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Resumo

LAGES, Leticia Zarnott. Desenvolvimento de embutido carneo utilizando
Oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.) e suco de beterraba em po6
(Beta vulgaris L., cultivar Early Wonder). 2019. 138 f. Dissertacao (Mestrado
em Nutricdo e Alimentos) — Programa de POs-Graduacdo em Nutricdo e
Alimentos, Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2019.

Ao longo dos ultimos anos ocorreu um significativo aumento da preocupacao
da populacdo em manter uma alimentacdo mais saudavel, com a diminui¢cado do
consumo de produtos industrializados, principalmente, por estes apresentarem
conservantes sintéticos com potencial carcinogénico. Produtos naturais de
plantas, em particular os 6leos essenciais e pigmentos, tém sido indicados
como alternativas promissoras para inativar patdgenos em alimentos e para
conferir cor. Dentre 0s Oleos que apresentam comprovada atividade
antimicrobiana, se encontra o 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris), que
€ uma planta medicinal, aromatica e condimentar da familia Lamiaceae. A
aplicacdo desse 6leo essencial em alimentos como um aditivo natural,
individualmente ou associado a outros tratamentos, objetiva impedir o
crescimento microbiano. As betalainas sdo pigmentos naturais que estdo
presentes em beterrabas e sdo consideradas como importantes corantes
naturais e dos primeiros desenvolvidos para uso em induastrias de alimentos.
Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da adi¢cdo conjunta
de Oleo essencial de tomilho e suco de beterraba em p6 em um embutido
carneo, para reducdo parcial ou total da adicdo de nitrato e nitrito de sddio. Foi
possivel comprovar que o Oleo essencial apresentou um efeito inibitorio e
bactericida frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli. O constituinte
majoritario do O6leo essencial de tomilho foi o carvacrol. A avaliacdo de
parametros de cor dos produtos, tanto o suco integral de beterraba quanto o
suco de beterraba em pd, mostraram tendéncia a cor vermelha escura,
caracteristica das betacianinas. O 6leo essencial apresentou efeito inibitério
contra Staphylococcus coagulase positiva e coliformes termotolerantes testado

in situ em embutido carneo em todas as concentracdes. O suco de beterraba



em pOé mostrou ser eficiente como um corante natural, conferindo a cor
caracteristica do embutido carneo. O embutido carneo elaborado mostrou boa
aceitacdo sensorial. Assim, a associacdo de 0Oleo essencial de tomilho e suco
em po de beterraba demonstrou ser uma alternativa viavel para reducdo da

adicao de sais de cura ao produto.

Palavras-chave: produtos carneos, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, betalainas,

atividade antimicrobiana.



Abstract
LAGES, Leticia Zarnott. Development of meat sausage using thyme
essential oil (Thymus vulgaris L.) and sugar beet juice (Beta vulgaris L.,
cultivar Early Wonder). 2019. 138 f. Dissertation (Master in Nutrition and
Food) - Graduate Program in Nutrition and Food, Faculty of Nutrition, Federal

University of Pelotas, Pelotas, 2019.

Over the past few years there has been a significant increase in the concern of
the population to maintain a healthier diet, with the decrease in the consumption
of industrialized products, mainly because they have synthetic preservatives
with carcinogenic potential. Natural plant products, in particular essential oils
and pigments, have been indicated as promising alternatives for inactivating
pathogens in foods and for imparting color. Among the oils that have proven
antimicrobial activity is thyme essential oil (Thymus vulgaris), which is a
medicinal, aromatic and flavoring plant of the Lamiaceae family. The application
of this essential oil in food as a natural additive, individually or in combination
with other treatments, aims to prevent microbial growth. Betalains are natural
pigments that are present in beets and are considered as important natural and
early colorants developed for use in the food industries. In this context, the
objective of this study was to evaluate the effect of the combined addition of
thyme essential oil and powdered beet juice in a meat sausage to partially or
totally reduce the addition of sodium nitrate and nitrite. It was possible to prove
that the essential oil had an inhibitory and bactericidal effect against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The major constituent of thyme
essential oil was carvacrol. The evaluation of color parameters of the products,
both the whole beet juice and the beet juice powder, showed a tendency to dark
red color, characteristic of betacyanins. The essential oil showed an inhibitory
effect against coagulase positive Staphylococcus and thermotolerant coliforms
tested in situ in meat sausage at all concentrations. The beet juice powder
proved to be efficient as a natural colorant, giving the characteristic color of the
meat sausage. The elaborate meat embedded showed good sensory
acceptance. Thus, the combination of thyme essential oil and beetroot juice
powder proved to be a viable alternative for reducing the addition of curing salts

to the product.



Keywords: meat products, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, betalains, antimicrobial

activity.
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1 Introducéo

O mercado de produtos carneos industrializados tem se expandido ano a
ano, pois os produtos sdo atrativos para os consumidores devido ao precgo
acessivel de alguns, praticidade, facilidade e rapidez no preparo (MELO
FILHO; BISCONTINI; ANDRADE, 2004; OLIVEIRA et al, 2013;
VASCONCELLOQOS, 2015; BALDIN et al., 2016).

Ao longo dos ultimos anos ocorreu significativo aumento da preocupacao
da populacdo em manter uma alimentacdo mais saudavel, com a diminui¢cao do
consumo de produtos industrializados, principalmente, por estes apresentarem
conservantes sintéticos com potencial carcinogénico. Esse dado foi confirmado
pela Agéncia Internacional de Investigacdo do Céancer, érgao da Organizacao
Mundial de Saude (OMS) que concluiu que o0 consumo de carnes processadas
por defumacéo e/ou cura aumenta o risco de aparecimento de canceres (OMS,
2015).

A busca por alimentos naturais tem se tornado uma grande preocupacéo
para a industria de alimentos, principalmente em relacdo a rejeicdo dos
consumidores por conservantes quimicos, servindo de motivacdo para
encontrar alternativas naturais, que sirvam de substituto e sejam menos
prejudiciais a saude (VIUDA-MARTOS et al.,, 2008). Ainda, a industria tem
interesse em agentes antimicrobianos naturais que possam prolongar a vida util
dos produtos e combater micro-organismos patogénicos (CALO et al., 2015).

Neste contexto, a utilizacdo de 6leos essenciais, como uma alternativa
para substituicdo aos aditivos quimicos, que sdo comumente utilizados em
produtos carneos, tem ganhado mais atencdo. A atividade antimicrobiana de
Oleos essenciais de condimentos mostra a viabilidade destes para muitas
aplicagbes, incluindo conservagcdo de alimentos crus e processados
(MARTUCCI; GENDE; RUSECKAITE, 2015).

Os oOleos essenciais sao ricos em diferentes compostos, como terpenos
e fenilpropanoides, e podem melhorar a qualidade dos alimentos através de
diminuicdo do crescimento de micro-organismos (KIM; CHO; HAN, 2013), além
de conferir propriedades sensoriais e apresentarem baixa toxicidade em
relacdo aos conservantes sintéticos (SADEGHI et al., 2015).

Dentre os 6leos que apresentam comprovada atividade antimicrobiana,

se encontra o 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris), que é uma planta
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medicinal, aromatica e condimentar da familia Lamiaceae, originaria da Europa
e cultivada no sul e sudeste do Brasil (ROCHA, 2012). A aplicacéo do 6leo
essencial do Thymus vulgaris em alimentos, como um aditivo natural,
individualmente ou associado a outros tratamentos, que objetivam impedir o
crescimento microbiano, tem sido explorada por muitos autores (KOSTAKI et
al., 2009; KARABAGIAS; BADEKA; KONTOMINAS, 2011; JAYASENA; JO,
2013; HAN et al., 2015; HYUN et al., 2015).

O desenvolvimento da industria de alimentos levou a producdo de
diferentes aditivos, e entre estes estdo os corantes naturais e artificiais. O uso
destes € amplo em diversos alimentos e justifica-se por questdes de habitos
alimentares, com o intuito de aumentar a aceitabilidade do consumidor, visto
que a cor é um importante atributo sensorial (PRADO; GODOQY, 2003).

No entanto, pesquisas apontam que aditivos artificiais ndo s&o
desejados pelos consumidores, que procuram cada vez mais alimentos e
ingredientes naturais (ROY et al., 2004; RAVICHANDRAN et al., 2013).

A coloracédo da beterraba € justificada pela presenca das betalainas, que
sdo pigmentos nitrogenados, encontrados em abundancia nesta hortalica. A
betalaina € bastante hidrossoluvel e inclui as betacianinas, responsaveis pela
coloracdo vermelha-violeta e as betaxantinas, de coloracdo amarelo-laranja. As
betalainas sdo consideradas como importantes corantes naturais e foram dos
primeiros desenvolvidos para uso em industrias de alimentos (CONSTANT;
STRINGHETA; SANDI, 2002; CAI; SUN; CORKE, 2003; GANDIA-HERRERO;
GARCIA-CARMONA; ESCRIBANO, 2005; STINTZING; CARLE, 2007).

Diante do contexto exposto, acredita-se que a adi¢cdo conjunta de Oleo
essencial de tomilho e suco de beterraba em pdé em substituicdo aos sais de
cura, represente uma alternativa natural para producdo de embutido carneo,

com boa manutencao das caracteristicas microbiologicas e sensoriais.
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2 Objetivos
2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da adicdo conjunta de 6leo essencial de tomilho e de
suco de beterraba em p6 em embutido carneo, para reducéo parcial ou total de

utilizacao de nitrato e nitrito de sadio.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de tomilho frente a
Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Determinar a concentragdo inibitoria minima e a concentracdo
bactericida minima do O6leo essencial de tomilho frente a Staphylococcus
aureus e Escherichia coli.

Avaliar fisico-quimicamente o suco de beterraba integral e em po
elaborados.

Desenvolver embutido carneo adicionado de 6leo essencial de tomilho e
suco de beterraba em pé, reduzindo total ou parcialmente a utilizacdo de nitrato
e nitrito de saédio.

Avaliar a aceitabilidade sob o ponto de vista sensorial dos produtos
elaborados.
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3 Hipoteses

A adicdo conjunta de dleo essencial de tomilho e de suco de beterraba
em po inibe os micro-organismos Staphylococcus aureus e Escherichia coli e
confere a coloragdo caracteristica de embutido carneo in situ permitindo a
reducao parcial de nitrato e nitrito em embutido carneo.

O embutido carneo adicionado de Gleo essencial de tomilho e de suco
de beterraba em pé apresenta uma boa aceitagdo sensorial.
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4 Revisdo de Literatura
4.1 Oleos essenciais

Os dleos essenciais sdo substancias naturais volateis de origem vegetal,
classificados como GRAS (Generally Regarded As Safe), o que os torna
atrativos ao consumidor por ndo apresentarem efeito téxico, mesmo quando
empregados em concentracdes relativamente elevadas (PEREIRA et al., 2006).

Por algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas, podem receber
outras denominacdes, como Oleos volateis (sua principal caracteristica é a
volatilidade, diferindo-os dos 6leos fixos), éleos etéreos (por serem sollveis em
solventes organicos apolares, como o éter) ou ainda esséncias (pelo aroma
agradavel e intenso da maioria desses 6leos) (MATTOS et al., 2007; SIMOES;
SPITZER, 2007).

Os oOleos essenciais sdo compostos oleosos, liquidos, volateis, limpidos
e raramente coloridos, lipossoliveis e solliveis em solventes organicos,
produzidos pelo metabolismo secundario das plantas, que podem ser
encontrados em diversas partes das plantas como folhas, raizes, rizomas,
cascas, caule, flores, frutos e sementes (OUSSALAH; CAILLET; LACROIX,
2007). Os oleos essenciais ndo sdo moléculas simples, mas sim a mistura de
varios compostos de substancias ativas, entre elas os terpenos ou terpenoides,
gue compdem o0s metabdlitos secundarios de plantas e podem ser formados
por duas (monoterpeno), trés (sesquiterpenos) ou quatro (diterpenos) unidades
de isopreno, e fenilpropanoides, que dependem do numero de carbonos e
variam conforme a composicdo (ASCENCAO; MOUCHREK FILHO, 2013).
Tanto os fenilpropanoides quanto os terpenos compreendem o grupo dos
compostos fenolicos (AMAROTI; FOTI; VALGIMIGLI, 2013).

Os Oleos essenciais sdo os produtos obtidos de partes de plantas
através da destilagdo simples, a forma mais utilizada na obtencdo dos 6leos
essenciais comerciais, mas podendo também ser feita por meio da
fermentacao, extracdo por solventes, destilagdo por arraste de vapor d’agua,
hidrodestilacdo ou a partir do processamento mecéanico, como a prensagem,
dos pericarpos de frutos citricos (GREATHEAD, 2003; YANG et al., 2010;
BUSATO et al., 2014).
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4.1.1 Oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris)

O Thymus vulgaris € uma planta medicinal, aromatica e condimentar da
familia Lamiaceae, popularmente conhecida como tomilho, originaria da Europa
e cultivada no sul e sudeste do Brasil (ROCHA, 2012).

A atividade biolégica do 6leo essencial de tomilho esta relacionada com
o timol e o carvacrol, seus principais constituintes, cujas estruturas quimicas
podem ser vistas na Figura 1. O timol tem demonstrado efeitos antibacterianos,
antifangicos e anti-helminticos, enquanto o carvacrol tem sido estudado por
seus efeitos bactericidas. O timol € o composto majoritario, seguido pelo
carvacrol (OZCAN; CHALCHAT, 2004; PORTE; GODOY, 2008;
HAJIMEHDIPOOR et al., 2010; LISI et al., 2011).

Carvacrol = RE Thymal
OH | e,
-~
OH
T

Figura 1: Estruturas quimicas do 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris)

A aplicacdo do 6leo essencial do Thymus vulgaris em alimentos como
um aditivo natural, individualmente ou associado a outros tratamentos que
objetivam impedir o crescimento microbiano, tem sido explorada por muitos
autores em virtude do seu potencial antimicrobiano j& comprovado (KOSTAKI
et al., 2009; KARABAGIAS; BADEKA; KONTOMINAS, 2011; JAYASENA; JO,
2013; HAN et al., 2015; HYUN et al., 2015).

4.1.2 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

Entende-se que a inibicdo do crescimento microbiano pelos oOleos
essenciais seja devida ao dano causado a integridade da membrana celular
pelos componentes lipofilicos do 6leo essencial, o0 que acaba por afetar a
manutencdo do pH celular e o equilibrio de ions inorganicos (COWAN, 1999;
SHYLAJA; PETER, 2004).
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Os Oleos essenciais de condimentos podem ter muitos componentes,
sendo os compostos fendlicos os principais responsaveis pelas propriedades
antimicrobianas. Os compostos fendlicos sédo hidrofébicos e o seu sitio de acdo
€ a membrana celular da célula microbiana, onde se acumulam causando
desarranjo na funcdo e na estrutura da membrana e penetram a célula
bacteriana, exercendo atividade inibitéria no citoplasma celular, provocando lise
e liberacéo do ATP intracelular e como resultado a morte celular (WALSH et al.,
2003; CALO et al., 2015). Ja é bem conhecido o carater hidrofobico dos 6leos
essenciais e seus componentes, que permite a sua ligacdo aos lipideos da
membrana celular modificando sua estrutura e aumentando sua
permeabilidade. Devido a esta permeabilidade alterada, podem ocorrer a
passagem de ions e outros constituintes celulares provocando a morte da
célula, sendo este o principal mecanismo pelo qual os Oleos essenciais tém
acoes letais (COX et al., 2000; BURT, 2004).

Alguns autores sugerem que a membrana ao redor da parede celular de
bactérias Gram negativas pode restringir a difusdo de compostos hidrofébicos
devido a cobertura de lipopolissacarideos presentes (DAVIDSON; BRANEN,
2005 apud GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2009; CALO et al., 2015).
Porém, isso ndo significa que as bactérias Gram positivas sejam sempre mais
susceptiveis (BURT, 2004). Bactérias Gram negativas sdo geralmente mais
resistentes aos metabdlitos antimicrobianos de plantas e, muitas vezes, nao
sao inibidos por eles (TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010).

Alves (2010), Pozzo et al. (2011) e Pesavento et al. (2015) relataram que
0 Oleo essencial de Thymus vulgaris (tomilho) também apresenta acéo
antimicrobiana isoladamente e em combinacfes frente a bactérias Gram
positivas e Gram negativas. Os autores também concluiram que a utilizacao do
Oleo essencial de Thymus vulgaris pode ser uma alternativa para a substituicdo
dos sais de cura comumente utilizados em embutidos carneos.

Santurio (2015) ao realizar um estudo sobre o0 uso de 6leos essenciais
para o controle de bactérias patogénicas em alimentos, concluiu que o uso de
Oleos essenciais adicionados em produtos carneos podem aumentar a vida util

e diminuir a contaminacao de patdégenos.
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4.2 Micro-organismos dos produtos carneos

As Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA) sdo causadas devido a
ingestdo de alimentos contaminados com micro-organismos patogénicos,
sendo estes bactérias, fungos e virus (BAPTISTA; VENANCIO, 2003).

A capacidade dos micro-organismos se desenvolverem em um alimento
esta relacionada a multiplos fatores que proporcionam condi¢cdes favoraveis
para que ocorra a multiplicagdo, sendo divididos em fatores intrinsecos, os
quais estdo relacionados as caracteristicas proprias do alimento, como
umidade, potencial de Oxido-reducdo e tensdo de O, pH, composicdo do
alimento, concentracdo salina e fatores extrinsecos, relacionados ao ambiente
em que o alimento est4 presente, como temperatura, umidade relativa do
ambiente, presenca de gases no ambiente (CO, e Og), substancias adicionadas
para inibir ou retardar a multiplicacdo microbiana (acido ascorbico, diéxido de
enxofre, acido benzoico, nitrato, nitrito, antibidticos e irradiacdo) (SILVA JR.,
2014).

A fabricacdo de linguicas tipo frescal requer uma série de etapas de
manipulacdo, o que eleva as possibilidades de contaminacdo por diversas
espécies de micro-organismos, patogénicos ou deterioradores, podendo
comprometer a qualidade microbiologica do produto final (MARQUES et al.,
2006). Desta forma, a qualidade do produto elaborado reflete as condi¢des da
matéria—prima e ingredientes empregados em sua producdao (MOROT-BIZOT;
LEROY; TALON, 2006). Além disso, o manipulador envolvido no
processamento bem como 0s equipamentos e utensilios inadequadamente
higienizados, podem ser importantes fontes de contaminacédo (CHEVALLIER et
al., 2006).

Dentre 0s micro-organismos patogénicos frequentemente presentes em
embutidos, destacam-se Escherichia coli, Salmonella spp., Staphylococcus
aureus e Listeria monocytogenes (BARBUTI; PAROLARI, 2002). Em fungéo da
presenca destes agentes, os produtos carneos podem constituir sérios
problemas para a saude publica, uma vez que estas bactérias sdo causas

comuns de infec¢des e intoxicacdes alimentares (MARQUES et al., 2006).
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4.2.1 Staphylococcus aureus

Sao bactérias Gram positivas no formato de cocos medindo entre 0,5-1,5
pm de didmetro, ndo sdo moveis nem formam esporos. Podem estar sozinhas,
em pares, em cadeias curtas ou reunidas em formato de cacho de uva devido a
divisdo celular que é feita em trés planos perpendiculares (SANTOS et al.,
2007).

Vale salientar, que cepas de Staphylococcus aureus podem estar
presentes no conduto nasal, nos olhos, na garganta, no trato gastrintestinal e
na superficie da pele de homens, onde é mais frequente nas méaos, bracos,
rosto e feridas, ndo sao boas competidoras e n&o crescem bem na presenca de
outros micro-organismos (BARROS, 2009; FRANCO; LANDGRAF, 2008).

A enterotoxina estafilococica € termoestavel e pode permanecer no
alimento mesmo apo6s o cozimento, possibilitando desta forma, a instalacdo de
um quadro de intoxicacdo alimentar, que causa nauseas, diarreia e vomitos
dentro de uma a seis horas (BALABAN; RASOOLY, 2000; CUNHA NETO;
SILVA; STAMFORD, 2002; CARMO; LIMA; SOUZA, 2008; MADIGAN et al.,
2010).

4.2.2 Escherichia coli

Escherichia coli é a espécie predominante entre os diversos micro-
organismos anaerobios facultativos. Esse micro-organismo pertence a familia
Enterobacteriacea e entre suas principais caracteristicas destacam-se: bacilos
Gram negativos, ndo esporulados, capazes de fermentar a lactose, com
producdo de acido e de gas (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Escherichia coli entero-hemorragica (EHEC) tem a capacidade de
produzir uma toxina quando se aloja no intestino chamada de verotoxina, que
causa desde uma diarreia sanguinolenta até uma insuficiéncia renal.
Escherichia coli entero-toxigénica (ETEC) causa uma infeccado entérica que
leva a diarreia aquosa, principalmente, em pessoas que estado viajando, ja que
0os habitantes locais tendem a estar imunes a bactéria. A Escherichia coli
entero-patogénica (EPEC) néo é invasiva nem produz toxinas e esta envolvida
com casos de diarreia infantil e em bebés. Escherichia coli entero-invasiva
(EIEC) causa doenca invasiva do colon, sendo responséavel por diarreia

aquosa, que por vezes pode ser sanguinolenta (MADIGAN et al.,, 2010). A
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Escherichia coli entero-agregativa (EAEC) causa diarreia aguda e persistente
que ocorre, principalmente, em criancas de paises em desenvolvimento
(REGUA-MANGIA et al., 2009). Escherichia coli de aderéncia difusa (DAEC)
possui a caracteristica de se aderir de forma difusa em cultura de células
epiteliais in vitro, pode causar infecgBes no trato urinario e a patogenicidade
entérica ainda ndo é confirmada (SERVIN, 2005).

Estes micro-organismos apresentam baixa competitividade em relacdo a
um grande numero de micro-organismos competidores em um mesmo meio.
Porém sua presenca no produto representa risco a saude dos consumidores
por sua patogenicidade (MARQUES et al., 2006).

4.3 Aplicacédo do 6leo essencial em produtos carneos

Visando diminuir o risco de proliferacdo bacteriana nos alimentos, bem
como a reducdo do uso de aditivos sintéticos, os compostos naturais
apresentam-se como possiveis alternativas para serem adicionados em
produtos carneos. As plantas aromaticas tém sido muito estudadas e utilizadas,
pois apresentam potencial como conservantes naturais (DJENANE et al.,
2011).

Dentre os métodos de conservacao disponiveis, a industria alimenticia
busca cada vez mais a substituicio de métodos tradicionais de conservacao,
como o0s tratamentos térmicos intensos, por novas técnicas de preservacao,
principalmente devido a demanda crescente, por parte dos consumidores, por
produtos saborosos, nutritivos, naturais e de conveniéncia (RAHMAN; KANG,
2009; VIUDA-MARTOS et al., 2010a). A seguranca da utilizacdo de aditivos
guimicos também tem sido cada vez mais questionada, como resultado de uma
maior preocupacao com 0s riscos a saude e de uma maior capacidade para
avaliar a seguranca/toxicidade dos diversos aditivos (DEVLIEGHERE;
VERMEIREN; DEBEVERE, 2004).

Lemay et al. (2002) apontam que a utilizacdo de Oleos essenciais é
particularmente viavel em produtos cérneos, em funcdo de que ervas e
especiarias ja sdo comumente utilizadas nestes produtos a fim de conferir
sabores tipicos aos mesmos.

Recentemente, muitas pesquisas tém sido realizadas com a utilizagéo

de Oleos essenciais para prolongar a vida atil da carne e dos produtos a base
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de carne. Tem-se comprovado que sdo passiveis de utlizacdo nestes
alimentos (GAIO et al.,, 2015; SHARAFATI-CHALESHTORI et al., 2015;
ZENGIN; BAYSAL, 2015).

Zengin e Baysal (2015), estudando a aplicacdo dos 6leos essenciais de
tomilho e cravo em carne picada armazenada a 4°C, verificaram que o0s
tratamentos com o0s Oleos restringiram o crescimento de Salmonella
typhimurium inoculada artificialmente e apresentaram notavel atividade
antioxidante, sendo o 6leo de cravo o mais eficiente.

Fratianni et al. (2010) estudaram o efeito dos 6leos essenciais de tomilho
e balsamo em carne de peito de frango armazenada a 4°C durante trés
semanas. Os resultados mostraram que os dois 6leos essenciais apresentaram
efeito antioxidante, ajudando a preservar a carne mesmo ap6s duas semanas
de armazenamento. Além disso, diminuiram a microbiota presente na carne,
reduzindo pela metade o conteldo microbiano total em comparacdo com as
amostras controle. O éleo de balsamo limitou significativamente o crescimento
de Salmonella sp. e o 6leo de tomilho o crescimento de Escherichia coli.
Demonstrando que os dois Oleos foram eficazes na inibicdo microbiana e na

reducdo dos processos oxidativos, prolongando a vida util da carne de frango.

4.4 Beterraba (Beta vulgaris L.)

A beterraba (Beta vulgaris L.) é uma hortalica originaria das regides de
clima temperado da Europa e Norte da Africa, pertence a familia
Chenopodiaceae, caracterizada por possuir uma raiz tuberosa comestivel. No
Brasil € cultivada principalmente nas regides Sudeste e Sul (CAMARGO
FILHO; MAZZEI, 2002; INSTITUTO FNP, 2007). Existem poucas cultivares
plantadas no Brasil, sendo a cultivar mais tradicional a Early Wonder, também
chamada de beterraba vermelha ou “de mesa”, que apresenta raizes com
formato regular e forte coloracdo vermelha (HERNANDES et al., 2007).

A beterraba, por ser planta tipica dos climas temperados, se desenvolve
bem sob regimes de temperaturas amenas a frias, preferencialmente entre 10 e
20°C, apresentando resisténcia ao frio intenso e a geadas leves. O calor é um
fator limitante para a maioria das cultivares. Por conseguinte, quando plantada

sob temperatura e pluviosidade elevadas, ocorre a destruicdo prematura das
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folnas por doencas fungicas e as beterrabas adquirem coloracdo interna
indesejavel, com anéis claros (FILGUEIRA, 2003).

A beterraba além de ser muito nutritiva, possui forte apelo sensorial,
devido a sua cor vermelho-intensa (HERNANDES et al., 2007). A coloracéo da
beterraba é justificada pela presenca das betalainas, que sdo pigmentos
nitrogenados caracteristicos de ordem Caryophyllales, da qual essa hortalica
faz parte. A betalaina é bastante hidrossoluvel e inclui as betacianinas,
responsaveis pela coloracdo vermelha-violeta e as betaxantinas, de coloracao
amarelo-laranja. As betalainas sado consideradas como importantes corantes
naturais e foram dos primeiros desenvolvidos para uso em industrias de
alimentos (CONSTANT; STRINGHETA; SANDI, 2002; CAIl; SUN; CORKE,
2003; GANDIA-HERRERO; GARCIA-CARMONA; ESCRIBANO, 2005;
STINTZING; CARLE, 2007). Quimicamente, as betalainas sao definidas por
uma estrutura que engloba todos os componentes que apresentam uma

formula geral como na Figura 2.

HOOC N O0OH
H

Betalaina
Figura 2. Estrutura quimica geral da betalaina
Fonte: Adaptado de VOLP; RENHE; STRINGUETA, 2009.

A beterraba, bem como seus extratos e corantes sdo universalmente
permitidos como ingredientes na industria de alimentos, sendo amplamente
empregados. Além disso, esta hortalica possui importantes compostos
bioativos, dentre os quais se destacam as betalainas, as fibras e o nitrato
(KANNER; HAREL; GRANIT, 2001; CAIl; SUN; CORKE, 2003).

Ainda, a beterraba vermelha possui uma alta capacidade de cultivo,
baixo custo de processamento e término do produto final em relacdo aos

demais corantes naturais, justificando assim sua utilizacdo na industria de
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alimentos (DRUNKLER; FETT; BORDIGNON-LUIZ, 2003). No entanto, seu uso
ainda é limitado devido a baixa estabilidade da cor, que é dependente de
fatores como pH, temperatura, presenca ou auséncia de oxigénio e de luz,
atividade de agua, entre outros fatores (DUNKLER; FALCAO; BORDIGNON-
LUIZ, 2004).

4.5 Anédlise sensorial dos alimentos

Segundo a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1993), a
analise sensorial € uma ciéncia que evoca, mede, analisa e interpreta as
reacbes humanas frente as caracteristicas dos alimentos e materiais,
percebidas pelos cinco sentidos: paladar, olfato, tato, visdo e audigéo.

E através da analise sensorial que é feita a selecéo e caracterizacéo de
matérias-primas, melhoria de uma formulacdo, avaliacdo da correlacdo de
analises quimicas com as sensac¢fes dos sentidos humanos e desenvolvimento
de novos produtos alimenticios (SANTURIO, 2015).

Os fenbmenos de aceitacdo ou rejeicdo de um alimento sofrem
influéncia direta das propriedades sensoriais do mesmo. Portanto, uma escala
hedbnica pode ser utilizada como método de avaliagdo da aceitacdo do
consumidor (DANTAS et al., 2004).

A andlise sensorial de um determinado produto é realizada por uma
equipe que avalia suas caracteristicas sensoriais. Para alcancar o objetivo
especifico de cada andlise, sdo elaborados métodos de avaliagdo, visando a
obtencdo de respostas mais adequadas ao perfil do produto. Esses métodos
apresentam caracteristicas que se moldam com o objetivo da andlise. O
resultado, que deve ser expresso de forma especifica, conforme o teste
aplicado, € estudado estatisticamente, concluindo assim a viabilidade do
produto (TEIXEIRA, 2009).
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Resumo

LAGES, Leticia Zarnott. 43 f. Desenvolvimento de embutido carneo
utilizando oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris) e extrato de
beterraba (Early Wonder). Universidade Federal de Pelotas. 2019.

A conservacao de alimentos tem sido um desafio, considerando que boa parte
dos conservantes e/ou aditivos quimicos sintéticos podem, em determinados
casos, apresentar problemas relacionados ao potencial alergénico e até
mesmo carcinogénico. Dentre estes aditivos estdo aqueles que atuam como
inibidores microbianos e/ou que conferem e mantém cores em produtos
alimenticios, principalmente em produtos carneos como nitratos e nitritos.
Produtos naturais de plantas, em particular os 0Oleos essenciais, tém sido
indicados como alternativas promissoras para inibir patdgenos em alimentos.
As betalainas sdo pigmentos naturais que estdo presentes em beterrabas e
séo consideradas um dos mais importantes corantes naturais e dos primeiros
desenvolvidos para uso em indastrias de alimentos. Neste contexto, o objetivo
deste estudo sera avaliar o efeito da adicdo conjunta de 6leo essencial de
tomilho e extrato de beterraba em um embutido carneo, para reducao parcial
ou total de nitrato e nitrito de sodio. Neste estudo, o 6leo de tomilho sera
testado como agente antimicrobiano frente as bactérias Staphylococcus aureus
e Escherichia coli e o extrato de beterraba serd adicionado como corante
natural em embutido carneo frescal, a fim de verificar se € capaz de conferir a
coloracado caracteristica, de forma similar ou superior ao nitrito de sodio. Serdo
executados determinagcdes quimicas e fisicas compreendendo a cromatografia
dos terpenos, compostos fendlicos totais, disco difusdo, concentracao inibitéria
minima, concentracdo bactericida minima, atividade antimicrobiana em micro-
atmosfera e avaliacdo do concentrado de beterraba em p6 (umidade, teor de
acucar, solidos solaveis, cor e pH) e espera-se que o produto apresente

também boa aceitacéo sensorial.

Palavras-chave: produtos carneos, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, betalainas.
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1 Introducéo

O mercado de produtos carneos industrializados tem se expandido ano a
ano, pois é atrativo para os consumidores devido ao preco acessivel de alguns
produtos, sua praticidade, facilidade e rapidez no preparo (MELO FILHO;
BISCONTINI; ANDRADE, 2004; OLIVEIRA et al.,, 2013; VASCONCELLOS,
2015; BALDIN et al., 2016).

Por serem alimentos pereciveis, as carnes apresentam vida util variavel,
em funcdo de sua composicdo fisico-quimica e suas condicbes de
armazenamento. Nesse sentido, a fabricacdo de embutidos carneos
possibilitou o aumento do tempo de viabilidade deste tipo de produto e
diversificou a oferta de derivados carneos. Por meio do uso de tecnologias e
processos que, além de conservarem a carne contra a deterioracao bacteriana,
mantenham a qualidade (CARTAXO, 2015).

A conservacédo da carne e de produtos carneos envolve a aplicacdo de
medidas para retardar ou prevenir alteracdes microbiolégicas, quimicas ou
fisicas que a tornam impropria para o consumo ou que reduzem alguns
aspectos da sua qualidade. Apesar de os varios tipos de alteracbes serem
significativos, a deterioragcdo microbiolégica € a mais importante e geralmente
precede 0s outros tipos de deterioracdo da carne (KINSMAN et al., 1994).

Uma alternativa que vem sendo a longo tempo utilizada em produtos
carneos sdo os aditivos e conservantes quimicos sintéticos, que possuem
ampla atuacao contra micro-organismos, deteriorantes e patogénicos, além de
conferirem caracteristicas sensoriais interessantes como cores e aromas
atrativos, como é o0 caso dos sais de cura compostos majoritariamente por
nitratos e nitritos.

Considerando que boa parte dos conservantes e/ou aditivos quimicos
sintéticos pode, em determinados casos, desencadear problemas relacionados
ao potencial alergénico e até mesmo a carcinogénico de alguns produtos,
dentre estes estdo aqueles que atuam como inibidores microbianos e/ou que
conferem e mantém cores em produtos alimenticios, principalmente em
produtos carneos como nitratos e nitritos.

Nos ultimos anos, a utilizacdo de conservantes naturais em alimentos
tem encontrado grande aceitagdo perante o mercado consumidor, que busca

cada vez mais produtos naturais, benéficos a saude, juntamente a reducédo do
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consumo de aditivos sintéticos. Produtos naturais de plantas, em particular os
Oleos essenciais e pigmentos, tém sido indicados como alternativas
promissoras para inativar patégenos em alimentos e para conferir cor
(CHORIANOPOULOS et al., 2004; RAHMAN; KANG, 2009; EBRAHIMABADI et
al., 2010).

Muitas espécies vegetais possuem propriedades antimicrobiana e
antioxidante, dentre estas espécies, destacam-se as plantas medicinais e
condimentares que, além de conferirem caracteristicas sensoriais proprias aos
alimentos (BURT, 2004), o que as torna Uteis e como alternativas mais
saudaveis para as industrias de alimentos, em comparagdo aos conservantes
quimicos.

Nesse contexto, o uso alternativo de produtos naturais obtidos de
plantas tem tido mais atencao, principalmente porque esses produtos possuem
propriedades funcionais adicionais. As betalainas sdo pigmentos naturais que
estdo presentes em beterrabas sendo classificadas em betacianinas e
betaxantinas. Devido a isso, as betalainas podem ser empregadas como
corante natural em alimentos (DRUNKLER, 2001).

Neste estudo, serd adicionado Oleo essencial de tomilho a fim de
verificar se 0 mesmo é capaz de inibir Staphylococcus aureus e Escherichia
coli in situ. Também foi adicionado extrato de beterraba como corante natural
em embutido carneo frescal, a fim de verificar se € capaz de reduzir a perda da
coloracdo caracteristica causada pela reducdo do nitrito de sédio ou até
melhorar tal coloracdo, para que ndo ocorra comprometimento da aceitacao
sensorial.

Por fim espera-se verificar se a adicdo conjunta de 6leo essencial de
tomilho e extrato de beterraba em um embutido carneo diminuira a

necessidade de adig&o de nitratos e nitritos neste tipo de produto.
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2 Revisao Bibliografica
2.1 Embutidos cérneos

As carnes e derivados constituem produtos altamente pereciveis.
Cuidados muito especiais devem ser mantidos durante todas as operacdes. Os
processos visam minimizar a deterioracao e prolongar a vida atil com niveis de
qualidade aceitaveis. Dentre as varias matrizes alimentares de origem vegetal
e animal, os embutidos carneos representam um segmento de relevante
comercializacdo por todo mundo. No Brasil, fazem parte dos habitos
alimentares de uma parcela consideravel da populacdo (OLIVO, 2006;
ORDONEZ, 2005).

A presenca de patdgenos evidencia a necessidade de se investir em
técnicas de descontaminacdo para garantir a seguranca do alimento. Também
ha o interesse em reduzir ou eliminar os micro-organismos deteriorantes para
aumentar a durabilidade do produto. Em muitos alimentos refrigerados, o
crescimento microbiano € o principal responséavel pela deterioracdo da carne e
dos produtos carneos, em conjunto com as alteracbes bioquimicas e
enzimaticas (DEVLIEGHERE; VERMEIREN; DEBEVERE, 2004).

A Instrucdo Normativa n°® 4 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2000) define linguica como o produto carneo
industrializado, obtido de carnes de animais de acougue, adicionado ou ndo de
tecidos adiposos, ingredientes, embutido em envoltério natural ou artificial e
submetido ao processo tecnolégico adequado. Ainda segundo este
regulamento, as linguicas frescais caracterizam-se por apresentar teores
maximos de 70% de umidade, 30% de gordura e 0,1% de calcio (em base
seca), e um teor minimo de 12% de proteina. Dentre os produtos carneos
embutidos, a linguica do tipo frescal se destaca por sua grande aceitacédo e
comercializacdo (OLIVEIRA; ARAUJO; BORGO, 2005).

As linguicas constituem os derivados céarneos fabricados em maior
quantidade em nosso pais, uma vez que a sua elaboracdo ndo exige tecnologia
sofisticada, utilizando poucos e baratos equipamentos. Entretanto, por néo
serem submetidas a um tratamento térmico, as linguicas frescais, com alta
atividade de agua, apresentam uma elevada carga microbiana e
consequentemente uma reduzida vida de prateleira (TERRA, 1998; ORDONEZ,
2005).
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Em produtos carneos sdo comumente utilizados para inibicdo microbiana
e para manutencdo da cor os chamados “sais de cura”, constituidos
majoritariamente de nitratos e nitritos, que sao largamente utilizados como
aditivos alimentares no processamento de produtos carneos. Os sais de nitrato
e nitrito tém a finalidade de conservar, intensificar ou modificar as propriedades
dos alimentos. Especificamente, nos produtos carneos eles sdo empregados
como aditivo alimentar devido sua acao preventiva na proliferacdo de esporos
de algumas bactérias que podem causar alteracfes graves nestes produtos. A
producdo de linguicas envolve varias etapas de manipulacdo, aumentando o
risco de contaminagdo por micro-organismos, patogénicos ou deterioradores,
comprometendo a qualidade higiénico-sanitaria do alimento (MOREAU,
SIQUEIRA, 2008).

O consumo de sais de nitrato e nitrito de sodio, além de determinados
limites, pode causar leve prejuizo a saude, mas se o consumo for excessivo
pode levar ao aumento da incidéncia de alguns tipos de cancer. Esse consumo
ocorre através de uma reacao natural do organismo e nos alimentos, na qual o
nitrato transforma-se em nitrito, reagindo com as aminas e amidas secundarias
e terciarias, formando compostos nitrosos como as nitrosaminas e nitroamidas,
que sdo potencialmente carcinogénicas (OLIVEIRA; ARAUJO; BORGO, 2005;
KREUTZ et al., 2012). Os nitratos sado relativamente pouco toxicos para 0s
seres humanos, mas a sua toxicidade esta atribuida principalmente a sua
reducao a nitrito (KREUTZ et al., 2012).

2.2 Oleos essenciais

As plantas condimentares sdo utilizadas como tempero, realcando o
sabor e o aspecto do alimento, podendo apresentar propriedades de
conservacdo. As plantas arométicas possuem aroma capaz de sensibilizar
nosso olfato, destas séo extraidos os 6leos essenciais, largamente conhecidos
pela sua acdo terapéutica e farmacoldgica, também estdo sendo estudados
guanto ao potencial antimicrobiano, antifingico, citotoxico, anti-inflamatério e
inseticida. Diversas pesquisas apontam nos 6leos essenciais a presenca de
substancias com tais atividades, prevenindo o inicio da deterioragcdo e o
crescimento de micro-organismos indesejaveis (CASTELLANI et al., 2011;
CARVALHO; CRUZ; WIEST, 2005; OLIVEIRA et al., 2011; UPNMOOR, 2003).
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Os dleos essenciais sao substancias naturais volateis de origem vegetal
classificados como GRAS (Generally Regarded As Safe), o que os torna
atrativos ao consumidor por ndo apresentarem efeito téxico, mesmo quando
empregados em concentracdes relativamente elevadas (PEREIRA et al., 2006).

Os o6leos essenciais sdo compostos oleosos, volateis e aromaéticos,
produzidos pelo metabolismo secundario das plantas, que podem ser
encontrados em diversas partes das plantas como folhas, raizes, rizomas,
cascas, caule, flores, frutos e sementes (OUSSALAH; CAILLET; LACROIX,
2007). Os oleos essenciais ndo sdo moléculas simples, mas sim a mistura de
varios compostos de substancias ativas, entre elas os terpenos, que podem ser
formados por duas (monoterpeno), trés (sesquiterpenos) ou quatro (diterpenos)
unidades de isopreno, e derivados de fenilpropano (ASCENCAO; MOUCHREK
FILHO, 2013). Tanto os fenilpropanoides quanto os terpenos compreendem o
grupo dos compostos fendlicos (AMAROTI; FOTI; VALGIMIGLI, 2013).

Ha varias formas de extracdo, sendo a destilacdo simples a forma mais
utilizada na obtencdo dos 6leos essenciais comerciais, mas podendo também
ser feita por meio da fermentacdo, extracdo por solventes, destilacdo por
arraste de vapor d’agua, hidrodestilagdo ou a partir do processamento
mecanico, como a prensagem, dos pericarpos de frutos citricos (GREATHEAD,
2003; YANG et al., 2010; BUSATO et al., 2014).

A composicdo e a concentracdo desses compostos podem variar
consideravelmente de espécie para espécie e entre plantas de uma mesma
espécie vegetal. Essas diferencas podem ocorrer em funcdo do gendtipo,
localizacBes geograficas (por ser um pais tropical, esses compostos sao
potencializados), condicfes climéticas, periodo de colheita e tipo de
processamento (KERROLA; GALAMBOSI; KALLIO, 1994).

Os dleos essenciais sao conhecidos pela sua acdo como potenciais
agentes antimicrobianos, tendo a capacidade de controlar bactérias
patogénicas (OUSSALAH; CAILLET; LACROIX, 2007). Sao varios os fatores
responsaveis pela eficacia bioldgica dos Oleos essenciais em alimentos,
nomeadamente a temperatura, o pH, a carga microbiana e outros fatores
ambientais (BAJPAI; KWANG-HYUN BAEK, 2012).

Embora a industria de alimentos utilize os Oleos essenciais

principalmente como aromatizantes, 0os mesmos representam uma fonte



36

antimicrobiana e antioxidante natural alternativa, podendo ser utilizados na
conservacdo dos produtos. No entanto, a aplicacdo dos Oleos essenciais na
conservagao de alimentos, requer conhecimentos detalhados sobre suas
propriedades, ou seja, a concentracao inibitéria minima, 0s micro-organismos
envolvidos, modo de acdo, além do efeito dos componentes da matriz do
alimento sobre suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes
(HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

2.2.1 Oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris)

O Thymus vulgaris € uma planta medicinal, aromatica e condimentar da
familia Lamiaceae, popularmente conhecida como tomilho, originaria da Europa
e cultivada no sul e sudeste do Brasil (ROCHA, 2012).

A atividade biologica do 6leo essencial de tomilho esta relacionada com
o timol e o carvacrol, seus principais constituintes. O timol tem demonstrado
efeitos antibacterianos, antifungicos e anti-helminticos, enquanto o carvacrol
tem sido estudado por seus efeitos bactericidas. O timol é o composto
majoritario, seguido pelo carvacrol (OZCAN; CHALCHAT, 2004; PORTE;
GODOY, 2008; HAJIMEHDIPOOR et al., 2010; LISI et al., 2011).

A aplicacdo do 6leo essencial do Thymus vulgaris em alimentos como
um aditivo natural, individualmente ou associado a outros tratamentos que
objetivam impedir o crescimento microbiano, tem sido explorada por muitos
autores em virtude do seu potencial antimicrobiano j& comprovado (HAN et al.,
2015; HYUN et al.,, 2015; JAYASENA; JO, 2013; KARABAGIAS; BADEKA;
KONTOMINAS, 2011; KOSTAKI et al., 2009). O elevado potencial antioxidante
do Oleo essencial de Thymus vulgaris também € de grande interesse,
sobretudo na industria de produtos carneos (JAYASENA; JO, 2014).

2.2.2 Atividades antimicrobianas do 6leo essencial

Entende-se que a inibicAo do crescimento microbiano pelos 6leos
essenciais seja devida ao dano causado a integridade da membrana celular
pelos componentes lipofilicos do 6leo essencial, 0 que acaba por afetar a
manutencdo do pH celular e o equilibrio de ions inorganicos (COWAN, 1999;
SHYLAJA; PETER, 2004).
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As plantas produzem uma grande variedade de compostos com
atividade antimicrobiana. Destes, alguns estdo sempre presentes, enquanto
outros sao produzidos em resposta ao ataque de micro-organismos ou devido a
danos fisicos. A identificacdo dos compostos antimicrobianos mais ativos
presentes nos 6leos essenciais € complexa, tendo em vista que, dependendo
do 6leo, pode haver a presenca de mais de quarenta e cinco componentes
diferentes, os quais sofrem variacdes percentuais de acordo com alguns
fatores (ESPINA et al.,, 2011). A grande variabilidade que ocorre entre
resultados obtidos a partir de 6leos de uma mesma planta esta relacionada
com as varidveis da planta e condicbes de cultivo, a época da colheita e o
método utilizado para extrair o Oleo, variacdo geografica, climatica e genatipo,
estes fatores podem interferir na composicdo quimica e propor¢cdo dos
compostos individuais do 6leo essencial (OUSSALAH; CAILLET; LACROIX,
2007).

Helander et al. (1998) investigaram o modo de acdo de alguns
componentes de 6leos essenciais sobre Escherichia coli O157:H7 e Salmonella
typhimurium. Observaram que o timol e o carvacrol promoveram a liberacao de
lipopolissacarideos da membrana externa e de proteina para o meio
extracelular. Através da estimacao do peso molecular da proteina liberada, os
autores sugeriram tratar-se de uma das principais porinas da membrana
externa da parede celular de E. coli.

Os 6leos essenciais atuam na estrutura da parede celular bacteriana,
desnaturando e coagulando as proteinas, ou seja, alteram a permeabilidade da
membrana citoplasmatica (BENCHAAR et al., 2008). A alteracdo dos
gradientes de ions conduz a deterioracdo dos processos essenciais da célula
como transporte de elétrons, translocacado de proteinas, etapas da fosforilacdo
e outras reacdes dependentes de enzimas, resultando em perda do controle
guimiosmotico da célula afetada e, consequentemente, a morte bacteriana
(DORMAN; DEANS, 2000).

Os Oleos essenciais de condimentos podem ter muitos componentes,
sendo os compostos fendlicos os principais responsaveis pelas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes dos mesmos. Os compostos fendlicos séo
hidrofébicos e o seu sitio de agdo € a membrana celular da célula microbiana,

onde se acumulam causando desarranjo na fungédo e na estrutura da
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membrana e penetram a célula bacteriana, exercendo atividade inibitéria no
citoplasma celular, provocando lise e liberacdo do ATP intracelular (WALSH et
al., 2003). Juntos, os diferentes compostos presentes nos 0leos essenciais
produzem um arranjo de antioxidantes que pode agir por diferentes
mecanismos para conferir um sistema de defesa efetivo contra o ataque dos
radicais livres (SHAHIDI, 1997). O mecanismo de a¢do dos 0Oleos essenciais
sobre 0s micro-organismos é complexo e ainda nédo foi totalmente elucidado. Ja
€ bem conhecido o carater hidrofobico dos oOleos essenciais e seus
componentes, que permite a sua ligacdo aos lipideos da membrana celular
modificando sua estrutura e aumentando sua permeabilidade. Devido a esta
permeabilidade alterada, podem ocorrer a passagem de ions e outros
constituintes celulares provocando a morte da célula, sendo este o principal
mecanismo pelo qual os 6leos essenciais tém acdes letais (COX et al., 2000;
BURT, 2004).

As bactérias Gram negativas tém duas camadas lipoproteicas; a
membrana externa contém lipossacarideos caracterizando uma membrana
hidrofilica de qualidade acarretando em uma barreira a permeabilidade de
substancias hidrofébicas, tais como 0s 0Oleos essenciais. Isto pode explicar a
resisténcia frequente de bactérias Gram negativas para efeito antimicrobiano
de alguns 6leos essenciais (CHAO; YOUNG, 2000).

Os métodos normalmente utilizados para avaliar a atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais sdo o método de difusdo em disco, difusdo
utilizando cavidades feitas no agar, diluicdo em agar e diluicdo em caldo para
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracéo
bactericida minima (CBM) (BURT, 2004; NASCIMENTO et al., 2007;
OSTROSKY et al., 2008).

2.3 Micro-organismos nos alimentos

A capacidade dos micro-organismos se desenvolverem em um alimento
esta relacionada a multiplos fatores que proporcionam condi¢cbes favoraveis
para que ocorra a multiplicacdo, sendo divididos em fatores intrinsecos, 0s
quais estdo relacionados as caracteristicas proprias do alimento, como
umidade, potencial de Oxido-reducdo e tensdo de O, pH, composicdo do

alimento, concentracdo salina, estrutura biologica do alimento, substancias
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inibidoras e fatores extrinsecos, relacionados ao ambiente em que o alimento
esta presente, como temperatura, umidade relativa do ambiente, presenca de
gases no ambiente (CO, e O3), substancias adicionadas para inibir ou retardar
a multiplicacdo microbiana (acido ascorbico, diéxido de enxofre, acido
benzoico, nitrato, nitrito, antibiéticos e irradiacdo) (SILVA JR., 2014).

Os alimentos sdo passiveis de contaminagdo por diferentes agentes
etiolégicos, podendo levar a doencas por acdo de micro-organismos
patogénicos ou de suas toxinas (STAMFORD et al., 2006), afetando a saude
humana. Doencas veiculadas por alimentos sdo um dos maiores problemas de
saude publica no mundo, sendo responsaveis por redugdes no crescimento
econdmico global. A contaminacdo de alimentos com patdgenos e seu
crescimento, multiplicacdo e/ou producéo de toxinas é de interesse da saude
publica (CARMO; LIMA; SOUZA, 2008). Para garantir que os alimentos sdo
microbiologicamente seguros, tanto os manipuladores e os alimentos precisam
ser continuamente monitorados. As analises microbiolégicas refletem as
condicBes higiénicas que envolvem a producdo, armazenamento, transporte e
manuseio além de elucidar a ocorréncia de enfermidades transmitidas por
alimentos (EFSA, 2006).

A elaboracdo dos embutidos frescais requer uma série de etapas de
manipulacdo, o que aumenta as possibilidades de contaminag¢do do produto
por microrganismos deteriorantes e patogénicos (MARQUES et al., 2006).
Diversas podem ser as fontes desses micro-organismos, como condicdes
inadequadas de abate e evisceracdo, equipamentos/utensilios contaminados e
higiene deficiente por parte dos manipuladores (CHEVALLIER et al., 2006).
Além de procedimentos higiénicos adequados na fabricacdo desses produtos,
a condicdo microbioldgica inicial da carne utilizada é de grande importancia
para garantir qualidade do produto final.

2.3.1 Staphylococcus aureus

Bactérias do género Staphylococcus pertencem a familia
Micrococcacea, sado esféricas, Gram positiva, aerébia ou anaerdbia facultativa,
nao formadora de esporos, com didmetro variando de 0,5 a 1,5 pm (GAVA,;
SILVA; FRIAS, 2008), mesofila, com uma temperatura minima para a sua

proliferacdo a 10°C, mas sd0 necessarias temperaturas mais altas para
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produzir toxina (>15°C). Staphylococcus aureus é halotolerante e capaz de se
desenvolver em meios com atividade de agua baixa como 0,86. A presenca
deste micro-organismo em grande niumero costuma indicar préaticas ineficientes
de producdo e higiene (BEIRAO et al., 2000). O pH minimo para a sua
proliferacéo é 4,5. Estas exigéncias de desenvolvimento acima referidas estao
relacionadas com a proliferagcdo em meio laboratorial quando outros fatores sédo
otimos. Isto nem sempre é o caso nos alimentos em que outros fatores
limitantes podem atuar conjuntamente. Vale salientar, que cepas de
Staphylococcus aureus pode estar presente no conduto nasal, nos olhos, na
garganta, no trato gastrintestinal e na superficie da pele de homens, onde é
mais frequente nas maos, bracgos, rosto e feridas, ndo sao boas competidoras e
nao crescem bem na presenca de outros micro-organismos (BARROS, 2009;
FRANCO; LANDGRAF, 2008).

A enterotoxina estafilocécica € termoestavel e pode permanecer no
alimento mesmo apds o cozimento, possibilitando desta forma, a instalacdo de
um quadro de intoxicacdo de origem alimentar (CARMO; LIMA; SOUZA, 2008;
BALABAN; RASOOLY, 2000; CUNHA NETO; SILVA; STAMFORD, 2002).

2.3.2 Escherichia coli

Escherichia coli é a espécie predominante entre os diversos
microrganismos anaerobios facultativos. Esse micro-organismo pertence a
familia Enterobacteriacea e entre suas principais caracteristicas destacam-se:
bacilos Gram negativos, ndo esporulados, capazes de fermentar a lactose, com
producdo de &cido e de gas, embora alguns sejam anaerogénicos (FRANCO,
LANDGRAF, 2008). Também sdo capazes de crescer na presenca de sais
biliares, os quais inibem as bactérias Gram positivas (JAY; TONDO, 2005).

Escherichia coli patogénica pode ser veiculada por meio de alimentos
contaminados, sendo capaz de ocasionar desde leve diarreia até doencas
graves com a sindrome urénica hemolitica, dependendo do sorogrupo
incriminado. Os manipuladores de alimentos podem desempenhar importante
papel na transmissdo de enfermidades veiculadas por alimentos, tanto por
habitos inadequados de higiene pessoal, ou por serem portadores de micro-
organismos patogénicos. Os equipamentos e utensilios mal higienizados,

assim como os vetores e pragas, também contribuem para a contaminacdo dos
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produtos industrializados (FRANCO, 2010). O periodo de incubacéo é de 8 a
72 horas e causa diarreia, vomito, célica e nauseas (SILVA JR., 2014). A
contaminagao microbiana desses produtos assume destacada relevancia para
a saude publica, pelo potencial risco de causar doencas transmitidas pelo
alimento (CATAO; CEBALLOS, 2001).

2.4 Aplicacao do Oleo essencial em produtos carneos

A conservacao da carne envolve a aplicacdo de medidas para retardar
ou prevenir alteracdes microbiologicas, quimicas e/ou fisicas que a tornam
impropria para o consumo ou que reduzem alguns aspectos da sua qualidade.
Apesar de os varios tipos de alteracfes serem significativos, a deterioracao
microbiolégica é a mais importante e geralmente precede aos outros tipos de
deterioracdo da carne (KINSMAN et al., 1994).

De acordo com Gutierrez, Barry-Ryan e Bourke (2008), a aplicacédo de
Oleos essenciais de plantas para o controle de micro-organismos patogénicos e
deteriorantes associados a alimentos requer a avaliacdo do espectro de acéo
frente aos micro-organismos associados ao alimento em questdo, bem como
dos efeitos que a propria composicdo do alimento exercera sobre esta
atividade.

Dentre os métodos de conservacao disponiveis, a industria alimenticia
busca cada vez mais a substituicdo de métodos tradicionais de conservacao,
como o0s tratamentos térmicos intensos, por novas técnicas de preservacao,
principalmente devido a demanda crescente, por parte dos consumidores, por
produtos saborosos, nutritivos, naturais e de conveniéncia (RAHMAN; KANG,
2009; VIUDA-MARTOS et al., 2010a). A seguranca da utilizacdo de aditivos
quimicos também tem sido cada vez mais questionada, como resultado de uma
maior preocupacao com 0s riscos a saude e de uma maior capacidade para
avaliar a seguranca/toxicidade dos diversos aditivos (DEVLIEGHERE;
VERMEIREN; DEBEVERE, 2004).

Lemay et al. (2002) apontam que a utilizacdo de 6leos essenciais é
particularmente viavel em produtos carneos, em funcdo de que ervas e
especiarias ja sdo comumente utilizadas nestes produtos a fim de conferir
sabores tipicos aos mesmos. Desta forma, a adicdo de Oleos essenciais ndo

seria tao limitante quanto o que é em outros tipos de alimentos.



42

Recentemente, muitas pesquisas tém sido realizadas com a utilizacéao
de 6leos essenciais para prolongar a vida util da carne e dos produtos a base
de carne. Tem-se comprovado que sdo passiveis de utilizacdo nestes
alimentos (GAIO et al.,, 2015; SHARAFATI-CHALESHTORI et al., 2015;
ZENGIN; BAYSAL, 2015).

Em alguns casos, é necessaria a aplicacdo de altas concentracdes do
6leo no alimento para atingir o efeito antimicrobiano e antioxidante desejado
(SMITH et al., 2005), visto que, em alguns estudos tem-se registrado baixos
efeitos antimicrobianos nos alimentos se comparado aos resultados obtidos
nos testes in vitro (SHARAFATI-CHALESHTORI et al., 2015). Isso ocorre
porque muitos componentes presentes nos alimentos, tais como lipideos,
proteinas, carboidratos e agua, reduzem a eficiéncia dos Oleos essenciais
(WEISS et al., 2015).

Zengin e Baysal (2015), estudando a aplicagdo dos 6leos essenciais de
tomilho e cravo em carne picada armazenada a 4°C, verificaram que oS
tratamentos com o0s O6leos restringiram o crescimento de Salmonella
typhimurium inoculada artificialmente e apresentaram notavel atividade
antioxidante, sendo o 6leo de cravo o mais eficiente.

Fratianni et al. (2010) estudaram o efeito dos éleos essenciais de tomilho
e balsamo em carne de peito de frango armazenada a 4°C durante trés
semanas. Os resultados mostraram que os dois 6leos essenciais apresentaram
efeito antioxidante, ajudando a preservar a carne mesmo apds duas semanas
de armazenamento. Além disso, diminuiram a microbiota presente na carne,
reduzindo pela metade o contetdo microbiano total em comparacdo com as
amostras controle. O 6leo de balsamo limitou significativamente o crescimento
de Salmonella sp. e o 6leo de tomilho o crescimento de Escherichia coli.
Demonstrando que os dois Oleos foram eficazes na inibicdo microbiana e na

reducdo dos processos oxidativos, prolongando a vida util da carne de frango.

2.5 Extrato de beterraba

A perda da qualidade em carnes e produtos carneos tem por principais
causas a deterioracdo quimica e microbiologica. A deterioracdo quimica esta
associada principalmente a oxidacdo lipidica, que ocasiona alteragbes na

gualidade sensorial do produto em atributos como cor, sabor, odor e textura, e
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também na formacéo de compostos toxicos, afetando a qualidade nutricional. O
processo de oxidacao lipidica depende de fatores como a composi¢édo da carne
ou produto carneo, presenca de luz, temperatura de armazenamento e
principalmente, a disponibilidade de oxigénio (KARRE; LOPEZ; GETTY, 2013;
SHAH; DON BOSCO; MIR, 2014). A perda de cor e a oxidacdo lipidica
correspondem aos maiores problemas apresentados por produtos a base de
carne suina, como linguicas frescas, nos periodos de processamento e
estocagem (BALDIN et al., 2016). Por isso, a industria da carne tem utilizado
corantes para reduzir a perda da cor durante a vida util dos produtos carneos
processados. Tem-se observado uma popularizagdo dos corantes naturais
entre os consumidores nos ultimos vinte anos devido aos riscos que 0S
corantes sintéticos trazem, como intolerédncia e aumento ou desenvolvimento
de alergias (BLOUKAS; ARVANITOYANNIS; SIOPI, 1999; VOLP; RENHE;
STRINGUETA, 2009).

A beterraba € uma hortalica originaria das regides de clima temperado
da Europa e Norte da Africa, que pertence a familia Chenopodiaceae,
caracterizada por possuir uma raiz tuberosa comestivel. No Brasil € cultivada
principalmente nas regides Sudeste e Sul (CAMARGO FILHO; MAZZEI, 2002;
INSTITUTO FNP, 2007). Existem poucas cultivares plantadas no Brasil, sendo
a cultivar mais tradicional a Early Wonder, também chamada de beterraba
vermelha ou “de mesa”, que apresenta raizes com formato regular e forte
coloracdo vermelha (HERNANDES et al., 2007).

A beterraba além de ser muito nutritiva, possui forte apelo sensorial,
devido a sua cor vermelho-intensa (HERNANDES et al., 2007). A coloragdo da
beterraba é justificada pela presenca das betalainas, que sdo pigmentos
nitrogenados caracteristicos de ordem Caryophyllales, da qual essa hortalica
faz parte. Este pigmento € bastante hidrossolivel e inclui as betacianinas,
responsaveis pela coloracdo vermelha-violeta e as betaxantinas, de coloracao
amarelo-laranja. As betalainas sdo consideradas um dos mais importantes
corantes naturais e foram dos primeiros desenvolvidos para uso em industrias
de alimentos. Entretanto, pouco se conhece sobre os efeitos na saude das
betalainas em comparacdo a outros corantes naturais, tais como carotenoides
e antocianinas (CAl; SUN; CORKE, 2003; CONSTANT; STRINGHETA; SANDI,
2002; GANDIA-HERRERO; GARCIA-CARMONA; ESCRIBANO, 2005;
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STINTZING; CARLE, 2007). As betalainas sdo pigmentos naturais que estao
presentes em beterrabas sendo classificadas em betacianinas, que conferem
cor vermelho-violeta a beterraba, e as betaxantinas, um corante amarelo-
laranja também presente na beterraba vermelha em menor propor¢cdo que as
betacianinas (DRUNKLER, 2001).

Esta hortalica, bem como seus extratos e corantes sdo universalmente
permitidos como ingredientes na industria de alimentos, sendo amplamente
empregados. Além disso, a beterraba possui importantes compostos bioativos,
dentre os quais se destacam as betalainas, as fibras e, atualmente, o nitrato
(KANNER; HAREL; GRANIT, 2001; CAI; SUN; CORKE, 2003).

Além disso, a beterraba vermelha possui uma alta capacidade de cultivo,
baixo custo de processamento e término do produto final em relacdo aos
demais corantes naturais, justificando assim sua utilizacdo na industria de
alimentos (DRUNKLER; FETT; BORDIGNON-LUIZ, 2003). No entanto, seu uso
ainda é limitado devido a baixa estabilidade da cor, que é dependente de
fatores como pH, temperatura, presenca ou auséncia de oxigénio e de luz,
atividade de agua. Varios aditivos, como os acidos ascérbicos, tanico e galico
demonstraram exercer efeitos positivos na estabilidade de betalainas em sua
matriz natural, bem como no pigmento purificado e preparagdes (DUNKLER;
FALCAO; BORDIGNON-LUIZ, 2004).



45

3 Objetivos
3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da adicdo conjunta de 6leo essencial de tomilho e de
extrato de beterraba em embutido carneo para reducédo parcial ou total de

nitrato e nitrito de sodio.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar fisico-quimicamente o extrato de beterraba.

Detectar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de tomilho frente a
Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Determinar a concentragdo minima inibitéria e a concentracdo minima
bactericida do 6leo essencial frente a Staphylococcus aureus e Escherichia
coli.

Desenvolver embutido carneo adicionado de 6leo essencial de tomilho e
extrato de beterraba reduzindo total ou parcialmente nitratos e nitritos.

Monitorar a evolucdo da contaminacdo microbiana, do pH e da
rancificacdo do embutido carneo adicionado de 6leo essencial de tomilho e
extrato de beterraba durante o armazenamento a 7°C.

Avaliar a aceitabilidade sob o ponto de vista sensorial dos produtos

elaborados.
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4 Hipoteses

O oleo essencial de tomilho apresenta efeito antimicrobiano in vitro
frente as bactérias patogénicas Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

A adicao conjunta de 6leo essencial de tomilho e de extrato de beterraba
inibe 0os micro-organismos Staphylococcus aureus e Escherichia coli e confere
a coloracdo caracteristica de embutido carneo in situ permitindo a reducéo
parcial ou total de nitritos e nitratos em embutido carneo.

O embutido carneo adicionado de 6leo essencial de tomilho e de extrato

de beterraba apresentara boa aceitacdo sensorial.
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5 Materiais e métodos
5.1 Material

Sera utilizado o 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.), obtido
comercialmente da empresa Ferquima, Indastria e Comércio de Oleos
Essenciais, acondicionado em frasco ambar, lacrados, com volume total de 100

mL.

5.2 Caracterizacao do 6leo essencial de tomilho
5.2.1 Perfil cromatografico de terpenos

O perfil cromatogréfico dos terpenos sera realizado por meio de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (VALLILO et al.,
2006).

5.2.2 Determinacdo de compostos fenolicos totais

O teor total de compostos fendlicos sera determinado pelo método de
Folin-Ciocalteau (SWAIN; HILLS, 1959). Para isto, 0,1 g de 6leo essencial de
tomilho sera diluido em 10 mL de metanol e ficara em repouso por 24 h. Apdés,
1 mL desta solucao sera diluido em 9 mL de etanol, desta nova solucéo serdo
retirados 0,1 mL e diluidos em 4 mL de etanol, posteriormente, serdo retirados
0,5 mL da solugao final para a reacado, sendo a esta adicionados 250 uL de
solucéo de Folin-Ciocalteau 0,25 mol.L™, que reagira por 3 min. Apés, 500 uL
de carbonato de sédio 1 mol.L™" ser4 adicionado. A mistura reacional sera
armazenada no escuro por 2 h e apds serd realizada a leitura em
espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/Vis.) a 725 nm. Para a quantificacdo dos
compostos fendlicos sera utilizada uma curva padrdo preparada com acido
galico, sendo os resultados expressos em mg de &cido galico (EAG) 100g™ de

amostra.

5.2.3 Avaliacéo do efeito antimicrobiano do 6leo essencial de tomilho

A avaliacdo do efeito antimicrobiano do 6leo essencial seré realizada
através de quatro metodologias fenotipicas: disco difusdo, atividade
antimicrobiana em micro-atmosfera, concentragdo inibitdria minima e
concentracéo bactericida minima. Serdo testados os efeitos antimicrobianos do

composto sobre as cepas padrédo das espeécies de bactérias Staphylococcus
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aureus (ATCC 10832) e Escherichia coli (ATCC 43895). A escolha destas
espécies se deu pelo fato de possibilitar o teste do 6leo essencial contra

modelos de bactérias Gram positivas (S. aureus) e Gram negativas (E. coli).

5.2.3.1 Reativacdo dos micro-organismos

As bactérias utilizadas no experimento sdo mantidas sob congelamento
em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e glicerol (propano-1,2,3-triol) na proporcéo
3:1 (viv). Para realizar a reativacdo, uma alcada dessas bactérias sera
transferida para caldo Soja Tripticaseina (TSB) ou BHI e incubadas em estufa
durante 24 h a 37 °C. Ap0s uma alcada desse crescimento sera estriada em
placas de Petri com meios seletivos, sendo agar Eosina Azul de Metileno
(EMB) para E. coli e 4gar Baird-Paker para S. aureus, e incubadas por 24 h a
37°C, para o isolamento das colbnias.

Do crescimento bacteriano nas placas de Petri, ser4 extraida uma
alcada e re-suspendida em solugdo salina (NaCl 0,85%), a qual sera
padronizada na concentracdo 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 108 UFC mL

1. Todos os ensaios seréo realizados em triplicata.

5.2.3.2 Disco difuséo

A analise de disco difusdo serd realizada de acordo com protocolo
proposto pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI
(2015a) com pequenas modificacdes.

A solucao salina contendo o in6culo serd semeada com auxilio de um
swab estéril na superficie de placas com agar Muller-Hinton. Em seguida seréo
adicionados discos de papel filtro esterilizados com diametro de 6 mm. Apés 10
ML do d6leo essencial de tomilho serdo impregnados sobre os discos de papel e
as placas incubadas por 24 h a 37 °C. Logo ap0s este periodo sera efetuada a

medicao dos halos de inibicdo, sendo os resultados expressos em centimetros.

5.2.3.3 Atividade antimicrobiana em micro-atmosfera

A atividade antimicrobiana em micro-atmosfera sera avaliada pela
técnica proposta por Ghabraie et al. (2016) com pequenas modificacdes.
Aliguotas de 0,1 mL de suspensdes celulares das bactérias serdo inoculadas

na superficie de placas com Agar BHI (15 mL — camada de 6 mm). Na tampa
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de cada placa serdo posicionados discos de papel estéreis nos quais serao
adicionados diferentes volumes da substancia antimicrobiana (100, 50, 25, 12,5
ML), as placas serdo imediatamente fechadas de modo invertido (tampa para
baixo), e incubadas a 37°C por 24 h. A acao antimicrobiana sera expressa pelo
percentual de reducdo na contagem celular (UFC) dos tratamentos com a
substancia antimicrobiana comparados com um controle contendo 4gua esteéril.
A concentracdo da substancia antimicrobiana serd expressa em funcédo do
volume de substancia e do espaco livre na placa (mxr2 xh =3.14 x4.52 x 1.5

=95 cm? 95 - 15 mL de agar = 80 cm® de espaco livre).

5.2.3.4 Concentragdo Inibitéria Minima

A Concentracdo Inibitéria Minima (CMI) sera realizada de acordo com
protocolo proposto pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute —
CLSI (2015b) com pequenas modificacoes.

Para isto serdo utilizadas placas de microtitulagdo de 96 pocgos, em que
serdo acrescentados em cada pogo 100 uL de caldo BHI, 100 pL de inéculo (80
ML de caldo BHI e 20 uyL de agua salina com crescimento bacteriano) e o
composto em cinco diferentes concentragdbes de composto (100 pL de
composto puro); 1:5 (20 yL de composto e 80 pL de dimetilsulféxido (DMSO);
1:10 (10 yL de composto e 90 uL de DMSO); 1:100 (1 pL de composto e 99 uL
de DMSO) e 1:1000 (0,1 uL de composto e 99,9 uL de DMSO).

Apbs o preparo da amostra, as placas de microtitulacdo serdo lidas em
espectrofotometro (Biochrom EZ Read 400) entre 620 nm e 630 nm. Em
seguida, serdo incubadas por 24 h a 37°C, e, apds, sera realizada uma nova
leitura em espectrofotbmetro. A CMI serd considerada como a menor

concentracdo em que nao houve crescimento bacteriano no meio de cultura.

5.2.3.5 Concentracéo Bactericida Minima

ApoOs a realizacdo da CMI, serdao retirados 15 uL dos pocgos das
amostras que tiveram inibicdo e espalhados em placas de Petri com 4gar TSA
ou BHA (Brain Heart Infusion Agar) e incubados por 24 h a 37°C. Sera
considerada a minima concentracdo bactericida as placas onde n&do houver

crescimento bacteriano.
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5.3 Obtencao do pigmento de beterraba
O suco de beterraba serd extraido em extratora de suco e

posteriormente liofilizado para obtencdo do concentrado em po.

5.3.1 Avaliacdo do concentrado em po
5.3.1.1 Umidade

De acordo com Instituto Adolfo Lutz (2008), a forma mais simples de
obter esse valor € a utilizacdo do método de perda por dessecagcdo em estufa a
105°C. A técnica consiste em pesar de 2 a 10 gramas de amostra (pulverizada)
em cépsula de porcelana (com peso conhecido e previamente seca em estufa)
e levar a estufa para aquecimento a 105°C. Apo6s 3 horas, retirar da estufa e
resfriar em dessecador e pesar. Repetir as operacbes de
aguecimento/resfriamento até peso constante. Apos, aplicar os valores obtidos
a formula:

Umidade, % (m/m) =Pi-Pf x 100
Pi

Em que:

Pi = Peso inicial da amostra (amostra imida) em gramas (descontado

0 peso da capsula)

Pf = Peso final da amostra (amostra seca) em gramas (descontado o

peso da capsula)

5.3.1.2 Teor de agucar (redutores e totais)

A determinacdo de acuUcares redutores (AR) e acucares totais (AT) sera
realizada pelo método de Fehling, segundo descricdo das Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (2008).

5.3.1.3 Sélidos soluveis (no suco)

A partir dos sucos de beterraba homogeneizados seréo realizadas as
analises de sdlidos soluveis em refratbmetro de bancada do tipo Abbé (AOAC,
1995).
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5.3.1.4 Cor

Para determinacéo fisica de cor serd utilizado um colorimetro Minolta CR
400, através do sistema de leitura CIELAB (Comissioninternatinale de
E'clairage), representado pelos seguintes parametros: coordenada L* expressa
o grau de luminosidade da cor medida (L* = 100 = branco; L* = 0 = preto), a
coordenada a* expressa o grau de variagcédo entre o vermelho (+60) e o verde (-
60) e a coordenada b* expressa o grau de variacdo entre o azul (-60) e o
amarelo (+60). Os valores a* e b* serdo utilizados para calcular o angulo Hue
[arctan(b*/a*)] e o Croma [(a*? + b**)"?] (BORGES et al., 2013).

5.3.1.5 pH

A partir dos sucos de beterraba homogeneizados e da re-suspensao do
concentrado em po serdo realizadas as analises de pH em potencibmetro
(Digimed pHmetro DM-20) (AOAC, 1995).

5.4 Preparacao do embutido carneo

Os embutidos carneos serdo elaborados no laboratorio de
processamento da Universidade Federal de Pelotas, de acordo com a
formulacdo apresentada na Tabela 1. Além dos ingredientes utilizados na
formulacdo controle, as formulacdes serdo adicionadas de 6leo essencial de
tomilho e extrato de beterraba, conforme a seguinte descricéo:

- Oleo essencial = 0,5%

- Extrato de beterraba = 1,5%

A carne e gordura suina (toucinho) serdo moidos em moedor de carne
(Britania) com disco de 6 mm de diametro. Os demais ingredientes e aditivos
passardo por uma pré-mistura antes de serem manualmente misturados a
carne e a gordura, em recipientes de aco inoxidavel previamente lavados e

sanificados com alcool 70%.
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Tabela 1. Ingredientes utilizados na formulacdo do embutido carneo em

trés formulagdes diferentes.

Ingrediente/aditivo Controle (%) F1 (%) F2 (%)
Carne suina magra 77,43 76,23 75,83
Toucinho 12,13 12,13 12,13
Agua gelada/gelo 7,76 7,76 7,76
Sal (NaCl) 1,18 1,18 1,18
Sal de Cura (nitrito e
_ _ 0,28 - 0,14
nitrato de sédio)
Estabilizante (polifosfato) 0,26 - 0,13
Fixador de cor (eritorbato
. 0,26 - 0,13
de sadio)
Condimento comercial
0,52 0,52 0,52

para linguica Toscana
Acucar 0,18 0,18 0,18
Oleo essencial de
. - 0,5 0,5
tomilho

Extrato de beterraba - 15 15

A massa carnea resultante serd embutida em tripa natural suina, em
embutideira elétrica, e as linguicas serdo acondicionadas em porcoes,

identificadas e armazenadas a 7°C.

5.5 Contaminacéao intencional do embutido com Staphylococcus aureus e
Escherichia coli

O embutido carneo sem (controle negativo) e com adicdo do 6leo
essencial e extrato de beterraba para avaliacdo da atividade antimicrobiana
sera experimentalmente contaminado com 0S micro-organismos que se
mostrarem sensiveis ao 6leo correspondente. No final do preparo do embutido
carneo, serd adicionado separadamente indculos de 1 mL (padronizados na
concentracéo 0,5 na escala de McFarland que equivale 1,5 x 108 UFC.mL™) de
S. aureus (ATCC 10832) e E. coli (ATCC 43895). Como controle também sera
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preparado embutido com e sem adicéo de 6leo e de extrato de beterraba e néo

contaminado experimentalmente.

5.6 Aplicacdo do 6leo essencial de tomilho e do extrato de beterraba no
embutido carneo

Serdo aplicadas na forma de quatro formula¢des, conforme descrito a
seguir. As formulacdes onde houver contaminagdo microbiana serao repetidas
para cada microrganismo separadamente.

Formulacdo 1 — embutido carneo com adicdo de conservante quimico e
sem contaminagdo microbiana, sem adicdo de Oleo essencial e extrato de
beterraba.

Formulacdo 2 — embutido carneo com adicdo de conservante quimico e
com contaminacdo microbiana, sem adicdo de Oleo essencial e extrato de
beterraba.

Formulacdo 3 — embutido carneo sem adicdo de conservante quimico e
com contaminacdo microbiana, com adicdo de 6leo essencial (0,5%) e extrato
de beterraba (1,5%).

Formulagédo 4 — embutido carneo com adicdo de 50% de conservante
quimico e com contaminagdo microbiana, com adi¢do de 6leo essencial (0,5%)

e extrato de beterraba (1,5%).

5.7 Avaliacdo da adicdo de Oleo essencial de tomilho e de extrato de
beterraba em embutido carneo
5.7.1 Avaliacdo microbioldgica

Os produtos apds elaborados de acordo com os tratamentos serdo
mantidos em temperatura de refrigeracdo (<7 °C) por até dez dias. A partir de
cada um dos produtos sera retirada uma amostra de 25 g em quatro tempos,
logo apds a elaboracdo do produto, trés dias apds a elabora¢édo dos produtos,
sete dias apos a elaboracdo e dez dias apOs a elaboracdo. Estas amostras
serdo submetidas a contagem bacteriana nos meios agar para contagem total -
PCA (todas as amostras), apos incubacdo a 37 °C por 24/48 h; agar Baird-
Parker (amostras contaminadas com S. aureus) apos incubagéo a 37 °C por 48
h e agar EMB (amostras contaminadas com E. coli) ap0s incubacédo a 37 °C
por 24/48 h.
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5.7.2 Avaliacédo sensorial

Para avaliacdo sensorial os embutidos serdo submetidos a cocgéo.
Serdo avaliados os atributos sabor, cor, aparéncia e odor. A andlise sera
executada em cabines individualizadas, com a participacdo de no minimo 80
julgadores nédo treinados, de ambos 0s sexos, pertencentes a comunidade
académica da Universidade Federal de Pelotas - UFPel. Para tanto, sera
empregada uma escala hedbnica de 9 pontos, em que o valor 1 correspondera
a descricdo “desgostei extremamente” e o valor 9 a “gostei extremamente”
(GULARTE, 2009).

Cada julgador receberd uma ficha de avaliacdo e o termo de
consentimento livre e esclarecido, juntamente das amostras apresentadas em
recipientes descartaveis, de cor branca, codificados com trés digitos aleatérios.
Sera também solicitado aos julgadores que expressem sua intensédo de compra
do produto, através de uma escala hedbnica de 5 pontos, tendo por extremos
as expressdes “s6é compraria se fosse forgado” (1) e “compraria muito
frequentemente” (5). Ainda, sera pesquisada a frequéncia de consumo do
produto pelos avaliadores, tendo como opgdes: “consumo todos os dias”,
‘consumo frequentemente”, “consumo ocasionalmente”, “consumo raramente”
ou “nunca consumo” (GULARTE, 2009).

Sera calculado o indice de aceitabilidade (IA), através da equacéo 1.:

1A (%) = AX 100/B (Eq. 1)

Em que: A = nota média obtida para o produto e B = nota maxima dada
ao produto.

Os resultados serdo expressos em porcentagem.

5.8 Analise Estatistica

Andlises de regressdo polinomial serdo realizadas para descrever as
variacdes em relacdo ao tempo de estocagem. Serd também aplicado uma
analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Fisher de Minima Diferenca
Significativa (LSD test) para verificar se existirdo diferencas significativas

(p<0,05) entre as formulacdes utilizadas em relacédo a inibicdo microbiana.
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6 Resultados e impactos esperados

Com este estudo, espera-se que o Oleo essencial apresente um efeito
antimicrobiano frente as bactérias S. aureus e E. coli e o extrato de beterraba
reduza a perda da coloracéo causada pela reducdo de nitrito ou mesmo confira
melhor coloragcdo ao produto, sem afetar a estabilidade fisico-quimica e
sensorial. Também, que estes resultados sejam uma alternativa promissora
para conservantes quimicos artificiais em embutidos carneos, diminuindo riscos

a saude e atendendo as necessidades e expectativas dos consumidores.
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7 Cronograma de atividades

Tabela 2. Cronograma de atividades para o periodo de 2 anos.

Atividades 2017 2018 2019

S/IO ND JEF MA MJ JA SO ND JF M/A M/J
Revisdo

bibliografica X X X X X X X X X X X

Caracterizacao
do 6leo essencial X
de tomilho

Avaliacéo da
atividade X X
antimicrobiana

Obtencao do
extrato de
beterraba e X
avaliacao fisico-
guimica
Elaboracéo e
aplicacdo do 6leo
essencial e
extrato de
beterraba em
embutido carneo

Armazenamento
e avaliacdo
microbiolégica e
sensorial

Andlise
estatistica

Elaboracgéo do
artigo

Defesa da
dissertagcéo




8 Orcamento
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O projeto seré realizado com recursos do PROAP-CAPES e do comité

de orientacdo (principalmente do orientador) oriundo de outras fontes de

financiamento. O orcamento pode ser visualizado na tabela 3.

Tabela 3. Orcamento do projeto.

Descrigéo Quantidade Valor Total
(R$)
Cloreto de Sédio (NaCl) 500 g 8,20
Agar Triptona de Soja (TSA) 500 g 207,70
Infuséo Cérebro e Coracgéo (BHI) 500¢ 218,65
Caldo Triptona de Soja (TSB) 500 g 182,75
Etanol P. A. 1L 15,45
Papel toalha 1 Pacote 14,50
Caixa porta ponteira de 200 microlitros 1 5,40
Microtubo 1,5 mL pacote com 1000 1 Pacotes 30,00
unidades
Agar Vermelho Violeta Bile Glicose (VRBG) 5009 484,00
Glicerol P. A. 1L 23,50
Swab estéril com 100 1 Caixa 14,00
Papel filtro 50x50 1 Caixa 61,30
Placas de Petri estéreis descartaveis 90x15 10 Pacotes 52,00
(com 10 unid.)
Placas microtitulacdo de 96 pogos com 1 Pacote 146,80
tampa com 50 unid.
Ponteiras descartaveis brancas 1-20ul com 1 Unidade 14,00
1000 unid.
Tubos de Ensaio com rosca e tampa 16 50 Unidades 112,50
x150
Ponteira amarela 1-200 uL com 1000 unid. 1 Pacote 12,45
Ponteira azul 100-1000 ul com 1000 unid. 1 Pacote 26,80
TOTAL 1630
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6 Relatorio de Campo

N&o foi realizada a determinacdo de compostos fendlicos totais,
optando-se por fazer somente a cromatografia gasosa para avaliacdo do perfil
quimico do 6leo essencial.

O objetivo inicial do projeto foi contaminar o embutido carneo para
avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de tomilho frente as duas
bactérias, porém devido a problema nos resultados, optou-se por fazer
embutido carneo sem a contaminacao intencional.

Nos ingredientes, a carne suina foi substituida pela carne bovina, em
razdo da matéria-prima ser mais acessivel.

Na avaliacdo microbioldgica, acrescentou-se a analise de contagem de
bactérias aerdbias mesdfilas.

Os tratamentos foram submetidos a teste de atividade in situ em produto
carneo e avaliado nos tempos 1, 7 e 15 dias.



7 Artigo

69



70

Desenvolvimento de embutido carneo utilizando 6leo essencial de
tomilho (Thymus vulgaris L.) e suco de beterraba em p6 (Beta vulgaris L.,
cultivar Early Wonder)

Resumo
Introdugédo: Oleos essenciais tem sido estudados para substituir conservantes
quimicos com potencial cancerigeno. Dentre os 6leos, se encontra o 6leo essencial de
tomilho (Thymus vulgaris), oriundo de uma planta medicinal, tem mostrado atuar bem
como aditivo natural na conservacdo de alimentos. As betalainas sdo pigmentos
naturais que estdo presentes em beterrabas e sdo consideradas como importantes
corantes naturais e dos primeiros desenvolvidos para uso em industrias de alimentos.
Objetivo: Avaliar o efeito da adi¢cdo conjunta de 6leo essencial de tomilho e suco de
beterraba em p6 em um embutido carneo, para reducdo parcial ou total da adicédo de
nitrato e nitrito de sédio. Resultados: Foi possivel comprovar que o 6leo essencial
apresentou um controle microbiolégico frente a Staphylococcus aureus e Escherichia
coli. Ainda, apresentou efeito inibitério contra Staphylococcus coagulase positiva e
coliformes termotolerantes testado in situ em embutido carneo, podendo ser uma
alternativa viavel como conservante natural. O suco de beterraba em p6é também
demonstrou ser uma alternativa para atuar como um corante natural, produzindo boas
caracteristicas sensoriais no embutido carneo. Conclusdo: O uso conjunto de 6leo
essencial de tomilho e suco de beterraba em p6 mostra viabilidade para utilizagdo em

substituicdo a nitrato e nitrito em embutido carneo.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, produtos carneos, betalainas
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Abstract
Introduction: Essential oils have been studied to replace carcinogenic chemical
preservatives. Among the oils is thyme essential oil (Thymus vulgaris), derived from a
medicinal plant, has been shown to act well as a natural additive in food preservation.
Betalains are natural pigments that are present in sugar beets and are considered as
important natural and early colorants developed for use in the food industries.
Objective: To evaluate the effect of the combined addition of thyme essential oil and
powdered beet juice on a meat sausage to partially or completely reduce the use of
sodium nitrate and nitrite. Results: It was possible to prove that the essential oil
presented a microbiological control against Staphylococcus aureus and Escherichia
coli. It also showed an inhibitory effect against positive coagulase Staphylococcus and
thermotolerant coliforms tested in situ in meat sausage, and may be a viable alternative
as a natural preservative. Powdered sugar beet juice has also been shown to be an
alternative to act as a natural colorant, producing good sensory characteristics in the
meat sausage. Conclusion: The combined use of thyme essential oil and beetroot juice

powder shows viability for substitution to nitrate and nitrite in meat sausage.

Keyword: antimicrobial activity, meat products, betalains
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1 Introducéo

O mercado de produtos carneos industrializados tem se expandido ano a
ano, pois estes alimentos sdo atrativos para os consumidores, devido ao prego
acessivel de alguns produtos, praticidade, facilidade e rapidez no preparo
(MELO FILHO; BISCONTINI; ANDRADE, 2004; OLIVEIRA et al., 2013;
VASCONCELLOQOS, 2015; BALDIN et al., 2016).

Ao longo dos ultimos anos ocorreu significativo aumento da preocupacao
da populacdo em manter uma alimentacdo mais saudavel, com a diminui¢cao do
consumo de produtos industrializados, principalmente, por estes apresentarem
conservantes sintéticos com potencial carcinogénico. Esse dado foi confirmado
pela Agéncia Internacional de Investigacdo do Céancer, érgao da Organizacao
Mundial de Saude (OMS) que concluiu que o consumo de carnes processadas
por defumacéo e/ou cura aumenta o risco de aparecimento de canceres (OMS,
2015).

A busca por alimentos naturais tem se tornado uma grande preocupacéo
para a industria de alimentos, principalmente devido a rejeicdo dos
consumidores por conservantes quimicos, servindo de motivacdo para
encontrar alternativas naturais, que sirvam de substituto e sejam menos
prejudiciais a saude (VIUDA-MARTOS et al.,, 2008). Ainda, a industria tem
interesse em agentes antimicrobianos naturais que possam prolongar a vida de
prateleira dos produtos e combater micro-organismos patogénicos (CALO et
al., 2015).

Produtos naturais de plantas, em particular os Oleos essenciais e
pigmentos, tém sido indicados como alternativas promissoras para inativar
patdogenos em alimentos e para conferir cor (CHORIANOPOULOS et al., 2004;
RAHMAN; KANG, 2009; EBRAHIMABADI et al., 2010).

Os 0leos essenciais sdo ricos em diferentes compostos, como terpenos
e fenilpropanoides, e podem melhorar a qualidade dos alimentos através de
diminuicdo do crescimento de micro-organismos (KIM; CHO; HAN, 2013), além
de conferir propriedades sensoriais e apresentarem baixa toxicidade em
relacdo aos conservantes sintéticos (SADEGHI et al., 2015).

Dentre os 6leos que apresentam comprovada atividade antimicrobiana,
se encontra o Oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris), oriundo de uma

planta medicinal, aromatica e condimentar da familia Lamiaceae, originaria da
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Europa e cultivada no sul e sudeste do Brasil (ROCHA, 2012). A aplicacéao do
0leo essencial do Thymus vulgaris em alimentos como um aditivo natural,
individualmente ou associado a outros tratamentos que objetivam impedir o
crescimento microbiano, tem sido explorada por muitos autores em virtude do
potencial antimicrobiano ja comprovado (KOSTAKI et al., 2009; KARABAGIAS;
BADEKA; KONTOMINAS, 2011; JAYASENA; JO, 2013; HAN et al.,, 2015;
HYUN et al., 2015).

A coloracao da beterraba € justificada pela presenca das betalainas, que
sdo pigmentos nitrogenados, abundantes nessa hortalica. A betalaina é
bastante hidrossolUvel e inclui as betacianinas, responsaveis pela coloracéo
vermelha-violeta e as betaxantinas, de coloracdo amarelo-laranja. As
betalainas sdo consideradas como importantes corantes naturais e foram dos
primeiros desenvolvidos para uso em industrias de alimentos (CONSTANT;
STRINGHETA; SANDI, 2002; CAI; SUN; CORKE, 2003; GANDIA-HERRERO;
GARCIA-CARMONA; ESCRIBANO, 2005; STINTZING; CARLE, 2007).

Diante deste contexto, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito da adicéo
conjunta de Oleo essencial de tomilho e de suco de beterraba em p6 em
embutido carneo para reducao parcial ou total da utilizacdo de nitrato e nitrito
de sodio.

2 Materiais e métodos
2.1 Material

Foi utilizado 6leo essencial de tomilho branco (Thymus vulgaris), obtido
comercialmente da empresa Ferquima, Indastria e Comércio de Oleos
Essenciais, acondicionado em frasco ambar, lacrados, com volume total de 100
mL.

E também foram utilizadas as amostras de beterraba (Beta vulgaris L.)
de cultivar Early wonder, adquiridas diretamente com um produtor local do
interior da cidade de Cangucu/RS, a qual localiza-se a uma latitude 31°23'42"
sul e a uma longitude 52°40'32" oeste.

Foram utilizadas as cepas padrdo das espécies de bactérias
Staphylococcus aureus (ATCC 10832) e Escherichia coli (ATCC 43895). A

escolha destes micro-organismos foi para avaliar o efeito do 6leo essencial de
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tomilho frente a bactérias Gram positivas (S. aureus) e Gram negativas (E.

coli).

2.2 Caracterizacao do oleo essencial de tomilho
2.2.1 Composicao quimica do 6leo essencial de tomilho

A determinacdo da composicao quimica do 6leo essencial de tomilho foi
realizada por cromatografia gasosa acoplada a detector de massas (GC/MS —
marca Shimadzu), empregando coluna capilar RTx-5MS (30 m x 0,25 mm X
0,25 pum). Foi utilizado Hélio como gas de arraste a um fluxo de 1,82 mL.min™.
As temperaturas do injetor e do detector foram fixadas em 220 e 240 °C;
respectivamente. A temperatura de aquecimento foi programada partindo de 40
°C por 2 min., seguido de um aumento de 3 °C/min. até 178 °C, na qual
permaneceu por 5 min. O tempo total da corrida foi de 53 min. A identificacdo
dos compostos presentes no 6leo foi baseada no espectro de massas (em
comparacdo com a biblioteca NIST 05), e as concentracdes apresentadas

como porcentagens relativas da area de cada pico sobre a area total.

2.2.2 Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de tomilho
2.2.2.1 Reativagcao dos micro-organismos

As Dbactérias utilizadas no experimento foram mantidas sob
congelamento em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e glicerol (propano-1,2,3-
triol) na proporcdo 3:1 (v:v). Para realizar a reativacdo, uma algcada dessas
bactérias foi transferida para caldo Soja Tripticaseina (TSB) e incubadas em
estufa durante 24 h a 37 °C. Ap6s uma alcada desse crescimento foi estriada
em placas de Petri com meios seletivos, sendo agar Baird-Paker para S.
aureus e agar Eosina Azul de Metileno (EMB) para E. coli, e incubadas por 24
h a 37 °C, para o isolamento das col6nias.

Do crescimento bacteriano nas placas de Petri, foi extraida uma alcada e
re-suspendida em solugcéo salina (NaCl 0,85%), a qual foi padronizada na
concentracdo 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 10® UFC.mL™).Todos os

ensaios foram realizados em triplicatas.
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2.2.2.2 Disco difuséo

A andlise de disco difusdo foi realizada de acordo com protocolo
proposto pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI,
2005a).

A solucédo salina padronizada contendo o inoculo foi semeada com
auxilio de um swab estéril na superficie de placas com agar Mueller-Hinton. Em
seguida foram adicionados discos de papel filtro esterilizados com diametro de
6 mm. Apds, 5 uL de dleo essencial de tomilho foram impregnados sobre os
discos de papel e as placas foram incubadas por 24 h a 37 °C. Logo apods este
periodo foi efetuada a medicdo dos halos de inibicdo, sendo os resultados

expressos em milimetros.

2.2.2.3 Atividade antimicrobiana em micro-atmosfera

A atividade antimicrobiana em micro-atmosfera foi avaliada pela técnica
proposta por Ghabraie et al., (2016). Aliquotas de 0,1 mL de suspensdes
celulares das bactérias foram inoculadas na superficie de placas com agar Soja
Tripticaseina (TSA) (15 mL — camada de 6 mm). Na tampa de cada placa foram
posicionados discos de papel estéreis nos quais foram adicionados diferentes
volumes do éleo essencial de tomilho (100, 50, 25, 12,5 uL), as placas foram
imediatamente fechadas de modo invertido (tampa para baixo), e incubadas a
37 °C por 24h. A acdo antimicrobiana foi expressa pelo percentual de reducédo
na contagem celular (UFC) dos tratamentos com o 6leo essencial comparados
com um controle contendo solucéo salina. A concentracdo de 6leo essencial foi
expressa em fungao do volume de dleo essencial e do espaco livre na placa (1
xr2xh=2314x4,52x1,5=95cm?* 95 -15 mL de &gar = 80 cm® de espaco

livre).

2.2.2.4 Concentracéo Inibitéria Minima

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada de acordo com
protocolo proposto pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute —
CLSI (CLSI, 2005b), com pequenas modificagdes.

Para CIM, foram utilizadas placas de microtitulagdo de 96 pocos, em
cada um dos pocos foram inseridos 100 yL de caldo BHI e 80 uL de BHI com
Tween 80. Em seguida, inseriu-se 100 pyL do dleo essencial para obtencéo da
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concentracéo inicial. As concentracdes subsequentes do Oleo essencial foram
diluidas de forma seriada. Posteriormente, foram inseridos 20 puL da suspensao
do micro-organismo (1,5 x 108 UFC.mL™) em todos os pocos, exceto na coluna
correspondente ao controle.

Apoés o preparo da amostra, as placas de microtitulacao foram lidas em
espectrofotometro (Biochrom EZ Read 400) a 620 nm. Em seguida, foram
incubadas por 24 h a 37 °C, e, apo0s, foi realizada uma nova leitura em
espectrofotometro. A CIM foi considerada como a menor concentragcdo em que

nao houve crescimento bacteriano no meio de cultura.

2.2.2.5 Concentragdo Bactericida Minima

Para concentracdo bactericida minima (CBM), apés a realizacédo da CMI,
foram retirados 15 uyL dos pogos das amostras que tiveram inibicdo e
espalhados por superficie em placas de Petri com agar TSA e incubados por
24h a 37°C. Foi considerada a minima concentracdo bactericida as placas

onde ndo houve crescimento bacteriano neste meio.

2.3 Obtencao do suco de beterraba

Primeiramente efetuou-se uma limpeza e sanitizacdo, através de
solucéo de hipoclorito de sédio 200 ppm por 15 minutos, havendo um posterior
enxague em agua corrente para remocao do sanitizante quimico. As amostras
de beterraba foram processadas em um extrator (Phillips) para obtencdo do
suco, o qual ainda passou por filtracdo em peneira para remocao de residuo
sélido do vegetal. O suco foi armazenado em ultra freezer (Coldlab),
posteriormente submetido ao processo de liofilizacdo (Liotop L-101 — Liobras)
para obtencdo do concentrado da beterraba em p6. O pd obtido foi

armazenado em ultra freezer até 0 momento da sua utilizacéo.

2.3.1 Avaliagcdo do suco de beterraba nas formas liquida e em p6
2.3.1.1 Umidade (liquido e em p&)

De acordo com Instituto Adolfo Lutz (2008), a forma mais simples de
obter esse valor € a utilizagcdo do método de perda por dessecacdo em estufa a
105 °C. A técnica consistiu-se em pesar de 2 a 10 gramas de amostra

(pulverizada) em capsula de porcelana (com peso conhecido e previamente
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seca em estufa) e levar a estufa para aguecimento a 105 °C. Apés 3 horas,
retirou-se da estufa e resfriou-se em dessecador para pesagem da amostra.
Repetiu-se as operacdes de aquecimento/resfriamento até obter o peso

constante.

2.3.1.2 Teor de agucar (sdlido)
A determinacdo dos acuUcares redutores e totais foi realizada pelo
método de Fehling, segundo descrito por Instituto Adolfo Lutz (2008) com

modificacdes.

2.3.1.2.1 Agucares Redutores

Inicialmente, pesou-se 1 grama de amostra, adicionou-se 50 mL de
agua, filtrou-se no baldo volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com
agua. Em seguida, transferiu-se o filtrado para bureta de 25 mL.

Em um erlenmeyer, adicionou-se 2 mL de solu¢do de Fehling A e 2 mL
de solucdo de Fehling B, apés adicionou-se 40 mL de agua e levou-se em
ebulicdo, com a ebulicdo adicionou-se 2 gotas de azul de metileno.

Titulou-se a solucéo de Fehling (sempre em ebulicdo) com a amostra até

perda total da cor azul e formacao de precipitacdo avermelhado.

2.3.1.2.2 Acucares Totais

Inicialmente, pesou-se 5 gramas de amostra, adicionou-se 50 mL de
agua, filtrou-se no baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com
agua. Em seguida, transferiu-se o filtrado para bureta.

Em um erlenmeyer, adicionou-se 2 mL de solucdo de Fehling A e 2 mL
de solucdo de Fehling B, apds adicionou-se 40 mL de agua levando-se em
ebulicdo, com a ebulicdo adicionou-se 2 gotas de azul de metileno.

Titulou-se a solucao de Fehling (sempre em ebulicdo) com a amostra até

perda total da cor azul e formacéo de precipitacado avermelhado.

2.3.1.3 Sélidos soluveis (liquido)
A partir do suco de beterraba, foram realizadas as analises de solidos

sollveis em refratbmetro de bancada do tipo Abbé (AOAC, 1995).
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2.3.1.4 Cor (liguido e solido)

Para determinacao fisica de cor foi utilizado um colorimetro Minolta CR
400, através do sistema de leitura CIELAB (Comission Internatinale de
E'clairage), representado pelos seguintes parametros: coordenada L* expressa
o grau de luminosidade da cor medida (L* = 100 = branco; L* = 0 = preto), a
coordenada a* expressa o grau de variagcédo entre o vermelho (+60) e o verde (-
60) e a coordenada b* expressa o grau de variacdo entre o azul (-60) e o
amarelo (+60). Os valores a* e b* foram utilizados para calcular o angulo Hue
[arctan(b*/a*)] e o Croma [(a*? + b**)"?] (BORGES et al., 2013).

2.3.1.5 pH (liquido e sé6lido)

A partir dos sucos de beterraba homogeneizados e da re-suspensao do
concentrado em po6 foram realizadas as analises de pH em potencidmetro
(Digimed pHmetro DM-20) (AOAC, 1995).

2.4 Preparacao do embutido carneo

Os embutidos céarneos foram elaborados no laboratorio de
processamento de origem animal, na Area de Alimentos do CCQFA - UFPel.
Os produtos carneos foram preparados seguindo a formulacdo padrao utilizada
para a elaboracdo destes produtos, sendo: 77,5% de carne bovina, 12% de
gordura suina (banha), 7,5% de agua gelada e 3% de sal (NaCl).

Primeiramente foi realizada a higienizacdo de todos os materiais e
utensilios, bancadas e das maos, utilizando agua, detergente e alcool 70%.
Apds, com o auxilio de uma faca, a carne foi cortada em pedacos e
posteriormente moida no “cutter”. Em seguida, foram misturados a carne, a
banha, a 4gua gelada e o sal.

A seguir, foram adicionados a massa obtida, quando previsto, o 6leo
essencial, o suco de beterraba em p6 e o conservante (sal de cura contendo
nitrato e nitrito de sédio). No final do preparo do produto foi embutido em tripa
natural suina e mantido sob refrigeracdo a 4 °C por 15 dias. Na Tabela 1

podem-se visualizar as formulacdes utilizadas neste estudo.
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Tabela 1. Ingredientes utilizados nas formulacdes dos embutidos carneos em

quatro tratamentos diferentes.

Tratamento Ingredientes

Controle FPPC*
FPPC, com 100% do
conservante sal de cura
FPPC, com 50% de

conservante sal de cura, O6leo

Tratamento 1

Tratamento 2, 4, 6 ] _
essencial de tomilho** e 1% de suco

de beterraba em po
FPPC, com 6leo essencial de
Tratamento 3,5, 7 tomilho** e 1% de suco de beterraba

em po

* FPPC — Formulacédo padrdo do produto carneo
** Foi utilizado o 6leo essencial de tomilho nas concentracdes de 0,95,
0,0095 e 0,00095%

2.4.1 Avaliacdo da adicdo de 6leo essencial de tomilho e de suco de
beterraba em p6 em embutido carneo
2.4.1.1 Avaliacdo microbiolégica

Os produtos ap0Os elaborados, de acordo com os tratamentos foram
mantidos em temperatura de refrigeracao (< 4 °C) por até 15 dias. De cada um
dos produtos foi retirada uma amostra de 25 g em trés tempos (1, 7 e 15 dias)

a qual foi submetida as analises microbioldgicas citadas a seguir:

2.4.1.1.1 Enumeracéo de Staphylococcus coagulase positiva

Para avaliar o efeito inibitorio do 6leo essencial de tomilho, foi realizada
enumeracdo de Staphylococcus coagulase positiva. Para isto, foram retiradas
25 g de cada uma das formulagcdes dos produtos carneos e foram
homogeneizados com 225 mL de agua peptonada estéril. Em seguida, foram
realizadas diluicdes seriadas até 1:10000 (10™) com &gua peptonada estéril.
Apés a diluicdo foram retirados 0,1 mL da solucéo e transferidas para placas de
Petri contendo &agar Baird-Parker, espalhadas com auxilio de uma al¢ca de
Drigalski e incubadas por até 48 h a 37 °C. A contagem manual das col6nias
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bacterianas foi realizada apds 48 h de incubacéo e os resultados expressos em
UFC.g™.

2.4.1.1.2 Enumeracao de bactérias aerobias mesofilas

Para avaliar, também, o efeito inibitério do 6leo essencial de tomilho, foi
realizada enumeracdo de bactérias aerObias mesofilas pelo método de
semeadura em superficie. Para isto, foram retiradas 25 g de cada uma das
formulacbes dos produtos carneos e foram homogeneizados com 225 mL de
agua peptonada estéril. Em seguida, foram realizadas diluicbes seriadas até
1:10000 (10 com &gua peptonada estéril. Apés a diluicdo foram retirados 0,1
mL da solucdo e transferidas para placas de Petri contendo agar Plate Count
Agar (PCA), espalhadas com auxilio de uma alca de Drigalski e incubadas por
até 48 h a 37 °C. A contagem manual das colbnias bacterianas foi realizada

apos 48 h de incubacao e os resultados expressos em UFC.g™.

2.4.1.1.3 Enumeracéo de coliformes termotolerantes

Foi realizada enumeracdo de coliformes termotolerantes. Para isto,
foram retiradas 25 g de cada uma das formulacdes dos produtos carneos e
foram homogeneizados com 225 mL de agua peptonada estéril. Em seguida,
foram realizadas diluicdes seriadas até 1:1000 (10) com &gua peptonada
estéril. Apés a diluicdo foram retirados 1 mL da solucéo e transferidas para 3
tubos contendo o caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) e incubados por até 48 h a
37 °C. Decorrido o tempo de incubacdo, separou-se 0s tubos positivos na
prova presuntiva, ou seja, que apresentaram gas no interior dos tubos de
Duhran e ap0s passou-se para a etapa de confirmacdo dos coliformes
termotolerantes.

Para a etapa da pesquisa de coliformes termotolerantes, transferiu-se
uma alcada de cada tubo positivo de caldo LST para outro tubo contendo o
caldo EC e incubado por até 24 h a 45 °C em banho-maria. Decorrido o tempo
de incubacéo, selecionou-se os tubos positivos (presenca de gés no interior do
tubo de Duhran), utilizou-se a tabela do NMP para expressar os resultados das
contagens de coliformes termotolerantes em Numero Mais Provavel por grama

de alimento.
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Dos tubos positivos do caldo EC, foram retirados 0,1 mL da solucéo e
transferiu-se para placas de Petri contendo 4gar EMB, espalhados com auxilio
de uma alca de Drigalski e incubados por até 24 h a 37 °C, para a confirmagéo
da presenca de Escherichia coli nas amostras.

2.4.1.2 Avaliagéo sensorial

Para avaliagdo sensorial os embutidos foram submetidos a cocgdo na
temperatura de 180 °C por aproximadamente 1 h, em forno convencional. Foi
analisada a aceitacdo das amostras por meio da avaliacdo dos atributos
aparéncia, cor, odor, textura, sabor e impressao global. A analise foi executada
em cabines individualizadas, com a participacdo de 50 julgadores néo
treinados, de ambos 0s sexos, pertencentes a comunidade académica da
Universidade Federal de Pelotas, Campus Capéao do Ledo.

Cada julgador recebeu um termo de consentimento livre e esclarecido
(Apéndice A) e uma ficha de avaliacdo (Apéndice B), juntamente das amostras
apresentadas em recipientes descartaveis, de cor branca, codificados com trés
nameros aleatdrios. Foi solicitado aos julgadores que expressassem sua
intencdo de compra do produto, através da escala hedbnica de 5 pontos, tendo
por extremos as expressdes “certamente ndo compraria® (1) e “certamente
compraria” (5). Ainda foi empregada um teste de aceitacdo com escala
hedbdnica de 9 pontos, em que o valor 1 corresponde a descricao “desgostei
muitissimo” e o valor 9 a “gostei muitissimo” (GULARTE, 2009). Os resultados

foram expressos em porcentagem.

2.5 Andlise estatistica

Foi aplicada uma analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de
Fisher de Minima Diferenca Significativa (LSD test) para verificar se existiam
diferencas significativas (p < 0,05) entre as formulac@es utilizadas em relacdo a
inibicdo microbiana, e o teste de Tukey (p < 0,05) para avaliar as diferencas em
relacdo aos atributos sensoriais pesquisados, utilizando o programa Statistix
10.
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3 Resultados e discusséo
3.1 Caracterizacdo do 6leo essencial de tomilho
3.1.1 Composicao quimica do 6leo essencial de tomilho

Na Figura 1 é possivel visualizar a composicdo quimica do Oleo
essencial de tomilho, determinada por CG/MS. Por meio deste estudo,
detectou-se a presenca de 12 compostos, sendo o carvacrol o majoritario com
54,47% (Tabela 2).
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Figura 1. Cromatografia do 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.)
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Tabela 2. Composicdo quimica do 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris
L.)

. Tempo de retencéao Area do pico
Pico Compostos )
(min) (%)
1 1R-a-pineno 5.777 2.86
p-Menth-8-en-2-ol,
2 6.223 0.69
acetato
3 0-Cymol 9.137 26.93
beta-pineno,3-
4 _ _ 9.356 1.29
(acetilmetil) -
5 4-Carene 10.638 3.99
6 beta-linalol 12.685 2.81
7 Canfora 14.083 2.34
1,4-Pentadieno,
8 o 14.736 0.41
2,3,3-trimetil-
9 Isoborneol 15.174 0.81
10 Carvacrol 21.226 54.47
Bicyclo [7.2.0] undec-4-
11 eno, 4,11,11-trimetil-8- 25.874 1.05
metileno -, [1R-
Epodxido de cis-Z-a-
12 32.268 2.36

bisaboleno

Alguns estudos indicaram o carvacrol como o componente majoritario na
composicdo do Oleo essencial de tomilho (EL-NEKEETY et al., 2011; LIMA,
2018). Em outro estudo, os compostos carvacrol, o-cimeno e timol identificados
no 6leo essencial de Thymus vulgaris, apresentaram-se em maior quantidade e
com valores proximos (23,93%, 22,57% e 20,23%, respectivamente). No
entanto, pode-se considerar 0 componente carvacrol como o majoritario do
Oleo testado, uma vez que se apresentou em maior percentual frente aos
outros compostos (VIEIRA, 2017). Entretanto, os valores foram inferiores aos
encontrados no presente estudo, reforcando a interferéncia de fatores externos,
como ambiente de crescimento da planta, época e técnica de extracéo do Oleo
na composic¢ao dos seus constituintes (PORTE; GODOY, 2008).
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Os teores encontrados nesta andlise divergem dos resultados obtidos
por autores como Al-Shuneigat et al. (2014), Nikoli¢ et al. (2014) e Nemati et al.
(2017), os quais obtiveram o timol como componente majoritario de Thymus
vulgaris cultivado na Jordania (37,05%), Sérvia (49,10%) e no Ira (40,03%). O
carvacrol demonstrou-se como segundo componente mais presente nas
analises de Nikoli¢ et al. (2014) e Nemati et al. (2017), resultando em 14% e
18,31%, enquanto que no estudo de Al-Shuneigat et al. (2014) resultou em
apenas 8,45% da composicdo deste 6leo essencial. Mancini et al. (2015)
analisaram a composicdo quimica, atividade antimicrobiana e antioxidante do
Oleo essencial de cinco amostras diferentes de Thymus vulgaris de areas
distintas do Sul da Italia. Neste estudo, os Oleos foram obtidos por
hidrodestilacdo das partes aereas e 0 composto predominante em todas as
amostras analisadas foi o timol (46,2 — 67,5%), seguido pelo carvacrol (5,7 —
7,3%).

Os Oleos essenciais sdo derivados do metabolismo secundéario das
plantas, e podem ser retirados das diferentes partes desta. Alguns estudos
realizados demostraram que a forma como o 6leo essencial é extraido, a época
do ano em que a planta é colhida e as condi¢des do clima fazem com que haja
diferencas significativas na composicéo final dos 6leos, podendo variar entre as
concentracbes dos componentes e alterar entre 0s compostos majoritarios
encontrados (HUDAIB, et al., 2002). Também deve ser observado de que parte
da planta o 6leo essencial foi extraido, sendo que, cada parte como flores,
folhas, caules ou raizes possuem diferencas de concentracbes entre 0s
componentes. Devido a isso, muitos resultados diferentes podem ser

encontrados ao estudar o 6leo essencial da mesma planta.

3.1.2 Atividade antimicrobiana do dleo essencial de tomilho
3.1.2.1 Disco difusdo, Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracado Bactericida Minima (CBM)

Por meio da técnica de disco difusédo verificou-se que o 6leo essencial
de tomilho apresentou acdo antimicrobiana contra duas bactérias. A CIM que
proporcionou a inibicdo de crescimento de S. aureus e E. coli, foi de 9,17
mg.mL™ para as duas bactérias e quanto a CBM, foi de 9,17 e 36,68 mg.mL™

para S. aureus e E. coli, respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3. Atividade antimicrobiana do éleo essencial de tomilho por meio das
técnicas de disco difusdo, CIM e CBM

Disco difusdo

Bactérias CIM (mg.mL?) CBM (mg.mL™)
(mm)
S. aureus 36,5+ 1,32 9,17 9,17
E. coli 57,8 + 4,07 9,17 36,68

Segundo Rota et al. (2008), a acao inibitoria avaliado por disco difusao
pode ser classificada como tendo uma forte atividade antibacteriana (quando a
zona de inibic&o for igual ou superior a 20 mm), atividade moderada (quando a
zona de inibi¢édo for entre 12 — 20 mm) e nenhuma atividade inibitoria (quando
a zona de inibicdo for menor que 12 mm). Seguindo esse critério o0 Oleo
essencial de tomilho frente as bactérias S. aureus e E. coli teve uma forte acéo
inibitoria.

Entretanto, estudos divergentes foram encontrados na literatura
consultada, no estudo de Millezi et al. (2012) o 6leo de tomilho ndo demonstrou
atividade antimicrobiana sobre Escherichia coli, ao passo que para Rota et. al.
(2008) o resultado foi similar ao do presente estudo, uma vez que encontraram
atividade antimicrobiana deste 0leo essencial contra as bactérias E. coli, L.
monocytogenes, S. entérica Enteritidis e S. aureus.

O efeito sobre E. coli verificado neste estudo pode ter relagdo com as
afirmacdes de Sharififar et al. (2007), os quais afirmaram gue os componentes
presentes em 6leo essencial de tomilho, como timol e carvacrol, apresentam
maior bioatividade sobre bactérias Gram negativas, devido a maior afinidade
destas pela estrutura lipidica da membrana que as envolve. Timol e carvacrol
atuam induzindo deformacgcBes na membrana citoplasméatica alterando sua
permeabilidade (LAMBERT; SKANDAMIS; COOTE, 2001; ULTEE; BENNINK;
MOEZELAAR, 2002).

A CMI e CBM do oleo essencial de tomilho contra S. aureus foi de 9,17
mg.mL? e 9,17 mg.mL™, respectivamente, ja para contra E. coli foi de 9,17
mg.mL™ e 36,68 mg.mL™, respectivamente. Dal Pozzo et al. (2011) analisaram
a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais de condimentos frente a

Staphylococcus spp. Os autores analisaram as CIM para diversos Oleos



86

essenciais, tais como os de orégano e tomilho, bem como suas fracOes
majoritarias, carvacrol e timol. O resultado para CIM e CBM foi 1,47 mg.mL™
para 6leo essencial de tomilho, valores um pouco inferiores aos resultado deste
estudo. Rota et al. (2008) verificaram que o 6leo essencial de Thymus vulgaris
apresentou agdo antimicrobiana contra E. coli, com CMI e CBM de 0,0005
mg.mL'l, e contra S. aureus com CIM e CBM de <0,0002 mg.mL'l, 0 que
também foi inferior ao resultado do presente estudo. No entanto, deve-se levar
em consideracao a constituicdo quimica dos 6leos essenciais, pois apresentam
porcentagens diferentes de seus isolados, inclusive dentro da mesma espécie.
Esta pode ser uma provavel explicacdo para as maiores concentracbes de
CBM e CIM encontradas neste estudo. Convém também lembrar que principio
ativo esta relacionado aos compostos fendlicos presentes em composi¢cdo do
Oleo essencial e que estes podem variar significativamente em funcdo de
fatores ambientais a que 0s vegetais sdo submetidos durante o seu cultivo
(BEHBAHANI et al., 2013).

3.1.2.2 Atividade antimicrobiana em micro-atmosfera
Os resultados obtidos para a atividade antimicrobiana do 6leo essencial
de tomilho em micro-atmosfera estao apresentados na Figura 2.

— 120
=
2 100 —
=
k]
£ 80 - —
o
S 60 M5, aureus
S E. coli
= .coli
o M — —
Ela]
s
2 20 +— -
[k
i
0 )

0,15 0,28 0,28 1,15
Concentracio do dleo essencial de tomilho {mglcma3)

Figura 2. Atividade antimicrobiana do 0leo essencial de tomilho em micro-

atmosfera, sobre o crescimento de bactérias S. aureus e E. coli.

A aplicacdo de 6leo essencial de tomilho nas concentracdes de 0,15,

0,28, 0,58 e 1,15 mg/cm® em micro-atmosfera, reduziu a contagem de células
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viaveis de E. coli em 62,5, 99,09, 100 e 100%, respectivamente. Ja S. aureus
apresentou reducées de 100% em 0,28, 0,58 e 1,15 mg/cm?, ndo apresentando
reducéo significativa para a menor concentracéo testada (0,15 mg/cm?).

Alguns estudos ainda demonstraram que o Oleo essencial de tomilho
esta entre os antimicrobianos volateis mais ativos (DIMITRIJEVIA et al., 2007),
segundo Moreira et al. (2005), isso relaciona-se também ao seu carater
lipofilico, que liga a bicamada fosfolipidica da membrana celular aumentando
sua permeabilidade e disseminando o conteudo intracelular ou prejudicando o
sistema enzimatico da célula, uma vez que, pequenas alteracbes que ocorram
na estrutura da membrana citoplasmatica podem afetar o metabolismo.

Ndo foram encontrados na literatura trabalhos especificos do Oleo
essencial de tomilho avaliado em micro-atmosfera. Em estudos recentes, a
atividade antimicrobiana de outros Oleos essenciais foram avaliadas também
em micro-atmosfera, verificando sua ac&o por volatilizacdo (GONI et al., 2009;
CLEMENTE et al., 2016; GHABRAIE et al., 2016; DANNENBERG et al., 2017).
A analise em micro-atmosfera vem apresentando bons resultados em
diferentes trabalhos. As inibicdes verificadas em fase de vapor (micro-
atmosfera) para os 6leos essenciais de cravo e canela foram maiores que as
verificadas por contato direto (agar) contra E. coli, Y. enterocolitica, S.
choleraesuis, B. cereus, L. monocytogenes, E. faecalis e S. aureus (GONI et
al., 2009). Foram verificadas reducdes de 100% do crescimento bacteriano de
B. cereus, E. coli, P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida e Pectobacterium
carotovorum pelo efeito antimicrobiano de 6leo essencial de canela e mostarda,
em fase de vapor (CLEMENTE et al., 2016).

Em micro-atmosfera, 0s componentes antimicrobianos dos 6leos
essenciais volatilizam formando uma fase de vapor, a qual atinge as células
bacterianas diretamente sem necessidade de difusdo no meio em que a
bactéria se encontra (agar). Nos ensaios em meio solido e liquido (dgar e
caldo), existe a interferéncia da capacidade de difusdo/dispersao dos
componentes do Oleo essencial no meio, que ndo € favoravel para oleo
essencial, uma vez que sao constituidos por substancias apolares enquanto os
meios usuais (agares e caldos) sdo formados por base aguosa (GHABRAIE et
al., 2016).
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3.2 Avaliacédo do suco de beterraba nas formas liquida e em pé
Estdo apresentados nas Tabelas 4 e 5 os resultados obtidos nas

avaliacdes fisico-quimicas do suco integral de beterraba.

Tabela 4. Dados das andlises fisico-quimicas do suco integral de beterraba e

do suco de beterraba em po

. ] ] ; . Sélidos
Umidade AclUcares AcUcares Aclc. Nao o
) Solaveis pH
(%) Redutores Totais Redutores .
(° Brix)
Suco
) 89,46 £ 0,03 - - - 10,6 6,62 £ 0,18
integral
Suco em
i 6,03 +1,23 6,11+ 0,14 30,34 + 2,62 23,02 - 6,52 + 0,01
pPo

O resultado obtido na determinagcdo de umidade para o suco de
beterraba mostrou expressivo conteudo de agua (89,46%), como ja era de se
esperar, entretanto, este valor foi um pouco inferior ao reportado por Santos et
al. (2015) para suco de beterraba (93,97%), também ao de Ferreira (2018) paro
extrato de beterraba (93,013%) e ao de Lima et al. (2017) que encontrou no
suco de beterraba (93,98%) de umidade.

Segundo Santos et al. (2004), a concentracdo dos solidos soluveis totais
no suco de beterraba altera-se de acordo com os fatores climéticos, variedade,
maturacdo do fruto, solo e da adicdo de &gua durante o processamento.
Encontrou-se para o suco extraido o teor de solidos soltveis de 10,60 °Brix.
Valor dentro da faixa encontrada por Kluge et al. (2006) em beterraba
minimamente processada, da mesma cultivar, entre cerca de 4 e 12 °Brix,
conforme o tipo de corte (fatia, cubo e retalho). Os autores justificam as
diferencas devido a diluicdo dos solidos durante a sanitizacdo e enxague,
especialmente com o aumento da area de contato em funcédo do tipo de corte.
Porém, o valor encontrado neste estudo foi bastante superior ao mencionado
por Santos et al. (2015) em suco de beterraba (5 °Brix) e ao descrito por Lima
et al. (2017) para esta raiz tuberosa (4 °Brix).

Em relacdo a andlise de pH (6,62), o valor foi proximo ao de Santos et
al. (2015) para suco de beterraba (6,10), também ao de Lima et al. (2017) para
0 suco de beterraba (6,33) e um pouco superior ao reportado por Ferreira
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(2018) para o extrato de beterraba (5,92). A constancia do pH é de extrema
importancia para estabilidade das betalainas, visto que a manutengéo de suas
caracteristicas depende da faixa de pH (excelente estabilidade entre pH 4 e 5
na auséncia de oxigénio, e entre pH 5 e 6 em presenca de oxigénio) (VOLP;
RENHE; STRINGUETA, 2009; SCHIOZER; BARATA, 2013).

O resultado obtido na determinagcdo de umidade para o suco de
beterraba em pé6 foi de 6,03%, este valor foi inferior ao reportado por Costa,
Medeiros e Mata (2003) que obtiveram um teor de umidade de 13% para p6 de
beterraba obtido pelo processo de leito de fluidizado e dentro da faixa
encontrada por Ferreira (2010), em que os valores encontrados para farinha de
beterraba variaram de 4,25 a 8,78%.

A diminuicdo do teor de umidade, e consequente aumento no teor de
matéria seca, € um fator positivo, pois esta diretamente ligada a vida util do
produto, uma vez que 0S micro-organismos necessitam de agua para seu
metabolismo e multiplicacdo (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

O valor encontrado para os acgucares redutores no suco de beterraba
liofilizado (6,11%) foi proximo ao de Alexandre et al. (2014) para pitanga em po6
(6,45%) e Lisboa, Figueirédo e Queiroz (2012) que verificaram uma reducao
nos teores de acgucares redutores do figo-da-india em pé seco, e o valor ainda
foi inferior aos reportados por Oliveira, Junqueira e Mascarenhas (2011) e
Almeida et al. (2009) para as polpas do fruto da palma (figo da india) e
mandacaru de 7,28 e 10,40%, respectivamente, e foi superior ao encontrado
por Silva e Alves (2009) também estudando as caracteristicas fisico-quimicas
do mandacaru, obtiveram um teor de agucares redutores de 5,76%. O teor de
acucares totais (30,34%), foi superior aos valores encontrados por Alexandre et
al. (2014) para pitanga em po (3,5%) e Wichienchot, Jatupornpipat e Rastall
(2010) para duas variedades de pitaya, a de polpa vermelha e a de polpa
branca, com 6,49 e 6,77 g.100g™, respectivamente. O contetido de aglcares
nao redutores (23,02%) apresentou resultado préximo ao de Alexandre et al.
(2014) para pitanga em p6 (21,60%) e valor superior ao encontrado por Bahia
et al. (2010) para o mandacaru (2,94%). Evidenciando a caracteristica da
beterraba de ser um vegetal com expressivo teor de acucares.

Em relacdo a analise de pH (6,52), o valor foi encontrado dentro da faixa

encontrada por Ferreira (2010), sendo esta compreendida entre 3,5 a 7 para
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farinha de beterraba. Assim, a estabilidade dos pigmentos pode ser justificada
pelos valores desejaveis do pH, bem como pela reducao da atividade de 4gua
(HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006).

A liofilizacdo tem a vantagem de manter os produtos com
estrutura/caracteristica inalterada, faceis de transformar em po e dissolver,
faceis de reidratar, além de mantém propriedades nutritivas do alimento. Isso é
possivel porque a liofilizagdo ndo rompe as membranas das células de
proteinas e vitaminas, a sua maior desvantagem é o custo, pois equivale a 3

vezes mais que outra técnica de secagem (FELLOWS, 2006).

Tabela 5. Dados da determinacéo fisica de cor do suco integral de beterraba e

suco de beterraba em pé

Cor a* b* L*
Suco integral 0,49 +£0,19 0,28 £ 0,15 22,48 + 1,33
Suco em po 11,77 £ 2,09 3,76 £ 0,59 18,65+ 1,25

Como pode ser observado na Tabela 5, os parametros de cor, tanto para
0 suco integral de beterraba e suco de beterraba em pd, revelaram uma
luminosidade tendendo ao escuro, ja que este parametro varia de 100 (branco)
a 0 (preto), sendo no suco em pd esta tendéncia mais acentuada,
possivelmente pela concentracdo da matéria seca. Os valores de
cromaticidade a* e b* foram positivos, préximos de 0. Considerando que a
coordenada a* expressa o grau de variacdo entre o vermelho (+60) e o verde (-
60) e a coordenada b* expressa o grau de variagdo entre o azul (-60) e o
amarelo (+60), pode-se inferir que hé tendéncia ao vermelho e amarelo,
entretanto, com mistura de cores. Os resultados observados para o0s
parametros de cor mostraram um comportamento esperado para betacianinas.
A reducéo da umidade favoreceu a concentragcédo dos pigmentos intensificando
os parametros de cor (a e b) na amostra em po.

Aléem de muito instavel na presenca de luz e oxigénio, as betalainas
podem ser facilmente lixiviadas em agua, pois sdo altamente hidrossollveis.
Os processos de sanitizacdo favorecem a perda desses pigmentos, que sao

facilmente perdidos quando em contato com meios aquosos (VITTI, 2003b).
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3.3 Avaliacdo da adicdo de Oleo essencial de tomilho e do suco de
beterraba em pé em embutido carneo
3.3.1 Avaliagdo microbioldgica

Os resultados encontrados para avaliacdo da adicdo de 6leo essencial
de tomilho em diferentes concentracfes e de suco de beterraba em p6é em
embutido carneo, como alimento teste em 3 tempos distintos (1, 7 e 15 dias)
encontram-se descritos nas tabelas a seguir (6 a 8).

Tabela 6. Enumeracdo de Staphylococcus coagulase positiva em embutido
carneo adicionado de 6leo essencial de tomilho em 3 concentragfes diferentes
e suco de beterraba em p6, em 3 tempos distintos.

'ECcP 1 dia 7 dias 15 dias

Z?L‘J’I?g/g')e 8,2 x 10° 9 x 10° 5,03 x 10°
ST“"(‘L&FT%‘;O 1 3,1x10° 2,66 x 10° 2,6 x 10°
4T”J(‘La|£'(’§g)t° 2 1,46 x 10° 2,8 x 10° 3,43 x 10*
ST“"(‘L&FT%‘;O 3 2,63 x 10° 1,18 x 10* 2,41 x 10°
6“?3%33;0 4 2,93 x 10° 1,63 x 10° 2,31 x 10°
7T“'3(‘La|:”2§3)t° ° 3,16 x 10° 1,05 x 10° 1,02 x 10°
BT“"(‘L""F”(‘:‘?S;O 6 1,76 x 10° 1,29 x 10* 1,15 x 10*
“Tratamento 7 2,33 x 10° 1,51 x 10° 1,27 x 10°

(UFC/g)

" Staphylococcus coagulase positiva

% Controle - Formulacdo padrédo do produto carneo

% Tratamento 1 - Formulagdo padrao do produto carneo, com 100% do conservante sal de cura

* Tratamento 2 - Formulagéo padrao do produto carneo, 50% de conservante sal de cura, 6leo
essencial de tomilho na concentracéo de 0,00095% e 1% de suco de beterraba em po6

® Tratamento 3 - Formulagdo padrdo do produto carneo, 6leo essencial de tomilho na
concentragdo de 0,00095% e 1% de suco de beterraba em po

® Tratamento 4 - Formulagéo padrao do produto carneo, 50% de conservante sal de cura, 6leo

essencial de tomilho na concentracéo de 0,0095% e 1% de suco de beterraba em p6
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" Tratamento 5 - Formulagdo padrdo do produto carneo, 6leo essencial de tomilho na
concentragdo de 0,0095% e 1% de suco de beterraba em p6

8 Tratamento 6 - Formulagdo padrdo do produto carneo, 50% de conservante sal de cura, 6leo
essencial de tomilho na concentracédo de 0,95% e 1% de suco de beterraba em pé

° Tratamento 7 - Formulagdo padrdo do produto carneo, 6leo essencial de tomilho na

concentragdo de 0,95% e 1% de suco de beterraba em p6

Primeiramente, foi realizada uma analise para verificar a influéncia das
variaveis conservante e Oleo essencial de tomilho nas amostras, nos trés
tempos propostos.

Na contagem de Staphylococcus coagulase positiva (ECP) com
concentracdo de 6leo essencial de tomilho de 0,00095% (Tabela 6), verificou-
se gue as contagens do tempo 1 se diferenciaram significativamente (p < 0,05)
das contagens do tempo 3, e as contagens do tempo 2 ndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo aos demais tempos. Em relacdo a
presenca de conservante verificou-se que a contagem de ECP das amostras
com a dose especificada de conservante (100%) se diferenciaram
significativamente (p < 0,05) das amostras controle e das amostras sem
conservante e com 0Oleo essencial. E a contagem das amostras com metade do
conservante e com 0Oleo essencial ndo apresentaram diferencas significativas
(p > 0,05) nem das amostras com conservante nem das amostras sem
conservante e com 6Oleo essencial. Em relacdo as amostras somente com 6leo
verificou-se que foram encontradas contagens inferiores (p<0,05) em relacdo a
amostra controle nos tempos 2 e 3.

Nas amostras com conservante e Oleo essencial de tomilho na
concentracéo de 0,0095% (Tabela 6), verificou-se que as contagens do tempo
1 se diferenciaram significativamente (p < 0,05) do tempo 3 e as contagens no
tempo 2 novamente ndo se diferenciaram significativamente (p > 0,05) nem do
tempo 1 nem do tempo 3. Em relacdo a presenca de conservante verificou-se
que as amostras com conservante se diferenciaram significativamente (p <
0,05) das amostras controle e das sem conservante e com 0leo essencial. E as
amostras com metade do conservante e com Oleo essencial ndo se
diferenciaram significativamente (p > 0,05) nem das amostras com conservante
nem das amostras sem conservante e com 6leo essencial. Em relacdo as

amostras somente com 6leo essencial, verificou-se novamente nos tempos 2 e
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3, aquelas contendo com 6leo essencial apresentaram menores contagens que
as amostras controle.

Nas amostras com 6leo essencial de tomilho na concentracéo de 0,95%
(Tabela 6), verificou-se resultados similares aos anteriores, as contagens do
tempo 1 se diferenciaram significativamente (p < 0,05) do tempo 3 e as
contagens no tempo 2 nao se diferenciaram significativamente (p > 0,05) nem
do tempo 1 nem do tempo 3. Em relacdo a presenca de conservante verificou-
se que as contagens nas amostras com conservante se diferenciaram
significativamente (p < 0,05) das amostras controle e sem conservante com
Oleo essencial. E as amostras com metade do conservante e 6leo essencial
nao se diferenciaram significativamente (p > 0,05) das amostras com
conservante. Neste caso novamente a associacdo de metade do conservante
com 6leo essencial apresentou efeito similar a concentracdo recomendada de

conservante.

Tabela 7. Enumeracdo de bactérias aerobias mesofilas em embutido carneo
adicionado de 0leo essencial de tomilho em 3 concentracdes diferentes e suco

de beterraba em pé, em 3 tempos distintos.

'BAM 1 dia 7 dias 15 dias

Z?Sg‘(t:r/g')e 4,36 x 10° 1,93 x 107 2,79 x 107
ST“'J(‘L&F”S;‘;O 1 1,11 x 10° 8 x 10° 1,45 x 10°
4Tr"’(‘ba|:r2§g)t° 2 6,3 x 10° 7.2 x 10° 4,84 x 10
ST“'Z‘L&FT:%‘;O 3 2,73 x 10° 2,41 x 107 4,08 x 107
6Tr"’(‘LaF”(‘:‘73)t° 4 8,53 x 10° 1,72 x 10° 7,93 x 10°
YTr?LaFnsg)to ° 3,8 x 10° 5,13 x 10° 3,25 x 107
“Tratamento 6 3,4 x 10° 4,53 x 10° 1,07 x 10°

(UFC/Q)
*Tratamento 7 2,12 x 10° 9,43 x 10° 2,48 x 10°
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(UFCIg)

" Bactérias aerdbias mesdfilas

2 Controle - Formulagdo padrédo do produto carneo

®Tratamento 1 - Formulagdo padrdo do produto carneo, com 100% do conservante sal de cura

* Tratamento 2 - Formulagéo padrdo do produto carneo, 50% de conservante sal de cura, 6leo
essencial de tomilho na concentragdo de 0,00095% e 1% de suco de beterraba em pé

® Tratamento 3 - Formulagdo padrdo do produto carneo, Oleo essencial de tomilho na
concentragdo de 0,00095% e 1% de suco de beterraba em p6

® Tratamento 4 - Formulag&o padrao do produto carneo, 50% de conservante sal de cura, 6leo
essencial de tomilho na concentracéo de 0,0095% e 1% de suco de beterraba em p6

" Tratamento 5 - Formulagdo padrdo do produto carneo, 6leo essencial de tomilho na
concentragdo de 0,0095% e 1% de suco de beterraba em p6

8 Tratamento 6 - Formulag&o padrao do produto carneo, 50% de conservante sal de cura, 6leo
essencial de tomilho na concentracédo de 0,95% e 1% de suco de beterraba em po

° Tratamento 7 - Formulagdo padrdo do produto carneo, Oleo essencial de tomilho na
concentragdo de 0,95% e 1% de suco de beterraba em p6

Na enumeracdo de bactérias aerObias mesdfilas com concentracdo de
0leo essencial de tomilho de 0,00095% (Tabela 7), verificou-se que houve
diferenca significativa nas contagens do tempo 1 em relacdo ao tempo 3, e
novamente o tempo 2 as contagens nao se diferenciaram significativamente (p
> 0,05) nem do tempo 1 nem do tempo 3. Em relacdo a presenca de
conservante verificou-se que as contagens de bactérias aerdbias mesofilas das
amostras com conservante se diferenciaram significativamente (p < 0,05) das
amostras controle e sem conservante e com 0Oleo essencial. E as contagens
das amostras com metade do conservante e com Oleo essencial ndo se
diferenciaram significativamente (p > 0,05) nem das amostras com conservante
nem das amostras sem conservante com 6leo essencial.

Nas amostras com concentracdo de Oleo essencial de tomilho de
0,0095% (Tabela 7), verificou-se que as contagens do tempo 1 se
diferenciaram significativamente (p < 0,05) do tempo 3 e as do tempo 2 nao se
diferenciaram significativamente (p > 0,05) nem do tempo 1 nem do tempo 3.
Em relacdo a presenca de conservante, verificou-se que as contagens da
amostra controle e sem conservante se diferenciaram significativamente (p <
0,05) das amostras com conservante e com metade do conservante e 6leo
essencial, porém as amostras com conservante e com metade do conservante

e Oleo essencial ndo apresentaram diferencas significativas entre elas,
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explicitando que neste caso a associacdo de metade do conservante com o
Oleo essencial tiveram o mesmo efeito que a dose recomendada de
conservante, reduzindo o crescimento de bactérias aerdbias mesofilas.

Nas amostras com concentracdo de 0leo essencial de tomilho de 0,95%
(Tabela 7), verificou-se que as contagens do tempo 1 se diferenciaram
significativamente (p < 0,05) do tempo 2 e as contagens no tempo 3 ndo se
diferenciaram significativamente (p > 0,05) nem do tempo 1 nem do tempo 2.
Em relacdo a presenca de conservante, as contagens das amostras sem
conservante, com conservante e metade conservante e 6leo essencial ndo se

diferenciaram significativamente (p > 0,05) entre elas.

Tabela 8. Enumeracdo de coliformes termotolerantes em embutido carneo
adicionado de 0leo essencial de tomilho em 3 concentracdes diferentes e suco

de beterraba em pé, em 3 tempos distintos.

cT 1 dia 7 dias 15 dias
T <
3Tra(1Laan:¢7;1)to 1 15 <03 <0,3
4Tr?LaFnC]§g)to 2 <03 <0,3 <0,3
5Tra(lba|£r(1§g)to 3 <03 <023 <0,3
6Tr?LaFnc1§g)to 4 <03 <0,3 <0,3
7Tra(lba|£r(1§g)to 5 <03 <023 <0,3
8Tr?LaFnc1§g)to 6 <03 <0,3 <0,3
*Tratamento 7 0.9 <03 <0,3

(UFC/g)

' Coliformes Termotolerantes

% Controle - Formulagado padrdo do produto carneo

% Tratamento 1 - Formulagdo padrao do produto carneo, com 100% do conservante sal de cura

* Tratamento 2 - Formulagéo padrao do produto carneo, 50% de conservante sal de cura, 6leo

essencial de tomilho na concentragao de 0,00095% e 1% de suco de beterraba em pé
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® Tratamento 3 - Formulagdo padrdo do produto carneo, 6leo essencial de tomilho na
concentragdo de 0,00095% e 1% de suco de beterraba em p6

® Tratamento 4 - Formulag&o padrao do produto carneo, 50% de conservante sal de cura, 6leo
essencial de tomilho na concentracéo de 0,0095% e 1% de suco de beterraba em p6

" Tratamento 5 - Formulagdo padrdo do produto carneo, 6leo essencial de tomilho na
concentragdo de 0,0095% e 1% de suco de beterraba em p6

8 Tratamento 6 - Formulag&o padrao do produto carneo, 50% de conservante sal de cura, 6leo
essencial de tomilho na concentracédo de 0,95% e 1% de suco de beterraba em pé

° Tratamento 7 - Formulagdo padrdo do produto carneo, Oleo essencial de tomilho na
concentragdo de 0,95% e 1% de suco de beterraba em p6

Na contagem de coliformes termotolerantes com Oleo essencial de
tomilho na concentracdo de 0,00095% (Tabela 8), verificou-se que ndo houve
diferencas significativas (p > 0,05) em relacdo ao tempo, nem em relacéo
presenca de conservante ou do Oleo essencial. Isto se deve ao fato da amostra
praticamente ndo apresentar bactérias do grupo coliformes o que inviabilizou
uma avaliacado mais eficiente dos efeitos do conservante e do 6leo essencial.

Na contagem de coliformes termotolerantes das amostras com Oleo
essencial de tomilho na concentracdo de 0,0095% (Tabela 8), verificou-se
novamente que ndo houve diferencas significativas (p > 0,05) em relagédo ao
tempo, conservante ou presenca do 6leo. Novamente a provavel explicacao
para isto se deve ao fato da amostra praticamente ndo apresentar bactérias do
grupo coliformes o que inviabilizou uma avaliacdo mais eficiente dos efeitos do
conservante e do 6leo essencial nos trés tempos propostos.

Nas amostras com 0Oleo essencial de tomilho na concentracdo de 0,95%
(Tabela 8), verificou-se 0 mesmo que nos casos anteriores, ndo houveram
diferencas significativas (p > 0,05) em relacdo ao tempo, conservante e 6leo
essencial.

Quando avaliada a atividade antimicrobiana in situ dos produtos
carneos, foi observado que o Oleo essencial na concentracdo de 0,00095,
0,0095 e 0,95% promoveram efeito microbiolégico contra Staphylococcus
coagulase positiva quando comparados as amostras controle, destacando o
efeito combinado de metade da concentracdo recomendada do conservante
associada ao 6leo essencial, que promoveram efeitos similares a concentracéo

recomendada de conservante.
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Em relacdo a contagem de bactérias aerGbias mesofilas, observou-se
que o Oleo essencial na concentracdo de 0,00095% foi efetivo somente com
adicdo da metade do conservante (nitrato e nitrito de sédio) até 7 dias de
armazenamento. Ja na concentracao de 0,0095% do 6leo essencial, observou-
se que com adicdo da metade do conservante, houve efeito efetivo no controle
microbiolégico, e o produto carneo sem adicdo de conservante ficou
estabilizado até 7 dias de armazenamento. E na concentragdo de 0,95% do
Oleo essencial, observou-se que houve um controle microbiologico contra as
bactérias aerobias mesdfilas, mais efetiva que o conservante.

Em ambos os casos de ECP e de mesdfilos aerdbios ficou clara a
viabilidade de utilizacdo do 6leo essencial com metade da concentracao
recomendada de conservante. Este resultado tem grande importancia em razéo
dos nitritos poderem formar nitrosaminas em determinada situacfes, que
podem apresentar potencial cancerigeno, assim a substituicdo parcial deste por
Oleo essencial de tomilho se torna uma alternativa viavel e desejavel. Porém,
sabe-se que os nitritos, além da atuacdo como antimicrobianos, também atuam
gerando caracteristicas sensoriais tipicas de produtos carneos como cor e
sabor, sendo a sua substituicdo total pelo 6leo possivel, desde que se
encontrem também alternativas para suprir as caracteristicas sensoriais
esperadas nestes produtos, neste caso, 0 suco de beterraba em p6 pode
representar uma alternativa para atuar como um corante natural.

Em relacdo a coliformes esperava-se uma acdo mais efetiva do Oleo
essencial do que em relacdo a ECP, considerando os relatos do efeito deste
Oleo esssencial contra bactérias Gram negativas, por exemplo Ivanovic et al.
(2012) relataram significativa atividade antibacteriana de extrato de tomilho e
O0leo essencial de tomilho contra bactérias Gram negativas (E. coli e
Salmonella). Silva et al. (2013) também relataram atividade antimicrobiana do
Oleo essencial de Thymus vulgaris contra E. coli além de outras bactérias de
origem alimentar. Porém, devido a baixa concentracdo de coliformes nas
amostras ficou dificil de avaliar este efeito, sendo sugerido que em estudos
posteriores se facam ensaios com matérias-primas com concentracdes maiores
de coliformes ou intencionalmente contaminadas.

Em alguns casos, é necesséria a aplicacdo de altas concentra¢des do

6leo no alimento para atingir o efeito antimicrobiano desejado (SMITH et al.,
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2005), visto que, em alguns estudos tem-se registrado baixos efeitos
antimicrobianos nos alimentos se comparado aos resultados obtidos nos testes
in vitro (SHARAFATI-CHALESHTORI et al., 2015). Isso ocorre porque muitos
componentes presentes nos alimentos, tais como lipideos, proteinas,
carboidratos e agua, reduzem a eficiéncia dos 6leos essenciais (WEISS et al.,
2015).

Neste estudo a concentracdo de 6leo essencial in situ poderia ainda ter
sido aumentada buscando efeitos mais efetivos, porém haveria interferéncia
nas caracteristicas sensoriais. Alguns estudos apresentaram resultados
efetivos utilizando concentragbes maiores, porém ndo descreveram a
interferéncia sensorial destas concentragdes. Santurio (2015) observaram que
a adicdo do Oleo de tomilho em linguica toscana apresentou atividade
antimicrobiana somente a partir da aplicacdo de 1600, 3200 e 8000 ug/mL,
apresentando um decréscimo na contagem de coliformes totais até 15° dia de
armazenamento. E Giatrakou, Ntzimani e Savvaidis (2010), que, avaliando a
adicao de Oleo essencial de tomilho (0,2%) em um produto a base de carne de
frango fresca, reportaram um aumento de dois dias na vida de prateleira do
produto, determinada microbiologicamente através da contagem total de micro-

organismos mesdfilos.

3.3.2 Avaliacéo sensorial

As diferentes formulacdes do embutido carneo com adicdo de o6leo
essencial de tomilho e suco de beterraba em pé foram avaliadas
sensorialmente quanto a aceitacdo, utilizando escala hedbnica e teste de

intencdo de compra, os resultados podem ser observados na Tabela 9.
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Tabela 9. Aceitacdo sensorial do embutido carneo com adicdo do Oleo
essencial de tomilho e suco de beterraba em po
F1 F2 F3 F4

Aparéncia 6,5+1,7b 7,3x16a 71+15ab 7,3x15a

Cor 6,4+1,7b 7,2+15a 70+1,7ab 74+14a
Odor 6,9+16a 76+x14a 74+15a 7,3+1,7a
Textura 6,5+160Db 6,9+1,8ab 73x17a 71+16ab
Sabor 6,5+1,7b 74+16a 76+15a 7,7+13a

Imp. global 6,8£1,6Db 74+15ab 74+14a 76+12a

Fl-formulagdo 1, embutido cadrneo com adicdo de metade do conservante sal de cura, 0,0095% do dleo
essencial de tomilho e 1% de suco de beterraba em pé, F2-formulagdo 2, embutido carneo com adi¢do de
0,0095% do 6leo essencial de tomilho e 1% de suco de beterraba em p6, F3-formulagdo 3, embutido carneo com
adicdo de metade do conservante sal de cura, 0,00095% do Oleo essencial de tomilho e 1% de suco de
beterraba em p0, F4-formulacéo 4, embutido carneo com adi¢do de 0,00095% do éleo essencial de tomilho e 1%
de suco de beterraba em po6. Letras diferentes na linha indicam diferenga estatisticamente significativa ao nivel
de 5% pelo teste de Tukey.

As notas atribuidas pelos julgadores para os atributos tiveram como
base a escala heddnica de nove pontos, variando de 1 (desgostei muitissimo) a
9 (gostei muitissimo). Os resultados da avaliacdo de todos os parametros
(aparéncia, cor, odor, textura, sabor e impressao global) encontram-se dentro
da zona de aceitacdo, com valores variando entre 6 (Gostei Ligeiramente) e 8
(Gostei Muito). Entretanto, observou-se que F1, a excec¢ao do atributo odor,
em que nao houve diferenca significativa entre as formulacdes, em todos os
demais apresentou alguma diferenca. F1 foi considerada significativamente
inferior em relacdo a aparéncia e a cor, quando comparada a F2 e F4; em
relagdo a textura, comparativamente a F3; em termos de sabor, relativamente a
todas as demais, e segundo a impressao global, com respeito a F3 e F4.

A impressao global das amostras apresentou resultados médios entre
6,8 a 7,6, demonstrando satisfatoria aceitacdo sensorial para o produto. Entre
os atributos avaliados pelos provadores, a impressdao global pode ser
considerada dos mais importantes, pois engloba todas as caracteristicas

avaliadas.
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Quanto ao indice de aceitacdo (IA), segundo Gularte (2009), um
alimento é considerado aceito quando possuir indice de aceitacdo superior a
70%. Sendo assim, pode-se inferir que as amostras Fl, F2, F3 e F4
apresentaram boa aceitacdo pelos consumidores, apresentando indices de
aceitabilidade de 75, 82, 82 e 84%, respectivamente. Cabe destacar que a
amostra F4 foi a que apresentou o melhor indice de aceitabilidade (84%).

Na Figura 3 sdo mostradas as distribuicdes de frequéncia da escala
hedbnica para os atributos avaliados. Constatou-se que em relacdo a
aparéncia, F2, F3 e F4 obtiveram, respectivamente, 76% 72% e 90%, das
respostas entre as descrigdes “Gostei regularmente” e “Gostei muitissimo”,
portanto, todos acima de 70%. Somente para F1 o percentual de respostas
entre estas descricdes foi menor, representando 62%.

Para a cor, observou-se comportamento similar ao da aparéncia, F2, F3
e F4 obtiveram, respectivamente, 70% 74% e 92%, das respostas entre as
descrigdes “Gostei regularmente” e “Gostei muitissimo” e F1, 58% das
respostas entre estas descri¢coes.

Em relacdo ao odor, todas as formulacdes receberam indicacdes entre
as descrigdes “Gostei regularmente” e “Gostei muitissimo” acima de 70% (F1 =
65%; F2 = 80%; F3 = 86% e F4 = 78%).
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Figura 3. Distribuicdo de frequéncia da escala hed6nica para embutido carneo com adi¢do de 6leo essencial de
tomilho e suco de beterraba em pé. a) aparéncia, b) cor, c) odor, d) textura, e) sabor e f) impresséo global. F1-
formulagédo 1, embutido carneo com adicdo de metade do conservante sal de cura, 0,0095% do 6leo essencial de
tomilho e 1% de suco de beterraba em pd, F2-formulagdo 2, embutido carneo com adigdo de 0,0095% do 6leo
essencial de tomilho e 1% de suco de beterraba em p6, F3-formulacédo 3, embutido carneo com adicdo de metade
do conservante sal de cura, 0,00095% do 6leo essencial de tomilho e 1% de suco de beterraba em p6, F4-
formulacéo 4, embutido carneo com adi¢do de 0,00095% do 6leo essencial de tomilho e 1% de suco de beterraba
em pé.

Para textura e sabor, verificou-se tendéncia semelhante entre os
resultados, tendo F1 e F2 apresentado menores percentuais de respostas entre

as descricoes “Gostei regularmente” e “Gostei muitissimo”. Em relagdo a
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textura, estes dados representaram 62% para F1, 68% para F2, 86% para F3 e
74% para F4. Ja quanto ao sabor, representaram 52% para F1, 60% para F2,
86% para F3 e 84% para F4. Nestes atributos, além de F1, também F2 ficou
abaixo de 70% de respostas entre as descricbes que representam maior
aceitacao.

Em relacdo & impressdo global, os resultados seguiram o
comportamento observado para aparéncia e cor, ou seja, novamente, apenas
F1 obteve percentual de respostas abaixo de 70% entre as descricbes “Gostei
regularmente” e “Gostei muitissimo”, representando 68%. Para as demais
formulacBes os dados foram bastante satisfatorios, sendo as respostas entre
as referidas descri¢cdes, para F2 = 82%; F3 = 84% e F4 = 90%.

A distribuicdo de frequéncia da escala heddnica, no global, indicou maior
vantagem sensorial para F4 (adicdo de 0,00095% do 6leo essencial de tomilho
e 1% de suco de beterraba em pd) e menor para F1 (adicdo de metade do
conservante sal de cura, 0,0095% do 6leo essencial de tomilho e 1% de suco
de beterraba em po), o que pode ser considerado como bastante positivo.

A elevada aceitacdo da analise sensorial para todas as formulacdes
refletiu-se na intencdo de compra dos consumidores, 0s resultados estédo

descritos na Figura 4.
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Figura 4. Teste de intengdo de compra para embutido carneo com adicéo de 6leo essencial de tomilho e
suco de beterraba em pé. F1-formulagdo 1, embutido carneo com adicdo de metade do conservante sal
de cura, 0,0095% do 6leo essencial de tomilho e 1% de suco de beterraba em pé, F2-formulacédo 2,
embutido carneo com adi¢éo de 0,0095% do 6leo essencial de tomilho e 1% de suco de beterraba em pg,
F3-formulagéo 3, embutido carneo com adi¢do de metade do conservante sal de cura, 0,00095% do 6leo
essencial de tomilho e 1% de suco de beterraba em p6, F4-formulacéo 4, embutido carneo com adicéo de
0,00095% do 6leo essencial de tomilho e 1% de suco de beterraba em po.
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E possivel observar que no grafico da distribuicdo de frequéncia da
escala hedobnica, que a intencdo de compra das amostras F2 a F4
apresentaram percentuais elevados, sendo que no minimo 80% das respostas
ficou entre as descricdes “Talvez compraria” e “Certamente compraria”. Apenas
F1 mostrou percentual mais expressivos de respostas entre as descricoes
“Certamente ndo compraria” e “Provavelmente n&o compraria” (38%). Estes
resultados apontam para a boa aceitacdo pelos consumidores do produto
contendo a combinacao do 6leo essencial de tomilho e 0 suco de beterraba em
p6, mostrando que o produto poderia ser adquirido, caso estivesse disponivel
para a comercializagao, inclusive sem a adigéo dos sais de cura.

A maioria dos estudos realizados aponta para o efeito antimicrobiano
dos Oleos essenciais, sem mencionar a sua aplicacdo em alimentos e a
aceitabilidade dos consumidores (ERNANDES; CRUZ, 2007; MENEZES et al.,
2009; CARAVIC-STANKO et al., 2010, ALVES, 2010; POZZO et al. 2011,
PROBIST, 2012; ANDRADE, 2013; AL ABBASY et al.,, 2015; ANSESIO;
GROSSO; JULIANI, 2015; ARAUJO; LONGO, 2016) ou testam seu efeito
antimicrobiano no alimento sem realizar avaliagdo sensorial (BOTRE et al.,
2010). Dos poucos estudos que avaliaram a aceitacdo de alimentos
adicionados de 6leo essencial de tomilho esta o trabalho de Karabagias,
Badeka e Kontominas (2011), com adicdo de 6leo de tomilho (0,1 g.100 g*) em
carne de cordeiro, 0 qual mostrou que essa dose causou um odor forte e sabor

desagradéavel no produto.

4 Concluséo

Pode-se concluir que o 6leo essencial de tomilho apresentou uma forte
atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli
testadas in vitro. Ainda, apresentou efeito inibitério contra Staphylococcus
coagulase positiva in situ em embutido carneo, em todas as concentracoes,
enquanto que para bactérias aerébias mesdfilas, na concentracdo de 0,95%
apresentou controle microbiolégico, e na concentracdo de 0,0095% foi efetivo
com adicdo da metade da concentracdo de conservantes (sais de cura) por
maior tempo de armazenamento. Portanto, verificou-se o potencial do 6leo

essencial como conservante natural. O suco de beterraba em p6 também pode
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ser uma alternativa de corante natural que produz coloracdo caracteristica ao
embutido carneo. O embutido carneo adicionado de 6leo essencial de tomilho e
de suco de beterraba em p6 apresentou boa aceitacdo sensorial. Assim, 0 uso
associado de oOleo essencial de tomilho e suco de beterraba em po, pode
representar boa alternativa a substituicdo dos sais de cura (nitratos e nitritos)

na elaboracédo de embutidos carneos.
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8 Consideracoes finais

O constituinte majoritario do 6leo essencial de tomilho foi o carvacrol
que, neste estudo, foi o responsavel pela atividade antimicrobiana do éleo.

O 6leo essencial apresentou um efeito inibitério e bactericida frente a
Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

O suco integral de beterraba mostrou elevado conteddo de soélidos
solaveis. O pH e a umidade foram proximos aos descritos na literatura para
produtos similares. Para o suco de beterraba em pd, observou-se um baixo
conteudo de umidade e elevado conteudo de acUcares totais. O pH, acucares
redutores e nao redutores foram proximos aos descritos na literatura. A
avaliacdo de parametros de cor dos produtos, tanto do suco integral de
beterraba quanto do suco de beterraba em po6, mostraram tendéncia a cor
vermelha escura, caracteristica das betacianinas, entretanto, com tonalidade
neutra.

Ainda, o Oleo essencial estudado apresentou efeito inibitério contra
Staphylococcus coagulase positiva e coliformes termotolerantes testado in situ
em embutido carneo, em todas as concentracdes, enquanto que para bactérias
aerébias mesodfilas, na concentracdo de 0,95% apresentou um controle
microbiolégico e na concentracdo de 0,0095% foi efetivo com adicdo da
metade do conservante por maior tempo de armazenamento, verificando-se
assim o potencial do O6leo essencial ser uma alternativa viavel como
conservante natural, pois promoveu o controle microbiolégico. Ainda, o suco de
beterraba em p6 também € uma alternativa para atuar como um corante
natural, suprindo as caracteristicas sensoriais em embutido carneo.

O embutido carneo adicionado de o6leo essencial de tomilho e de suco

de beterraba em pé apresentou boa aceitagéo sensorial.
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Anexo A - Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pelo presente consentimento livre e esclarecido, eu,

, declaro que fui convidado

a participar da pesquisa e que fui esclarecido, de forma clara e detalhada, dos
objetivos e o0s procedimentos, sobre a participacdo voluntaria e com direito a
desisténcia de participar e retirar meu consentimento, ndo havendo riscos, sendo 0s
resultados para fins académicos e que somente assinarei o termo apds ter sido
esclarecido e concordar com a pesquisa, através de encontro individual e livre de

qualquer forma de constrangimento e coercao.

PROJETO: Desenvolvimento de embutido carneo utilizando 6leo essencial de tomilho

(Thymus vulgaris) e extrato de beterraba (Beta vulgaris variedade Early Wonder).

OBJETIVOS: Avaliar o efeito da adi¢cdo conjunta de 6leo essencial de tomilho e de
extrato de beterraba em embutido carneo para redugéo parcial ou total de nitrato e
nitrito de sédio e avaliar a aceitabilidade sob o ponto de vista sensorial dos produtos

elaborados.

PROCEDIMENTOS: Fui informado(a) de que receberei amostras do produto embutido
carneo com adi¢cdo de 6leo essencial de tomilho e extrato de beterraba, para que eu
avalie as caracteristicas sensoriais do produto, incluindo a aplicacdo de ficha de
intencdo de compra com escala de 5 pontos, ficha heddnica com escala de 9 pontos e

ficha de preferéncia do consumo.

RISCOS E POSSIVEIS REACOES: Fui informado(a) de que n&o existem riscos fisicos
no estudo, e caso eu sinta qualquer desconforto poderei desistir da participagédo na

pesquisa em qualquer momento.

BENEFICIOS: O beneficio de participar da pesquisa relaciona-se ao fato que os
resultados serdo incorporados ao conhecimento cientifico e posteriormente a
situacdes de ensino-aprendizagem, além da elaborag&o de novos produtos. Os sais de
cura adicionados intencionalmente em embutidos carneos com o intuito de aumentar a
vida util dos mesmos sdo maléficos & salde e a substituicdo destes por aditivos

naturais é benéfica para a salde dos consumidores.
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PARTICIPACAO VOLUNTARIA: A minha adesdo a pesquisa ocorrera de forma
voluntéria e nenhum tipo de penalidade serd aplicada caso néo seja do meu interesse

participar. Salientamos ainda que nao havera custos na participacdo do estudo.

CONFIDENCIALIDADE: Estou ciente que a minha identidade permanecera
confidencial durante o estudo e que os dados coletados sé serdo utilizados para fins

de pesquisa.

CONSENTIMENTO: Ciente das informacdes citadas anteriormente, eu concordo em

participar da avaliagdo sensorial dos produtos elaborados no estudo.

ASSINATURA DO PARTICIPANTE DA PESQUISA:

DATA: [ /20 _

ASSINATURA DO PESQUISADOR RESPONSAVEL:
DATA: [ __ /20

Assinado por:
Leticia Zarnott Lages

(Pesquisadora responsavel)

Pesquisadores:
Leticia Zarnott Lages

(Contato — (53) 9 8437-0268 Email: leticiazarnott@hotmail.com)

Prof2 Dr2 Marcia Arocha Gularte

Prof°. Dr°. Eliezer Avila Gandra


mailto:leticiazarnott@hotmail.com
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Anexo B - Ficha de avaliacéo

FICHA DO TESTE DE PREFERENCIA COM ESCALA HEDONICA

Nome: Data: /]

Género: () Masculino () Feminino
Faixa etéria: () <de 15a21()de 22 a45()de 46 a 65 () > de 66

INSTRUCOES: Vocé esté recebendo duas amostras de embutido carneo com adicdo
de oleo de tomilho e extrato de beterraba. Avalie as amostras e circule o cédigo da
amostra que representa sua preferéncia.

Vocé esta recebendo duas amostras de embutido carneo com adigdo de Oleo de
tomilho e extrato de beterraba. Por favor avalie cada amostra e utilize a escala abaixo
para indicar o quanto gostou ou desgostou de cada atributo do produto.

9 = gostei muitissimo

8 = gostei muito Amostra: Amostra:

7 = gostei regularmente Aparéncia _____ Aparéncia

6 = gostei ligeiramente Cor . Cor _
5 = indiferente Odor - Odor

4 = desgostei ligeiramente Textura Textura

3= desgostei regularmente Sabor o Sabor

2 = desgostei muito Impressdo global Impress3o global

1 = desgostei muitissimo

COMENTARIOS:
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FICHA DE TESTE DE INTENCAO DE COMPRA

Por favor, avalie as amostras utilizando a escala abaixo para descrever qual seria sua
intencdo de compra em relagdo ao produto.

Amostra: Amostra:

1. () Certamente ndo compraria 1. () Certamente ndo compraria

2. () Provavelmente nao compraria 2. () Provavelmente ndo compraria
3. () Talvez compraria 3. () Talvez compraria

4. () Provavelmente compraria 4. (') Provavelmente compraria

5. () Certamente compraria 5. () Certamente compraria

Comentérios:

FICHA DE FREQUENCIA DO CONSUMO
Vocé consome embutido carneo?
()sim () nao
Se sim, com que frequéncia vocé consome?
() todos os dias () 3 a4 xnasemana
() 1a2xnasemana ()1a2xaomés
Gostaria de consumir este embutido carneo?
() sim () ndo
Se sim, com gue frequéncia vocé iria consumir este embutido carneo?
() todos os dias () 3a4 xnasemana

() 1a2xnasemana () consumiria raramente

Obrigada pela participacao!



