada em caldo triptona de soja acrescido de 0,6%
(m/v) de extrato de levedura (TSB-YE), seguida de incubacdo a 37°C por 24 horas. A cultura
estoque foi entdo obtida pelas transferéncias de aliquotas de 1 mL da cultura ativa para
microtubos e centrifugacgdo a 7700 xg por 5 minutos. O sobrenadante foi entdo descartado e a
massa celular obtida foi ressuspensa com a adicdo e homogeneizacdo de 1 mL de meio de
congelamento (glicerol: 15 mL; peptona bacterioldgica: 0,5 g; extrato de levedura: 0,3 g; NaCl:
0,5 g; 4gua destilada: 100 mL). As culturas estoque foram mantidas a -18°C durante o periodo
de execucéo do experimento.

A padronizacéo do indculo a 102 UFC/mL foi realizada mediante curva de crescimento,
na qual o crescimento do microrganismo foi monitorado por leituras periddicas da absorbancia
(D.O. 600 nm) em espectrofotdmetro (BEL SP-2000) e plaqueamento de aliquotas da cultura
em &gar triptona de soja acrescido de 0,6% (m/v) de extrato de levedura (TSA-YE). As placas
foram incubadas a 37°C por 24 horas para posterior quantificacdo das coldnias e padronizagdo

da cultura.
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Os indculos foram obtidos pela transferéncia de aliquotas de 1 mL das culturas estoque
para tubos de ensaio contendo 10 mL de TSB-YE e incubacéo a 37°C por 24 horas. Ap0s esse
periodo, aliquotas de 1 mL das culturas foram transferidas para frascos contendo 100 mL de

TSB-YE e incubados a 37°C pelo tempo necessario para se atingir 102 UFC/mL.

3.3 Determinacéao da Concentracdo Minima Bactericida

A concentracdo minima bactericida (CMB) foi determinada empregando-se a técnica de
microdiluicdo em caldo (CLSI, 2019) com adaptacdes, em microplacas de poliestireno com 96
cavidades. As emulsdes dos Oleos essenciais foram realizadas em TSB+YE adicionado de 0,5%
(v/v) de Tween 80. As concentracOes avaliadas dos diferentes éleos essenciais foram de 2; 1;
0,5; 0,25; 0,12; 0,06; 0,03; e 0,015% (v/v).

Aliquotas de 10 pL da cultura padronizada foram inoculadas nas cavidades da
microplaca contendo 150 puLL de TSB-YE acrescidos de Tween 80 e das concentracdes dos 6leos
essenciais. As microplacas foram entdo incubadas a 37°C por 24 horas. Ap0s esse periodo,
aliquotas de 10 pL das culturas de cada cavidade foram plaqueadas em TSA-YE empregando-
se a técnica de plagueamento em microgotas e incubadas a 37°C por 24 horas. A menor
concentracdo do 6leo onde ndo houve crescimento do microrganismo na placa foi denominada
CMB. O experimento foi realizado com trés repeticbes em triplicata. Utilizaram-se dois
controles no experimento, sendo um negativo, contendo TSB-YE acrescido de 0,5% de Tween
80 e das concentracGes dos Oleos essenciais, e um controle positivo, contendo TSB-YE

acrescido de 0,5% de Tween 80 e 10 uL. da cultura padronizada.

3.4 Combinac6es entre os 6leos essenciais

Os Oleos essenciais de orégano, cravo, coentro e alho foram selecionados para
continuacdo do experimento, baseando-se no possivel impacto sensorial ao serem aplicados na
salsicha. Portanto, a partir de pré-testes, foi elaborada uma combinagdo com base em 33% das
CMB dos 6leos selecionados.

A partir da concentracdo minima bactericida dos 0leos essenciais testados in vitro, foram
gerados vinte e sete ensaios utilizando-se o delineamento DCCR (Delineamento Composto
Central Rotacional) no programa Chemoface versdo 1.5, utilizando “Experimetal design”,
sendo as variaveis codificadas “+2” e “-2” calculadas de acordo com a CMB encontrada para

cada 6leo.
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Na Tabela 2 é possivel observar as variaveis codificadas e as diferentes proporc¢des dos

6leos essenciais utilizados para os vinte e sete ensaios gerados.

Tabela 2 - Propor¢cdes em porcentagem utilizadas nos ensaios das combinagdes dos 0Oleos
essenciais de orégano, coentro, alho e cravo

Variaveis codificadas

% de 0leos essenciais

Ensaios Orégano Coentro  Alho Cravo Orégano Coentro Alho  Cravo
1 -1 -1 -1 -1 0,05 0,05 0,14 0,01
2 -1 -1 -1 1 0,05 0,05 0,14 0,03
3 -1 -1 1 -1 0,05 0,05 0,41 0,01
4 -1 -1 1 1 0,05 0,05 0,41 0,03
5 -1 1 -1 -1 0,05 0,16 0,14 0,01
6 -1 1 -1 1 0,05 0,16 0,14 0,03
7 -1 1 1 -1 0,05 0,16 0,41 0,01
8 -1 1 1 1 0,05 0,16 0,41 0,03
9 1 -1 -1 -1 0,16 0,05 0,14 0,01
10 1 -1 -1 1 0,16 0,05 0,14 0,03
11 1 -1 1 -1 0,16 0,05 0,41 0,01
12 1 -1 1 1 0,16 0,05 0,41 0,03
13 1 1 -1 -1 0,16 0,16 0,14 0,01
14 1 1 -1 1 0,16 0,16 0,14 0,03
15 1 1 1 -1 0,16 0,16 0,41 0,01
16 1 1 1 1 0,16 0,16 0,41 0,03
17 -2 0 0 0 0 0,105 0,275 0,02
18 2 0 0 0 0,215 0,105 0,275 0,02
19 0 -2 0 0 0,105 0 0,275 0,02
20 0 2 0 0 0,105 0,215 0,275 0,02
21 0 0 -2 0 0,105 0,105 0 0,02
22 0 0 2 0 0,105 0,105 0,545 0,02
23 0 0 0 -2 0,105 0,105 0,275 0
24 0 0 0 2 0,105 0,105 0,275 0,04
25 0 0 0 0 0,105 0,105 0,275 0,02
26 0 0 0 0 0,105 0,105 0,275 0,02
27 0 0 0 0 0,105 0,105 0,275 0,02

Fonte: Da autora (2021).

A avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro dos vinte e sete ensaios foi realizada

em tubos de ensaio. Para tanto, aliquotas de 50 uL de cultura de L. monocytogenes padronizada

em 108 UFC/mL foram transferidas para tubos contendo 5mL de caldo TSB-YE acrescido de

0,5% de Tween 80 e das diferentes concentracfes dos 0leos essenciais apresentadas na Tabela

2, seguido de homogeneizacgédo dos tubos em agitador tipo Vortex e incubacdo a 37°C por 24

horas. Apos incubagao, aliquotas de 10 uL foram transferidas para placas de Petri contendo

TSA-YE, para realizagdo do plaqueamento pela técnica de microgotas. As placas foram

incubadas a 37°C por 24 horas e, ap0s esse periodo, foi observado quais ensaios foram capazes
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de inibir o crescimento da bactéria. O experimento foi realizado com trés repeticbes em
triplicata.

3.5 Fabricacéao da salsicha

3.5.1 Obtencéo da Carne Mecanicamente Separada (CMS)

Para elaboracdo das salsichas, inicialmente foi necessario obter a carne mecanicamente
separada (CMS) de frango. Para tanto, dorsos de frango foram obtidos de agcougue situado no
municipio de Lavras-MG e estes foram, imediatamente, transportados para o laboratério de
Tecnologia de Carnes e Derivados, onde foi realizada a retirada da pele e o corte dos dorsos.
Apdbs este processo, os dorsos cortados foram processados em desossadeira mecanica (PV
Maquinas, Chapecd, SC, Brasil), sendo a temperatura da matéria prima controlada entre -1°C e
-2°C e a temperatura de saida da polpa inferior a 8°C. Apés extracdo, a CMS obtida foi
homogeneizada e imediatamente armazenada em sacos plasticos que foram selados a vacuo e

mantida congelada a -18°C até o preparo das salsichas (FIGURA 5).
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3.5.2 Formulac&o e processo tecnolégico

Ap0s avaliacdo da atividade antimicrobiana das combinagdes entre 0s 0leos essenciais
foi escolhido um ensaio para ser utilizado como conservante em modelo emulsionado tipo
salsicha.

Na Tabela 3 encontra-se a formulacdo utilizada para fabricacdo das salsichas. Foi
realizado um tratamento isento de nitrito, contendo a emulséo de 6leos essenciais selecionada
(ensaio 10 presente na Tabela 2) e um controle, sem adi¢cdo de 6leos essenciais, porém, com

adicdo de 150 mg/kg de nitrito de sédio.

Tabela 3 - Formulacdo utilizada para elaboracao das salsichas.

Ingredientes Controle (%) Tratamento 1 (%)
Carne suina 31,05 31,05
CMS de frango 46,58 46,58
Agua/Gelo 13,83 9,83
Emulséo de OE - 4,00
Fécula de mandioca 2,02 2,02
Proteina isolada de soja 3,88 3,88
Sal 1,79 1,79
Glutamato monossadico 0,31 0,31

Nitrito de sddio 0,015 -

Eritorbato 0,055 0,055
Tripolifosfato 0,47 0,47

Fonte: Da autora (2021).

O processo tecnoldgico foi realizado seguindo o padrdo técnico de duas fases para
“massa fina”, utilizado para obtengdo de produtos emulsionados em sistemas ndo-continuos.
Inicialmente, adicionou-se a CMS de frango e a carne suina (moida no disco de 6 mm) resfriadas
ao mini-cutter (cutter Robot Coupe, modelo R5 Plus), no qual foram processadas em velocidade
méaxima juntamente com metade do gelo, sal (Cisne®, Cabo Frio, RJ, Brasil), nitrito de sodio
(Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil) e o tripolifosfato de sodio (Adicel Ind.e Com. Ltda, Belo
Horizonte, MG, Brasil), até atingir temperatura entre 2°C e 4°C. Em seguida, a velocidade do
cutter foi reduzida e o restante do gelo e da proteina isolada de soja (New Max Industrial,
Americana, SP, Brasil) foram adicionados. Apds homogeneizacao, foi adicionada a emulséo de
oOleos essenciais (0,16% de orégano, 0,05% de coentro, 0,14% de alho e 0,03% de cravo)
previamente elaborada em agua destilada estéril acrescida de 0,5% de Tween 80, seguido do

aumento da velocidade do cutter, e adicdo do glutamato monossddico e eritorbato (New Max
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Industrial, Americana, SP, Brasil). Por ultimo, foi adicionada a fécula de mandioca (Pacha
Alimentos®, Contagem, MG, Brasil), sendo a temperatura final do processo de emulsificagdo
controlada (< 12°C). A massa obtida foi embutida manualmente em tripa sintética de poliamida
(calibre 38-40 mm) e submetida ao processamento térmico de cocc¢do por imersdo em banho-
maria, escalonado em 55°C por 40 minutos, 65°C por 40 minutos, 75°C por 40 minutos e 80°C
até a temperatura interna atingir 72°C (medida com termopar). Todo o processo de cozimento
foi monitorado com auxilio de termdmetro, com mensuracdo da temperatura do banho-maria.
Apdbs cozimento, as salsichas foram imediatamente resfriadas por imersdo em banho de gelo
até a temperatura interna ser inferior a 8°C. Posteriormente, foi realizada a retirada das tripas e
fracionamento das salsichas.

Listeria monocytogenes foi inoculada nas salsichas, em por¢6es de aproximadamente
35 g, por imersdo dessas em suspensdo bacteriana padronizada em 106 UFC/mL durante 3
minutos. A suspensao foi elaborada em solucdo salina 0,85% (m/v). Ap6s imersao, as salsichas
foram mantidas em placas de Petri estéreis, semiabertas, em cdmara de fluxo laminar, para
secagem de suas superficies e subsequente embalagem a vacuo em sacos plasticos e
armazenamento a 10 + 1°C. As amostras foram analisadas durante 0, 3, 6, 9, 12 e 15 dias para
enumeracao de Listeria monocytogenes e contagem total de bactérias laticas.

Para realizacdo das andlises tecnoldgicas, as salsichas foram separadas em porg¢des de
50 g, embaladas em sacos plasticos, seladas a vacuo e armazenadas a 10 £ 1°C. As amostras
foram analisadas apds 0, 5, 10 e 15 dias de armazenamento quanto a atividade de agua, pH,
oxidacdo lipidica e analise de cor objetiva (FIGURA 6).

O experimento foi realizado em duas repeticdes e as analises em triplicata.
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— %

Figura 6 - Salsichas elaboradas e fracionadas para analises microbiolégicas e tecnoldgicas.

Fonte: Da autora (2021).

3.6 Enumeracdo de Listeria monocytogenes e bactérias acido laticas

As embalagens contendo as salsichas foram higienizadas com élcool 70% (v/v) e abertas
de forma asséptica para retirada de unidades analiticas de 25 g de cada amostra, que foram
transferidas para um saco plastico estéril, no qual foi adicionado 225 mL de dgua peptonada
0,1% (m/v), seguido de homogeneizacdo (490 golpes/min) em Stomacher Metroterm® por 3
minutos. Imediatamente ap6s a homogeneizacgdo, diluicbes seriadas em tubos contendo 9 mL
de agua peptonada 0,1% (m/v) foram realizadas. Aliquotas de 0,1 mL das dilui¢cbes adequadas
foram transferidas para placas de Petri contento o meio Agar Listeria Oxford acrescido de
suplemento, para realizacdo do plaqueamento em superficie e subsequente incubacédo das placas
a 37°C por 48 horas. Apo0s esse periodo, foi realizada a quantificacdo de col6nias tipicas de L.
monocytogenes (FIGURA 7), sendo o resultado expresso em unidades formadoras de colonia
por grama de produto (UFC/g).
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Figura 7 - Crescimento de células vegetativas de L. monocytogenes em meio Oxford.

=

Fonte: Da autora (2021).

Para contagem de bactérias laticas, que ndo foram inoculadas nas salsichas, mas séo
provenientes de contaminacgOes durante o processamento, realizou-se o plagueamento em
profundidade, no qual aliquotas de 1 mL das dilui¢des adequadas foram transferidas para placas
de Petri estéreis com subsequente adi¢do do &gar MRS (Man Rogosa and Sharpe), seguida de
homogeneizacdo das placas e, ap6s completa solidificacdo do meio, adicdo de uma
sobrecamada. As placas foram entdo incubadas a 30°C por 72 horas. Apds esse periodo,
realizou-se a contagem de col6nias tipicas (FIGURA 8), sendo o resultado expresso em UFC/g.
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Figura 8 - Crescimento de bactérias laticas em meio MRS.

Fonte: Da autora (2021). |

O experimento foi realizado em duas repeticdes com andlises em triplicata.

3.7 Andlises tecnoldgicas

3.7.1 Composicao centesimal da CMS

As andlises de umidade (método n° 967.08), lipidios (método n° 2003.06) e proteina
(método n° 988.05) foram realizadas de acordo com as metodologias descritas pela Association
of Official Analytical Chemists (AOAC, 2012).

O contetdo de umidade foi determinado pelo método gravimétrico de secagem em
estufa a 105°C. O teor de lipidios foi determinado por extracdo com éter etilico em aparelho
Soxhlet. O contetdo de proteina foi estimado por meio do método Kjeldahl, usando um fator

de conversdo de nitrogénio de 6,25.
3.7.2 Atividade de 4gua
A determinacdo da atividade de agua das salsichas foi realizada utilizando-se 10 g de

amostra com temperatura padronizada de 25 +1°C e analisadas no aparelho Aqualab® (modelo

4 TE, Barueri, SP, Brasil). As leituras foram realizadas em triplicata.
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3.7.3 Determinagéo do pH

Os valores de pH dos produtos foram determinados pela insercdo de um eletrodo de
penetracdo nas amostras, acoplado a um pHmetro digital (modelo HI 99163, Hanna

Instruments, Barueri, SP, Brasil).

3.7.4 Cor instrumental

As amostras foram avaliadas externamente, com colorimetro Nix Color Sensor Pro
(NPRO; Nix Sensor, Ltd, Burlington, Ontério, Canada), por meio do sistema de cores CIELab,
definindo o espaco cromatico em coordenadas retangulares (L*, a* e b*), em que: L* mede a
luminosidade e varia de 100 para superficies perfeitamente brancas até 0 para o preto; a* mede
a intensidade de vermelho (+) e verde (-); e b* mede a intensidade de amarelo (+) e azul (-).
Foram realizadas trés leituras em diferentes pontos da superficie das salsichas. A partir dos
indices de cor, também foram calculadas as coordenadas polares indice de saturacdo (C*) e
angulo de tonalidade (h, em graus) pelas seguintes formulas (RAMOS; GOMIDE, 2007):

C* = (a*2 + h*2)12

h = tan}(b*/a*)]

3.7.5 Oxidacdo lipidica

A oxidacdo lipidica foi determinada pelo indice de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), segundo a metodologia proposta por Pikul, Leszczynski e Kummerow
(1989), com modificagdes. Cerca de 5 g de amostra foram homogeneizadas em 15 mL de 4cido
perclorico 3,86% e 1 mL do antioxidante hidroxibutiltolueno (BHT) 0,15% (p/v em etanol). A
mistura foi homogeneizada (Turratec TE 102; TECNAL, Piracicaba, SP, Brasil), sequido pelo
processo de filtracdo. Uma aliquota de 5 mL foi, entdo, adicionada de 5 mL de &cido
tiobarbitdrico (TBA) 0,02 M, incubada em banho-maria fervente por 30 minutos. Depois de
resfriada a temperatura ambiente, a absorbancia foi lida a 532 nm. A concentracdo de
malonaldeido (MAD) foi determinada a partir de curva analitica com 1,1,3,3-tetraetoxipropano
(TEP) e os resultados expressos em miligramas de malonaldeido por quilograma de amostra
(mg de MDA/kg).
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3.8 Calculo da velocidade de crescimento

A velocidade especifica de crescimento de Listeria monocytgenes e bactérias laticas ao

longo de 15 dias de armazenamento foi calculada de acordo com a Equacéo 1.

_an
T odt

INN —InNo = [ (t —to)
logN — IogNo:ﬁ (t—to)
_ logN-logNO

T t-to

2,303 1)

3.9 Analises estatisticas

O modelo de planejamento composto central rotacional (DCCR) foi utilizado para
analise das combinacgdes dos 0leos essenciais por meio do software Statistica 8.0 (STASOFT,
2008).

O experimento foi realizado com base em delineamento em blocos casualizados (DBC).
Para as analises microbiologicas foi utilizado o esquema fatorial (2x6), sendo dois tratamentos
em seis tempos de armazenamento e para as analises tecnoldgicas um fatorial (2x4), sendo dois
tratamentos em quatro tempos de armazenamento. Os resultados obtidos foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e uma posterior aplicacdo do teste t de Student (LSD) para
comparacdo dos parametros qualitativos e uma andlise de regressao para comparacdo dos

parametros quantitativos utilizando-se o software Sisvar 5.6.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Concentracdo minima bactericida (CMB) sobre L. monocytogenes

As concentragcBes minimas bactericidas (CMB) encontradas para os 6leos essenciais
testados in vitro sobre L. monocytogenes ATCC 19117 podem ser observadas na Tabela 4.

Tabela 4 - ConcentracGes minimas bactericidas (CMB) de diferentes 6leos essenciais sobre
Listeria monocytogenes.

Oleos Essenciais CMB (%)
Orégano 1,0
Tomilho 1,0

Cravo 0,5
Coentro 1,0
Alho 2,0

Fonte: Da autora (2021).

Todos os cinco 6leos essenciais testados foram capazes de inibir o crescimento de L.
monocytognes ATCC 19117 in vitro, sendo o 6leo de cravo o que apresentou menor CMB
(0,5%) e, portanto, a melhor atividade antibacteriana, seguido dos 6leos essenciais de orégano,
tomilho e coentro que apresentaram uma mesma CMB (1,0%). O dleo essencial de alho foi 0
que apresentou a maior CMB (2,0%) e, portanto, menor agdo antimicrobiana.

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais estd relacionada a seus compostos
bioativos como &cidos fenolicos, terpenos, aldeidos e flavonoides. Alguns compostos como o
timol, carvacrol, eugenol, carvona, cinamaldeido, limoneno, a- ¢ B-pineno e p-cimeno exercem
atividade antilisterial por meio de diferentes mecanismos de acdo, como alteragéo dos perfis de
acidos graxos e da estrutura da membrana celular, aumento da permeabilidade celular, acéo
sobre as proteinas de membrana e inibicdo das propriedades funcionais da parede celular
(YOUSEFI; KHORSHIDIAN; HOSSEINI, 2020).

O 6leo essencial de cravo destroi a parede celular e membrana, levando a perda de
compostos intracelulares vitais, causando a morte bacteriana. Além de permear a membrana
citoplasmatica ou entrar no interior das células inibindo a sintese de DNA e proteinas
necessarias para o crescimento da bactéria (XU et al., 2016). Filgueiras e Vanetti (2006)
demonstraram uma efetividade do eugenol, principal componente do 6leo essencial de cravo,
na producdo de listeriolisina O (LLO) por L. monocytogenes, ja que em seus estudos o
crescimento da bactéria na presenca de eugenol resultou na inibigdo de 80 a 100% da producao

de LLO. Martins (2016) avaliou a atividade antibacteriana do 6leo essencial de cravo-da-india
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sobre L. monocytogenes ATCC 19117 e encontrou uma CMB de 0,3%, valor proximo ao
encontrado neste trabalho.

Pereira et al. (2019) avaliaram a acdo antimicrobiana dos 0leos essenciais de alho e
tomilho sobre L. monocytogenes ATCC 19117 e encontraram CMB igual a 3,0% e 0,5%,
respectivamente, valores que corroboram com os encontrados neste trabalho. O principal
composto do 6leo essencial de alho, relacionado a sua atividade antimicrobiana é a alicina, que
é altamente instavel, reativa e sensivel ao oxigénio, temperatura, compostos organicos e pH, o
que causa sua rapida degradacao e a producdo de outros compostos organossulfurados estaveis
(ROUF et al., 2020). J4 a atividade antimicrobiana do tomilho esta relacionada a presenca de
compostos fenolicos como o timol e carvacrol (PEREIRA et al., 2019).

Reis et al. (2020) avaliaram a acdo antibacteriana dos 6leos essenciais de orégano e
tomilho sobre L. monocytogenes pelo teste de microdilui¢do e encontraram uma CMB de 2,7%
para 0 6leo essencial de orégano e 2,5% para o 6leo essencial de tomilho. A atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de orégano pode ser atribuida a seus componentes isoméricos
bioativos, carvacrol e timol (KACHUR; SUNTRES, 2020).

Dentre os componentes majoritarios dos 0leos essenciais o carvacrol, eugenol e timol
se destacam por suas propriedades antimicrobianas. Seu carater lipofilico faz com que eles
interajam com a estrutura da membrana celular causando danos, aumentando sua
permeabilidade e fluidez, perturbando as proteinas, inibindo a respiracdo e alterando os
processos de transporte de ions. O carvacrol também é capaz de interromper processos
essenciais na célula devido a queda do pH intracelular, levando a perda de ATP (PATEIRO et
al., 2021).

4.2 Acao bactericida das combinacdes de 6leos essenciais

Os 6leos essenciais de orégano, cravo, coentro e alho foram escolhidos para avaliacdo
de suas acOes antibacterianas de forma combinada, baseando-se no valor da CMB e nos
possiveis impactos sensoriais ao ser adicionado no produto carneo. Portanto, embora o 6leo
essencial de tomilho tenha apresentado CMB inferior a do 6leo essencial do alho, outros estudos
realizados no Laboratério de Microbiologia de Alimentos demonstraram seu forte sabor
residual quando aplicado em produto carneo, levando a descaracterizacao sensorial do produto.

A partir do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foram gerados vinte e
sete ensaios com diferentes concentragdes dos 6leos essenciais selecionados (TABELA 5) que

foram testadas in vitro sobre L. monocytogenes.
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Tabela 5 - Atividade antimicrobiana de diferentes combinacdes entre 6leos essenciais sobre L.

monocytogenes.

Oleos essenciais (%)

Ensaios  QOrégano Coentro Alho Cravo Crescimento
1 0,05 0,05 0,14 0,01 -
2 0,05 0,05 0,14 0,03 -
3 0,05 0,05 0,41 0,01 -
4 0,05 0,05 0,41 0,03 -
5 0,05 0,16 0,14 0,01 -
6 0,05 0,16 0,14 0,03 -
7 0,05 0,16 0,41 0,01 -
8 0,05 0,16 0,41 0,03 -
9 0,16 0,05 0,14 0,01 -
10 0,16 0,05 0,14 0,03 -
11 0,16 0,05 0,41 0,01 -
12 0,16 0,05 0,41 0,03 -
13 0,16 0,16 0,14 0,01 -
14 0,16 0,16 0,14 0,03 -
15 0,16 0,16 0,41 0,01 -
16 0,16 0,16 0,41 0,03 -
17 0 0,105 0,275 0,02 -
18 0,215 0,105 0,275 0,02 -
19 0,105 0 0,275 0,02 -
20 0,105 0,215 0,275 0,02 -
21 0,105 0,105 0 0,02 -
22 0,105 0,105 0,545 0,02 -
23 0,105 0,105 0,275 0 -
24 0,105 0,105 0,275 0,04 -
25 0,105 0,105 0,275 0,02 -
26 0,105 0,105 0,275 0,02 -
27 0,105 0,105 0,275 0,02 -

Legenda: (-) auséncia de crescimento visivel em placas.
Fonte: Da autora (2021).

Todas as combinagdes testadas foram capazes de inibir o crescimento de L.

monocytogenes in vitro, o que demonstra que a agdo combinada entre diferentes concentractes

dos Oleos essenciais, inferiores a CMB, foi eficaz para inibir o crescimento microbiano,

comprovando que houve boa interacao entre os 6leos.

A combinacdo entre dois 6leos pode proporcionar aumento consideravel da atividade

antimicrobiana em comparagdo com o0s Oleos separados (RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

Quando o efeito entre as combinagdes dos compostos € significativamente maior do que a soma

entre os efeitos individuais, considera-se que houve sinergismo, se o efeito for igual denomina-

se efeito aditivo. JA o antagonismo, ocorre quando o valor de um ou ambos compostos é
significativamente maior do que o de suas misturas (BASSOLE; JULIANI, 2012; BURT, 2004;
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SEMENIUC et al., 2017). Portanto, neste estudo pode-se considerar que ocorreu agao sinérgica
ou aditiva entre os 6leos essenciais testados.

Como todas as combinacOes testadas se mostraram efetivas na inibicdo de L.
monocytognes in vitro, o ensaio 10 (0,16% de OE de orégano + 0,05% de OE de coentro +
0,14% de OE de alho + 0,03% de 6leo essencial de cravo) foi escolhido para ser aplicado nas
salsichas. Ja que concentracdes muito baixas dos 6leos essenciais podem ser ineficientes,
devido interferéncias da matriz alimentar sobre a acdo dos 0leos e concentragfes muito altas

podem causar alteracGes sensoriais indesejaveis no produto carneo.

4.3 Atividade antimicrobiana da emulsao de 6leos essenciais em salsichas

O tempo de armazenamento afetou significativamente (P<0,05) o nimero de células
vegetativas de L. monocytogenes e bactérias laticas. No entanto, ndo houve diferenca
significativa (P>0,05) entre os tratamentos, nem ocorreu interacdo significativa (P>0,05) entre
os dois parametros (tratamento x tempo). Portanto, a partir dos dados obtidos, realizou-se uma

analise de regressdo representada nas Figuras 9 e 10.

Figura 9 - Crescimento de L. monocytogenes inoculada em salsicha ao longo de 15 dias de
armazenamento a 10°C.
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Fonte: Da autora (2021).
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Figura 10 - Crescimento de bactérias &cido laticas (BAL) em salsicha ao longo de 15 dias de
armazenamento a 10°C.
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Fonte: Da autora (2021).

E possivel perceber que tanto o controle (150 mg/kg de nitrito) quanto o tratamento com
emulsédo de 6leos essenciais ndo inibiram completamente o crescimento de ambas as bactérias,
que cresceram durante o armazenamento.

A velocidade especifica de crescimento de L. monocytgenes e bactérias laticas ao longo

dos 15 dias de armazenamento sdo descritas na Tabela 6.

Tabela 6 - Taxa de crescimento de L. monocytogenes e bactérias laticas em salsicha durante
15 dias de armazenamento.

Velocidade especifica de crescimento (u d 1)

Amostras L. monocytogenes Bacteérias laticas
Controle (150 mg/kg nitrito) 0,49 0,45
Tratamento (6leos essenciais) 0,52 0,48

Fonte: Da autora (2021).

Embora a combinacdo de Gleos essenciais utilizada tenha se mostrado eficiente no
controle de L. monocytogenes in vitro inibindo completamente seu crescimento, a mesma
apresentou efeito reduzido quando adicionada a formulacdo das salsichas, devido a possivel
interferéncia da composicao da matriz alimentar sobre a agdo dos 6leos essenciais. Além disso,
a emulsdo de 6leos essenciais foi adicionada a massa do produto, € o microrganismo foi
inoculado na superficie, sendo esse outro fator que pode ter dificultado sua agdo antimicrobiana.
No entanto, € possivel perceber crescimento semelhante de L. monocytogenes para ambos

tratamentos, mostrando que a emulsdo de O6leos essenciais utilizada apresentou agéo
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antimicrobiana semelhante a do nitrito para o controle do microrganismo em salsichas, podendo
ser um possivel substituinte desse conservante.

O crescimento de bactérias laticas no controle ja era esperado, pois 0 nitrito ndo tem
acao sobre esse grupo de bactérias, que se desenvolve bem em sua presenca. No entanto, a
emulsdo de dleos essenciais também ndo foi capaz de inibir seu desenvolvimento, sendo
observado crescimento acentuado durante os primeiros nove dias de armazenamento. Bactérias
laticas sdo bem resistentes a fatores estressantes, isso explica seu dificil controle (TAKAHASHI
etal., 2021).

Alguns trabalhos também tém demonstrado essa interferéncia da matriz alimentar na
acdo dos oleos essenciais. Gill et al. (2002) observaram bom efeito antimicrobiano do 6leo
essencial de coentro testado in vitro sobre L. monocytogenes. No entanto, ao ser aplicado em
presunto embalado a vacuo, houve reducdo significativa na eficacia do 6leo essencial.
Shekarforoush et al. (2015) relataram que o 6leo essencial de orégano ndo apresentou efeito
inibitério quando aplicado em carne de frango armazenada a 8°C, apesar de ter sido eficiente
quando testado in vitro.

A aplicacdo de 6leo essencial de plantas em sistemas alimentares para controle de
patdgenos e microrganismos deteriorantes, depende de diversos aspectos como a interferéncia
nas propriedades sensoriais, avaliagdo de suas atividades contra 0s microrganismos de interesse
para determinado produto e dos efeitos da composi¢do dos alimentos na atividade dos éleos
(GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008).

A acdo dos 0Oleos essenciais em sistemas alimentares como carnes e seus derivados
podem ser significativamente reduzidas devido a presenca de sais, proteinas, gorduras e
carboidratos. A interacdo dos compostos fendlicos dos dleos essenciais com as proteinas do
alimento e de seus constituintes hidrofébicos com a gordura limitam sua disponibilidade de
interacdo com o microrganismo alvo, reduzindo sua atividade antimicrobiana. A absorc¢édo do
agente microbiano, pela fracdo lipidica do alimento, reduz sua concentragdo na fase aquosa,
interferindo em sua acdo antimicrobiana (BURT, 2004). Além disso, a maior disponibilidade
de nutrientes nos alimentos quando comparados aos meios de cultura laboratoriais, também
pode contribuir para a reparagdo mais rapida das células bacterianas danificadas, que sofreram
algum tipo de injuria ou estresse pela acao dos 6leos essenciais (GILL et al., 2002).

No entanto, apesar da interferéncia causada pela composicdo da matriz alimentar,
diversos estudos tém demonstrado a eficacia da utilizacdo de déleos essenciais para o controle
de microrganismos patogénicos e deterioradores em produtos carneos. Badia et al. (2020)

avaliaram a influéncia de diferentes concentragdes dos 0leos essenciais de orégano e alecrim
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no crescimento de bactérias laticas em linguica Toscana refrigerada e embalada a vécuo e
demonstraram que todos os tratamentos foram capazes de retardar o crescimento da bactéria e
aumentar a vida util das linguicas. Ghabraie et al. (2016) testaram a mistura dos 6leos essenciais
de canela chinesa e canela em duas concentracdes (0,025% e 0,05%) em combinacdo com
nitrito (100 mg/kg), sais de &cidos organicos (1,55%) e nisina (12,5%) para controle de L.
monocytogens em um modelo de salsicha e observaram a redugéo de 1,5 ou 2,6 log UFC/g do
microrganismo no sétimo dia de armazenamento em comparacdo ao controle. Também foi
realizada analise sensorial que demonstrou que as formulacbes antimicrobianas utilizadas
foram sensorialmente aceitas.

Portanto, estudos demonstram que os 6leos essenciais sao uma possivel alternativa para
a substituicdo de conservantes atualmente utilizados em alimentos. Mesmo que nesse estudo a
combinacdo escolhida ndo tenha apresentado efeito antimicrobiano tdo eficiente quando
adicionada em salsichas. Entretanto, deve-se ressaltar que sua agao sobre L. monocytogenes foi
semelhante a do nitrito no controle. No entanto, é necessario a realizacdo de outros
experimentos para testar a aplicacdo das demais combinacGes que foram eficientes nos ensaios
in vitro e que possam ser mais eficientes na reducdo dos microrganismos quando adicionadas

ao produto céarneo.

4.4 Andlises tecnologicas

4.4.1 Composicao centesimal da CMS de frango

A composicao centesimal da CMS de frango utilizada para elaboracdo das salsichas

pode ser observada na Tabela 7.

Tabela 7 - Porcentagem média e desvio padrdo da composicdo centesimal da CMS de frango.

Composicao centesimal (%) CMS de frango
Proteina 13,09 £ 0,51
Extrato etéreo 12,63 £0,11
Umidade 69,22 + 0,62

Fonte: Da autora (2021).

A Instrucdo Normativa (IN) n° 22, de 28 de abril de 2020, que aprova os “Regulamentos
Técnicos de ldentidade e Qualidade de Carne Mecanicamente Separada, de Mortadela, de

Linguica e de Salsicha” determina o teor maximo de 30% de lipideos € o minimo de 12% de
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proteina em carnes mecanicamente separadas (BRASIL, 2020). Desse modo, a CMS de frango
obtida neste trabalho estd em concordancia com a legislagao.

4.4.2 Atividade de agua e pH

Os valores médios de atividade de 4gua (Aw) do tratamento controle e tratamento com
Oleos essenciais emulsionados no periodo de armazenamento (15 dias) sob refrigeracédo

encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8 - Valores médios de atividade de agua (Aw) do tratamento controle e com adicdo de
misturas de 0leos essenciais das salsichas, mantidas refrigeradas (10°C) por 15 dias.

Tratamentos (Aw)
Controle 0,923 a
Tratamento 0,922 a

Controle: adigdo 150 mg/kg de nitrito de sédio; Tratamento: emulséo de 6leos essenciais.
Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si, pelo teste (t) student ao nivel de 5% de significancia.
Fonte: Da autora (2021).

N&o houve diferenca (P>0,05) entre valores de atividade de &gua das salsichas controle
e tratadas com Oleos essenciais, que se mantiveram constantes durante os 15 dias de
armazenamento, ndo havendo alteracdo significativa dos valores (p>0,05). Portanto, a adi¢do
de 6leos essenciais no produto ndo teve nenhuma interferéncia com relagéo a esse parametro.

A atividade de &gua é um dos fatores intrinsecos dos alimentos e medida qualitativa que
permite avaliar a disponibilidade de agua susceptivel a diversas rea¢des quimicas, fisicas ou
bioldgicas, se tornando responsavel pela deterioracdo dos alimentos. O limite maximo de 4gua
disponivel para o desenvolvimento microbiano é condicionado pela atividade de agua do
alimento. Alta atividade de agua é responsavel pelo crescimento de microrganismos
indesejaveis, produtores de toxinas ou outras substancias nocivas, sendo o limite mais baixo de
atividade de &gua para o crescimento de microrganismos nos alimentos em torno de 0,60
(GARCIA, 2004; SANDULACHI, 2012).

Ao avaliar a o efeito sinérgico do 6leo essencial de cravo da india e quitosana sobre
Listeria monocytogenes ATCC 19117 inoculada em mortadela com redugéo de nitrito, Martins
(2016) observou que a Aw variou ao longo do tempo de 0,931 a 0,955, sendo esses valores
favoraveis ao crescimento de diversos microrganismos, como a L. monocytogenes que cresce

em Aw superior a 0,90.
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A alta atividade de 4gua em salsichas esta relacionada a sua composicao, pois a adi¢do
de alto teor de carne mecanicamente separada e polifosfatos resulta num produto com maior
suculéncia, maciez e maior conteudo de agua (MARTINS et al., 2011).

A média de atividade de dgua encontrada neste trabalho foi de 0,92, valor considerado
baixo para salsichas, mas ainda assim dentro da faixa ideal de crescimento de L.
monocytogenes, ndo sendo este fator limitante para o seu desenvolvimento e o de bactérias
acido laticas no produto.

O pH, assim como a atividade de agua é um fator intrinseco do produto que tem
interferéncia no crescimento e reproducdo de microrganismos. Portanto, seu controle é
importante para evitar o crescimento de patdgenos e a deterioracdo microbiana dos alimentos
(ZHOU et al., 2021).

Houve uma diferenca significativa (P<0,05) entre os tratamentos aplicados nas
salsichas, sendo que a adicdo de dleos essenciais contribuiu para um aumento no valor de pH
dos produtos (TABELA 9).

Tabela 9 - Valores médios de pH para as salsichas adicionadas de nitrito e das emulsdes de
6leos essenciais armazenadas por 15 dias a 10°C.

Tratamentos pH*
Tratamento 6,43 a
Controle 6,40 b

Controle: adigdo 150 mg/kg de nitrito de sédio; Tratamento: emulséo de 6leos essenciais.
*Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si a 5% de significancia pelo
teste t de Student.

Fonte: Da autora (2021).

Também foi observada uma influéncia significativa (P<0,05) do tempo de
armazenamento nos valores de pH, que causou a reducdo desse pardmetro durante os 15 dias
de armazenamento (FIGURA 11).
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Figura 11 - Variacéo dos valores de pH das salsichas durante 15 dias de armazenamento a 10°C.
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Legenda: MO - médias observadas e ME - médias estimadas.
Fonte: Da autora (2021)

Assim como neste trabalho, Pinelli et al. (2021) adicionaram combina¢des de 6leos
essenciais emulsionadas e nanoemulsionadas em mortadelas com redugéo de nitrito (75 ppm)
para o controle de Clostridium sporogenes e observaram a reducdo do pH durante o
armazenamento. Sharma et al. (2017) avaliaram salsichas de frango adicionadas de diferentes
concentragfes dos dleos essenciais de cravo, manjericdo e canela e também perceberam que
houve reducgéo do pH de todos os tratamentos durante os 45 dias de armazenamento.

Essa reducdo de pH pode estar relacionada a presenca de bactérias laticas, ja que esses
microrganismos se desenvolvem bem em produtos carneos embalados a vacuo e mantidos sobre
refrigeracdo e, como resultado de seu metabolismo, podem causar a acidificacdo do produto
(TAKAHASHI et al., 2021), sendo este um fator limitante para o crescimento de patdgenos.

Cada microrganismo possui uma faixa de pH dentro da qual seu crescimento € possivel
e um valor de pH étimo, no qual ocorre seu melhor crescimento. A maioria das bactérias se
desenvolvem melhor em uma faixa de pH préxima a neutralidade (6,5-7,5). No entanto, existem
bactérias capazes de crescer em valores de pH mais baixos e sobreviver em ambientes acidos
(MADIGAN et al., 2016). L. monocytogenes é capaz de se desenvolver em condi¢des adversas
como amplas faixas de pH (4,1-9,6) (JAY, 2005). Neste trabalho, a variacdo de pH (6,47-6,38)
observada durante os 15 dias de armazenamento (10°C) das salsichas foi pequena e se encaixa
na faixa Otima de crescimento de L. monocytogenes, ndo sendo, portanto, fator limitante,

contribuindo assim para o seu desenvolvimento e multiplicacdo no produto.
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4.4.3 Oxidacdo lipidica

Houve uma interacdo significativa (p<0,05) entre os tratamentos e os dias de
armazenamento. Os valores de TBARS das salsichas, ao longo de 15 dias de armazenamento,

em mg de malonaldeido/kg de produto, estdo expressos na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores médios do indice TBARS (mg de malonaldeido/kg de produto) encontrados
para os tratamentos avaliados durante 15 dias de armazenamento a 10°C.

Tratamentos Tempos de estocagem (dias)
0 5* 10* 15*
Controle 0,69 a 0,77b 0,82Db 0,87b
Tratamento 0,70 a 0,79 a 0,85 a 1,06 a

Controle: adi¢do 150 mg/kg de nitrito de sédio; Tratamento: emulsdo de 6leos essenciais.
*Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si a 5% de significancia pelo
teste t de Student.

Fonte: Da autora (2021).

Dentre os tratamentos avaliados durante o periodo de analise (15 dias), observa-se que
o tratamento controle apresentou os menores indices de oxidacéo lipidica (valores de TBARS)
para todos os tempos analisados, diferenciando-se estatisticamente (P<0,05) do tratamento
contendo os 6leos essenciais emulsionados, a partir do 5° dia de anélise.

A variacdo da concentracdo de malonaldeido (mg MDA/Kg de produto) ao longo do

tempo da estocagem das salsichas pode ser observada na Figuras 12 e 13.

Figura 12 - Variagdo da concentracdo de malonaldeido para as amostras controle de salsicha
durante 15 dias de armazenamento a 10°C.
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Legenda: Tratamento controle (C-MO médias observadas) e (C-ME médias estimadas).
Fonte: Da autora (2021).
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Figura 13 - Variagdo da concentracdo de malonaldeido para as amostras de salsicha adicionadas
de 6leos essenciais emulsionados durante 15 dias de armazenamento a 10°C.
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Legenda: Tratamento com 6leos essenciais - (T-MO médias observadas) e (T-ME médias estimadas).
Fonte: Da autora (2021).

Para ambos os tratamentos avaliados, observa-se o aumento dos valores de TBARS ao
longo do periodo de analise. No entanto, ndo houve variagdo muito grande entre esses valores,
gue podem ser considerados baixos, no tratamento com nitrito. Enquanto no tratamento com
Oleos essenciais, houve aumento mais expressivo nos valores de TBARS no 15° dia de
armazenamento, indicado que o nitrito foi mais efetivo em retardar e controlar a oxidagéo
lipidica das salsichas do que a emulséo de 6leos essenciais.

Além dos tratamentos utilizados, a embalagem a vacuo (auséncia de oxigénio) e o uso
de eritorbato de sodio (acdo antioxidante) na formulacdo, associadas ao armazenamento
refrigerado, sdo fatores que também podem contribuir para o controle da oxidagdo lipidica
nesses produtos.

A oxidacao lipidica em produtos carneos representa uma das maiores preocupacoes para
a industria alimenticia, uma vez que ¢é considerada uma das principais causas de deterioracdo
nesse tipo de produto, afetando suas propriedades sensoriais, como cor, textura, sabor e aroma,
alem de seu valor nutricional e, consequentemente, reduzindo sua vida atil (AMARAL; DA
SILVA; LANNES, 2018). Logo, a oxidag&o lipidica é de suma importancia para se avaliar a
qualidade do produto carneo elaborado.

A anélise do Indice de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS) é o
método espectrofotométrico mais comumente utilizado para quantificar a oxidagéo lipidica em
produtos carneos, principalmente devido a sua simplicidade e baixo custo. Nesse teste,

quantifica-se o malonaldeido, um produto secundario da oxidacdo lipidica, oriundo da
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decomposicdo de hidroperoxidos de acidos graxos insaturados formados durante o processo
oxidativo (PAPASTERGIADIS et al., 2012).

Tanto os Gleos essenciais quanto o nitrito de sodio apresentam efeitos antioxidantes
comprovados. O nitrito de sddio atua contra a oxidacao lipidica por diversos mecanismos: esta
associado a ligacdo do grupo heme e a prevencdo da liberacdo do ferro catalitico; tem a
capacidade de se ligar ao ferro heme e ndo-heme, inibindo a catélise, além de auxiliar na
estabilizacdo dos lipidios contra a oxidacio (KARWOWSKA; KONONIUK; WOICIAK,
2019).

A acdo antioxidante de o6leos essenciais pode ser atribuida a seus componentes
majoritarios, bem como sua interagdo com componentes em menores quantidades. Portanto,
eles podem agir na prevencdo da iniciacdo da cadeia e da abstracdo continua de hidrogénio,
ligacdo de catalizadores de ions de metal de transicdo, ser eliminadores e terminadores de
radicais livres e inibidores na formacao de oxigénio singlete. Sendo essa atividade antioxidante
relacionada principalmente ao seu contetudo fendlico, como eugenol, timol e carvacrol que
atuam como captadores de radicais livres e doadores de hidrogénio (JAYASENA; JO, 2013;
TONGNUANCHAN; BEJAKUL, 2014). No entanto, alguns trabalhos tém relatado que os
6leos essenciais quando adicionados em altas concentracbes em matriz alimentar apresentam
atividade pro-oxidante ou seja, podem contribuir para o aumento da oxidacao lipidica (DE
OLIVEIRA et al, 2011; DIAS et al., 2015; MARTINS, 2013).

4.4.4 Andlise de cor objetiva

Os valores médios encontrados de luminosidade (L*), indice de tonalidade (h) e indice
de saturacdo (C*) para o tratamento controle e com emulsdo de 6leos essenciais estdo descritos
na Tabela 11.

Tabela 11 - Valores médios do indice de luminosidade (L*), indice de tonalidade (h) e indice
de saturacdo (C*) do tratamento controle e com Gleos essenciais das salsichas ao
longo de 15 dias de armazenamento a 10°C.

Tratamentos indice de Indice de Indice de
luminosidade (L*) tonalidade saturacéo (C*)
(h, graus)
Controle 58,812 a 52,788 b 13,525 b
Tratamento 59,483 a 81,675 a 16,646 a

Controle: adigdo 150 mg/kg de nitrito de sodio; Tratamento: emulsdo de 6leos essenciais.
Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste (t) student ao nivel de 5% de significancia.
Fonte: Da autora (2021).
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A luminosidade (L*) € o parametro que caracteriza o grau de claridade da cor, podendo
variar de preto ao branco, indo de 0 (escuro) a 100 (claro) (RAMOS; GOMIDE, 2007).

N&o houve diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos para os valores de L*
(TABELA 11), o que indica que a retirada do nitrito e adicao dos 6leos essenciais emulsionados
ndo interferiu na luminosidade do produto. Também néo foi possivel perceber uma interferéncia
significativa (P>0,05) dos dias de armazenamento sobre a luminosidade da amostra.

Khorsandi et al. (2019) observaram em seu trabalho, que ndo houve alteracdo
significativa nos valores de L* de salsichas sem nitrito, tratadas com diferentes concentracdes
de 6leo essencial de canela, nisina e EDTA, durante o armazenamento por 42 dias a 10°C.
Pinelli et al. (2021) verificaram que os tratamentos com combinagdes de 6leos essenciais e 0
controle influenciaram de maneira semelhante nos valores de L* das mortadelas com reducéo
de nitrito de sodio, que permaneceram com a mesma claridade durante os 30 dias de
armazenamento. Dias (2015) também nédo observou diferenca significativa do controle e dos
tratamentos com combinacGes de 6leos essenciais nos valores de L* de mortadelas com reducgéo
de nitrito de sddio durante 15 dias de armazenamento.

Um outro indice utilizado para a caracterizacdo da cor é o angulo hue (h) ou angulo de
tonalidade, que é representado pela grandeza utilizada para caracterizar a qualidade da cor
(vermelho, verde, amarelo, azul), permitindo sua diferenciacdo (RAMOS; GOMIDE, 2007).

Houve uma diferenca (P<0,05) entre os tratamentos, sendo que o tratamento isento de
nitrito e com adicdo dos 6leos essenciais emulsionados contribuiu para o aumento de h quando
comparado ao controle. Os maiores valores encontrados para as salsichas tratadas com 6leos
essenciais indicam uma maior tendéncia para uma cor de tonalidade amarronzada ou amarelada.

As anédlises estatisticas também demonstraram que os dias de armazenamento
influenciaram significativamente (P<0,05) no indice de tonalidade. A variacdo do indice de
tonalidade (h) das salsichas com relacdo ao tempo de armazenamento pode ser observada na

Figura 14.
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Figura 14 - Variacdo do indice tonalidade (h) das salsichas ao longo de 15 dias de
armazenamento a 10°C.

0 &8I BB ] SO 672

60
x 90
=
o , g
= 40 ® Meédias observadas
E 30 0 e Médias estimadas
©
%20

10 y = 0,0433x2 - 0,6846x + 68,573

R2 =0,9301
0
0 5 10 15

Tempo (dias)
Fonte: Da autora (2021).

A partir do 5° dia, percebe-se um pequeno aumento de h ao longo do tempo de
armazenamento, o que indica um processo de descoloracdo, ou seja, uma reducdo da cor
vermelha dos produtos e uma maior participacéo da tonalidade amarela.

Abreu Martins (2016) também observou um aumento significativo nos valores de h das
amostras de fiambre de peito de frango com reducdo de nitrito e adicionado de diferentes
concentragdes de Gleos essenciais, durante 30 dias de armazenamento a 14°C.

O indice de saturacdo (C*) é utilizado para determinar a intensidade da cor, sendo obtido
a partir dos parametros a* (indice de vermelho) e b* (indice de amarelo). Houve diferenca
significativa (P<0,05) entre os tratamentos para os valores de C*, sendo que o tratamento isento
de nitrito e com adicdo dos 6leos essenciais emulsionados apresentou maiores valores quando
comparado ao controle. Altos valores de C* indicam cores saturadas e baixos valores indicam
cores palidas ou acinzentadas (RAMOS; GOMIDE, 2007).

Neste trabalho foi observada uma diferenca significativa com relagéo a cor do produto,
que foi influenciada principalmente pelo fato de ndo ter sido adicionado nitrito de sédio na
formulacdo das salsichas tratadas com emulsdo de éleos essenciais. Portanto, estas ndo
apresentaram a coloracao rosea caracteristica de produtos curados e sim uma coloragdo marrom
(FIGURA 15). No entanto, essa diferenca em relacdo a cor ja era esperada e caso seja necessario

pode ser corrigida pela adigéo de corantes na formulagéo do produto.
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Figura 15 - Diferencga de cor observada entre as salsichas elaboradas com 150 mg/kg de nitrito
e com emuls&o de 6leos essenciais.

Fonte: Da autora (2021)
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5 CONCLUSAO

Os 0Oleos essenciais de orégano, coentro, alho e cravo apresentaram a¢édo antimicrobiana
de forma isolada e combinada, quando testados in vitro sobre Listeria monocytogenes ATCC
19117. No entanto, quando aplicada em salsicha, a emulséo de 06leos essenciais ndo foi téo
eficiente na inibicdo do crescimento de L. monocytogenes e bactérias laticas.

A emulsdo de Oleos essenciais ndo alterou a atividade de agua dos produtos, mas
contribuiu para um pequeno aumento do pH. Ja o tratamento com nitrito foi mais efetivo no
controle da oxidac&o lipidica, mantendo valores de oxidagdo mais baixos. Por fim, houve uma
diferenca significativa na cor das salsichas, que ja era esperada, devido a auséncia de nitrito em
um dos tratamentos.

Apesar da emulsdo de Oleos essenciais utilizada ndo ter inibido completamente o
crescimento de L. monocytogenes e bactérias laticas em salsicha, sua acdo antimicrobiana foi
similar a do nitrito, indicando que os 6leos essenciais sdo uma possivel alternativa de
substituicdo ao nitrito de sédio para o controle de L. monocytogenes em produtos carneos.

No entanto, com intuito de encontrar uma combinacdo que seja mais eficiente, sugere-
se a realizacdo de mais testes para aplicacdo das demais combinacdes de Oleos essenciais, de
forma emulsionada e nanoemulsionada, pois sabe-se que as nanoemulsdes sdo capazes de
potencializar o efeito dos 6leos essenciais e reduzir sua interferéncia sensorial em alimentos,
além da aplicacdo dos Gleos essenciais na superficie do produto como uma forma de

potencializar sua acao.
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