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RESUMO

COSTA JUNIOR, PAULO SERGIO PEDROSO, Bacharel em Biologia, Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia, julho de 2016. Elaboracéo de linguica frescal de peixe:
uso de 6leo essencial como aromatizante e antimicrobiano natural. Orientador: Norma
Suely Evangelista-Barreto. Co-orientador: Brenda Borges Vieira.

O pescado € um importante componente da dieta diaria de muitos paises que tem o seu
consumo aumentado nos ultimos anos no Brasil. A oferta de produtos derivados do
pescado e a diversificacdo na linha de processamento contribuem para o aumento desse
consumo. A utilizacdo de produtos naturais na substituicdo de aditivos quimicos também
tem crescido ultimamente, e as especiarias tém se mostrado uma boa alternativa na
formulacdo de embutidos carneos, dentre eles, a linguica. O objetivo principal desse
trabalho foi elaborar linguica frescal com carne de cacdo adicionada de 6leo essencial de
orégano. O trabalho foi dividido em dois capitulos, o primeiro que tem como objetivo
verificar o potencial antimicrobiano de diferentes 6leos essenciais e 0 segundo que visa a
andlise das caracteristicas microbioldgicas, fisico e quimica e sensoriais do embutido
elaborado com o 6leo essencial que apresentou maior eficiéncia na primeira etapa. Para
isto, foi feita a avaliacdo e determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de cinco 06leos essenciais (cravo, louro,
manjericdo, noz moscada e orégano) frente a seis bactérias patogénicas e deteriorantes
Gram-negativas (Escherichia coli, Salmonella e Vibrio cholera) e Gram-positivas
(Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Bacillus cereus). O 6leo essencial de
orégano evidenciou forte atividade antibacteriana (CIM 50 — 800 pg/mL), seguido do
cravo (CIM 800 — 3200 pg/mL), com atividade moderada para todos 0s microrganismos.
Os outros 6leos apresentaram baixa acdo (CIM 400 — 3200 pg/mL), ndo apresentando
atividade sobre todos as bactérias. Desta forma o 6leo essencial de orégano apresentou
melhor atividade antibacteriana, sendo o escolhido para ser usado na etapa de formulagao
do embutido. A linguica de cacéo foi elaborada contendo 0,08 e 0,16% de 6leo essencial
de orégano, armazenada a 7°C durante 20 dias, verificado o tempo de prateleira e a
aceitacdo sensorial do produto. A linguica se mantém vidvel para o consumo quanto aos
parametros microbioldgicos e fisico-quimicos por até 16 dias em temperatura de
refrigeracdo. No entanto, o sabor intenso do 6leo essencial de orégano comprometeu a
aceitacdo do produto.

Palavras-chave: Embutidos; Especiarias; Orégano.
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ABSTRACT

COSTA JUNIOR, PAULO SERGIO PEDROSO, Bachelor of Biology, Federal
University of Bahia Reconcavo, July 2016. Preparation of fresh sausage fish tuscan type:
use of essential oil as a flavoring and natural antimicrobial. Advisor: Norma Suely
Evangelista-Barreto. Co-advisor: Brenda Borges Vieira.

Fish is an important component of the daily diet of many countries that have increased
their consumption in recent years in Brazil. The supply of products derived from fish and
diversification in processing line contribute to the increase of consumption. The use of
natural products in place of chemical additives has also grown lately, where spices have
been shown to be a good alternative to meat embedded formulation, including the Tuscan
type sausage. The main objective of this work was to prepare Tuscan fresh sausage with
added oregano essential oil. The work was divided into two chapters, the first that aims
to determine the antimicrobial potential of different essential oils and the second aimed
at the analysis of microbiological, physical and chemical and sensory embedded prepared
with the essential oil with the highest efficiency first step. For this, the evaluation and
determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) of five essential oils was made (cloves, bay leaf, basil, nutmeg and
oregano) against six pathogenic and spoilage bacteria, Gram-negative (Escherichia coli,
Salmonella and Vibrio cholerae) and Gram-positive (Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes and Bacillus cereus). The essential oil of oregano showed strong
antibacterial activity (MIC 50-800 ug/ml), followed by clove (CIM 800-3200 pg/ml),
with moderate activity for all microorganisms. Other oils had low action (CIM 400-
3200ug/ml), showing no activity against all bacteria. Thus the essential oil of oregano
showed better antibacterial activity, being chosen to be used in embedded formulation
stage. The Tuscan type cation sausage was prepared containing 0.08 and 0.16% essential
oil of oregano, stored at 7°C for 20 days, checked the shelf-life and the acceptance of the
product. The sausage remains viable for use as the microbiological and physico-chemical
parameters for up to 16 days at refrigerated temperature. However, the intense flavor of
the essential oil of oregano committed to product acceptance.

Keywords: Embedded; Spices; Oregano



1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, é perceptivel a mudanca do interesse alimentar do consumidor,
buscando cada vez mais alimentos que sejam de rapido preparo e com boa qualidade
nutricional. Por isso, a oferta de produtos derivados do pescado e a diversificacédo na linha
de processamento contribuem para 0 aumento do consumo de peixe no pais, além do
incentivo a pesquisa de novos produtos, mostrando ser uma boa alternativa para pessoas
que procuram hébitos saudéveis e com maior seguranca alimentar (SANTOS, 2004).

As linguicas constituem os derivados carneos fabricados em maior quantidade no
Brasil, uma vez que para a sua elaboracdo ndo é exigida tecnologia sofisticada, sendo
utilizados poucos e baratos equipamentos. Por este motivo, as pequenas agroindustrias
geralmente iniciam suas atividades com a fabricagdo de linguicas (BROMBERG, 2002).

Considerando que a demanda de produtos alimenticios esta sendo cada vez maior,
principalmente para aqueles com proteina de alto valor nutricional e valor tecnolégico
agregado, a formulacdo de produtos a base de pescado, como a producdo de embutidos,
utilizando-se espécies de baixo valor comercial ou dos subprodutos de sua
industrializacdo, tem se tornado uma alternativa promissora, afim de agregar valor ao
produto (VAZ, 2005).

A utilizacdo de produtos naturais na substituicdo de aditivos quimicos vem
crescendo bastante, sendo que as especiarias tém se mostrado uma boa alternativa na
formulacdo de embutidos carneos, entre eles a linguica tipo toscana. A propriedade
conservante das especiarias esta relacionada com a presenca de compostos com acgdo
antimicrobiana, podendo ser utilizadas no combate a microrganismos deteriorantes
(TRAJANO et al., 2009).

A principal fonte de contaminacdo e deterioracdo dos alimentos a partir dos
microrganismos sdo as bactérias, pois atuam sobre diversos tipos de substratos,
temperaturas, pH e condi¢des ambientais (SACCHETTI et al., 2004). Tendo em vista 0s
problemas de resisténcia de microrganismos aos antimicrobianos convencionais, e diante
da atual tendéncia do mercado em utilizar produtos ecologicamente seguros, 0 emprego
de 0leos essenciais para a conservacao de alimentos e controle fitossanitario vem sendo
amplamente estudado, proporcionando o desenvolvimento de técnicas que procurem
reduzir os efeitos negativos de microrganismos causadores de prejuizos as industrias
alimenticias (PEREIRA et al., 2008).



Os oleos essenciais vem sendo utilizados como conservantes de alimentos ha muito
tempo, despertando grande interesse das indudstrias, pois quando comparados aos
condimentos em pd, garantem maior vida de prateleira, manutencdo do aroma e menor
risco de contaminacdo microbioldgica, garantindo a qualidade do produto processado
(ARAUJO, 1995).

Os Oleos essenciais sdo provenientes do metabolismo secundario das plantas,
normalmente produzidos por células secretoras, ou grupos de células, sendo encontrados
em diversas partes do vegetal, como folhas, talos, casca ou frutos, apresentando
composicdes diversas. Eles sdo definidos como liquidos oleosos volateis dotados de
aroma forte, quase sempre agradavel, podendo ser extraidos das plantas através de
processos especificos, sendo o mais recorrente a destilacdo por arraste de vapor de agua
(BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

O alecrim, o orégano e o cravo da india sdo alguns dos condimentos e especiarias
com significativas propriedades antioxidantes e antimicrobianas em produtos
alimenticios. Além disso, eles também tém a capacidade de realcar o sabor e o flavor dos
alimentos (TERRA, 2004).

Diante disto, a utilizacdo de 0Oleos essenciais como antimicrobiano natural na
elaboracéo de embutidos carneos, como linguica frescal, visa promover maior seguranga
ao consumidor ao agir como inibidor do crescimento bacteriano, melhorando a qualidade
sanitaria do produto, além da possibilidade de elaboracdo de um novo alimento funcional
promovendo uma ampla diversidade de sabores e aromas, caracteristico de embutidos
carneos. Além disso, a utilizacdo do pescado como principal matéria prima visa promover
a diversificacdo e elaboracdo de novos produtos a base de pescado como uma forma de
agregar valor a espécimes de baixo valor econémico ou que ndo alcancam tamanho

comercial.



2. OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

e Verificar o potencial antimicrobiano de 0leos essenciais de especiarias para

substituicdo de aditivos quimicos na elaboracdo de linguica frescal de peixe.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a atividade antimicrobiana e determinar a Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) dos oleos essenciais de louro, cravo, manjericdo, noz moscada e orégano
frente a diferentes patdgenos de importancia para os alimentos;

e Selecionar o dleo essencial que apresentar melhor resposta antimicrobiana para a
elaboracdo da linguica frescal de peixe;

e Monitorar os parametros fisico-quimicos do produto;

e Verificar a seguranca microbioldgica do tempo de prateleira da linguica mantidas
a7°C;

e Realizar teste de aceitacdo da linguica de peixe adicionado de 6leo essencial.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1Producao de pescado

Em um mundo onde mais de 800 milhdes de pessoas ainda sofrem de desnutri¢cdo
cronica, sendo que a previsdo de aumento da populacdo mundial € de dois bilhdes até o
ano de 2050, enfrentamos o imenso desafio de alimentar todas estas pessoas, além de
proteger 0 planeta e 0s seus recursos naturais para as gerac6es futuras. A partir disto,
destaca-se a importancia da pesca e aquicultura na produgédo de pescado para contribuir
com a diminuicdo da fome mundial (FAO, 2014).

O pescado é a carne mais demandada mundialmente e a de maior valor de mercado
(SIDONIO et al., 2012). Esta demanda vem crescendo de forma acelerada em decorréncia
do aumento populacional e da busca por alimentos mais saudaveis (FAO, 2010). Assim,
0 aumento do consumo per capita de pescado serd cada vez mais dependente da
disponibilidade dos produtos da aquicultura e sua capacidade de adequacdo as exigéncias
do mercado consumidor (ROCHA et al., 2013).

A aquicultura é uma prética tradicional de longa data, encontrada em Vvérias culturas
pelo mundo, sendo responséavel por quase metade da producdo do pescado mundial. E
definida como uma atividade multidisciplinar, referente ao cultivo de diversos
organismos aquaticos, incluidos neste contexto plantas aquaticas, moluscos, crustaceos e
peixes, principalmente organismos utilizados para a alimentagdo humana, sendo que a
intervencdo ou manejo no processo de criacdo desses organismos € imprescindivel para
0 aumento da sua produgédo (OLIVEIRA, 2009).

De acordo com a FAO (2014), a producéo global de pescado em 2012 foi de 158
milhGes de toneladas, dos quais 136,2 milhdes foram utilizados para o consumo humano.
Desses, 51,1% tiveram origem na pesca, enquanto 48,9% tiveram origem na aquicultura.
Em 2013, as previsdes do consumo de pescados aproximaram-se de 20 kg por habitante
por ano, com producdo estimada de mais de 160 milhdes de toneladas. Assim, a tendéncia
dos ultimos anos deve continuar nas proximas décadas, aumentando cada vez mais o
consumo do pescado (FAO, 2013).

No Brasil, em 2014, a producédo total foi de, aproximadamente, 2 milhGes de
toneladas de pescado conforme dados divulgados pelo Ministério da Pesca e Aquicultura
(MPA). Anualmente o programa “Mais Pesca e Aquicultura” do MPA cria metas para

consumo de pescado por habitante/ano. Em 2011, o consumo de 9 kg de pescado por



habitante por ano foi alcancada com pelo menos um ano de antecedéncia. O novo dado
se aproxima do patamar considerado ideal pela Organizacdo Mundial de Saude (12 kg
por habitante/ano), tendo aumentado nos Ultimos anos para 11,17 kg por habitante por
ano (BRASIL, 2013), valor ainda abaixo do minimo recomendado, mas 14,5% a mais do
que em relacdo ao ano anterior (FAO, 2012).

O Brasil € um pais de grande potencial para a aquicultura pelas condi¢Ges naturais,
pelo clima favoravel e pela sua matriz energética (ROCHA et al., 2013), possuindo
caracteristicas regionais bastante especificas no campo social, econdmico e geografico,
com um imenso mercado consumidor em potencial para produtos provenientes da
aquicultura (OSTRENSKY; BORGHETTI; SOTO, 2008).

A aquicultura apresenta nimeros oficiais que apontam o Sul e o Nordeste como as
principais regides produtoras de pescado, correspondendo juntas a 61% da producao
aquicola nacional. As regides Sudeste e Centro-Oeste sdo responsaveis por 30% da
producdo, a regido Norte tem a menor participagdo na producdo nacional, com 9%,
segundo estatisticas oficiais publicadas pelo Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura
(BRASIL, 2010; KUBITZA et al., 2012).

Na Bahia foi registrada uma queda de 19,9% na producédo da pesca marinha, que
passou de 74.043,0 t em 2010 para 59.293,0 t em 2011, caindo da terceira para a quarta
posicao no ranking desta modalidade no pais (MPA, 2011).

3.2 Composicao quimica do pescado

A carne de peixe é muito nutritiva, sendo rica em proteinas, aminoacidos,
vitaminas e minerais. E um alimento de baixa concentracdo de gordura, além de possuir
elevados teores de Omega-3, trazendo beneficios a salde humana, destacando-se
nutricionalmente de outros alimentos de origem animal. A agua é o componente de maior
guantidade do peso total do peixe, representando de 53 a 80%, por isso apresenta grande
influéncia na qualidade da carne afetando sua coloragdo, suculéncia, textura e sabor
(SENAI-DR, 2007).

O pescado representa uma das principais fontes de proteina na alimentacdo humana,
caracterizado por sua elevada digestibilidade, acima de 95%, superior a das carnes em
geral, e alto valor bioldgico, sendo o alimento mais saudavel do ponto de vista nutritivo,
com o teor de proteinas alto, variando entre 15% a 25% (ORDONEZ, 2005; GERMANO;
GERMANO, 2008).



O pescado é composto basicamente por agua, lipidios e proteinas, cujas quantidades
variam entre as espécies. Contém grandes quantidades de vitaminas lipossoluveis A e D,
minerais, calcio, fosforo, ferro, cobre e selénio. A composicao lipidica é considerada de
elevada proporc¢éo de &cidos graxos poli-insaturados, mais de 40%, 0 que impacta tanto
na saude, quanto na tecnologia aplicada durante o processamento destes alimentos. As
proteinas contém todos os aminoacidos essenciais para o ser humano e tém elevado valor
biologico. Adicionalmente, sdo excelentes fontes de aminoacidos como a lisina,
metionina e cisteina (FAO, 2013).

Por definicdo, o termo pescado abrange, segundo o Regulamento de Inspecéo
Industrial e Sanitaria dos Produtos de Origem Animal, por meio do Decreto n° 30.691, de
1952: peixes, crustaceos, moluscos, anfibios e quel6nios, habitantes dos meios aquéaticos
de origem fluvial, marinha ou estuarina, desde que destinados a alimentacdo humana
(BRASIL, 1952; GONGCALVES, 2011).

Os beneficios nutricionais provenientes do consumo de pescados sdo atribuidos a
presenca dos &cidos graxos 6mega-3, principalmente EPA (eicosapentaenoico) e DHA
(docosaexaenoico). Entre os efeitos fisiolégicos nos humanos, estdo a prevencdo e
tratamento de doencas cardiovasculares, hipertensdo, inflamacdes em geral, asma, artrite,
psoriase e varios tipos de cancer. O EPA relaciona-se principalmente com a protecdo da
salde cardiovascular, e 0 DHA ¢é considerado fundamental para o desenvolvimento do
cérebro e sistema visual, associado a saude materno infantil (PEREDA et al., 2005;
ORDONEZ, 2005).

3.3 Conservacao do pescado

O pescado necessita de cuidados adequados na sua manipulacdo, desde a captura
até o consumo ou industrializacdo, pois sua composicdo de agua, lipidios e proteinas
favorece o crescimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos (ABREU et al.,
2008). A carne do pescado, comparado com as outras carnes de origem animal, representa
um dos alimentos mais pereciveis por apresentar pH proximo a neutralidade, elevada
atividade de agua nos tecidos, alto teor de nutrientes facilmente utilizaveis pelos
microrganismos, acentuado teor de fosfolipidios e répida acdo destrutiva das enzimas
presentes nos tecidos e nas visceras dos peixes (SOARES; GONCALVES, 2012).

Além disso, apresenta o conteudo de aminoacidos livres e bases volateis

nitrogenadas relativamente alto quando comparado as outras carnes. O alto contetudo de
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compostos nitrogenados de baixo peso molecular, associado a outros fatores, os tornam
extremamente sensiveis & microbiota deteriorante (VASCONEZ et al., 2009; CHAHAD
et al., 2012). Entre os processos que podem levar a deterioracéo do pescado hé a acéo de
enzimas autoliticas, a oxidacdo lipidica e a atividade bacteriana. Desses, 0s
microrganismos constituem os principais responsaveis pelo surgimento das alterac6es da
carne do pescado (RIBEIRO et al., 2009).

Desde a captura até a comercializacdo, o pescado fica sujeito a perdas de qualidade
fisico-quimica, sensorial e microbioldgica, devido as condi¢cdes de armazenamento a
bordo e a natureza da sua composi¢cdo, podendo haver alteracbes nas caracteristicas
quimicas, fisicas ou microbioldgicas. Apesar de ndo causar doencas de origem alimentar,
a deterioragdo do pescado € um processo metabolico que pode causar algumas alteracdes
organolépticas indesejaveis, mudancas na sua aparéncia, sabor ou consisténcia
(SOARES; GONCALVES, 2012).

Como forma de minimizar ou retardar os processos de deterioracdo decorrentes em
pescados, as industrias vém buscando melhorar as tecnologias de conservacdo dos
alimentos para que, assim, se obtenha um produto final com a maior qualidade possivel
(SOARES; GONCALVES, 2012).

3.4 O uso de aditivos quimicos e seus riscos

Os alimentos que consumimos possuem um grande nimero de substancias quimicas
que sdo essenciais para a manutencdo da saide humana, como vitaminas, minerais e
proteinas. Porém, os alimentos também podem conter algumas substancias
potencialmente tdxicas, como micotoxinas, residuos de pesticidas, aditivos e metais
pesados que, em excesso, podem apresentar risco a saude humana (JARDIM,;
CALDAS, 2009).

A mudanca no habito alimentar no Brasil, ocorrida nas ultimas décadas, tem atraido
a atencdo dos oOrgdos reguladores e da comunidade cientifica, pois a substituicdo de
alimentos in natura por alimentos processados vem contribuindo de forma contundente
para o empobrecimento da dieta brasileira (SANDHI et. al., 2005). No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é responsavel pelo processo de registro de
aditivos, pesticidas e drogas veterinarias e pela conducdo de avaliacdo do risco da

exposicdo humana a estas substancias e a contaminantes em alimentos (BRASIL, 2016).



Alimentos embutidos e enlatados apresentam conservantes para a manutencdo das
caracteristicas sensoriais do produto, como a cor mais aproximada da carne original, além
de uma vida de prateleira maior, tornando o produto mais atraente. Diversos aditivos
podem ser utilizados para a conservacgdo dos alimentos, como o &cido sérbico, carbonato
de calcio, benzoato de sodio, nitritos e nitratos (BRASIL, 2001).

O emprego de sais de nitrito e nitrato de sodio ou potassio em produtos embutidos
de carne sdo os mais comuns, tendo por finalidade manter a cor, sabor e aroma dos
produtos, além de atuar como agentes antimicrobianos e antioxidantes (TERRA; FRIES;
TERRA 2004). Entretanto, o uso desses compostos € questionavel devido ao seu efeito
prejudicial a saide humana quando utilizado em grandes quantidades ou a longo prazo,
podendo acarretar sérios riscos a saude humana, pela possibilidade de manifestacfes de
efeitos toxicos agudos e cronicos (MODENA; MEIRELLES; ARAUJO, 2008).

O nitrito € mais téxico do gue o nitrato, tendo como principais sintomas a indugéo
da formagdo da hemoglobina em metahemoglobina (impedindo que a hemoglobina
exerca a fungdo normal de transportar oxigénio), vasodilatacdo e relaxamento da
musculatura lisa. Em doses inferiores observa-se, como sintomas principais, a
vermelhiddo da face e das extremidades do corpo, desconforto gastrointestinal e cefaleia
(WILLETT, 2003; OLIVEIRA; ARAUJO; BORGO, 2005).

A principal preocupagéo do uso de nitritos e nitratos em alimentos é decorrente dos
efeitos tdxicos por excesso na dieta e pela formacdo enddgena de composto n-nitrosos
como a n-nitrosodimetilamina e monometilnitrosamina, que apresentam efeitos
carcin6genos, teratogénicos e mutagénicos (MARTINS; MIDIO, 2000; SUGIMURA;
WAKABAYASHI, 2003).

3.5 Antimicrobianos naturais

A conservacdo dos alimentos consiste em inibir a agdo microbiologica assegurando
as caracteristicas de seu estado original, como os caracteres organolépticos, constituintes
quimicos e valor nutricional (EVANGELISTA, 2008). A escolha do conservante depende
de vérios fatores como as propriedades fisicas e quimicas do alimento, os agentes
contaminantes como as leveduras, bolores e bactérias, e as condi¢Ges de armazenamento.
O conservador deve ser avaliado em funcdo de sua agdo contra tipos especificos de
microrganismos, toxicidade, solubilidade, economicidade e sabor proprio (GAVA,;
SILVA; FRIAS, 2008).



Os agentes antimicrobianos representam substancias quimicas produzidas por
microrganismos ou de forma sintética com capacidade de inibir o crescimento de outros
microrganismos (ROSSI; ANDREAZZI, 2005). As plantas aromaéticas e condimentos, ou
ainda as chamadas especiarias, usadas em alimentos com fins aromatizantes, a partir da
identificacdo de sua atividade antimicrobiana, podem ser utilizadas como conservantes
de alimentos (KRUGER, 2006).

O uso de 6leos essenciais de especiarias como agentes antimicrobianos naturais em
produtos alimenticios pode ser considerado um adicional determinante para aumentar a
seguranca e a vida de prateleira dos alimentos (EBRAHIMI, 2008).

A atuacdo dos Gleos essenciais como antimicrobianos naturais se deve a danos
causados na membrana celular pelos componentes lipofilicos do 6éleo essencial,
modificando a sua estrutura e destruindo a sua integridade, o que acaba por afetar a
manutencdo do pH celular e o equilibrio de ions inorganicos (SHYLAJA; PETER, 2004).

Os 0Oleos essenciais alteram a permeabilidade da membrana citoplasmética para ions
de hidrogénio e potassio, provocando a interrup¢do dos processos vitais da célula, como
por exemplo, o transporte de elétrons, translocacdo de proteinas, fosforilacdo e outras
reacOes que dependem de enzimas, resultando na perda do controle quimiosmotico da
celula afetada, causando a morte bacteriana (DORMAN; DEANS, 2000).

Durante um estudo sobre a influéncia do carvacrol, que é um composto ativo
presente em muitos Oleos essenciais e extratos vegetais, sobre 0s parametros
bioenergéticos em células vegetativas de Bacillus cereus, verificou-se que este composto
reduziu significativamente o pool de ATP intracelular, sendo associado a uma mudanca
no potencial de membrana, devido a um aumento da permeabilidade da membrana a
prétons e ions K+, o que levou a desestabilizacdo de processos essenciais da célula e
finalmente a morte celular (GALLUCCI et al., 2006).

A atividade antimicrobiana do carvacrol € devido a presenca do grupamento
hidroxila e de um sistema de elétrons localizados em sua molécula. Este age como um
trocador de céations, reduzindo o gradiente de prétons e consequentemente o pH da célula,
causando um colapso na forca proton-motriz. Como consequéncia, se tem menos sintese
de ATP, levando a morte celular (ULTEE; BENNIK; MOEZLAAR, 2002).

Com isso, é possivel se verificar que grande parte dos condimentos possuem

propriedades antimicrobianas ativas, e mesmo quando utilizados em concentragdes



moderadas, além de realcar o sabor, cheiro e coloracdo do alimento, pode aumentar a
vida-de-prateleira do produto (TRAJANO et al., 2009).

3.6 Especiarias e 6leos essenciais

Segundo a legislacdo vigente no Brasil, 0 Regulamento Técnico para Especiarias,
Temperos e Molhos define especiarias como “produtos constituidos por partes (raizes,
rizomas, bulbos, cascas, folhas, flores, frutos, sementes, talos) de uma ou mais espécies
vegetais, tradicionalmente utilizadas para agregar sabor ou aroma aos alimentos e
bebidas” (BRASIL, 2005).

Os condimentos e especiarias foram amplamente utilizados por civilizagdes antigas
para melhorar a palatabilidade de alimentos e bebidas. Os egipcios aproveitavam também
as caracteristicas preservativas destes temperos, utilizavando 6leos essenciais de cravo,
canela e cassia para a mumificacdo de seus mortos. A utilizacdo de substancias naturais,
de origem vegetal, torna o alimento mais atrativo ao consumidor por ndo apresentarem
efeito tdxico, mesmo quando empregadas em concentracdes relativamente elevadas
(POZZATTI et al., 2009).

Por causa da toxicidade, a legislacdo vem exigido cada vez mais a diminui¢do da
quantidade de alguns compostos quimicos nos alimentos, assim como alternativas de
produtos naturais para a comercializacdo como conservantes. No ambito alimentar,
especiarias vem sendo utilizadas desde a antiguidade no Oriente afim de promover
coloracdo, cheiro e sabor a alimentos e bebidas, ou mascarar propriedades indesejadas em
produtos carneos, pois nao existia um método eficiente de conservacao (KOTZEKIDOU;
GIANNAKIDIS; BOULAMATSIS, 2008).

O estudo em busca de compostos antimicrobianos naturais tem se intensificado com
0 proposito de serem aplicados na conservacao de alimentos (BURT, 2004). Uma boa
proposta como conservante natural de alimentos sdo os 0leos essenciais extraidos de
plantas, por sua diversidade de compostos antimicrobianos e por ndo apresentarem riscos
a saude dos consumidores (TRAJANO et al., 2009).

Os 0leos essenciais (OE) estdo presentes nas plantas como um produto natural e séo
definidos como parte do metabolismo vegetal composto, geralmente, por terpenos que
estdo associados ou ndo a outros componentes, cuja maioria, sendo volateis, geram o odor
do vegetal (BANDONI; CZEPAK, 2008). Estes compostos sdo constituidos, geralmente,

por hidrocarbonetos terpénicos, alcoois, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos,
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perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, até compostos como enxofre
(SIMOES et al., 2007; BAKKALI et al., 2008).

As atividades bioldgicas antimicrobianas dos éleos essenciais estdo diretamente
correlacionadas com a presenca de constituintes da planta com propriedades bioldgicas
ativas (POZZATTI et al., 2009). Apesar de comprovado o potencial e efeito
antimicrobiano de diversos OE contra uma vasta gama de microrganismos ao longo dos
anos, o0 seu mecanismo de acdo ainda nao estd completamente elucidado (BURT, 2004;
LIMA et al., 2006).

3.7 Linguica de peixe

Segundo o regulamento técnico de identidade e qualidade (BRASIL, 2000) linguica
¢ definida, como “produto cérneo industrializado, obtido de carnes de animais de
acougue, adicionado ou ndo de tecido adiposo, ingredientes, embutido em envoltério
natural ou artificial, e submetido ao processo tecnoldgico adequado”. Ainda segundo este
regulamento, as linguicas frescais caracterizam-se por apresentar teores maximos de 70%
de umidade, 30% de gordura e 0,1% de célcio (em base seca), e um teor minimo de 12%
de proteina.

As linguigas constituem os derivados carneos fabricados em maior quantidade no
Brasil, uma vez que para a sua elaboracdo ndo é exigida tecnologia sofisticada, sendo
utilizados poucos e baratos equipamentos. Por este motivo, as pequenas agroindustrias
geralmente iniciam suas atividades com a fabricacdo de linguicas (BROMBERG, 2002).

Considerando que a demanda de produtos alimenticios esta sendo cada vez maior,
principalmente para aqueles com proteina de alto valor nutricional e valor tecnolédgico
agregado, a formulacdo de produtos a base de pescado, como a producéo de embutidos,
utilizando-se espécies de baixo valor comercial ou dos subprodutos de sua
industrializacdo, tem se tornado uma alternativa promissora, afim de agregar valor ao
produto (VAZ, 2005).

Ultimamente as empresas produtoras de embutidos tem apresentado significativa
expansdo e alta competitividade, uma vez que o consumo de produtos carneos como
salsichas, linguicas, mortadelas, salames e outros, tem se tornado parte do habito
alimentar da maioria dos consumidores brasileiros (MELO FILHO; GUERRA, 1998).

Segundo Moreira (2005), um dos produtos que contribui para essa diversificacao €

0 embutido emulsionado de pescado. Como qualquer outra forma de processamento, visa
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melhorar as caracteristicas do produto final, tendo como principal vantagem o
aproveitamento maior da carne do pescado. Além disso, facilita o transporte e
armazenamento, tornando possivel que regides distantes dos centros produtores tenham
acesso a proteina de elevado valor nutricional.

Apesar da alta incidéncia de patdgenos, os embutidos frescais sdo geralmente
seguros, pois passam por tratamento térmico antes do consumo. Entretanto, as
toxinfeccOes alimentares podem ocorrer pelo consumo do produto insuficientemente
cozido ou contaminado ap6s o cozimento, aléem do que, 0os microrganismos podem
consumir determinados nutrientes presentes no pescado durante o seu desenvolvimento.
Neste sentido, o risco do cozimento ser inadequado ou insuficiente pode existir em
qualquer produto carneo, o que é evidenciado pela incidéncia de toxinfecgdes causadas
por microrganismos patogénicos tais como Salmonella sp e Escherichia coli em produtos
geralmente considerados seguros, como salsichas e hamburgueres (BASTOS, 2008).

A preocupacdo com uma alimentagdo mais saudavel, menos calérica e com
componentes funcionais motivou o estudo realizado por Cardoso, Mendes e Nunes (2008)
0s quais elaboraram uma linguica substituindo parte da carne de porco por pescado, além
de adicionar diferentes quantidades de fibra dietética. Os autores verificaram que foi
possivel produzir uma linguica de peixe com baixo teor de gordura com textura e cor
similares as linguigas suinas tradicionais. Diversos autores também desenvolveram
estudos sobre a elaboracdo de linguica a base de pescado, como Oksuz et al. (2008),
Lopez-Caballero et al. (2005), Raju, Shamasundar e Udupa (2003).

3.8 Microrganismos deteriorantes e patogénicos em embutidos

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as Doencas Veiculadas por
Alimentos (DVA) abrangem enfermidades do mais amplo espectro e, além de ser um
problema crescente de saude publica em todo o mundo, séo resultado da ingestdo de
alimentos contaminados por microrganismos patogénicos, toxinas de microrganismos,
parasitas, substancias quimicas, objetos lesivos ou que contenham em sua constituicdo
estruturas naturalmente toxicas (BRASIL, 2015).

Essa contaminacdo pode ocorrer em qualquer fase do processo de producéo até o
consumo, principalmente através do meio ambiente, incluindo a poluicdo da agua, solo
ou ar (BRASIL, 2004). A ocorréncia de DVA vem aumentando de modo significativo em

nivel mundial. Varios sdo os fatores que contribuem para a emergéncia dessas doencas,
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entre 0s quais destacam-se: o crescente aumento das populacgdes; a existéncia de grupos
populacionais vulneraveis ou mais expostos; o processo de urbanizacdo desordenado e a
necessidade de producdo de alimentos em grande escala. Contribui, ainda, o deficiente
controle dos 6rgdos publicos e privados quanto a qualidade dos alimentos ofertados as
populacdes (BRASIL, 2010a).

O pescado vivo apresenta contaminacdo bacteriana principalmente na pele,
branquias e escamas, passando aos demais tecidos apos a morte do animal. Desta forma,
a manipulacéo indevida e a ndo utilizacdo de medidas higiénicas durante o transporte,
manuseio e conservacao podem facilitar o desenvolvimento dos patdgenos, presentes no
proprio pescado ou provenientes do ambiente (FAO, 2010).

As bactérias patogénicas presentes no pescado podem ser divididas em dois grupos:
bactérias do meio ambiente e as bactérias oriundas de contaminacdo. As bactérias do meio
ambiente sdo Bacillus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Aeromonas sp. e
Listeria sp. J& as bactérias provenientes de contaminacdo sdo Staphylococcus aureus,
Salmonella sp., Escherichia coli e Shigella (Costa, 2006).

O género Vibrio é formando por 130 espécies, sendo que em torno de 11 delas séo
reconhecidamente patogénicas para humanos (DSMZ, 2015). Sao pertencentes a familia
Vibrionaceae, definidos, morfologicamente, como bacilos ndo esporogénicos, finos ou
com uma Unica curvatura rigida. S8o méveis e muitos tém um nico flagelo polar quando
se desenvolvem em meio liquido (SHINOZAKI-MENDES et al., 2005; REBOUCAS,
2008; SANTIAGO et al., 2013).

Os vibrios sdo considerados 0s microrganismos mais importantes na aquicultura,
pois podem atingir diversos organismos aquaticos, como peixes, crustaceos e moluscos
(VANDENBERGHE et al., 2003). Dentre as principais doencas causadas por estes
patdgenos, destacam-se as manifestacbes gastrointestinais e extraintestinais, estas
caracterizadas por infeccdo cutanea e otites, especialmente em manipuladores de
alimentos, profissionais do ramo da pesca e mergulhadores (THOMPSON; IIDA;
SWINGS, 2004; YENG; BOOR, 2004).

O género Listeria compreende nove espécies diferentes, no entanto, somente sdo
consideradas patogénicas para humanos e animais as espécies Listeria monocytogenes e
Listeria ivanovii (BERTSCH et al., 2013; LANG; NEUHAUS; SCHERER., 2013;
PAGADALA et al., 2012). Listeria monocytogenes representa uma preocupacao

constante para as industrias de alimentos e 6rgédos oficiais de regulamentacdo, pois esta
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espécie possui habilidade de sobreviver em condicdes adversas e tem capacidade para
crescer em temperaturas de refrigeracdo, resistir ao congelamento e diversos
antimicrobianos, tornando-se um dos microrganismos de grande importancia entre os
patogenos veiculados por alimentos, por meio do consumo de pescados (GANDHI;
CHIKINDAS, 2007; GONCALVES, 2011).

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, séo Gram negativas,
geralmente moveis, ndo formadoras de esporos, anaerObias facultativas, catalase
positivas, oxidase negativas, desenvolvendo-se no intervalo de temperatura entre 5°C e
47°C, porém, apresentam crescimento Otimo na faixa de 35°C a 37°C (FRANCO;
LANDGRAF, 2003). Este género é composto por duas espécies Salmonella enterica, com
seis subespécies e Salmonella bongori (BHOWMICK et al., 2011). Ressalta-se que
existem mais de 2.500 sorovares considerados patdgenos potenciais a animais e humanos
(NORHANA et al., 2010).

A salmonelose é uma das principais zoonoses para a satde publica em todo 0 mundo
(LOURENGCO; REIS; VALLS, 2004), exteriorizando-se pelas suas caracteristicas de
endemicidade, alta morbidade e, sobretudo, pela dificuldade da adocdo de medida no seu
controle (GUERIN; VOLD; VILTSLAND, 2005). Devido a Salmonella encontrar-se
cada vez mais envolvida em surtos de DVA, com efetiva participa¢do do pescado, alem
da importancia das medidas preventivas para evitar o risco de infeccdo da salmonelose na
populacdo humana, o controle desta doenca é de grande interesse para a economia dos
paises em que ocorrem esses surtos (SHINOHARA et al., 2008).

Sthaphylococcus esta presente nas cavidades orofaringea e nasal, nas maos, unhas,
cabelos, pelos, além da pele e podem ser facilmente transmitidos aos alimentos se ndo
forem adotadas praticas adequadas de higiene (WERTHEIM et al., 2005). Os
manipuladores de alimento estdo associados a 24% de todos os casos de enfermidades
veiculadas por alimentos em paises desenvolvidos, destacando-se dentre as bactérias
envolvidas S. aureus (ARIAS-ECHANDI, 2000).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2013, no
Brasil, S. aureus foi o segundo microrganismo mais relacionado a casos de surtos
registrados entre os anos de 2000 e 2013. Foram 759 casos registrados, estando atras
somente da Salmonella spp., com 1522 casos registrados. A enterotoxina estafilococica é

termoestavel e estd presente no alimento mesmo ap6s 0 cozimento, possibilitando desta
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forma, a instalacdo de um quadro de intoxicacdo de origem alimentar (GARCIA-
LAZARO et al., 2010).

Escherichia coli € uma espécie bacteriana pertencente a familia Enterobacteriaceae.
Sdo microrganismos Gram negativos, em forma de bastonetes, nao esporulados e moveis,
com presenca de flagelos peritriquios. Possuem metabolismo respiratdrio e fermentativo,
pois sdo anaerdbios facultativos, com temperatura 6tima de crescimento a 37°C. A sua
presenca em alimentos deve ser avaliado por indicar contaminag&o microbiana de origem
fecal, portanto condicdes higiénicas insatisfatorias, e eventual presenca de
enteropatdgenos (SCHEUTZ; STROCKBINE, 2005).

Escherichia coli ndo € um habitante natural da microbiota de peixes, porém tem
sido isolada com frequéncia no intestino desses animais, pois ambientes aquaticos
contaminados podem transmitir o microrganismo (GUZMAN et al., 2004). Barbosa et al.,
(2014), analisando agua e peixes de pesque pagues da Microbacia de Coérrego Rico,
Jaboticabal (SP) no Brasil, encontrou 115 estirpes de E. coli, entre as quais foram
encontrados diversos sorogrupos como a EPEC (E. coli enteropatogénica) e EIEC (E. coli

enteroinvasiva).

3.9 Andlises fisico-quimicas

O conhecimento da composicdo e das propriedades dos diversos componentes
nitrogenados é de grande importancia, ja que as caracteristicas proprias dos musculos
dependem, majoritariamente, da concentracdo e da propor¢do. A maior parte dos
elementos nitrogenados do pescado constituem-se das proteinas (ORDONEZ, 2005). De
acordo com sua solubilidade, as proteinas sdo divididas em sarcoplasmaticas,
miofibrilares e insoltveis ou do estroma (PEREDA et al., 2005).

Os lipideos exercem importante papel como fonte energética, constituinte de
membranas celulares, nutrientes essenciais (&cidos graxos essenciais, vitaminas
lipossolUveis, entre outras), substéncias controladas de metabolismo, substancias
isolantes (manutengdo de temperatura, isolante de calor), protetor contra danos mecéanicos
externos (SOUZA et al., 2007).

Dependendo da época do ano, da dieta, temperatura, salinidade, espécie, sexo e da
parte do corpo analisada o teor de lipidios no pescado pode sofrer variagGes significativas.

As variagdes lipidicas entre individuos da mesma espécie também sdo bastante
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acentuadas. Por isso, existe tanto esforco para distinguir diferentes categorias de pescado
em relacéo ao seu contetido de gordura (ORDONEZ, 2005).

Comparado com a carne bovina, 0 pescado apresenta, de maneira geral, muito mais
gordura insaturada e com maior contetdo de &cidos graxos poliinsaturados (PUFAS),
caracterizando assim, um alimento muito mais saudavel do ponto de vista nutritivo em
relagdo aos niveis de colesterol sérico e de eicosandides dos consumidores. Os pescados
marinhos sdo conhecidos ainda como possuidores de maior teor de lipidios do tipo omega-
3, muito importante para a dieta humana (ROSA; FERRANDIN; SOUSA, 2012).

O pescado, principalmente marinho, também é uma boa fonte de iodo, calcio,
fésforo, sodio, potassio e magnésio. Em relagdo ao contetido mineral, encontra-se entre
0,6 a 2,0% do total da composicéo quimica e pode ser influenciado, principalmente, pela
qualidade da 4gua do ambiente e por seu estado nutricional (OLIVEIRA FILHO, 2009).

3.10 Analise sensorial

Além do valor nutritivo de um alimento, ele deve produzir satisfacéo e ser agradavel
ao consumidor, resultado do equilibrio de diferentes parametros de qualidade sensorial.
No desenvolvimento de um produto € imprescindivel otimizar parametros, como forma,
cor, aparéncia, aroma, sabor, textura, consisténcia e a interacdo dos diferentes
componentes, com a finalidade de alcancar um equilibrio integral que se traduza em uma
excelente qualidade e que seja de boa aceitabilidade (ANGELINI, 2010).

A andlise sensorial é uma ciéncia que estuda as percepcdes, sensacdes e reacdes do
consumidor sobre caracteristicas dos produtos, incluindo sua aceitacdo ou rejeicdo. A
qualidade sensorial diz respeito ao resultado da interacdo entre um determinado alimento
e 0 homem, ndo sendo uma caracteristica do propria alimento (MINIM, 2006).

A anélise sensorial é definida pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT,1993) como a disciplina cientifica usada para evocar, medir, analisar e interpretar
reacOes das caracteristicas dos alimentos e materiais como s@o percebidas pelos sentidos
da visdo, olfato, gosto, tato e audicéo.

Correia et al. (2001) investigaram a aceitabilidade de linguicas preparadas a partir
da associacdo de trés ingredientes carneos: camardo (Penaeus vannamei) e peixe (Balistes
carolinensis), camardo e bacon, camardo, bacon e peixe. Todas as formulagdes

apresentaram aceitabilidade satisfatoria, sendo a formulagéo obtida a partir de camaréo e
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bacon a preferida pelos avaliadores, com preferéncia de 56% em relacdo as demais
formulagoes.

Bispo et al. (2004), estudando o aproveitamento do bivalve Anomalocardia
brasiliana na producéo de linguica, verificaram que o indice de aceitacdo do produto
variou entre 78 e 87% para todos os atributos avaliados, especialmente em relacdo ao
sabor e a textura.

Vaz (2005) desenvolveu uma linguica de tilapia (Oreochromis niloticus) utilizando
quantidades variadas de gordura vegetal hidrogenada e surimi. O produto obteve 6tima
aceitacdo sensorial, com indice de aceitacdo de, aproximadamente, 80%.

Ribeiro et al. (2008) formularam uma linguica a partir de peixe-voador
(Cheilopogon cyanopterus) e verificando sua aceitabilidade, concluiram que de maneira
geral, o produto obteve boa aceitacdo sensorial e os provadores destacaram o sabor e 0
aroma agradaveis.

A resposta positiva ou negativa do consumidor em relacéo aos testes de aceitacéo e
intencdo de compra visam complementar a elaboracdo de um produto, fornecendo
informacdes que podem aumentar ou diminuir a intencdo de compra deste mesmo antes
dele ser experimentado (NORONHA, 2003).

A importéncia da analise sensorial esta ligada ndo s6 a manutencdo da qualidade
mas também ao desenvolvimento de novos produtos que, segundo Minozzo (2005),
proporciona subsidios para adaptacdes de novas tecnologias e melhor aproveitamento no
uso de matérias primas para a producdo de um novo alimento, acarretando assim, no
crescimento no setor da industria alimenticia e da grande area da Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos.
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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE OLEOS ESSENCIAIS DE DIFERENTES
ESPECIARIAS FRENTE A MICRORGANISMOS PATOGENICOS E
DETERIORANTES

Paulo Sérgio Pedroso COSTA ]fJNIORL Norma Suely EVANGELISTA-BARRETO?,
Brenda Borges VIEIRA3

RESUMO

Antimicrobianos naturais sao alternativas eficazes e econdmicas, pois sao obtidos a
partir das plantas aromaticas e especiarias ricas em 6leos essenciais caracterizados por
uma notavel atividade antimicrobiana, e por esta razdo, seus produtos derivados podem
ser usados para retardar ou inibir a multiplicagdo microbiana. O objetivo deste estudo
foi avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de cravo, louro, manjericdo,
noz moscada e orégano frente a seis bactérias patogénicas e deteriorantes por meio da
técnica de difusao em pogos, determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracao Bactericida Minima (CBM). O 6leo essencial de orégano evidenciou forte
atividade antibacteriana (CIM 50 - 800 pg/mL), seguido do cravo (CIM 800 - 3200
pg/mL), com atividade moderada para todos os microrganismos. Os outros O6leos
apresentaram baixa agdo (CIM 400 - 3200 pg/mL), ndo apresentando atividade sobre
todos as bactérias. Desta forma os 6leos essenciais de cravo e orégano apresentaram
melhor atividade antibacteriana e assim se apresentam como 6leos favoraveis para a
aplicacdo em alimentos.

PALAVRAS-CHAVE: Potencial antimicrobiano, Especiarias, Plantas medicinais

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF OILS ESSENTIAL FROM DIFFERENT SPICES FACE
TO PATHOGENIC MICROORGANISMS AND SPOILAGE

ABSTRACT

Natural antimicrobials are effective and economical alternative, as they are obtained
from herbs and spices rich in essential oils characterized by a remarkable antimicrobial
activity, and for this reason, their derivatives can be used to retard or inhibit microbial
growth. The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of essential oils
of clove, bay leaf, basil, nutmeg and oregano against six pathogenic and spoilage bacteria
by diffusion technique in wells, determination of Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC). The essential oil of oregano
showed strong antibacterial activity (MIC 50-800 ng/ml), followed by clove (CIM 800-
3200 pg/ml), with moderate activity for all microorganisms. Other oils had low action
(CIM 400-3200pg/ml), showing no activity against all bacteria. Thus the essential oil of
clove and oregano showed the best antibacterial activity and so are presented as
favorable oils for use in food.

KEYWORDS: Antimicrobial potential, Spices, Medicinal plants.
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INTRODUCAO

A International Standard Organization (ISO) define 6leos essenciais como misturas
complexas caracterizadas quimicamente como compostos de baixo peso molecular,
sendo em sua maioria, altamente volateis, capazes de gerar sabores e/ou aromas. Sdo
extraidos de parte de plantas medicinais e especiarias, como casca, caule, flores, frutas,
ou de plantas inteiras. Grande parte das propriedades farmacéuticas descritas para
plantas medicinais se da por causa dos 6leos essenciais (TROMBETTA et al., 2005).

Os Oleos essenciais sdo, de maneira geral, compostos de hidrocarbonetos
terpénicos, alcoois simples, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, acidos organicos, entre
outros, encontrados em todo tecido vivo de plantas em diferentes concentra¢des nas
diferentes partes vegetais, nos quais, possuem um composto farmacologicamente ativo
e majoritario e, mesmo que apresentem compostos iguais qualitativamente, diferencas
quantitativas fazem com que aquele 6leo tenha propriedades quimicas e bioldgicas
diferentes entre si (FARMACOPEIA ITALIANA,1998; EDRIS, 2007).

Extratos e 6leos de plantas ha muito tempo tém servido como base para diversas
aplicagdes na medicina popular. Isto serviu de base para diversas investigacdes
cientificas, com nos experimentos que resultaram na confirmacdo da atividade
antimicrobiana dos Oleos essenciais (REHDER et al, 2004, NUNES et al., 2006;
ALMEIDA et al., 2006; ARRUDA et al., 2006).

Os 6leos essenciais vem sendo utilizados ha séculos na fabricacdo de cosméticos e
perfumarias e, farmacologicamente, com fins medicinais, o que tem estimulado a
procura por substancias biologicamente ativas e eficazes, especialmente frete a
microrganismos. Outro aspecto importante é que, por se tratar de um produto natural e
biodegradavel de baixa toxidade aos mamiferos, e por atuarem sobre varias moléculas-
alvo, ao compara-los com farmacos industrializados, percebe-se que seu estudo é de
grande importancia para descoberta de novos compostos ativos presentes nos 6leos
essenciais (FIGUEIREDO et al., 2008).

Estudos mostram que a atividade bacteriostética e/ ou bactericida do 6leo essencial
se d4 devido a compostos terpendides presentes em sua composicdo. Porém, sua
composicdo e atividade pode ser alterada por diversos fatores, desde o modo de
extracdo, até aspectos da propria planta e do ambiente em que ela esta inserida (BURT,

2004; SILVA et al., 2011).
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Acredita-se que a maioria dos mecanismos de agdo dos dleos essenciais exerce
efeito antimicrobiano na estrutura da parede celular bacteriana, desnaturando e
coagulando as proteinas. Os 6leos essenciais alteram a permeabilidade da membrana
citoplasmatica para fons de hidrogénio e potédssio, provocando a interrupcdo dos
processos vitais da célula, como por exemplo, o transporte de elétrons, translocacao de
proteinas, fosforilacdo e outras reacdes que dependem de enzimas, resultando na perda
do controle quimiosmético da célula afetada, causando a morte bacteriana (DORMAN;
DEANS, 2000). Diante disto, este trabalho teve como objetivo principal avaliar o
potencial antimicrobiano de o6leos essenciais frente a diferentes patogenos de

importancia alimentar.

MATERIAL E METODOS
Microrganismos

Para a realizacdo desse estudo foram utilizadas seis bactérias patogénicas, sendo
trés bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, Salmonella e Vibrio cholera) e trés bactérias
Grame-positivas (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Bacillus cereus). Todos os
microrganismos fazem parte do acervo de culturas do Laboratério de Microbiologia de
Alimentos e Ambiental - LABMAA, no Nucleo de Estudos em Pesca e Aquicultura -
NEPA.

Oleos essenciais
Foram utilizados os 6leos essenciais de louro, cravo, manjericdo, noz moscada e
orégano, obtidos comercialmente da empresa Terra Flor Aromaterapia, Chapada dos

Veadeiros, Alto Paraiso - GO.

Teste de suscetibilidade in vitro

A atividade antibacteriana de cada 6leo essencial foi testada por meio da técnica
de difusdo em pogos de acordo com o protocolo M7-A6 do “National Committee for
Clinical Laboratory Standard” (NCCLS, 2003), adaptado para produtos naturais.

A partir do crescimento bacteriano de 18 a 24 horas, foram inoculadas trés a cinco
colonias em 5mL de solugdo salina a 0,85%, com auxilio de alca bacterioldgica,

previamente flambada. A suspensdo obtida teve a densidade otica lida em
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espectrofotometro no comprimento de onda de 625 nm no intervalo de 0,08 a 0,10 (108
UFC/mL), correspondendo a 0,5 da escala de McFarland.

Com o auxilio de swab estéril, a suspensao foi semeada na superficie de uma placa
de 4gar Miiller-Hinton até a obtengdo de um esfregaco uniforme. Apés a secagem do
inéculo, foram feitos furos no meio de cultivo de 6 mm de didmetro, e inoculados com
10 pL de cada 6leo essencial. As leituras foram realizadas apds 24 e 48 horas de incubacao
a 35 °C, por meio da medicao dos halos de inibicdo de crescimento bacteriano em
milimetros de didmetro. Como controles foram utilizados disco de cloranfenicol (30 pg-

Laborclin) (controle positivo) e glicerol estéreo (controle negativo).

Determinaciao da Concentrac¢ao Inibitéria Minima (CIM)

Para a diluigdo dos 6leos essenciais foi pesado 1 g de cada ¢leo, diluindo-o em
metanol até que atingisse a concentracdo de 640 mg/ml! (Solucao I). A seguir, realizou-
se a diluicdo 1:100 em Caldo Muller-Hinton, obtendo-se a concentracdo de 6400 pg/ml-
(Solugao II) (NCCLS, 2003). Com base no documento M7-A6 do NCCLS (NCCLS, 2003),
a determinacdo da concentragdo inibitéria minima consistiu-se na distribuicao de 200pL
de Caldo Muller-Hinton em pogos de uma placa de microtitulagdo; posteriormente,
200pL da Solugao II foram adicionados ao primeiro poco e, apés homogeneizagdo,
transferiu-se para o segundo e assim sucessivamente, sendo obtidas as concentragdes
finais de: 3200, 1600, 800, 400, 200, 100, 50 e 25 pg/mL1.

A preparacdo do indculo consistiu em preparar uma suspensao bacteriana em
solucdo salina 0,85% com turvagdo equivalente a 0,5 da Escala Mac Farland (1x108
UFC/mL). A seguir, a suspensao foi diluida a 1:100 em caldo Muller-Hinton, obtendo-
se a concentracdo de 1x10¢ UFC/mL do indculo. Desta suspensao, foi depositado 10ul
(1x10* UFC/mL) em cada pogo ja adicionado dos 6leos essenciais. As microplacas foram
incubadas a 35 °C por 24 h em estufa bacterioldgica em condigdes de aerobiose.

A determinacdo das CIM consistiu em examinar a placa, registrando-se a menor
concentragdo do 6leo essencial capaz de causar inibigao total do crescimento bacteriano.
Para a leitura do ensaio foi utilizado o método colorimétrico, que consistiu na adi¢do de
20 pL do corante resazurina sédica (Sigma - Aldrich) na concentracao de 0,01% (p/v)
em todos os pogos da placa, reconhecido como um indicador colorimétrico de 6xido-

reducao (PALOMINO et al., 2002; BURT; REINDERS, 2003).
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A mudanga na coloragdo do azul para rosa indicou crescimento microbiano,
demonstrando que, nessa concentracdo, o 6leo nao foi capaz de inibir o crescimento
bacteriano. Considerou-se como CIM, a menor concentragao do 6leo essencial capaz de
inibir o crescimento das bactérias testadas, verificado pela permanéncia da coloracdo

azul do corante (COSTA, 2009). Estes ensaios foram realizados em triplicata.

Determinacao da Concentragao Bactericida Minima (CBM)

Para a determinacdo da CBM foram retirados 10ulL das trés dltimas concentragdes
do 6leo com as cepas bacterianas da placa de microtitulacdo com auséncia de
crescimento, e foram semeadas em placa de Petri contendo agar Muller-Hinton. Apés 24
h de incubagao a 35 °C foi realizada a leitura das placas. Foi considerada bactericida a
concentracdo do 6leo que ndo permitiu a reativacdo do microrganismo em meio isento
de Oleo essencial. Para os microrganismos que apresentaram crescimento, foi
considerado que o 6leo apresentava agdo bacteriostatica. Esses ensaios também foram

realizados em triplicatas (SANTURIO et al., 2007).

RESULTADOS
Teste de Suscetibilidade in vitro

A Tabela 1 evidencia os resultados do teste de suscetibilidade antimicrobiana dos
6leos essenciais frente aos microrganismos selecionados para este estudo. Os 6leos
essenciais de cravo e orégano apresentaram maior espectro de inibicdo, sendo o 6leo de
orégano o mais eficiente, apresentando forte grau de inibicdo para todos os
microrganismos testados, com valores de halos variando de 22,35 a 48,3 mm de
diametro.

O 6leo de cravo apresentou atividade antimicrobiana sobre a maioria das bactérias
testadas, com excecdo da bactéria Listeria monocytogenes. O grau de inibigao variou entre
fraco, moderado e forte, tendo maior agdo frente a bactérias Gram-negativas.

Apesar do fraco grau de inibicao, os 6leos de manjericdo, noz moscada e louro
demonstraram atividade antimicrobiana para pelo menos uma das bactérias testadas
(Tabela 1), sendo as cepas de V. cholerae e B. cereus as mais susceptiveis a acdo dos 6leos

essenciais.
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Tabela 1. Teste de suscetibilidade dos 6leos essenciais para bactérias Gram-negativas
(Vibrio cholerae, Salmonella Enteretidis e Escherichia coli) e Gram-positivas (Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus) apos 24 horas de incubagao.

Oleos essenciais Controle
Micro- Orégano Cravo Manjericao Noz Louro CLO
. moscada
orgamsmos
Didmetro dos halos em mm
V. cholerae 46,22 31,19 NI 12,62 11,26 22,90
S. Enteretidis 35,13 13,89 NI NI NI 19,36
E. coli 31,90 17,47 NI NI NI 29,89
L. monocytogenes 7 85 NI NI NI NI 24,14
S. aureus 22,35 11,35 NI NI NI 27,32
B. cereus 48,30 18,47 10,86 11,21 NI 30,72

*NI. Valores < 10 mm ndo houve inibicdo; Graus de inibi¢do: 10-13,9 mm: fraco; 14-18 mm:
moderado; > 18 mm: forte (CAROVIC-STANKO, 2010); CLO: Cloranfenicol

Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)

A Tabela 2 apresenta os resultados do ensaio da CIM dos 6leos essenciais.
Semelhante ao observado no teste de suscetibilidade com os discos, o 6leo essencial de
orégano (OEO) foi o 6leo essencial que apresentou melhor a¢do inibitéria. Como pode
ser observado, a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento microbiano foi de 50
pg/mL, atuando em duas das trés bactérias Gram-positivas testadas.

O 6leo essencial de cravo inibiu todos os seis microrganismos avaliados, com CIM
variando de 800 ng/mL (L. monocytogenes e V. cholerae) a 3200 pg/mL (B. cereus). As
concentragdes necessarias para inibir o crescimento microbiano foram maiores quando
comparadas ao 6leo de orégano para todos os microrganismos.

A bactéria Gram-positiva L. monocytogenes demonstrou maior sensibilidade,
necessitando de baixas concentracdes dos 6leos essenciais para ser inibida. Esta bactéria
foi a tnica que teve crescimento inibido na presenga de todos os o6leos testados.
Escherichia coli se mostrou sensivel na presenca de trés dos cinco 6leos testados, mesmo
que necessitando de concentragdes 3200ug/mL para a sua inibigdo.

Os demais 6leos testados apresentaram atividade antimicrobiana em pelo menos

um dos microrganismos testados.
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Tabela 2. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos 6leos essenciais de orégano, cravo,
manjericao, noz moscada e louro encontrada para bactérias Gram-negativas (V. cholerae,
S. Enteretidis e E. coli) e Gram-positivas (L. monocytogenes, S. aureus e B. cereus).

Oleos Essenciais (ug/mL) Sem
Micro- adicao
. Noz CLO
0rganismo Orégano Cravo Manjericao Louro do
Moscada 51

6leo

V. cholerae 200 800 NI NI NI 100 NI
S. Enteretidis 200 1600 NI NI NI 100 NI
E. coli 400 1600 3200 NI NI 100 NI
L. monocytogenes 50 800 100 200 400 100 NI
S. aureus 50 1600 NI NI NI 100 NI
B. cereus 800 3200 NI NI NI 100 NI

*NI: Nao houve inibi¢do; CLO: Cloranfenicol

Concentracao Bactericida Minima (CBM)

Observou-se que o 6leo essencial de orégano apresentou acdo bactericida frente
aos microrganismos B. cereus, E. coli e V. cholerae, com CBM de 1600 ng/mL. Para os
microrganismos S. Enteretidis, L. monocytogenes e S. aureus o 6leo essencial de orégano
nao apresentou morte celular mesmo na concentracdo de 3200 pg/mL, sendo o efeito
apenas bacteriostatico.

Os resultados para os 6leos de cravo, louro, manjericio e noz moscada nao
apresentaram CBM, demonstrando efeito bacteriostatico sobre os microrganismos

testados.

DISCUSSAO

O método de avaliagdo de difusdo em pogos ou discos pode ser utilizado como
método prévio, servindo como um “screening” inicial, por ser reconhecido e determinar
a sensibilidade de muitos microrganismos a determinadas substancias, produzindo

resultados semiquantitativos, além de ser a técnica mais comum para a avaliacdo de
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antibacterianos e antifingicos de 6leos essenciais, por ser de facil execu¢do e requerer
pequenas quantidades de amostra (KALEMBA E KUNICKA, 2003).

Para o teste de suscetibilidade pdde ser observado que a formacao do halo de
inibicdo foi maior na presenga do 6leo essencial de orégano do que com os outros 6leos
essenciais sobre todas as bactérias avaliadas, com valores maiores até mesmo do que o
controle. De acordo com ARAUJO et al. (2015) a agdo antimicrobiana dos 6leos essenciais
estd diretamente relacionada a sua composi¢do quimica.

A atividade bactericida e bacteriostatica do 6leo essencial de orégano deve-se aos
compostos majoritarios presentes nesse 6leo, como o carvacrol e o timol (POZZO et al.,
2011). Esses compostos ativos sdo capazes de alterar a estrutura fisica da célula,
desestabilizar a membrana celular bacteriana e, consequentemente, alterar a sua
permeabilidade, desnaturar enzimas essenciais ao metabolismo celular e ocasionar
variagdes de pH e potencial elétrico, causando a morte celular (BURT, 2004).

O o6leo essencial de orégano se mostrou eficiente sobre todas as bactérias Gram-
negativas e positivas testadas, corroborando com dados ja relatados por GUTIERREZ et
al. (2009). Assim como os resultados encontrados no presente estudo, diversos autores
relataram que o 6leo essencial de orégano apresentou maior potencial antimicrobiano
que os demais 6leos testados (MARINO et. al., 2001; BUSSATA et al., 2007, SANTURIO
et al., 2007, MARTINO et al., 2009; SANTOS et al., 2011).

De acordo com MENEZES et al. (2009), para apresentar atividade antimicrobiana
adequada, os produtos naturais devem apresentar uma concentracao inibitéria inferior
a 100.000 pg/mL. BUSSATA et al. (2007) verificaram que Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Salmonella ssp. apresentaram os respectivos valores de 230, 460 e 460
pL/mL como resultados da CIM do 6leo essencial de orégano. No presente estudo foram
encontrados valores inferiores, sendo necessdrio uma menor concentragdo do 6leo para
inibir o crescimento dos mesmos microrganismos (Tabela 2). Isto pode ter acontecido
devido a origem do produto, uma vez que BUSSATA et al (2007) produziram o 6leo, e
por isto, pode ter havido variagdes na quantidade do composto principal e na pureza do
6leo essencial.

Com relacdo a CBM, Escherichia coli, Vibrio cholerae e Bacillus cereus foram
susceptiveis a agdo do 6leo essencial de orégano, porém ndo seguiu o mesmo valor
encontrado na CIM, necessitando do dobro da concentragao (1600pg/mL) para sua acao

efetiva. Todavia, a literatura ndo dispde de estudos que classifiquem a atividade
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bactericida de 6leos essenciais, o que limita, tdo somente, a apresentacdo dos dados
(SANTURIO et al., 2007).

No trabalho desenvolvido por MARINO et al. (2000) foi demonstrado que o 6leo
essencial de orégano teve agdo bactericida sobre varias bactérias estudadas com
concentracdes entre 400ug.mL-. Este valor foi inferior ao encontrado no presente
trabalho, que foi de 1600 ug.mL-*. MORAIS (2009) explica que as diferengas na agao do
6leo se deve a quantidade dos compostos principais de 6leos essenciais, que sao
influenciados por fatores genéticos, técnicos (coleta, estabilizacdo e armazenamento),
biéticos ou abidticos, pode influenciar diretamente na qualidade.

E, ainda, oportuno salientar que a concentracao bactericida minima (CBM) implica
na morte bacteriana, e o 6leo essencial de orégano foi efetivo nesta acdo sobre 50% dos
microrganismos estudados (E. coli, V. cholerae e B. cereus). Ja os 6leos essenciais de cravo,
manjericio, noz moscada e louro ndo evidenciaram o mesmo desempenho, pois
apresentaram apenas agao bacteriostatica.

TRAJANO et al. (2009), estudando a agdo antimicrobiana de 6leos essenciais de
especiarias frente a diferentes microrganismos contaminantes de alimentos, relataram
que o 6leo essencial de cravo apresentou uma excelente acdo antibacteriana inibindo
todas as dez bactérias testadas, com formacdo de halos de inibicdo de até 30mm de
diametro, corroborando os resultados deste trabalho. Segundo o autor, o principal
composto responsavel pela atividade do 6leo essencial de cravo foi o eugenol.

Além de apresentar propriedades antimicrobianas, o 6leo essencial de cravo se
destaca por possuir caracteristicas anestésicas e anti-inflamatérias (HEMAISWARYA,;
DOBLE, 2009). LOPEZ et al. (2005) demonstraram que 6leo essencial de cravo exibiu
efeito antibacteriano frente a diversos patégenos alimentares.

De acordo com TAJKARIMI et al. (2010), o 6leo essencial de manjericao apresentou
agdo antimicrobiana frente a Bacillus. TRAJANO et al. (2009) estudando a propriedade
antibacteriana do 6leo essencial de manjericdo, verificaram que este apresentava um
baixo espectro de agdo sendo apenas efetivo contra uma ou duas bactérias, semelhante
ao encontrado neste trabalho.

Ainda que a maioria dos 6leos essenciais ndo tenham apresentado agao inibitéria
sobre a maioria dos microrganismos testados, a espécie L. monocytogenes é amplamente
distribuida na natureza e frequentemente encontrada em alimentos carneos (FSIS, 2012).

Por conta disto, os resultados obtidos neste estudo sdao promissores, mostrando que

35



foram necessdrias baixas concentra¢des do 6leo essencial de todas especiarias para a
inibicdo deste patégeno. Esta bactéria é a tnica do género Listeria que é patogénica,
podendo multiplicar-se em uma ampla faixa de temperatura (1°C - 45°C) e pH (4.3 -
9.6), além de tolerar concentragdes salinas elevadas (= 10%) (RYSER; MARTH, 2006).

A doenca provocada pela L. monocytogenes, denominada listeriose, ganhou
importancia como enfermidades de origem alimentar no inicio dos anos 1980, sendo
responsavel por casos de aborto, meningite e septicemia, diagnosticada principalmente
em pessoas pertencentes a grupos de risco tais como imunodeficientes, idosos, criancas
e mulheres gravidas (FARBER; PETERKIN, 1998).

CARMO (1999) verificou a acao do 6leo essencial de cravo a 0,1 e 0,2% associado a
condimentos tradicionais na inibigao de Listeria inocua em embutidos carneos. Segundo
o0 autor, os resultados mostraram que os embutidos com a adigdo de cravo, mesmo em
baixas concentragdes, apresentou efeito inibidor frente a L. indcua, corroborando com os
resultados encontrados neste trabalho (Tabela 2). Apesar desta espécie nao ser
patogénica, todas as espécies de Listeria apresentam um padrdo de crescimento e
comportamento similares frente as diferentes condi¢des de cultivo (COELHO et al,,
1998).

As bactérias Gram-positivas foram mais suscetiveis que as Gram-negativas.
Resultados semelhantes foram encontrados por DORMANS e DEANS (2000), que ap6s
utilizarem Oleos essenciais de orégano, geranio, cravo e pimenta, frente a 25 espécies
Gram-positivas e negativas, observaram que bactérias Gram-positivas foram mais
sensiveis. Isto se deve a membrana externa que cerca a parede celular das bactérias
Gram-negativas, sendo menos susceptiveis a acao dos 6leos, pois restringe a difusdo de
compostos hidrofébicos através da membrana externa (BURT, 2004).

Os resultados deste teste variou em relagdo ao teste de suscetibilidade anterior de
acordo com o Gram das bactérias. Para NASCIMENTO et al. (2007), os métodos de
atividade antimicrobiana (diluicdo e difusao) ndo sdo necessariamente comparaveis. Isto
por que o método de diluicdo mostra-se como o que melhor disponibiliza dados
quantitativos, enquanto a difusdo em placa constitui-se em um método qualitativo, além
de que existem fatores que podem interferir nos valores da CIM, obtidos por meio de
métodos de difusdo e dilui¢ao: condi¢des de cultivo (tempo de incubagdo, temperatura,
taxa de oxigénio), meio de cultura, concentracdo das substancias testadas, dispersao e

emulsificagdo dos agentes utilizados na emulsdo 6leo-agua (RIOS & RECIO, 2005).
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A comparacdo destes resultados com estudos similares deve ser cautelosa, na
medida que a grande maioria dos estudos nao segue procedimentos padronizados, uma
vez que alguns empregam a técnica de difusdo em agar, fornecendo resultados
referentes ao didmetro de inibicdao, expressos em milimetros, e outros estudos fornecem
resultados referentes a concentracdo do 6leo, seguindo a técnica de microdiluicao em

caldo (SANTURIO et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2007).

CONCLUSOES

Os Oleos essenciais estudados apresentaram bons resultados na agdo
antimicrobiana sobre a grande maioria das bactérias testadas, com destaque para o 6leo
essencial de orégano, que necessitou de baixas concentragdes para inibir o crescimento
bacteriano, com alto grau de inibigdo para todos os microrganismos.

As concentragdes inibitérias minimas (CIM) encontradas entre os 6leos essenciais
mostraram que o Oleo essencial de orégano foi mais eficaz sobre todas as bactérias
estudadas, além de ter sido o tinico que apresentou agao bactericida, indicando o seu uso
como conservante e antimicrobiano natural em alimentos.

A falta de padronizacdo nas técnicas utilizadas para a quantificacdo das
concentra¢des minimas inibitérias para 6leos essenciais € um problema na hora de

comparar resultados, necessitando de maiores estudos nesta area.
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RESUMO

A maioria dos alimentos embutidos apresentam conservantes quimicos para a
manutengdo das caracteristicas sensoriais do produto. Porém, estes aditivos quimicos
podem apresentar efeitos carcinogénicos, teratogénicos e mutagénicos. A substituicdo
desses aditivos quimicos por antimicrobianos naturais pode aumentar a seguranca e a
vida de prateleira dos alimentos, sem causar efeitos colaterais. O objetivo deste trabalho
foi elaborar linguica de peixe frescal utilizando carne de cacdo adicionado de 6leo
essencial de orégano. A concentragdo do 6leo na formulagao do embutido foi de 0,08 e
0,16%, analisando os seus aspectos microbiolégicos, sensoriais e fisico-quimicos. O
produto se manteve viavel para o consumo humano para os aspectos microbiolégicos e
fisico-quimicos até o periodo de 16 dias, armazenado a 7°C, contudo, nao foi bem aceito
sensorialmente devido ao sabor intenso.

PALAVRAS-CHAVE: Embutidos, Especiarias, Orégano

FISH SAUSAGE TYPE FRESCAL ADDED OREGANOS’S ESSENTIAL OIL:
MICROBIOLOGICAL, PHYSICOCHEMICAL AND SENSORY FEATURES

ABSTRACT

Most embedded foods have chemical preservatives to maintain the sensory
characteristics. However, these chemical additives may have carcinogenic, teratogenic
and mutagenic effects. The replacement of these chemical additives for natural
antimicrobials may be considered an additional key to increasing the security and shelf
life of food. The objective of this work was to prepare fish sausage fresh Tuscan type
using dogfish meat added essential oil of oregano. The oil concentration in the
formulation of the embedded was 0.08 and 0.16%, analyzing its microbiological, sensory
and physicochemical. The product remained viable for human consumption for
microbiological and physico-chemical to the period of 16 days, stored at 7°C, however,
it was not well accepted sensory due to the intense flavor.

KEY WORDS: Built, Spices, Oregano
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INTRODUCAO

O pescado é a carne mais demandada mundialmente e a de maior valor de
mercado (SIDONIO et al., 2012). Esta demanda vem crescendo de forma acelerada em
decorréncia do aumento populacional e da busca por alimentos mais saudaveis (FAO,
2010). Os beneficios nutricionais provenientes do consumo de pescados sdo atribuidos a
presenca dos acidos graxos 6mega-3, principalmente EPA (eicosapentaenoico) e DHA
(docosaexaenoico). Entre os efeitos fisiolégicos nos humanos, estdo a prevencdo e
tratamento de doengas cardiovasculares, hipertensdo, inflamacées em geral, asma,
artrite, psoriase e varios tipos de cancer (ORDONEZ, 2005).

Alimentos embutidos e enlatados apresentam conservantes para a manutencao
das caracteristicas sensoriais do produto, como a cor mais aproximada da carne original,
além de uma vida de prateleira maior, tornando o produto mais atraente. Diversos
aditivos podem ser utilizados para a conservacao dos alimentos, como o acido sérbico,
carbonato de calcio, benzoato de s6dio, nitritos e nitratos (BRASIL, 2001).

A principal preocupacdo do uso de nitritos e nitratos em alimentos é decorrente
dos efeitos toxicos por excesso na dieta e pela formacdo endégena de composto n-
nitrosos como a n-nitrosodimetilamina e monometilnitrosamina, que apresentam efeitos
carcinégenos, teratogénicos e mutagénicos (MARTINS; MIDIO, 2000; SUGIMURA;
WAKABAYASHI, 2003).

Os agentes antimicrobianos representam substancias quimicas produzidas por
microrganismos ou de forma sintética com capacidade de inibir o crescimento de
bactérias (ROSSI; ANDREAZZI, 2005). As plantas aromaéticas e condimentos, ou ainda
as chamadas especiarias, usadas em alimentos com fins aromatizantes, a partir da
identificagdo de sua atividade antimicrobiana, podem ser utilizadas como conservantes
de alimentos (KRUGER, 2006).

O uso de 6leos essenciais de especiarias como agentes antimicrobianos naturais em
produtos alimenticios pode ser considerado um adicional determinante para aumentar
a seguranca e a vida de prateleira dos alimentos (EBRAHIMI, 2008).

Apesar da alta incidéncia de patégenos, os embutidos frescais sao geralmente
seguros, pois passam por tratamento térmico antes do consumo. Entretanto, as
toxinfec¢des alimentares podem ocorrer pelo consumo do produto insuficientemente
cozido ou contaminado apds o cozimento, além de que os microrganismos podem

consumir determinados nutrientes presentes no pescado durante o seu
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desenvolvimento, diminuindo seu contetdo nutricional. Neste sentido, o risco do
cozimento ser inadequado ou insuficiente pode existir em qualquer produto carneo, o
que é evidenciado pela incidéncia de toxinfeccbes causadas por microrganismos
patogénicos tais como Salmonella sp e Escherichia coli em produtos geralmente
considerados seguros (BASTOS, 2008). O objetivo deste trabalho foi elaborar linguica de
cacao frescal, adicionada de diferentes concentracdes de 6leo essencial de orégano como

conservante natural.

MATERIAL E METODOS

Elaboracao da linguica frescal de peixe

A linguica foi elaborada de maneira artesanal, sendo a principal matéria prima
utilizada na elaboragdo do embutido 85% de carne do peixe. O peixe utilizado foi o cacdo
(Carcharhinus spp.), peixe de médio porte, médio valor comercial, com alto teor de
gordura e amplamente comercializado no Reconcavo Baiano. Foram utilizados trés
quilos do peixe, obtidos comercialmente no municipio de Cruz das Almas - BA. As
linguicas foram elaboradas no Laboratério Multifuncional 04 - Bloco de Laboratérios O
- UFRB. Os ingredientes utilizados na formulacdo dos embutidos estdo apresentados na

Tabela 1.

Tabela 1. Matéria prima e ingredientes para a elaboragdo da linguica de cagdo frescal.

Matéria prima (%)
Carne de peixe 85

Toucinho 15

Ingredientes (%)
Sal Iodado 1,0
Tempero Completo* 0,5
Molho Inglés 0,5
Colorifico 0,2
Farinha de Trigo 0,5
Creme de Milho 0,5
Actcar 2,0
Agua 8,0

*sal, cebola, alho, cebolinha, salsa, manjericao.
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A carne de peixe e o toucinho foram moidos em moedor de carne semi-industrial,
em disco de 8 mm de didmetro e em seguida, misturados manualmente aos demais
ingredientes. Para os tratamentos, foi utilizado o 6leo essencial de orégano em duas
concentracoes diferentes, seguindo os valores encontrados no CIM (Tabela 2). A massa
foi embutida em tripa, com calibre de 45 mm e cortadas formando bisnagas de

aproximadamente 10cm de comprimento (Anexo).

Tabela 2. Tratamentos utilizados na linguica de cacao frescal.

Tratamento Descricao

Controle Sem adigao de especiarias
Tratamento T1 0,08% do 6leo essencial de orégano
Tratamento T2 0,16% do 6leo essencial de orégano

Processamento das Amostras
As linguicas foram transferidas para o Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
e Ambiental (LABMAA) - NEPA - UFRB logo apds o preparo, para o processamento

das amostras e realizacdo dos testes microbiolégicos.

Analises microbiolégicas

Foram realizadas andlises microbiolégicas para contagem de bactérias
psicotréficas segundo a metodologia descrita pelo Manual de Métodos de Analise
Microbiolégica de Alimentos e Agua (SILVA et al., 2010). As anélises foram realizadas
na massa da linguica logo ap6s o preparo (Tempo 0), e posteriores analises com 4, 8, 12,
16 e 20 dias de estocagem em refrigeragdo a 7 °C, a fim de verificar o tempo de prateleira
do embutido. Para as andlises de microrganismos heterotréficos aerébios psicotroficos,
aliquotas de 1 ml das dilui¢des seriadas foram inoculadas em placas de Petri estéreis e
adicionado meio fundido Plate Count Agar (PCA). Apés a solidificagdo do meio, as
placas foram incubadas por sete dias a 7 °C. Para a leitura das placas foram escolhidas
aquelas que apresentaram entre 30 a 300 colonias. Os resultados foram expressos em
Unidades Formadoras de Col6nias por grama de alimento (UFC/g). Todas as analises
foram realizadas em duplicata.

Para a verificacdo da agdo direta do 6leo na linguica foi semeada cultura de

Escherichia coli na concentracao de 1x10* UFC/ g nos tratamentos que receberam 6leo na
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composicao e no controle, e entdo realizado contagem do microrganismo nos tempos 0,
24, 48 e 72 horas em refrigeracao a 7° C. Para determinacdo do Numero Mais Provével
(NMP/g) de E. coli foi utilizada a técnica de fermentacdo em tubos multiplos em Caldo
Escherichia coli (EC). Foram inoculadas aliquotas de ImL das dilui¢des seriadas em Caldo
EC, contendo tubos de Durhan invertidos e incubados em banho-maria a 44,5 °C por 48
horas. A prova foi considerada positiva quando os tubos apresentaram turvagao do meio
e producao de gés. Decorrido esse periodo os tubos positivos de EC foram semeados em
meio Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) e incubados a 35 °C por 24 horas para
confirmacao das colonias caracteristicas de E. coli (colonias de centro negro, com ou sem
brilho metalico esverdeado). Para este teste, todas as amostras também foram realizadas

em duplicata.

Analise sensorial - Teste de aceitacao

Para a realizacdo da andlise sensorial, as linguicas foram fritas por cerca de 30
minutos e acondicionados em caixas térmicas para manuten¢do da temperatura. Em
seguida foram servidos a uma temperatura de 57 + 1°C a 40 provadores nao treinados,
compostos por alunos de graduacdo, mestrado e docentes da UFRB mediante assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo). Antes de cada teste, os mesmos
receberam orientacdes sobre o método e procedimentos das avaliagdes.

Para limpeza das papilas gustativas foram oferecidos, entre cada amostra, agua
com gas e biscoito de dgua e sal. As amostras foram apresentadas em pratos descartaveis
devidamente identificados com ntimeros aleatérios de trés algarismos (para o controle
codigo 101, para o tratamento T1 cédigo 202 e para o tratamento T2 cédigo 303) para
evitar possiveis inducdes nas respostas (Anexo).

A andlise sensorial baseou-se no método de estimulo simples com escala heddnica
de nove pontos com os extremos 1 (desgostei muitissimo) e 9 (gostei muitissimo)
(STEVANATO et al.,, 2007). A apresentacdo das amostras da linguica de peixe foi
realizada de acordo com MINIM (2010), de forma monddica (uma de cada vez)
favorecendo a provagdo dos julgadores no mesmo momento.

Para avaliar a aceitagdo por atributos sensoriais, a fim de determinar quais foram
0s responsdveis pela aceitacdo ou rejeicdo e com que intensidade contribuiram para
maior ou menor aceitacdo do produto, foi aplicada a escala afetiva de nove pontos

previamente estabelecida, que varia gradativamente, tendo como extremos 1 (desgostei
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muitissimo) e 9 (gostei muitissimo) onde foram avaliados os seguintes atributos: Cor,
Aroma, Sabor e Textura (Anexo).

Para avaliar o grau de aceitagdo do produto com base em atitudes do consumidor,
foi utilizada a escala de atitude classificadas em sete categorias, previamente

estabelecidas com base em atitudes de consumo (Anexo).

Analises fisico-quimicas
Para a caracterizacdo da composicao centesimal de cada formulacdo da linguica de

cacdo frescal foram realizadas as seguintes analises, em triplicata:

Determinacio de Umidade

A determinacdo de umidade foi realizada conforme método de secagem direta em
estufa a 105 °C descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2005). Inicialmente foram pesados 5
g da amostra em capsula de porcelana, previamente tarada. Posteriormente, as amostras
foram aquecidas durante 12 horas em estufa e resfriadas em dessecador em temperatura
ambiente, repetindo-se a operagdo até a obtencdo de peso constante da amostra. O

percentual de umidade foi obtido mediante calculo na Equacao 1.

Equacéo 1:

%UMIDADE =100 x (N/ P)

Onde:

N = gramas de umidade (perda de massa em gramas)

P = gramas da amostra.

Determinacio de Cinzas

O percentual de cinzas foi baseado na determinagdo da perda de peso do material
submetido a queima em temperatura de 550 °C em mufla. As amostras, anteriormente
secas em estufa, foram incineradas durante 4 horas e resfriadas em dessecador a
temperatura ambiente, repetindo-se esta operacdo até a obtengdo de peso constante. A
diferenca entre o peso original da amostra e o peso da matéria organica na Equacao 2,

forneceu a quantidade de cinza presente no produto (IAL, 2005).

Equacéo 2:
% CINZA = Peso da cinza x 100/ Peso da amostra
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Determinacdo de Lipidios

Para a determinacdo de lipidios totais foi utilizado o método de Bligh-Dyer
modificado, segundo Instituto Adolfo Lutz - IAL (2005). Foram pesados 50 g da amostra
homogeneizada e transferidas para um béquer de 500 mL. Adicionou-se 50 mL de
cloroférmio e 100 mL de metanol. Adicionou-se novamente 50 mL de cloroférmio e 50
mL de dgua. Agitou-se, com o auxilio de um agitador mecanico, por 15 minutos, em
capela quimica. O material homogeneizado, utilizando funil de vidro com papel de filtro
contendo sulfato de s6dio anidro, para um funil de separagdo de 500 mL. Apés completa
separacao e clarificacdo, recolheu-se a camada de cloroférmio (inferior) para um balao
de fundo chato com boca esmerilhada de 300 mL, previamente tarado. Evaporou-se o
solvente em chapa de aquecimento a 65 °C. Transferiu-se o baldo para uma estufa a
105 °C por 1 hora. Esfriou-se em dessecador e posteriormente foi pesado. Repetiu-se
estas operagdes de aquecimento e resfriamento até peso constante. O percentual de

lipidios totais foi obtido mediante célculo da Equagao 3 (IAL, 2005).

Equacéo 3:

%LIPIDIOS TOTAIS = (N / P) x 100
Onde:

P=massa da amostraem g

N = (massa do baldo + massa 6leo) - massa do balao

Determinacdo de Proteinas (Nitrogénio total)

Para determinacdo de nitrogénio total foi utilizado o método do fenol-hipoclorito,
descritos por Weatherburn (1967) & Felker (1977). Inicialmente foi realizada a digestao
com 4acido sulfarico em bloco digestor a 350°C. Foram pesados 0,5 g da amostra,
previamente secas e trituradas, em tubos e acrescentou-se 3,5 mL de 4cido sulftrico
aguardando por 30 minutos para digerir. Acrescentou-se 2,5 mL de perdéxido de
hidrogénio aos tubos e levados para o bloco digestor a 350°C por 30 min, posteriormente,
foram retirados, esperado esfriar, e acrescentou-se 1 mL de peréxido de hidrogénio e
levados novamente ao bloco por mais 30 min. Esta operacdo de acrescentar 1 mL e
aquecer por 30 min no bloco foi realizada até obtencdo de uma solugdo incolor. Em
seguida, foi transferida a solucdo obtida da digestdo para um baldo volumétrico e

acrescentado dgua destilada até 100 mL, obtendo assim o extrato digerido.
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Para a realizacdo das andlises de nitrogénio total, foram adicionados em tubos de
ensaios, 160 uL do extrato digerido diluido 40 vezes com 4gua destilada, 1,0 mL de uma
solucdo de fenol com nitroprussiato de sédio e 1,0 mL de uma solucdo de hidréxido de
sodio com hipoclorito de s6dio. Posteriormente, foram colocados em banho-maria a 37°C
por 20 minutos. Apds 45 minutos de repouso em temperatura ambiente, foram
realizadas as leituras em espectrofotdmetro a 630 nandmetros. Os célculos das
concentrac¢des de nitrogénio foram realizados tendo como referéncia a Equacao 4, obtida

para a curva padrao de nitrogénio com o fator 6,25.

Equacéo 4:

NITROGENIO TOTAL (ug N g-1MS) =LxD xFd / ax P

Onde:

L = Leitura (A630)

V = Volume total do extrato

Fd = Fator de diluicao

a = Coeficiente angular da reta 0,0968 para concentracao em ug N g-1 MS

P = Peso da amostra

Determinacio de Carboidratos
O teor de carboidratos foi determinado segundo Instituto Adolfo Lutz (2005),
obtido pela diferenca entre 100 e o somatoério dos teores de proteina, lipidios, umidade

e cinzas, de acordo com a Equagéo 5.

Equacéo 5:

Total de Carboidratos =100 - (U + C + L + P)
Onde:

U = % umidade;

C =% cinzas;

L = % lipideos;

P =% proteinas.

Analise Estatistica
As andlises estatisticas foram avaliadas com auxilio do programa estatistico
SISVAR 4.3 (FERREIRA, 2000). As médias dos tratamentos quando significativas foram

comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS

Analises Microbiolégicas

Andlise Microbiologica de Bactérias Psicotrdficas durante 20 dias

A contagem de bactérias psicotréficas cultivaveis (BPC), em todos os tratamentos
apresentou diferenga significativa entre os tempos avaliados (Tabela 3). Todos os
tratamentos apresentaram um aumento significativo estatisticamente no namero de
células bacterianas ao longo dos 20 dias.

O teste controle (sem 6leo) apresentou um aumento significativo no namero de
células bacterianas (UFC) no decorrer do periodo de 20 dias, sendo que a concentracdo
inicial bacteriana de 9,9x10* UFC.g-! alcangou >9,9x10¢ UFC.g? no final de 20 dias. A
diferenca entre o controle e os tratamentos ocorreu, principalmente, a partir do 12° dia,
em que se observou um acréscimo significativo no desenvolvimento bacteriano

chegando a valores incontaveis.

Tabela 3 - Contagem de bactérias psicotréficas em linguica de cagdo frescal com o 6leo
essencial de orégano em sua formulacdo para verificacdo do tempo de prateleira,
armazenadas a 7 °C por 20 dias.

Psicotroficos Tempo (Dias)

(UFC/) 0 4 8 12 16 20
Controle 99x101aA 1,6x105bB 2,9x106cA >99x106dB  >9,9x106 dB  >9,9x106 dA
Tratamento T1 545701 aA 8,6x10¢bA 1,6x105cA  2,4x105cA  >9,9x106dB  >9,9x106 dA
Tratamento T2 4 2yx701aA 4,5x10¢bA  1,2x106cA  1,5x106cA  22x106cA  >9,9x106 dA

* Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), sendo
comparadas letras mintsculas em linhas e maitsculas em colunas; INC: incontéveis.

A linguica de cacao frescal apresentou um tempo de prateleira de 16 dias quando
mantidas sob refrigeracdo a 7°C no tratamento T2 adicionada de 6leo essencial de
orégano a 0,16%, quatro dias a mais que o tratamento a 0,08% do 6leo e oito dias a mais
que o tratamento controle.

Do tempo T0 ao tempo T12 ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos
(T1 e T2) para a densidade microbiana das BPC. Os tratamentos comecaram a se
diferenciar a partir do 16° dia, onde se observou um acréscimo significativo (p<0,05) no

desenvolvimento bacteriano do tratamento T1, chegando a valores acima de 106UFC/g.
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O tratamento T2 apresentou melhor resultado, mantendo sua contagem de 106 do
oitavo até o tempo de 16° dia. A partir do dia 20° dia ndo houve diferenca entre os

tratamento, pois todos apresentaram-se incontaveis (Tabela 1).

Efeito antimicrobiano do oleo essencial de orégano em linguica de cagio frescal
contaminados intencionalmente

As analises da linguica contaminada intencionalmente indicaram que nao houve
aumento no ntimero de células bacterianas do controle ao longo do tempo de 72 horas,
o qual ndo continha em sua formulacdo a presenca do 6leo essencial. Os valores
encontrados para o controle (2,3x10° NMP/100g) serviram como referéncia para o

desenvolvimento da bactéria E. coli quando comparado com os tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4 - Desenvolvimento de Escherichia coli adicionada intencionalmente em amostras
de linguica de cagdo frescal com o 6leo essencial de orégano, armazenadas a 7 °C por 72
horas.

Escherichia coli Tempo (Horas)

(NMF/100g) 0 24 48 72
Controle 2,3x10%aB 2,3x103aB 2,3x103aB 2,3x10%aB
Tratamento T1 3,6x102 aA <3,0x10! aA <3,0x10! aA <3,0x10! aA
Tratamento T2 <3,0x101 aA <3,0x10! aA <3,0x10! aA <3,0x10! aA

* Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), sendo
comparadas letras mintdsculas em linhas e maitisculas em colunas.

A agdo do 6leo pode ser verificada desde o tempo zero, onde foi inoculadas a
mesma quantidade de E. coli em todos os tratamentos. Mesmo o controle ndo tendo
apresentado aumento na densidade microbiana de E. coli, esta ainda foi superior aos
valores encontrados na linguica de peixe tratada com 6leo essencial de orégano.

Ao longo do periodo das 72 horas ndo foi observada diferenca significativa no
desenvolvimento da bactéria entre os dois tratamentos que continham o 6leo essencial
de orégano nas concentragdes de 0,08 e 0,16%, permitindo afirmar que o aumento da
quantidade do 6leo nao apresentou maior eficiéncia na redugdo do ntimero de células
inoculadas, ndo permitindo o desenvolvimento do microrganismo mesmo na menor

concentracao.
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Anilise Sensorial

Do total de provadores, 28 foram mulheres e 12 homens, totalizando 40
participantes, entre servidores, técnicos, professores e estudantes da Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia. Os resultados dos testes de aceitacdo global e por
atributos sensoriais da linguica de cacao frescal estdo apresentados na Tabela 5.

A linguica de cacdo sem o 6leo essencial (controle) foi a mais aceita pelos
provadores. O tratamento T1, contendo 0,08% de 6leo essencial de orégano apresentou
escore entre as médias 6 e 7, situando-se entre os termos hedonicos “gostei ligeiramente”
e “gostei moderadamente”. O tratamento T2 contendo 0,16% do ¢leo de orégano
apresentou média variando entre 5 e 7, situando-se entre os termos hedénicos

“indiferente” e “gostei moderadamente”.

Tabela 5 - Média do indice de aceitabilidade dos atributos e global da linguica de cacdo
frescal com o 6leo essencial de orégano em sua formulagéo.

Amostras Cor Aroma Sabor Textura Global
Controle 7,6+1,3b 7,6+1,2b 7,8+1,1c 7,4+1,2a 7,7+1,0c
Tratamento T1 6,8+1,7a 6,6+1,6a 6,1+1,8b 6,9+1,6a 6,3+1,7b
Tratamento T2 7,2+1,5a 6,6+1,8a 5,4+2,2a 6,8+1,6a 5,5+2,1a

* Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Por meio das médias dos escores para cada atributo (cor, aroma, sabor e textura),
foi feito uma representacdo multidimensional (gréfico aranha), onde é visualizada a

diferenca entre as formulacdes das linguicas (Figura 1).

Cor

9 ATRIBUTOS

8

7

Textura Aroma «=@= Controle

Tratamento 1
Tratamento 2

Sabor

Figura 1. Representacdo multidimensional do perfil de atributos sensoriais dos
tratamentos da linguica de cacao frescal.
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Os atributos cor e aroma da formulagdo sem 6leo, apresentaram escore médio de
aceitagdo igual a 7,6, situando-se entre os termos hedonicos “gostei moderadamente” e
“gostei muito”. Ja o tratamento T1, apresentou escore médio de aceitagdo igual a 6,8 (cor)
e 6,6 (aroma), situando-se entre os termos hedoénicos “gostei ligeiramente” e “gostei
moderadamente”. Logo, ambas as formulacdes atenderam ao padrdo aceitavel de
qualidade.

Com relacdo ao teste de atitude de consumo (Figura 2), 30% dos provadores
comeriam frequentemente a linguica sem 6leo, 12,5% com 6leo a 0,08% e 10% comeriam
frequentemente o tratamento T2 com 0,16% de 6leo essencial de orégano. Se somado as
notas obtidas nos itens “7-comeria frequentemente”, “6-comeria sempre que tivesse
oportunidade” e “5-comeria de vez em quando”, tem-se que 92,5% dos provadores
consumiriam a linguica sem a presenca do 6leo, enquanto que 67,5% e 30% consumiriam
as linguigas para os tratamentos T1 e T2, respectivamente, evidenciando que haveria um

publico consideravel caso esse produto estivesse disponivel no mercado.

ATITUDE

7,0
6,0

5,0

Notas

4,0
3,0
2,0

1,0
Controle Tratamento 1 Tratamento 2

Figura 2. Valores da escala de atitude de consumo dos tratamentos da linguica de cacao
frescal.
* Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Anadlises Fisico-quimicas
Os trés produtos desenvolvidos possuiam quantidades similares de todos os

ingredientes, exceto pela quantidade de 6leo essencial. Conforme pode ser observado na
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Tabela 6, as linguicas frescais de peixe atenderam aos padrdes fisico-quimicos, conforme

0 Regulamento técnico de identidade e qualidade do produto (BRASIL, 2000).

Tabela 6: Composicao centesimal (%) da linguica de cacdo frescal com o 6leo essencial
de orégano em sua formulagdo.

Composicao (%) Brasil (2000) Controle Tratamento T1 Tratamento T2

Cinzas 3,0 (méx.) 2,80+0a 2,67+0,2a 2,73+0,1a
Umidade 70 (méx.) 67,67+1,5a 67,6+2 4a 68,47+0,2a
Lipidios 30 (méx.) 19,84+0a 21,12+0,3a 22,46+0,7a
Proteinas 12 (min.) 13,52+0,4a 14,10+0,2a 13,58+0,5a
Carboidratos ok 3,83+2,0c 5,49+2 4b 7,24+0,6a

* Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05); **Nao
existe limite de valores estabelecido pela legislagéo.

DISCUSSAO

Apesar dos microrganismos psicotréficos ndo possuirem valores limites, segundo
a legislacdo brasileira vigente, estes foram utilizados como indicadores da vida de
prateleira do produto neste trabalho. Os microrganismos psicotréficos sdo os principais
deterioradores de alimentos refrigerados, pois essa microbiota ndo tem seu crescimento
inibido pelo efeito da refrigeracdo, e por conta disso, tendem a diminuir a vida-de-
prateleira do produto (FRANCO; LANDGRAF, 2003). Para a contagem deste grupo,
tomou-se como base os valores sugeridos por GEORGANTELIS et. al. (2007),
considerando o valor limite de 106 UFC/ g para avaliagdo da vida ttil do produto.

A partir do oitavo dia, todos os tratamentos excederam o valor limite estabelecido
para bactérias psicotréficas, nao tendo diferenca entre as linguicas com e sem 6leo
essencial de orégano. Porém, a linguica de cagdo frescal adicionada com 6leo essencial
de orégano a 0,16% ndo excedeu o valor de 106 UFC/ g nos 16 dias de armazenamento
sob refrigeracao, indicando que houve reducao da carga microbiana do produto quando
adicionada do 6leo essencial de orégano. Apesar de nao ter tido diferenga significativa
estatisticamente entre os tratamentos para as bactérias psicotréficas, as linguicas
adicionadas de ¢leo essencial de orégano inibiu o crescimento da E. coli inoculada
intencionalmente, demonstrando que o 6leo é eficaz na morte do microrganismo
patogénico.

Concentragdes inferiores do 6leo essencial de orégano (T1) embora apresentem

atividade antimicrobiana frente aos microrganismos deteriorantes, tem a vida de
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prateleira do produto aumentada conforme aumenta a concentragdo do 6leo essencial
de orégano. Entretanto, uma adicdo maior pode comprometer as caracteristicas
sensoriais do produto. Este fato indica que o 6leo essencial de orégano pode ser utilizado
em substituicdo aos aditivos quimicos.

Segundo JAY (2005), as linguicas normalmente apresentam uma microbiota
bastante varidvel em comparagao a outras carnes processadas, devido aos condimentos
utilizados, quase todos contribuindo com a sua prépria carga microbiana. Este fato pode
explicar a presenca de microrganismos psicotréficos encontrada neste trabalho.

A presenca do 6leo essencial de orégano foi eficiente na reducdo da carga
microbiana de E. coli, reduzindo duas casas decimais ao valor de referéncia do controle
em apenas 24 horas, permitindo afirmar que o 6leo foi capaz de causar a morte celular
das células inoculadas, ndo permitindo o seu desenvolvimento. Isto mostra a
importancia desse antimicrobiano natural na elaboracdo de embutidos, reduzindo a
niveis aceitaveis os coliformes termotolerantes, mesmo quando esses se fazem presente
através de contaminacao cruzada.

Corroborando com os resultados encontrados neste trabalho, BUSSATA (2007)
observou que ao longo do periodo de 30 dias ndo foi perceptivel o desenvolvimento da
bactéria Escherichia coli adicionada intencionalmente em nenhum dos lotes de linguica
frescal de peixe que continham concentragdes de 6leo essencial de orégano, verificando
que este ndo permitiu o desenvolvimento do microrganismo.

Escherichia coli ndo apresentou aumento no crescimento durante o periodo de 72
horas para o controle (sem 6leo essencial), provavelmente em virtude da condigdo de
refrigeracdo, ndo permitindo que houvesse aumento da massa microbiana. A
refrigeracdo também age como um fator limitante ao crescimento desse microrganismo,
que tem seu crescimento 6timo a 45 °C (SCHEUTZ; STROCKBINE, 2005).

Durante a andlise sensorial, muitos provadores disseram que a sua preferéncia
sobre o tratamento sem 6leo de orégano se deu por conta da suavidade dos ingredientes
na linguica. Apesar de terem comentado que gostaram da formulagdo com 0,08% do 6leo
de orégano, a maioria dos provadores disse preferir a linguica sem ele. Alguns
provadores comentaram, em suas fichas de avaliagdo, que o sabor do 6leo de orégano
utilizada na formula¢do com 0,16 % estava muito forte, de modo a sobrepor ao sabor dos
outros ingredientes e, até mesmo, realgando o sabor do sal, recomendando uma reducao

da mesma de modo a suavizar o sabor da erva.
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A diferenca dos resultados na analise sensorial entre a linguica sem 6leo e com
6leo essencial de orégano pode ter acontecido por se tratar de um alimento que nao se
encontra na dieta didria dos provadores, além disso, grande parte dos provadores
afirmaram nao ter o costume de consumir condimentos, até mesmo pelo costume
alimentar da regiao.

O grau de aceitabilidade de um alimento por parte dos consumidores é afetado
por fatores inerentes ao préprio individuo e ao meio ambiente que o circunda. A
preferéncia por um produto estd ligada aos hédbitos e padrdes culturais, além da
sensibilidade individual, idade, fidelidade a determinadas marcas, higiene e local de
consumo, tipo e nimero de acompanhantes, entre outros aspectos (MINIM, 2006).

Apesar da linguica com 6leo de orégano ndo ter sido bem aceita, a adicdo do dleo
essencial de orégano é uma alternativa para a substituicdo do uso de aditivos quimicos
em embutidos carneos. Sugere-se a adicdo de menores quantidades de 6leo essencial de
orégano atuando em conjunto com aditivos quimicos em quantidades inferiores ou, até
mesmo, a adi¢do de combinagdes de diferentes 6leos essenciais, necessitando de maiores
trabalhos na area.

Reduzindo o valor do orégano a aceitacdo da linguica de peixe teve uma aceitacao
maior, indicando que apesar da presenca do 6leo essencial de orégano, a linguica frescal
de peixe foi bem aceita pelos provadores. Resultados semelhantes foram encontrados
por VAZ (2005) durante teste de aceitacdo com diferentes formulacdes de linguica de
tildpia (Oreochromis niloticus), as quais variavam pelos percentuais de surimi, filé e
gordura presentes. As médias para a impressdo global obtidas pelas trés melhores
formulagdes foram 7,6, 7,0 e 7,5. RIBEIRO et al. (2008), ao avaliarem a aceitagdo de
linguica obtida de peixe-voador (Cheilopogon cyanopterus), encontraram média de
impressao global de 7,06.

Os valores encontrados referente as andlises fisico-quimicas para as trés
formulagdes de linguica ndo apresentaram diferencas significativas, pois continham a
mesma concentracdo de proteina animal. Mesmo tendo variado o teor de lipidios na
formulagao dos tratamentos da linguiga, j& que foi adicionado 6leo essencial de orégano
em diferentes concentragdes, também ndo houve diferenca estatistica referente ao teor
de lipideos entre o controle e os tratamentos.

Nao ha legislacdo especifica para embutidos de pescado, porém a legislagdo para

linguicas toscanas (cruas) solicita uma quantidade maxima de 70% de umidade e 30%
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de gordura, e minima de 12% de proteina, assim, as linguicas de cagdo se encontraram
de acordo com o que preconiza a legislagao vigente (BRASIL, 2000).

A variagdo na porcentagem de lipideos, umidade e proteinas estd diretamente
ligado ao tipo de peixe que é utilizado, além das variacdes devido a idade, sexo,
maturidade sexual, regime alimentar ou esta¢do sazonal (VAZ, 2005). CHUAPOEHUK
et al. (2001) publicaram os resultados de linguicas feitas de peixe-gato que continham
74,5% de umidade, 31,6% de gordura e 13,73% de proteina, todos acima do limite
preconizado pela legislagdo vigente.

Linguicas de peixe produzidas por ALBULUSHI et al., (2011) continha 12,2% de
gordura, enquanto linguicas de peixe comerciais 5,5% de gordura, ambos os valores
dentro do que a legislagdo preconiza para este parametro. STANSBY (1962) descreveu
que os peixes semi-gordos possuem intervalos de teor de gordura entre 5 a 15%,
explicando assim, os valores encontrados no presente trabalho. VAZ (2005) verificando
os aspectos fisico-quimico de linguica fresca de tilapia, obteve resultados semelhantes

ao encontrado neste trabalho, com valores dentro do que a legislagdo vigente determina.

CONCLUSOES

O desenvolvimento de um produto inovador como linguica frescal de peixe
adicionado com 6leo essencial de orégano, evidenciou ser uma opgao aceitavel para a
industrializagdo, pois apresenta caracteristicas nutricionais e sensoriais aceitaveis, além
de ser de fécil preparo e com valor agregado.

O ¢leo essencial testado apresentou bons resultados como agente antimicrobiano
sobre bactérias psicotréficas e Escherichia coli em linguica toscana. O 6leo essencial de
orégano apresentou-se como uma fonte promissora de conservante antimicrobiano
natural a ser utilizado em produtos cdrneos, em substituicdo aos aditivos quimicos.

As formulagdes da linguica de peixe adicionada de 6leo essencial apresentaram
boas caracteristicas nutricionais e microbiolégicas, devendo ser utilizado a concentracao

de 0,08%.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os Oleos essenciais estudados apresentaram bons resultados na agdo
antimicrobiana sobre a grande maioria das bactérias testadas, demonstrando resultados
promissores para o uso de 6leos essenciais como conservantes naturais.

O 6leo essencial de orégano foi mais eficaz sobre todas as bactérias estudadas, além
de ter sido o tnico que apresentou agdo bactericida, indicando o seu uso como
conservante e antimicrobiano natural para a producédo da linguiga frescal de cagao.

A produgao da linguica frescal de cacdo adicionada de 6leo essencial de orégano
mostrou-se vidvel, demonstrando ser uma boa opgdo na introdugdo de um novo produto
no mercado afim de aumentar o consumo de pescado em nosso pais, além de apresentar
um novo alimento funcional que substitui aditivos quimicos frequentemente utilizados
por conservantes naturais.

Os embutidos estavam dentro dos padrdes fisico-quimicos e microbiolégicos de
acordo com a legislacdo vigente, apresentando boas caracteristicas nutricionais e
microbioldgicas, estando apropriada para o consumo humano.

As formulacdes da linguica de peixe foram sensorialmente aceitaveis quando em
menores concentracdes do Oleo essencial de orégano, devendo ser utilizada a

concentracdo de 0,08% do 6leo em sua composigdo.
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ANEXOS

Tabela 7. Modelo da ficha do teste de aceitacdo global da linguica de cacao frescal.

ANALISE SENSORIAL DE LINGUICA DE PEIXE
TESTE DE ACEITACAO - Global

Nome:
Data: Sexo: M () F () Idade: anos

Por favor, avalie a amostra servida e indique 0 quanto vocé gostou ou desgostou do produto.

Marque a resposta que melhor reflete o seu julgamento.

(9) Gostei muitissimo

(8) Gostei muito

(7) Gostei moderadamente

(6) Gostei ligeiramente

(5) Indiferente

(4) Desgostei ligeiramente

(3) Desgostei moderadamente
(2) Desgostei muito

(1) Desgostei muitissimo
Nota (101):
Nota (202):

Nota (303):

Comentérios:
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Tabela 8. Modelo da ficha do teste de aceitacdo avaliando os atributos da linguica de
cacdo frescal.

ANALISE SENSORIAL DE LINGUICA DE PEIXE
TESTE DE ACEITACAO - Atributos
Nome:
Data: Sexo: M ()F()Idade:____ anos

Por favor, avalie a amostra servida e indique o quanto vocé gostou ou desgostou do produto. Marque
a resposta que melhor reflete o seu julgamento.

(9) Gostei muitissimo

(8) Gostei muito

(7) Gostei moderadamente

(6) Gostei ligeiramente

(5) Indiferente

(4) Desgostei ligeiramente

(3) Desgostei moderadamente
(2) Desgostei muito

(1) Desgostei muitissimo

_ Amostras
Atributos
101 202 303
Cor
Aroma
Sabor
Textura

Comentérios:
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Tabela 9. Modelo da ficha de avaliacdo para o teste do grau de aceitagdo linguica de
cacdo frescal, utilizando a escala de atitude.

ANALISE SENSORIAL DE LINGUICA DE PEIXE
TESTE DE ACEITACAO - Atitude
Nome:
Data: Sexo:M ()F ()Ildade:_ anos

Por favor, avalie a amostra servida e indique o quanto vocé gostou ou desgostou do produto.

Marque a resposta que melhor reflete o seu julgamento.

(7) Comeria frequentemente

(6) Comeria sempre que tivesse a oportunidade

(5) Comeria de vez em quando

(4) Comeria se estivesse acessivel, mas ndo me esforcaria para isso
(3) Comeria ocasionalmente

(2) Raramente comeria

(1) S6 comeria se nao pudesse escolher outro alimento
Nota (101):
Nota (202):

Nota (303):

Comentarios:
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Figura 3. Etapas do processamento da linguica. A: Carne do peixe cagdo moida; B:
Toucinho moido; C: Massa para a linguiga; D e E: Embutidos prontos.
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Pesquisa: ELABORACAO DE LINGUICA FRESCAL DE PEIXE: USO DE
ESPECIARIAS COMO AROMATIZANTE E ANTIMICROBIANO NATURAL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar desta pesquisa, que tem
duracdo de uma hora, porque faz parte do universo de docentes, técnicos
administrativos e estudantes da Universidade Federal do Recbncavo da
Bahia, gosta de peixe, € maior de idade e por ser consumidor de pescado.
Aceitando nosso convite, vocé ira provar porcdes de 25¢g de linguica de
peixe adicionada de 0Oleo essencial. Em seguida preenchera uma ficha
para aferirmos o grau de aceitacao, atributos sensoriais do produto,
conforme os objetivos da pesquisa e intengcdo de compra. Os resultados
dessa pesquisa serdo importantes para melhorar a grande area de
Tecnologia do Pescado, principalmente incrementando o paladar dos
produtos da pesca. Neste sentido, necessita-se da sua colaboragao
assinando, caso aceite, esse TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO, garantindo sua participacéo. Esteja ciente que uma vez
autorizando, também estara autorizando o uso adequado de sua imagem
durante o processo da pesquisa. Da mesma forma sinta-se a vontade para
negar vossa participagao.

O beneficio da sua participacéo neste estudo sera o de contribuir com
o desenvolvimento da ciéncia e educacdo, nomeadamente relacionado a
conservacgdo do pescado sem aditivos quimicos. A concentracdo do 6leo
essencial usado ndo causara nenhum risco fisico para vocé ou para a sua
familia e a metodologia investigativa ndo apresenta riscos morais para
os/as participantes. Reforco que o0s registros, por exigéncia, serao
guardados a chave durante 5 anos na Universidade Federal do Recéncavo
da Bahia (UFRB), sendo destruidos logo ap06s esse prazo.

Apesar de todos os cuidados, a andlise sensorial pode gerar
desconforto com o sabor de algum/alguns produto/s, assim para reverter
essa possivel situacdo garantimos disponibilizar 4&gua e outro alimento que
descaracterize o gosto do item pesquisado. Dessa forma a ficha s6 sera
aplicada ap0s a sua aceitacado e assinatura nas duas vias deste termo de
aprovacdo, onde uma ficarda com vocé. Reforcamos também que nao
recebera nenhum pagamento com a sua participacao, pois o ganho com a
pesquisa serd para toda a comunidade na forma de conhecimento e
identificacdo de métodos usados na conservacao de alimentos.

Caso eventualmente venha ficar chateado(a) ou incomodado(a), vocé
pode desistir da participacdo em qualguer momento da pesquisa, sem
qualquer prejuizo ou importunacdo. Os pesquisadores responsaveis por
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esta pesquisa compromete-se ao final disponibilizar os resultados na
prépria Instituicdo, além do que seréo publicados em eventos de pesquisa
e servirdo para a divulgacdo quanto a elaboracdo de linguica de peixe
frescal do tipo toscana adicionada de 0Oleo essencial em substituicdo a
aditivos quimicos usados atualmente na conservacdo de alimentos.
Também garantimos que o nome do Sr.(a) serd mantido em sigilo e todos
os dados coletados serdo manipulados somente pelos pesquisadores e
por integrantes do grupo de estudo da professora responsavel.

Essa pesquisa serd coordenada pelos/as professores/as Norma Suely
Evangelista-Barreto (professora-orientadora) e conduzida pelo aluno colaborador Paulo
Sérgio Pedroso Costa Junior (aluno-colaborador), que estardo a disposi¢cdo para 0s
devidos esclarecimentos sobre qualquer divida no NEPA/CCAAB/UFRB, Rua Rui
Barbosa, n° 710, Centro, Cruz das Almas (BA), CEP 44.380-000, horario comercial ou
através do telefone: 75 3621 1558 ou 75 99186.5233. O Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da UFRB, que fica situada no mesmo endereco também pode esclarecer
guaisquer duvidas, inclusive pelo tel: (75) 3621.6850.

Cruz das Almas,.......... (o [T de 2016

Agradecemos a sua participacao!

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na
pesquisa, e que concordo em participar.

Paulo Sérgio Pedroso Costa Junior Norma Suely Evangelista Barreto
(Pesquisador colaborador) (Pesquisadora responséavel)

e-mail: paulomc19@hotmail.com e-mail: nsevangelista@yahoo.com.br
UFRB- Centro de Ciéncias Agrarias, UFRB- Centro de Ciéncias Agrarias,
Ambientais e Biol6gicas (CCAAB) Ambientais e Biol6gicas (CCAAB)

Rua Rui Barbosa, 701 — centro Rua Rui Barbosa, 701 — centro
Cruz das Almas - Bahia Cruz das Almas - Bahia
CEP: 44.380-000 CEP: 44.380-000
Tel.(75) 3621-1558 Tel.(75) 3621-1558

(Assinatura ou impresséo dactiloscopica do Participante da Pesquisa)
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