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Resumo

ALVES, Pamela Inchauspe Corréa. Potencial antimicrobiano de Oleos
essenciais de Pimpinella anisum L., Syzygium aromaticum L. e Origanum
vulgare L., e desenvolvimento de coberturas comestiveis a base de
quitosana incorporadas de Oleos essenciais para produtos carneos. 2018.
127 f. Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) — Programa de POs-
Graduacdo em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutricdo, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

A aplicacdo de conservantes quimicos em produtos carneos pela indastria, a fim
de preserva-los de alteracdes quimicas e microbiologicas indesejaveis, implica
em riscos a saude humana quando os mesmos sdo consumidos em excesso. Na
busca por alternativas naturais para substitui-los, se encontram os Oleos
essenciais, 0s quais sdo amplamente conhecidos por suas propriedades
antimicrobianas e podem ser incorporados em coberturas comestiveis, que
permitem preservar as caracteristicas sensoriais dos alimentos e fornecer ao
consumidor um alimento nutricionalmente seguro. Dessa forma, o objetivo do
presente trabalho foi testar a capacidade conservante de coberturas bioativas a
base de quitosana incorporadas de 0leos essenciais de erva-doce (Pimpinella
anisum L.), cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.) e orégano (Origanum
vulgare L.) em hamburgueres. Através da andlise cromatogréfica (CG/MS),
detectou-se os componentes majoritarios anetol (95,88%), eugenol (56,06%) e
4-terpineol (22,71%) nos 6leos essenciais de erva-doce, cravo-da-india e
orégano, respectivamente. Na atividade antimicrobiana in vitro, apenas o 6leo
essencial de cravo-da-india apresentou atividade antimicrobiana frente a
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Entretanto, em micro-atmosfera, os
trés oleos essenciais reduziram o desenvolvimento de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. O 06leo essencial de cravo-da-india foi aplicado como
componente ativo em coberturas a base de quitosana em hamburgueres, as
quais se mostraram capazes de promover o controle da proliferagdo microbiana
de Coliformes Totais, Coliformes a 45 °C e Staphylococcus coagulase positiva
ao longo de 7 dias de armazenamento sob refrigeracao. Os hamburgueres foram
avaliados por andlise sensorial com os testes de aceitacao e intencdo de compra,
demonstrando resultados satisfatérios para cor, odor e textura.

Palavras-chave: erva-doce; cravo-da-india; orégano; atividade antimicrobiana;
bioconservante; hamburguer.



Abstract

ALVES, Pamela Inchauspe Corréa. Antimicrobial potential of essential oils of
Pimpinella anisum L., Syzygium aromaticum L. and Origanum vulgare L.,
and the development of chitosan-based edibles coatings of essential oils
for meat products. 2019. 127 p. Dissertation (Master in Nutrition and Food) -
Graduate Program in Nutrition and Food, Faculty of Nutrition, Federal University
of Pelotas, Pelotas, 2019.

The application of chemical preservatives in meat products by industry in order
to preserve them from undesirable chemical and microbiological changes implies
risks to human health when they are consumed in excess. In the quest for natural
alternatives to replace them are the essential oils, which are widely known for
their antimicrobial properties and can be incorporated into edible toppings that
allow them to preserve the sensory characteristics of food and provide the
consumer with nutritionally safe food. The objective of the present work was to
test the preservative capacity of chitosan based bioactive coverings of essential
oils of fennel (Pimpinella anisum L.), clove (Syzygium aromaticum L.) and
oregano (Origanum vulgare L.) in hamburgers. Through the chromatographic
analysis (GC/MS), the major components of anethole (95.88%), eugenol
(56.06%) and 4-terpineol (22.71%) were detected in the essential oils of fennel,
clove and oregano, respectively. In the antimicrobial activity in vitro, only the
essential oil of clove showed antimicrobial activity against Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. However, in microatmosphere, the three essential oils
reduced the development of Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Clove
essential oil was applied as an active component in chitosan-based coatings in
hamburgers, which were shown to promote the control of the microbial
proliferation of Total Coliforms, Coliforms at 45 ° C and Staphylococcus
coagulase positive over 7 days of storage under refrigeration. The burgers were
evaluated by sensory analysis with the acceptance and purchase intention tests,
showing satisfactory results for color, odor and texture.

Keywords: erva-doce; cravo-da-india; orégano; atividade antimicrobiana;

bioconservante; hamburguer.
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1 Introducéo

Os alimentos sdo submetidos a diversas condi¢fes fisicas, quimicas e
microbiolégicas durante a producdo primaria, industrializacdo, armazenagem,
transporte e comercializacdo, as quais podem ocasionar alteracdes na sua
qualidade e seguranca (MACWAN et al.,, 2016). Neste sentido, as questdes
relacionadas a seguranca dos alimentos sdo consideradas uma das principais
preocupacodes relativas a saude publica, pois, segundo dados do Ministério da
Saude, 0s micro-organismos patogénicos constituem os principais agentes
etioldgicos de surtos de doengas transmitidas por alimentos (DTA) (BURT, 2004;
CELIKTAS et al., 2007; MACWAN et al., 2016; SVS/MS, 2018).

Classificado como um substrato favoravel para a multiplicacdo
microbiana, em virtude da sua constituicdo bioquimica e atividade de agua, os
produtos carneos sdo passiveis de contaminacdo ao longo de toda cadeia
produtiva (ORDONEZ, 2005), sendo necessaria a utilizagdo de conservantes
sintéticos, como nitrito, nitrato e seus respectivos sais de Sodio ou Potassio, para
garantir a seguranca do produto e ndo promover riscos microbiolégicos para a
saude dos consumidores (DANNENBERG et al., 2016). Entretanto, tais aditivos
podem apresentar toxicidade e potencial carcinogénico quando consumidos em
excesso pelo homem (OMS, 2015).

Em paralelo com a necessidade de utilizacdo de conservantes pelas
indastrias para a preservacdo dos alimentos, h4 uma crescente demanda dos
consumidores por produtos com menor adicdo de conservantes sintéticos, o que
impulsiona a busca por alternativas naturais igualmente capazes de substitui-los
(CALO et al., 2015). Dessa forma, os 0Oleos essenciais tém sido amplamente
estudados em consequéncia da sua comprovada propriedade antimicrobiana
(SANTOS et al. 2011; HUSSEIN et al., 2011; AMARIEI et al., 2016).

Os 6leos essenciais também nomeados como esséncias, 0leos volateis
ou etéreos, sdo compostos naturais, volateis e complexos, oriundos do
metabolismo secundéario de plantas aromaticas (SIMOES et al., 2010). Em
funcdo das suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes, os Oleos
essenciais apresentam potencial para serem empregados em alimentos, no
entanto, o forte odor e sabor, geralmente atribuidos por estas substancias

adicionadas diretamente aos produtos alimenticios, podem ser limitantes para a
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sua utilizacéo (DA SILVEIRA et al., 2014; LU et al., 2014; SILVA-SANTOS, 2006;
BAKKALI et al., 2008).

Deste modo, entre as alternativas para a aplicacdo dos 6leos essenciais
em produtos alimenticios, estuda-se a sua utilizacdo concomitante com matrizes
poliméricas em forma de filmes ou coberturas, as quais atuam como veiculo para
a incorporagao de agentes antimicrobianos naturais. Entre elas, encontra-se a
quitosana, um polissacarideo derivado da quitina, que € um componente
sintetizado por diversos organismos vivos, como as conchas de crustaceos,
paredes celulares de fungos e leveduras, e exoesqueleto de artropodes e insetos
(KURITA, 2006).

Estudos recentes tém demonstrado efeitos antimicrobianos satisfatérios
ao aplicarem, diretamente, Oleos essenciais em matrizes alimentares ou,
indiretamente, em filmes ou coberturas, comprovando a sua capacidade de
atuacdo como antimicrobiano natural em modelos alimenticios (DANNENBERG
et al., 2017; LEKJING, 2016; FERNANDEZ-PAN et al., 2015; SANCHEZ-
ORTEGA etal., 2014; KHANJARI et al., 2013). Outros estudos confirmam a acéo
antimicrobiana in vitro dos Oleos essenciais de erva-doce, cravo-da-india e
orégano frente bactérias de importancia em alimentos: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes (HOSSEINI et al.,, 2015;
OLIVEIRA et al., 2009; RAMADAN et al., 2013; SCOPEL et al., 2014).

Diante do exposto, a juncdo de uma cobertura comestivel e um agente
antimicrobiano natural se torna uma alternativa eficiente para assegurar a
qualidade microbioldgica do produto e a sua conservacao, além de preservar,
significativamente, as suas caracteristicas sensoriais (DANNENBERG et al.,
2017). Em consequéncia, contribuir com a oferta de alimentos nutricionalmente
saudaveis e livres de agentes que possam causar riscos a saude dos
consumidores (SOTO et al., 2009).

Neste sentido, o presente estudo avaliou a capacidade conservante de
coberturas comestiveis a base de quitosana incorporadas de 6leos essenciais
de erva-doce (Pimpinella anisum L.), cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.) e

orégano (Origanum vulgare L.) em hamburgueres de carne bovina.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar a capacidade conservante de coberturas
comestiveis a base de quitosana incorporadas de 6leos essenciais de erva-doce
(Pimpinella anisum L.), cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.) e orégano
(Origanum vulgare L.), de forma individual ou em combinac¢ao, em hamburgueres

de carne bovina.

2.2 Objetivos especificos

- Extrair e determinar o rendimento de extracdo dos 6leos essenciais de erva-
doce, cravo-da-india e orégano;

- Determinar a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais de erva-doce, cravo-
da-india e orégano;

- Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de erva-doce,
cravo-da-india e orégano frente a bactéria Gram-negativa Escherichia coli, e
Gram-positiva Staphylococcus aureus;

- Desenvolver coberturas comestiveis a base de quitosana incorporadas dos
Oleos essenciais de erva-doce, cravo-da-india e orégano;

- Aplicar coberturas bioativas a base de quitosana incorporadas de Oleos
essenciais em hamburgueres de carne bovina e avaliar a atividade
antimicrobiana frente Coliformes Totais, Coliformes a 45°C (Termotolerantes) e
Staphylococcus coagulase positiva;

- Verificar a aceitacdo sensorial dos hamburgueres revestidos com coberturas

comestiveis a base de quitosana adicionadas de Oleo essencial.
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3 Hipoteses

- Os Oleos essenciais de erva-doce (Pimpinella anisum L.), cravo-da-india
(Syzygium aromaticum L.) e orégano (Origanum vulgare L.) apresentam efeito
antimicrobiano in vitro frente as bactérias patogénicas Escherichia coli e
Staphylococcus aureus.

- Coberturas comestiveis a base de quitosana incorporadas com O0leos
essenciais inibem o desenvolvimento de Coliformes Totais, Coliformes a 45°C
(Termotolerantes) e Staphylococcus coagulase positiva em hamburgueres de
carne bovina.

- Hambudrgueres com coberturas comestiveis a base de quitosana adicionadas
de dleos essenciais erva-doce, cravo-da-india e orégano apresentam aceitacéo

sensorial.
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4 Reviséo bibliografica

4.1 Erva-doce (Pimpinella anisum L.)

Erva-doce é o nome dado a espécie vegetal Pimpinella anisum L., o qual
pode ser confundido com a espécie Foeniculum vulgare Mill. por possuirem a
mesma nomenclatura comercial de anis-estrelado, anis-doce, anis-verde ou
funcho (CARVALHO, 2011; MACHADO SANTOS e ABRANTES, 2015).
Entretanto, diferem-se entre si no aspecto morfologico, especialmente, no porte,
coloragéo das flores e formato das folhas (CARVALHO, 2011).

Ambas as espécies pertencem a familia botanica Apiaceae, também
reconhecida pelo Cdédigo Internacional de Nomenclatura Botanica (ICBN) como
Umbelliferae. A espécie Pimpinella anisum L. € uma planta herbacea, que pode
medir de 30 a 50 centimetros de altura, possui haste ereta e cilindrica, os frutos
(sementes) arredondados com coloracdo amarelo-esverdeado e flores brancas
(BESHARATI-SEIDAN et al., 2005). O cultivo da erva-doce no Brasil é raro,
porém pode ser encontrada na regiéo sul do Mediterraneo, na Asia Ocidental,
Oriente Médio, México, Egito e Espanha (SHOJAIl e FARD, 2012).

A aplicacdo do fruto da erva-doce em infusGes e chas, na inddstria
farmacéutica e de alimentos, se d4a em virtude das suas caracteristicas
fitoterapicas, tais como acdo diurética, acdo digestiva e acdo expectorante
(RODRIGUES et al., 2003). Na industria de cosméticos, é utilizada por suas
propriedades aromatizantes e antioxidantes (OZEL, 2008).

Das sementes e folhas da planta € obtido o 6leo essencial, o qual possui
como componente majoritario o anetol (ROBBERS, 1997). O potencial
antimicrobiano do Oleo essencial ja foi avaliado por Dadalioglu e Evrendilek
(2004), que observaram acgao frente a Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella Typhimurium e Staphylococcus aureus, e por Al-Bayati (2008) frente
a Staphylococcus aureus e Bacillus cereus. Assim como, analises frente ao seu
potencial antifungico e antioxidante (KOZALEC et al., 2005; SENATORE et al.,
2013; DIAO et al., 2013; BADGUJAR et al., 2014).
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4.2 Cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.)

O craveiro da india é uma planta de porte arboreo, que pode atingir, em
meédia, de 8 a 10 metros de altura, possui folhas com caracteristicas ovais,
aromaticas e flores de coloracdo vermelha, as quais apresentam-se em
numerosos grupos de cachos terminais. Pertencente a familia Myrtaceae
(AFFONSO et al., 2012; LORENZI e MATOS, 2008), a planta é nativa das llhas
Molucas no Arquipélago da Insulindia na Indonésia e, no Brasil, o seu cultivo
ocorre, principalmente, no sul da Bahia (SILVESTRI et al., 2010).

A espécie vegetal Syzygium aromaticum L., conhecida, popularmente,
como cravo-da-india, é colhida na forma de bot&o floral maduro e comercializada
na forma de botéo floral seco, os quais sao colhidos quando atingem 1,5 a 2
centimetros de comprimento (ALMA et al., 2007). O cravo-da-india ainda possui
diversos sinbnimos taxondmicos, como Caryophyllus aromaticum L., Eugenia
aromatica (L.) Baill.,, Eugenia caryophyllata Thunb., Eugenia caryophyllus C.
Spreng, Bull. & Harr.,, Jambosa caryophyllus (Spreng.) Nied. e Myrtus
caryophyllus Spreng (GHEDIRA et al., 2010).

Das sementes de aroma ativo, se extrai o acido eugénico, o qual €
amplamente utilizado em setores da industria, entre eles, a farmacéutica e a
alimenticia, desempenhando a funcéo de aromatizante ou condimento alimentar
(SILVESTRI et al.,, 2010; ORWA et al.,, 2009; AFFONSO et al., 2014).
Quimicamente, o 6leo essencial extraido do cravo-da-india é composto por
eugenol, acetato de eugenol, B-cariofileno, trans-cariofileno e a-humuleno
(CHAIEB et al., 2007).

Estudos evidenciam as variadas propriedades oriundas dos constituintes
presentes no 6leo essencial de cravo-da-india, tais como a¢do antioxidante,
acao antifungica, acao antiviral e agcao antimicrobiana frente aos principais micro-
organismos patogénicos (SILVESTRI et al., 2010; KAMATOU et al., 2012;
BERALDO et al., 2013; ASCENCAO e FILHO, 2013; TRAGOOLPUA e
JATISATIENR, 2007).
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4.3 Orégano (Origanum vulgare L.)

Origanum vulgare L. é conhecido, popularmente, como orégano, uma
planta herbacea, perene, aromatica e pertencente a familia Laminaceae
(LORENZI e MATOS, 2008). O seu caule é ereto e pode atingir até 90
centimetros de altura, as suas flores sdo dispostas em espigas curtas e podem
apresentar coloracdo branca, cor-de-rosa purpura ou violeta, e suas folhas
ovadas medem de 1 a 2 centimetros (PIRES e DELGADO, 2013). A maioria das
espécies de orégano é originaria da regido do Mediterraneo (Grécia, Ird e
Turquia), mas podem ser encontradas no Sul e Sudeste do Brasil (BAYDAR et
al., 2004; PEREZ G et al., 2011).

O género Origanum possui em torno de 38 espécies, as quais sdo
caracterizadas pela grande diversidade quimica e morfolégica. Entre as espécies
mais conhecidas e utilizadas estdo o Origanum vulgare L. (orégano chileno),
Origanum hirtum (orégano grego), Origanum onites L. (orégano turco),
Coridothymus capitatus L. (orégano espanhol) e Lippia graveolens Kunt
(orégano mexicano), as quais diferenciam-se entre si na coloracao das flores, no
tipo de calice, na corola e tamanho dos ramos e arbusto (ARCILA-LOZANO et
al., 2004).

A obtencao dos compostos ativos da planta sdo, essencialmente, as flores
na altura da floracdo e as folhas, todavia todos os ramos podem ser rompidos
(PIRES e DELGADO, 2013). Segundo Grondona et al. (2014), a composi¢cao
quimica do Oleo essencial de orégano esta dividida em fracdo volatil, que
constitui de 90 a 95% do 6leo e fracdo nao volatil, referente de 5 a 10% do 6leo.

No 6leo essencial de orégano, ha o predominio de compostos fendlicos
como timol e carvacrol, compostos sesquiterpénicos (B-bisaboleno e [-
cariofileno), compostos terpénicos (p-cimeno, borneol, linalol, acetato de linalilo,
a-pineno, B-pineno e a-terpineno), flavondides, derivados do apigenol, luteolol,
campferol, diosmetol e os acidos polifendlicos e seus ésteres (acidos cafeico,
clorogénico e rosmarinico) (SANTIN et al., 2014; BARANAUSKIENE et al., 2013;
PAPAGEORGIOU et al., 2008; TSIMOGIANNIS et al., 2007).

Dentro da medicina popular, é conhecido por uma diversidade de
propriedades biologicas e farmacoldgicas, incluindo propriedades antalgicas,

antissépticas, anti-inflamatorias, anti-espasmaodicas, antioxidantes e acdo no
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tratamento de distlrbios respiratorios (ELGAYYAR et al., 2001; SOKOVIC et al.,
2002; PUERTAS-MEJIA et al.; SINGLETARY, 2010). Na gastronomia, é possivel
utilizar as suas folhas secas em preparagbes culindrias (MARIUTTI e
BRAGAGNOLO, 2007).

Além das folhas, usadas no tratamento popular, o 6leo essencial de
orégano tem demonstrando eficdcia em pesquisas, principalmente, como agente
antimicrobiano (FRIEDMAN, 2015; PAGNO et al., 2016; ARAUJO e LONGO,
2016, TEIXEIRA et al., 2013).

4.4 Oleos essenciais de especiarias

Segundo a International Standard Organization (ISO 9235, 2013), os
Oleos essenciais sdo definidos como produtos obtidos a partir de uma matéria-
prima de origem vegetal, mediante destilagdo por arraste com vapor d’agua ou
obtidos pelo processamento mecéanico dos pericarpos de frutos citricos. Alias, na
literatura, também estdo descritos como Oleos volateis, etéreos ou esséncias,
em raz&o de algumas caracteristicas fisico-quimicas das plantas (SIMOES et al.,
2010).

De acordo com as suas propriedades fisicas, os 6leos essenciais sédo
considerados liquidos viscosos, volateis, lipofilicos, geralmente translicidos e
odoriferos (BURT, 2004). Quimicamente, a sua composicao é influenciada pela
espécie da planta, localizagcdo geografica, época de colheita, condicdes
climaticas e técnica de extracao (DIMA e DIMA, 2015; FIGUEIREDO e MIGUEL,
2010; CELIKTAS et al., 2007; GOBBO-NETO e LOPES, 2007; OUSSALAH et
al., 2007).

Devido a sua origem biosintética, os constituintes dos 6leos essenciais
apresentam baixo peso molecular e sdo classificados como terpenos ou
aromaticos (BAKKALI et al., 2008). A classe dos compostos aromaticos derivam
do fenilproprano, porém sdo menos frequentes e inferiores a classe dos terpenos
(PAVELA, 2015).

Embora a composicdo quimica apresente grande variagdo entre as
espécies, os 6leos essenciais sdo, majoritariamente, compostos de substancias
pertencentes aos terpendides, como monoterpenos (C10) e sesquiterpenos

(C15), variando em consequéncia das fungdes organicas presentes nestas
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cadeias, tais como alcodis, acidos, ésteres, cetonas, aldeidos, epoxidos, aminas
e sulfatos (ALINKINA et al., 2013; CALO et al., 2015).

No processo de extragdo do 6leo essencial podem ser utilizados diversos
meétodos, entre eles, hidrodestilacdo, maceracdo, extracdo por solvente,
enfleuragem, gases supercitricos e micro-ondas (DIMA e DIMA, 2015; BAKKALI
et al., 2008). Em escala laboratorial, 0 método comumente aplicado € a
hidrodestilacdo acoplada ao aparelho Clevenger, na qual o material vegetal é
imerso em agua. A técnica consiste na evaporacao da agua juntamente com 0s
componentes volateis do material vegetal, os quais sdo arrastados até um
resfriador onde serdo condensados e recuperados, possibilitando posterior
separacao (SANTOS, 2004).

4.4.1 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

Os antimicrobianos podem ser de origem natural ou sintética e, entre as
suas funcdes, visam eliminar ou impedir o crescimento e a proliferacdo de micro-
organismos (RAMOS et al., 2007), As propriedades antimicrobianas dos Oleos
essenciais tém sido extensivamente estudadas, devido ao aumento da
resisténcia microbiana aos antimicrobianos j& utilizados e a procura em escala
industrial por novas estratégias capazes de substituir os conservantes quimicos
tradicionais, em virtude dos maleficios que causam a salude humana
(AUMEERUDDY-ELALFI et al., 2015; RAI et al., 2017).

Uma das principais aplicacdes dos 6leos essenciais em alimentos ocorre
como antimicrobianos naturais. A Vviabilidade da sua aplicacdo como
antimicrobiano se atribui as caracteristicas das plantas de estimularem
mecanismos naturais de defesa, através de seu metabolismo secundario, em
circunstancias adversas, como mudangas climaticas, ataques de micro-
organismos e animais superiores (BURT, 2004; BAKKALI et al., 2008).

Os Oleos essenciais sdo compostos que possuem um grande namero de
moléculas ativas distintas, que podem atuar em diferentes alvos celulares com
modo de acao igualmente distintos, o que impossibilita a capacidade do micro-
organismos de adquirir resisténcia (BURT, 2004). Uma das mais importantes

caracteristicas dos 6leos essenciais € 0 seu carater hidrofébico, pois permitem
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a atuacdo dos compostos no rompimento da membrana celular bacteriana,
fazendo com que perca a sua funcionalidade (FORSYTHE, 2010).

Os estudos que abordam a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
tentam esclarecer a maior sensibilidade dos mesmos frente as bactérias Gram-
positivas quando comparadas as Gram-negativas. Apesar de nado estar
completamente esclarecido, este fato pode ser explicado pela diferenca entre as
paredes celulares desses dois grupos de bactérias.

As bactérias Gram-negativas possuem em sua membrana externa uma
bicamada lipidica composta por lipopolissacarideos (LPS) (Figura 1), o que
possivelmente a torna mais resistentes aos componentes apolares dos Oleos
essenciais, enquanto as bactérias Gram-positivas possuem uma camada
espessa de peptidoglicano, além de moléculas de &cido lipoteicoico com
extremidades lipofilicas, que permitiriam a infiltracdo de compostos hidrofébicos
(COX et al., 2000).

Gram-negativa Gram-positiva
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e

Figura 1. Apresentacao das diferencas entre as paredes celulares de bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas

Em estudo sobre o efeito in situ da adicdo de 6leo essencial de alecrim
(Rosmarinus officinalis), orégano (Origanum vulgare) e tomilho (Thymus
vulgaris) frente cepas de Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes em
almondégas durante 14 dias, os autores constataram a acdo dos 0leos em
diferentes concentracdes (1% e 2%) frente ambos os patégenos. No entanto,
essas concentragcdes modificaram o sabor do alimento, para as almdndegas
cozidas, os 0Oleos essenciais na concentracdo de 0,5% dos Oleos essenciais
provocaram reducao significativa na contagem microbiana, revelando o potencial

uso dos trés 6leos como conservantes de alimentos (PESAVENTO et al., 2015).
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Os autores Abdollahzadeh et al. (2014) utilizaram como matriz alimentar
a carne de peixe para avaliar a atividade antimicrobiana in situ do 6leo essencial
de tomilho (0,8% e 1,2%) frente a L. monocytogenes e verificaram significativa
reducdo viavel do patdgeno apos 6 dias. Os autores El Abed et al. (2014)
também verificaram a reducdo na concentracdo de L. monocytogenes quando
utilizado 1% de Oleo essencial de tomilho (Thymus capitata), em carne bovina
armazenada por 10 dias a 7°C.

Outro estudo in situ analisou a adi¢cao de 6leo essencial de orégano (0,6%)
em carne de cordeiro, a fim de avaliar a sua atividade antimicrobiana frente
Salmonella Enteritidis durante 12 dias. No segundo dia de armazenamento,
houve diminuicdo de 2,43 log Unidades Formadoras de Colonia/grama (UFC/Q)
e manteve-se inalterada, ja as carnes adicionadas com 0,9% de 6leo apresentou
contagem inferior a 1 log UFC/g durante todo o armazenamento (GOVARIS et
al., 2010).

O trabalho de Hayouni et al. (2008) ao adicionar 6leo essencial de salvia
(Salvia officinalis L.) (1,5%) e aroeira-salsa (Schinus molle L.) (2%) em carne
bovina armazenada a 4 - 7°C por 15 dias, demonstraram uma reducdo na
concentracdo de Salmonella. Além disso, os autores Djenane et al. (2011)
qguando aplicaram Oleo essencial de eucalipto (Eucalyptus globulus) (0,18% e
0,40%), murta-comum (Myrtus communis) (0,24% e 0,44%) e segulhera
(Satureja hortensis) (0,10% e 0,20%), observaram inibicdo de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, em carne bovina armazenada a 5 °C por 7 dias.

A aplicacao direta do 6leo essencial em alimentos pode comprometer a
sua aplicacdo como conservantes naturais, em virtude da alteracdo nas
propriedades sensoriais dos alimentos (ASSIS et al., 2012; DANNENBERG et
al., 2017; WEN et al., 2016). Os fatores intrinsecos e extrinsecos do alimento,
tais como nutrientes disponiveis, atividade de agua, pH, microbiota presente no
alimento, presenca de antimicrobianos naturais do produto, composi¢céo gasosa,
temperatura de armazenamento e umidade relativa também podem influenciar
(BURT, 2004).
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4.4.2 Métodos de avaliacédo do potencial antimicrobiano

A determinacdo da atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais €
avaliada através dos métodos de analise categorizados em difusdo e diluicao,
sendo efetuados em agar ou caldo, respectivamente (BURT, 2004).

Normalmente, os estudos que analisam a atividade antimicrobiana dos
Oleos essenciais realizam o ensaio de difusdo em disco para determinar o
espectro de acdo do composto, a fim de identificar a sensibilidade prévia dos
micro-organismos antes de estudos mais detalhados (SILVEIRA et al., 2009). Na
técnica, o micro-organismo € testado em meio de cultura frente a uma substancia
biologicamente ativa, em que, apos a difusdo, relaciona-se o tamanho da zona
(halo) de inibicAo sem o crescimento microbiano com a concentracdo da
substancia testada. Além disso, é utilizado um padrdo biolégico de referéncia
(controle positivo) e a zona (halo) de inibicao € medida partindo da circunferéncia
do disco até a margem onde h& o crescimento do micro-organismo, no entanto,
servem apenas para comparacao entre diferentes 6leos essenciais, visto que
diversos fatores podem afetar o tamanho do halo obtido (BURT, 2004). As
técnicas de aplicacdo da substancia podem ser por meio de discos de papel,
cilindros de ago inoxidavel, porcelana, vidro ou perfuracdo em agar (SILVEIRA
et al., 2009).

Em geral, apos a analise de difusdo em disco, 0os micro-organismos
sensiveis aos 6leos essenciais sdo submetidos ao teste da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM). A CIM pode
ser descrita como a menor concentracdo de agente antimicrobiano capaz de
inibir o desenvolvimento do micro-organismo, em que o mesmo € submetido a
diferentes concentracbes do agente antimicrobiano e avalia-se em qual
concentragéo a multiplicacao celular foi inibida (BURT, 2004; DANNENBERG et
al., 2016; GHABRAIE et al., 2016).

Logo, a CBM ¢é definida como a menor quantidade de antimicrobiano
capaz de eliminar o micro-organismo, a qual é realizada de maneira
complementar e em sequéncia ao teste da CIM. Sendo assim, posterior a
determinacdo da CIM, aliquotas de todas as diluicbes em que ndo houve
multiplicacéo celular sdo plagueadas em &gar, com a finalidade de verificar em

quais diluicdes as células microbianas foram somente inibidas e em quais foram
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realmente mortas. Desta maneira, a menor diluicho onde n&do ocorre
multiplicagcéo celular é considerada a CBM (BACZEK et al., 2017; BASSANETTI
etal., 2017; BURT, 2004; DANNENBERG et al., 2016).

Em alguns estudos, a analise em microatmosfera, também nomeada
como fase de vapor, foi utilizada para verificar se uma substancia possui efeito
antimicrobiano sobre determinado micro-organismo (DANNENBERG et al.,
2017; GHABRAIE et al., 2016; GONI et al., 2009; LOPEZ et al., 2005).
Diferentemente dos anteriores, este método ndo promove o contato direto do
0leo essencial com o micro-organismo. A acdo antimicrobiana ocorre pela acéo
dos compostos volateis da amostra, que em fase de vapor entram em contato
com a bactéria, sem a necessidade de propagar-se no meio de cultura. O
resultado é expresso como percentual de reducédo do crescimento microbiano e
comparado com as contagens das placas controles (DANNENBERG et al.,
2017).

4.5 Micro-organismos de importancia em alimentos

4.5.1 Coliformes Totais e Coliformes a 45°C (Termotolerantes)

O grupo dos Coliformes contém micro-organismos gque, quando existentes
em um alimento, podem fornecer informacBes sobre a ocorréncia de
contaminacdo de origem fecal, sobre a provavel presenca de patdégenos ou sobre
a deterioracdo potencial do alimento, além de indicar condi¢cdes sanitarias
inadequadas durante a obtencéo, processamento ou armazenamento (FRANCO
e LANDGRAF, 2008).

Os Coliformes Totais pertencem a familia Enterobacteriaceae, os quais
sdo capazes de fermentar a lactose com producédo e gas quando incubados a
35-37°C por 48 horas. Sao bacilos Gram-negativos e ndo formadores de
esporos. Fazem parte desse grupo o0s géneros: Escherichia, Enterobacter,
Citrobacter e Klebsiella, os quais podem estar presentes nos vegetais, no solo e
nas fezes, exceto Escherichia coli, que possui como habitat primario o trato
intestinal do homem e dos animais. Assim, a presenca de Coliformes Totais no
alimento ndo indica, necessariamente, contaminacdo fecal ou ocorréncia de
enteropatdogenos (FRANCO e LANDGRAF, 2008; CAMPOS et al., 2006).
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Os micro-organismos pertencentes ao grupo dos Coliformes a 45°C
(Termotolerantes) correspondem aos Coliformes Totais que apresentam a
habilidade de continuar fermentando lactose com producdo de gas quando
incubadas em temperaturas entre 44-45,5°C, incluindo enterobactérias do trato
gastrointestinal e bactérias de origem néo fecal (Silva et al., 2010). Sendo assim,
a pesquisa de Coliformes Termotolerantes ou E. coli nos alimentos indica, com
maior seguranca, as condi¢des higiénicas de um alimento e provavel presenca
de enteropatdgenos (JAY, 2005).

4.5.2 Escherichia coli

A bactéria E. coli se apresenta em forma de bacilos Gram-negativos,
moveis, facultativamente anaerdbios, capazes de crescer em pH entre 4,4 e 9, e
€ reconhecida pela tolerancia a ambientes &cidos, os quais |Ihe permite
sobreviver no trato intestinal (JAY, 2005).

Diversas linhagens de E. coli envolvidas em doencas transmitidas por
alimentos sdo patogénicas para os homens e animais, as quais sdo agrupadas
em seis patotipos de acordo com os fatores de viruléncia, as manifestagdes
clinicas e a epidemiologia das enfermidades. Sao elas: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli entero-hemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli de aderéncia
difusa (DAEC). No grupo das EHEC, E. coli O157:H7 € o sorovar mais importante
(FARROKH et al., 2013; RIBEIRO et al., 2006).

As cepas de EPEC nao sao invasivas e nem produzem toxinas, mas estao
associadas a casos de diarreia aquosa infantii (MADIGAN et al., 2010).
Entretanto, EHEC, mais precisamente, a linhagem O157:H7, é capaz de produzir
uma toxina denominada verotoxina, similar a toxina produzida pela Shigella
dysenteriae. ApOs a ingestao do alimento contaminado com a bactéria, a mesma
aloja-se no intestino delgado onde a verotoxina é originada, podendo causar trés
manifestagcbes diferentes: Colite Hemorragica, Sindrome Hemolitica Urémica e
Parpura Trombocitopénica Trombética (MADIGAN et al., 2010; RIVAS et al.,
2008). A bactéria ETEC causa a doenca pela colonizacdo da superficie do
intestino delgado e formacé&o de toxinas no local, o que resulta em diarreia sem

sangue ou muco. Este acometimento repentino é comum, principalmente, em
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pessoas que estdo viajando, visto que os habitantes locais tendem a estar
imunes a bactéria (MADIGAN et al., 2010). A EAEC ocasiona diarreia aguda que
persistente por mais de 14 dias e ocorre, regularmente, em criancas (REGUA-
MANGIA et al., 2009). Geralmente, a bactéria EIEC ndo produz enterotoxina,
porém causa doenca invasiva no coélon e € responsavel por diarreia aquosa e
por vezes sanguinolenta, sendo o seu mecanismo de patogenicidade similar ao
da bactéria Shigella. A bactéria DAEC possui a caracteristica de se aderir de
forma difusa em cultura de células epiteliais in vitro, podendo causar infec¢ées
no trato urinario e a patogenicidade entérica ainda néo € confirmada (BARBOSA
et al., 2014).

Estudos reportam o efeito de diferentes 6leos essenciais na inibicdo do
crescimento de E. coli, como os 6leos essenciais de capim-lim&do, manjericao,
louro, orégano e canela (SILVEIRA et al., 2012). Assim como, 0s Oleos
essenciais das folhas de canela e tomilho branco que apresentaram 0 mesmo
efeito frente a bactéria ETEC (SOUZA et al., 2016).

4.5.3 Staphylococcus aureus

Atualmente, as bactérias do género Staphylococcus possuem 53 espécies
e 28 subespécies (EUZEBY, 2018), pertencem a familia Micrococcaceae, assim
como 0s géneros Stomatococcus, Micrococcus e Planococcus (SANTOS et al.,
2007). Dentre as espécies, a bactéria Staphylococcus aureus se destaca por
estar, frequentemente, envolvida em variadas infec¢cdes e casos de intoxicacéo
alimentar nos seres humanos (SANTANA et al., 2010).

Staphylococcus spp. sdo bactérias do grupo de bacilos Gram-positivos
que apresentam formato de cocos, possuem diametro entre 0,5-1,5 uym, séo
imoveis, ndo esporuladas e catalase positivas. Dispdem de variadas formas, pois
podem estar sozinhas, em pares, em cadeias curtas ou agrupamentos
semelhantes a cachos de uva (SANTOS et al., 2007).

Naturalmente, estdo presentes na pele e no trato respiratorio superior de
animais de sangue quente, incluindo o homem, consistindo em um micro-
organismo oportunista (MADIGAN et al., 2010). S. aureus é um importante
patbgeno em casos de intoxicagdo alimentar por conta da capacidade de

algumas cepas produzirem toxinas, entre elas, destacam-se as enterotoxinas, a
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esfoliatina, toxina da sindrome do choque toxico (TSST), hemolisinas e
leucocidinas (TRABULSI et al., 2004).

A intoxicacdo alimentar estafilocécica ocorre apds o consumo de
alimentos que contenham quantidades suficientes de uma, ou mais, enterotoxina
pré-formada durante o crescimento do micro-organismo (HENNEKINNE et al.,
2010). Os sintomas aparecem em meédia 4 horas ap0s a ingestao de alimentos
contaminados, causando nauseas, vomitos, diarreia, célica abdominal, sudorese
e dor de cabeca (JAY, 2005). Outras doencas estéo relacionadas pela invasao
de tecidos ou pelas toxinas, como bicho-de-pé, foliculite (infeccdo do foliculo
piloso), furanculos situados na regido cervical posterior, antraz, hidradenite
(inflamacédo das glandulas sudoriparas), impetigo e hordéolo (tercol) (SANTOS
et al., 2007).

Embora sejam bactérias mesofilas, podem crescer em temperaturas de
7°C a 47,8°C e as enterotoxinas séo produzidas entre 10°C e 46°C. Em relacao
a concentrac6es de NaCl (Cloreto de Sadio), séo tolerantes de 10% a 20% e ao
pH entre 4 e 9,8, com um 6timo entre 6 e 7 (FRANCO e LANDGRAF, 2008). A
bactéria S. aureus apresenta facilidade de se desenvolver em varios alimentos,
em virtude da habilidade de crescer em diferentes condicbes ambientais e da
flexibilidade nutricional (SIMEAO DO CARMO et al., 2002; LOIR et al., 2003).

Segundo a literatura, para inibir a presenca desta bactéria é possivel a
aplicacao do 6leo essencial de plantas, como o das folhas de cravo-da-india e
canela, os quais apresentaram atividade antibacteriana frente S. aureus
(HUSSEIN et al., 2014). Assim como, o estudo de Santos et al. (2011), que
analisaram os 0leos essenciais de cravo-da-india, orégano e alho, e obtiveram

resultados inibitérios satisfatérios frente ao micro-organismo.

4.6 Coberturas comestiveis

Na atualidade, a industria alimenticia vem enfrentando grandes desafios
na busca por novas estratégias com o propésito de aumentar o tempo de
prateleira dos alimentos, reducdo do crescimento microbiano e as alteracfes
sensoriais ocorridas nos alimentos (ARHAM et al., 2016). Dessa forma, a
quantidade de pesquisas envolvendo a producdo e caracterizagdo de
revestimentos aumentou substancialmente (BALLESTER-COSTA et al., 2016).
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Filmes ou coberturas podem ser definidos como embalagens primarias
feitas a partir de componentes comestiveis, em que uma fina camada de material
comestivel reveste diretamente o alimento ou forma um filme e o envolve sem
alterar os ingredientes originais ou 0 méetodo de processamento (GALUS e
KADZINSKA, 2015). Os filmes elaborados a partir de proteinas ou
polissacarideos apresentam boas propriedades mecéanicas, Opticas e sensoriais,
e caracterizam-se por serem uma boa barreira ao oxigénio e ao diéxido de
carbono (CHOI et al., 2016).

Estes revestimentos comestiveis podem ser produzidos a partir de
diversas matérias-primas naturais, como o0s carboidratos (agucar, amido,
celulosa, dextrina, xarope de milho), proteinas (albumina, caseina, gelatina,
gldten), gomas (goma arabica, alginato de sédio, carragena), quitosana (obtida
da casca de crustaceos), lipideos (acido estearico, cera, Oleos e gorduras
hidrogenadas, parafina, triestearina), entre outros (SUAVE et al., 2006).

Em relag&do a nomenclatura, os termos diferem entre si, pois as coberturas
sdo obtidas quando a solucéo filmogénica é aplicada diretamente na superficie
do alimento, enquanto os filmes sao peliculas finas obtidas pelo método de
secagem (casting) da solucdo sobre um suporte e aplicados, posteriormente, no
alimento (PETERSSON e STADING, 2005).

Os métodos mais utilizados para a aplicacdo das coberturas nos
alimentos séo por imersao (Figura 2A), o qual se baseia em mergulha-los em um
recipiente contendo a solucao filmogénica, seguida de repouso até que ocorra a
evaporacao da agua e a pelicula se forme na superficie, ou por pulverizacédo
(Figura 2B) da solucéo filmogénica sobre o alimento (LUVIELMO, 2013; ASSIS,
2014). Em seguida a aplicacao, o alimento é mantido em repouso a temperatura
ambiente ou refrigerado para ocorrer a evaporacao do solvente e a formacéo da
pelicula sobre a superficie do produto (DAS et al., 2013).



31

(A) (B)

Figura 2. Aplicacao de coberturas comestiveis pelo método de (A) imerséo e (B) pulverizacao
Fonte: PAGNO, 2016

4.6.1 Quitosana

A quitosana é um polissacarideo composto por unidades de 2-acetamida-
2-deoxi-D-glicopiranose e de 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose obtida pela
desacetilacdo parcial da quitina (Figura 3) (DEMITRI et al., 2016). No processo
de desacetilacdo da quitina, ocorre a substituicdo de grupos acetilas (COCHz3)
por grupos aminos livres (-NHz), os quais podem ser protonados em meio acido
(-NH+3), 0 que faz com que a quitosana seja sollvel em acidos organicos, como
acido lactico, férmico ou acido acético com pH inferior a 6 (DANG e YOKSAN,
2015). O percentual destas unidades ao longo da cadeia quitina/quitosana €&
denominado grau de acetilacdo (ALMEIDA, 2009).

OH
NaOH Q
H > H

N Desacetilagao NH;

\ 2
/C=O

HC n n
Quitina Quitosana

Figura 3. Desacetilacdo da quitina em quitosana
Fonte: Athayde, 2015

A producédo da quitosana € proveniente, principalmente, de residuos de
organismos vivos, como as conchas de crustaceos (caranguejo, camarao,
lagosta), sendo também encontrada nos fungos, na parede celular de
microalgas, nos insetos e no endoesqueleto de moluscos (FAI et al., 2008;
HAMED et al., 2016; HOSEINI et al., 2016; YOUNES et al., 2016).
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A quitosana € empregada na elaboracao de coberturas como um produto
natural, que possui grande importancia econdémica e ambiental, pois €
biodegradavel, de baixo custo, com perfil atoxico e capacidade de formar filmes
com propriedades antimicrobianas (GOMEZ-ESTACA et al., 2009). Além da
aplicabilidade em outras areas: biofarmacéutica (antitumoral, anticoagulante),
componente de cosméticos (esfoliante para a pele, tratamento de acne,
hidratante capilar), tratamento de efluentes industriais (reducdo de odores,
polimero ecoldgico), entre outros (FERREIRA et al., 2016; FAI et al., 2008).

Na literatura, inUmeras sdo as informacdes da capacidade das
coberturas a base de quitosana relacionadas com a sua aplicacdo em produtos
carneos incorporadas com diferentes 6leos essenciais, a fim de inibir o
crescimento de micro-organismos, retardar oxidacdo na superficie, melhorar a
qualidade sensorial e prolongar a vida de prateleira do produtos (BAZARGANI-
GILANI et al.,, 2016; ASIK e CANDOGAN, 2014; PETROU et al.,, 2012;
GIATRAKOU et al., 2010; OJAGH et al., 2010).

Os dados bibliograficos demonstraram que as coberturas comestiveis a
base de quitosana adicionadas de 6leo essencial cravo-da-india promoveram
reducdo no crescimento microbiano de 3,09 e 3,22 log UFC/g de S. aureus e E.
coli em carne suina armazenadas por 7 dias (He et al., 2014). No estudo de
Gbomez- Estaca et al. (2009), coberturas formadas por gelatina e quitosana
incorporadas com 0leo essencial de cravo-da-india (0,75 mL/g) apresentaram
efeito antimicrobiano frente Lactobacillus acidophilus, Pseudomonas fluorescens
e Listeria innocua em filés de bacalhau (Gadus morhua) por 11 dias.

A guitosana possui a capacidade de inibir o crescimento de micro-
organismos, porém o0 seu mecanismo de acdo nao esta completamente
elucidado (CHAMORRO et al., 2011). Segundo Gomes (2007), a atividade
antimicrobiana da quitosana € induzida pelo grau de desacetilacdo, massa
molecular, pH e temperatura, as quais modificam a estrutura quimica e
interferem na ligacdo as membranas celulares.

Dentre os mecanismos propostos, os autores Goy et al. (2009) explicam
a atividade antimicrobiana da quitosana por trés modos: 1) Ocorre a interagcéo
superficial ibnica entre a quitosana e 0 micro-organismo, resultando em
vazamento de eletrélitos e outros constituintes protéicos de baixa massa

molecular pela parede celular; 2) A penetracdo da quitosana no nucleo dos
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micro-organismos inibindo a sintese de RNA e proteinas e 3) Formacéo de uma
barreira externa que acaba inibindo a absorcéo de nutrientes essenciais para o

crescimento microbiano.

4.7 Andlise sensorial de alimentos

A analise sensorial € uma ciéncia multidisciplinar que utiliza um grupo de
pessoas para evocar, medir, analisar e interpretar as caracteristicas sensoriais
e a aceitabilidade dos produtos alimenticios e outros materiais, de forma que séo
percebidas pelos sentidos da viséo, do olfato, do paladar, do tato e da audi¢cdo
(LAWLESS e HEYMANN, 1998; STONE e SIDEL, 1993; WATTS et al.,1992).

Dessa forma, os atributos que condicionam a aprovacao ou a rejeicao de
um produto pelo consumidor podem ser analisados por avaliadores néo-
treinados ou treinados. A utilizacdo de avaliadores ndo-treinados € mais simples,
pois, apesar de ser constituido por um grande numero de pessoas (40-50
pessoas), hecessita-se desse grupo para uma Unica participacdo. Entretanto, ao
utilizar avaliadores treinados é necessario que este grupo (7 a 12 pessoas)
frequente assiduamente algumas semanas de treinamento, o que o torna mais
complexo, pois dependera da disponibilidade de tempo e do interesse de cada
integrante da equipe sensorial em participar de um maior nimero de encontros
(GILLETE, 1984).

Os meétodos podem ser divididos em analiticos (discriminativos e
descritivos) e afetivos. No método afetivo o julgador expressa seu estado
emocional ou reacédo afetiva ao escolher um produto pelo outro. As escalas mais
empregadas sao: de intensidade, a hedoénica, do ideal e de atitude ou de
intencdo. Os julgadores ndo precisam ser treinados, visto que os testes afetivos
acessam diretamente a opinido do consumidor potencial de um produto, a
respeito de caracteristicas especificas do mesmo, ou ideias que o consumidor
tenha do produto a ser avaliado (Nassu, 2007; IAL, 2008).

No teste de aceitacdo por escala heddnica, as escalas mais utilizadas sao
as de 7 e 9 pontos, que contém os termos definidos situados, por exemplo, entre
“‘gostei extremamente” e “desgostei extremamente” contendo um ponto

intermediario com o termo “nem gostei; nem desgostei”. No teste, é importante
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que as escalas possuam numero balanceado de categorias para gosto e
desgosto.

A aplicabilidade da analise sensorial na industria de alimentos e nas
instituicdes de pesquisa séo variadas, como no controle do desenvolvimento de
um novo produto, na avaliacdo do efeito das alteracbes nas matérias-primas ou
no processamento tecnolégico sobre o produto final, na reducdo de custo, na
selecdo de nova fonte de suprimento, no controle de qualidade entre outros
(DUTCOSKY, 1996).

A gqualidade sensorial ndo é uma caracteristica prépria do alimento, mas
sim o resultado da relagéo entre esse alimento e 0 homem, sendo uma resposta
individual, que varia de pessoa para pessoa, em funcdo das experiéncias, de
expectativas, do grupo étnico e de preferéncias individuais (GULARTE, 2009).
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Resumo

ALVES, Pamela Inchauspe Corréa. Desenvolvimento de coberturas bioativas
para produtos carneos utilizando 6leos essenciais de erva-doce, cravo-da-
india e orégano. 2017.

A conservagao dos alimentos continua sendo um assunto de importancia quando
relacionada ao uso de aditivos quimicos sintéticos na sua preservacdo, em
virtude dos riscos causados por seu consumo excessivo a saude humana. Sendo
assim, tem-se buscado alternativas para a substituicdo total ou parcial destes
conservantes, como, por exemplo, 0 uso de 6leos essenciais, devido a crescente
busca dos consumidores por produtos naturais. Os Oleos essenciais sao
oriundos da via secundaria das plantas aromaticas e apresentam potencial
antimicrobiano frente a diversos micro-organismos patogénicos. Além desta
caracteristica, os Oleos essenciais podem ser utilizados como componentes
ativos na elaboracdo de coberturas comestiveis para aplicagdo em alimentos
visando sua conservacdo. Desta forma, o presente trabalho tem por objetivo
desenvolver coberturas bioativas comestiveis a base de quitosana adicionadas
de 6leo essenciais de erva-doce (Pimpinella anisum), cravo-da-india (Syzygium
aromaticum L.) e orégano (Origanum vulgare L.), individualmente ou em
combinacdo, e aplica-las em um produto carneo, a fim de testar o seu potencial
antimicrobiano frente as bactérias Escherichia coli, Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus, além de testar a aceitabilidade do consumidor, através
de andlise sensorial. Os Oleos serdo extraidos pelo processo de hidrodestilacédo
em Clevenger. A identificacdo dos compostos seré realizada através de anélise
cromatografica (CG/MS) e a avaliacdo da atividade antimicrobiana sera
determinada pelo método de disco-difusdo, em microatmosfera, concentracéo
inibitéria minima, e concentracdo bactericida minima. Os testes microbiologicos
in situ serdo realizados apos 0, 3° e 7° dia da elaboracdo dos produtos carneos.
Espera-se, através dos resultados adquiridos, viabilizar uma alternativa na
substituicdo dos aditivos quimicos sintéticos nos alimentos, por meio da
aplicacao de conservantes naturais.

Palavras-chave: antimicrobiano; quitosana; aditivos naturais; analise sensorial
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1 Introducéo

A eficacia de condimentos, plantas aromaticas e dos seus extratos tem
sido explorada buscando aplicacdes relacionadas a seguranca alimentar. Estas
caracteristicas sédo conferidas a estes condimentos e extratos, na maioria dos
casos, devido a presenca de 6leos essenciais, e outros componentes do
metabolismo secundario proveniente das plantas (CALO et al., 2015). Os 6leos
essenciais possuem diversas propriedades bioldgicas, tais como efeitos
antioxidantes, antimicrobianos, antifingicos, antivirais e anti-inflamatorios
(OLMEDO et al., 2014).

Os 6leos essenciais ainda podem ser nomeados como 0leos volateis,
6leos etéreos ou esséncias (BURT, 2004; SIMOES et al., 2010). De acordo com
as suas propriedades fisicas, sdo definidos como liquidos viscosos, volateis,
lipofilicos, geralmente translicidos e odoriferos (BURT, 2004). A sua
composi¢cdo quimica, no entanto, € influenciada por outros fatores, como a
espécie da planta, a localizacdo geografica, a época de colheita e as condicdes
climéaticas (CELIKTAS et al., 2007; DIMA e DIMA, 2015; FIGUEIREDO, 2010;
GOBBO-NETO; LOPES, 2007; OUSSALAH et al., 2007).

Dessa forma, a diversidade de atividades atribuidas aos 6leos essenciais
os tornam alternativas naturais com potencial para substituir os aditivos quimicos
e minimizar os riscos a saude causados pelos mesmos, em que pode-se citar os
nitratos e nitritos, 0os quais sdao comumente utilizados na preservacdo dos
alimentos (BAJPAI et al., 2012; EBRAHIMABADI et al., 2010; SINDELAR;
MILKOWSKI, 2011; SOLORZANO-SANTOS e MIRANDA-NOVALES, 2012;). Os
beneficios da sua aplicacdo envolvem desde a toxicidade apresentada pelos
aditivos sintéticos até a crescente busca dos consumidores por aditivos naturais
(EBRAHIMABADI et al., 2010; OKE et al., 2009; PAPAS, 1993; VIUDA-MARTOS
et al., 2010).

Os alimentos sdo passiveis de contaminagdo por diferentes agentes
etiolégicos e podem causar doencas por agdo de micro-organismos patogénicos
ou de suas toxinas (STAMFORD et al., 2006). Neste contexto, a conservacgao de
alimentos, como, por exemplo, de produtos carneos, envolve a aplicacdo de

diversas medidas para prevenir e/ou minimizar altera¢des fisicas, quimicas ou
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microbioldgicas, as quais 0s tornam improprios para 0 consumo e reduzem 0s
aspectos da sua qualidade (BURDETTE et al., 1995).

Deste modo, inimeras matrizes estdo sendo utilizadas como veiculo para
a incorporacdo de agentes antimicrobianos naturais no controle de micro-
organismos patogénicos e deteriorantes de alimentos. Dentre elas, a quitosana,
um polissacarideo derivado da quitina, a qual € um componente sintetizado por
uma diversidade de organismos vivos, como as conchas de crustaceos, paredes
celulares de fungos e leveduras, e exoesqueleto de artrépodes e insetos
(KURITA, 2006). Os filmes a base de quitosana apresentam propriedades de
barreira ao oxigénio, diéxido de carbono e permeabilidade ao vapor de a4gua, em
raz&o da sua natureza hidrofilica (PELISSARI, 2009; SANCHEZ-GONZALEZ et
al., 2010;).

Estudos com filmes de quitosana e gelatina, adicionados com diferentes
Oleos essenciais, exibiram atividades inibitérias no crescimento de bactérias
Gram negativas e Gram positivas, quando aplicados em pescados embalados a
vacuo sob refrigeracdo (GOMEZ-ESTACA et al., 2010; SHAKILA et al., 2015).
Resultados semelhantes foram obtidos a partir de filés de carne de frango crus,
salsichas de porco cozidas e trutas arco-iris também revestidos com filmes de
quitosana enriguecidos com 6leos essenciais (CHAMANARA et al., 2012;
KHANJARI et al., 2013; LEKJING, 2016).

Outros estudos apresentam confirmada acdo antimicrobiana e
antioxidante in vitro dos 6leos essenciais de orégano, cravo-da-india e erva-doce
frente a algumas das principais bactérias de importancia em alimentos:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Listeria monocytogenes (HOSSEINI
et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2009; RAMADAN et al., 2013; SCOPEL et al.,
2014). Estas atividades dos 6leos essenciais estao relacionadas com a presenca
de componentes quimicos capazes de inibir ou eliminar a presenca de micro-
organismos (LANG e BUCHBAUER, 2012).

Porém raros sdo os estudos onde os Oleos essenciais sdo aplicados
diretamente em alimentos, principalmente pela limitagdo sensorial de sua
aplicacédo, as quais modificam significativamente o sabor e o aroma do produto.
Desse modo, uma opcao para a utilizacdo direta seria a inclusdo de Oleos

essenciais em filmes comestiveis ou coberturas bioativas, que permitissem a



45

acdo do 6leo sem alterar significativamente as caracteristicas sensoriais do
produto (DANNENBERG et al., 2017).

Com o proposito de testar a potencialidade de coberturas bioativas a base
de quitosana incorporadas com 0leos essenciais de orégano, cravo-da-india e
erva-doce, idealizou-se aplica-las em hambuargueres como uma alternativa para

o desenvolvimento de conservantes naturais com potencial antimicrobiano.
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2 Revisao bibliografica

2.1 Oleos essenciais

Segundo a International Standard Organization (ISO 9235, 2013), os
Oleos essenciais sdo definidos como produtos obtidos a partir de uma matéria
prima de origem vegetal, mediante destilagdo por arraste com vapor d’agua ou
obtidos pelo processamento mecanico dos pericarpos de frutos citricos (SIMOES
et al., 2010). De forma geral, sdo considerados misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Ainda, podem
receber outras denominagdes como Oleos volateis, 6leos etéreos ou esséncias,
em consequéncia de algumas caracteristicas fisico-quimicas (MATTOS et al.,
2007; SIMOES e SPITZER, 2007).

Os 06leos essenciais sdo constituidos por uma mistura de componentes
quimicos, principalmente, pertencentes as classes do grupo terpenos, como 0s
hidrocarbonetos mono e sesquiterpeno, aldeidos, cetonas, alcoois, ésteres,
oxidos e derivados de fenol (ALINKINA et al., 2013). Os constituintes dos Oleos
essenciais sdo agrupados em duas classes quimicamente distintas, de acordo
com a biossintese que Ihes deu origem: terpenoides, sintetizados através da rota
acido mevalobnico-acetato e fenilpropanoides, os quais sdo formados através da
rota acido chiquimico (ROBBERS et al., 1997). Do acido mevalonico é formado
0 isopreno, o qual representa a unidade basica dos terpenos e consiste em uma
molécula com 5 &tomos de carbono (C5). Em consequéncia de ligacbes da
conformacdo cauda-cabeca, unidades de isopreno unem-se formando as
diferentes estruturas de terpenos, em que as principais presentes nos 0leos
essenciais sdo 0s monoterpenos, formados pela ligacdo de duas moléculas de
isopreno (C10) e os sesquiterpenos, formados pela ligacédo de trés moléculas de
isopreno (C15) (BAKKALI et al., 2008).

O conteudo do 6leo essencial em determinadas espécies de plantas pode
variar, consideravelmente, de acordo com a espécie da planta, a etapa do ciclo
vegetativo, os fatores ambientais, como a altitude, a temperatura, a umidade
relativa, o tempo de exposicao solar, o grau de hidratacdo do solo e a presenca
de micronutrientes (MATTOS et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007; OUSSALAH et
al., 2007).
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Os métodos de extracdo dos 0leos essenciais podem ocorrer de variados
modos, pois alteram conforme a localizagdo do 6leo na planta e com a proposta
da sua utilizac&o (SIMOES et al., 2007). Dentre eles, estdo incluidos a destilagio
a vapor d’agua, hidrodestilagao, destilacao assistida por micro-ondas, hidrofuséo
por micro-ondas e gravidade, extracdo com solvente organico, extracdo com
solvente e alta presséo, fluido supercitrico com CO2, extracdo ultra-sbénica e
extracdo por micro-ondas sem solventes (OKOH et al., 2010). Entretanto, a
hidrodestilacdo é o método mais comumente empregado (BAKKALI et al., 2008).
Segundo os autores Cassel et al. (2009), dependendo do método de extracao

utilizado, a composicao quimica do 6leo essencial pode variar significativamente.

2.1.1 Atividade antibacteriana de 6leos essenciais

Os Oleos essenciais e 0s seus componentes sdo considerados os agentes
antimicrobianos naturais mais importantes presentes na maioria das plantas
(COWAN, 1999). Estes compostos sao substancias que podem eliminar ou inibir
o crescimento de micro-organismos (RAMOS et al., 2007).

Os autores Santos et al. (2011), testaram os 6leos essenciais de cravo,
liméo, orégano e alho sobre as cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia
coli isolados do vongole (Anomalocardia brasiliana) e cepas padrdao ATCC
(American Type Culture Collection): Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Salmonella cholerasuis, através da técnica de difusédo de disco e em seguida a
determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM). Os 6éleos essenciais de
cravo e orégano apresentaram atividade antibacteriana frente todas as bactérias
testadas, no entanto e o 6leo de orégano apresentou maiores halos de inibicéo
bacteriana (26,7 mm e 29,3 mm) para as cepas de E. coli e S. aureus,
respectivamente.

Em outro estudo, Pereira et al. (2007) avaliaram o efeito inibitério dos
Oleos essenciais de Cymbopogon citratus (capim-lim&o), Origanum vulgare
(orégano) e Syzygium aromaticum (cravo-da-india) in vitro. Nos resultados dos
testes in vitro, os O6leos essenciais de C. citratus, O. vulgare e S.
aromaticum promoveram efeito inibitério sobre as bactérias S. aureus e E. coli,
porém o S. aromaticum apresentou melhor formacéo de halo de inibicdo nas

menores concentra¢cdes. Também foram avaliados os 6leos essenciais extraidos
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de Salvia officinalis L., Rosmarinus officinalis L., Majorana hortensis Moench,
Thymus vulgaris L., Carum carvi L., Pimpinella anisum L. e Coriandrum sativum
L. para o controle do crescimento e sobrevivéncia em cepas de Listeria
monocytogenes, que mesmo em pequenas concentracdes, apresentaram
inibicdo para as bactérias patogénicas selecionadas, tornando-os alternativas na
substituicdo aos aditivos convencionais nos alimentos (KLAUS et al., 2009).

O eugenol, principal constituinte quimico presente no cravo-da-india,
apresenta efeitos antimicrobiano e antifungico, com amplo espectro de acao
contra espécies de bactérias, fungos e leveduras (GUIMARAES et al., 2008). O
mecanismo de acdo do eugenol ocorre em nivel de membrana plasmaética,
juntamente com a inativacdo de enzimas e/ou no material genético celular. E
possivel que parte do efeito antimicrobiano do eugenol esteja relacionado com a
sua natureza fendlica (BOAVENTURA et al., 2006). Dentro deste contexto, entre
0s terpenos que destacam-se no orégano estdo o timol e carvacrol, sendo estes
0S principais responsaveis por suas propriedades antimicrobianas e
antioxidantes (SEYDIM e SARIKUS, 2006).

2.1.2 Micro-organismos patogénicos em alimentos

Dentre o0s principais micro-organismos patogénicos envolvidos nos
processos de contaminacdo dos alimentos estdo as bactérias, as quais atuam
sob diversos tipos de substratos, diferentes faixas de temperatura, pH e
condi¢des do meio ambiente (SOUSA, 2003; JAY, 2005). Sendo assim, os 6leos
essenciais podem atuar na inibicdo do crescimento bacteriano em consequéncia
ao dano que causam a integridade da membrana celular por seus constituintes
lipofilicos, os quais sdo os responsaveis por afetar o equilibrio de ions
inorganicos e a manutencao do pH celular (COWAN, 1999; SHYLAJA e PETER,
2004).

De acordo com Ibarra (1983), cerca de 99,9 % das alteracbes da carne
sao por acao dos micro-organismos e, geralmente, precedem as outras formas
de deterioracdo. Neste contexto, a conservacdo da carne envolve a aplicacéo de
medidas que possam retardar ou prevenir alteragcdes microbioldgicas, quimicas
e/ou fisicas (BURDETTE et al., 1995).
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Entre os meétodos de conservacdo disponiveis e o aumento no
questionamento da seguranca na utilizacdo de aditivos quimicos, a industria
alimenticia viabiliza a substituicdo de técnicas tradicionais de conservagao
disponiveis por novos métodos de preservacdo, principalmente, devido a
demanda crescente dos consumidores por produtos nutritivos, naturais e
saborosos (RAHMAN e KANG, 2009; VIUDA-MARTOS et al., 2010). Segundo
Gutierrez et al. (2002), para a utilizacédo de 6leos essenciais oriundos de plantas
no controle de micro-organismos patogénicos e deteriorantes € necessaria uma
avaliacao do espectro de acéo frente a esses micro-organismos associados ao
alimento em questdo, assim como os efeitos que a composi¢cdo do alimento
exercera sobre esta atividade.

Na literatura, é possivel encontrar estudos que indicam que a utilizacéo
de dleos essenciais € viavel em produtos carneos. Fernandes et al. (2017)
avaliou a possivel substituicdo do conservante quimico eritorbato de sodio por
um antioxidante natural (extrato de orégano) sobre a estabilidade fisico-quimica
e sensorial em hamburgueres de cordeiro. Os hamburgueres contendo extrato
de orégano, na concentracdo determinada (13,32; 17,79 e 24,01 mL/kg)
apresentaram maior estabilidade oxidativa, evidenciada por uma reducao de
80% (P <0,001) em substancias reativas ao acido tiobarbitarico, inibicdo efetiva
da oxidacéo proteica (P <0,01) e menor perda de cor durante 0 armazenamento
sob refrigeracéo, além do extrato de orégano nao ter prejudicado na aceitacéo
sensorial dos consumidores.

Em outro estudo, a aplicacdo de fibra de laranja e 6leo essencial de
orégano em mortadela tipo Bologna resultou em uma reducao nas contagens de
micro-organismos aerdbios mesofilos e bactérias laticas no produto (VIUDA-
MARTOS, 2010). A atividade antimicrobiana do Oleo essencial de manjerona
também foi reportada quando aplicada em linguica frescal, constatando um efeito
bacteriostatico sobre Escherichia coli, além de uma redugéo na contagem total
de micro-organismos (BUSATTA et al., 2008).

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de cravo-da-india também
tem sido reportada. Em uma avaliacdo do efeito da combinacao dos extratos de
orégano, arando vermelho e lactato de sddio sobre L. monocytogenes em carne
moida cozida promoveu a inibicdo do referido micro-organismo (APOSTOLIDIS

et al.,, 2008). Os autores Mytle et al. (2006) determinaram o nivel de
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sobrevivéncia de sete cepas de L. monocytigenes inoculadas em diferentes
niveis em salsichas de frango tipo Frankfurter e o efeito inibitério do dleo
essencial de cravo-da-india sobre este micro-organismo. Segundo os autores,
foi possivel observar que a adicdo do menor nivel de 6leo essencial testado (1
%) reduziu a contagem do micro-organismo e nao resultou em uma alteracéo
significativa no aroma, sabor e aceitagdo geral do produto, em uma avaliacdo
sensorial preliminar.

Outro trabalho analisou quinze Oleos essenciais para testar o efeito
antimicrobiano e antioxidante sobre a qualidade das salsichas de frango fresco,
no entanto, nove Oleos essenciais mostraram resultados satisfatérios pelo ensaio
de disco difusdo. Verificou-se que o controle teve um pH e TBARS (Thiobarbituric
acid reactive substances) significativamente maior do que os produtos tratados
com os 6leos essenciais e 0s produtos com 6leo de cravo apresentaram menor
indice de aumento de oxidacdo. Ainda, a atividade total de fendlicos e DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi significativamente maior nos produtos de
tratamento, estes também apresentaram menor taxa de aumento na contagem
microbiana. Por fim, os produtos de 6leo de cassia apresentaram menor carga
microbiana no final do periodo de armazenamento de 45 dias (SHARMA et al.,
2017).

2.2 Aplicacao em alimentos

Na atualidade, os revestimentos tém sido utilizados para diversas
finalidades, incluindo a é&rea de alimentos (KROCHTA, 2002). Filmes ou
coberturas podem ser definidos como embalagens primérias feitas a partir de
componentes comestiveis, em que uma fina camada de material comestivel
reveste diretamente o alimento ou forma um filme e o envolve sem alterar os
ingredientes originais ou 0 método de processamento (GALUS e KADZINSKA,
2015).

Estes revestimentos comestiveis sdo produzidos a partir de matérias-
primas naturais, como polissacarideos, proteinas e seus derivados (WIHODO e
MORARU, 2013). Entre os polissacarideos empregados estdo os alginatos, os
carregenatos, a quitosana, o amido e as gomas. Filmes elaborados a partir de

proteinas ou polissacarideos apresentam boas propriedades mecéanicas, épticas
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e sensoriais, e caracterizam-se por serem uma boa barreira ao didéxido de
carbono e oxigénio (GALLO, 2000).

Dentre eles, a quitosana, que é um polissacarideo composto por unidades
de 2-acetamida-2-deoxi-D-glicopiranose e de 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose e
€ obtida pela desacetilacdo parcial da quitina (FAI et al., 2008). A quitina chama-
se quitosana quando o grau de acetilagdo é menor que 50 % e esta torna-se
solavel em acidos diluidos, como &cido acético, maleico e latico (DUTTA et al.,
2011; ZHONG et al., 2011). Ali et al. (2013), aplicaram coberturas de goma
ardbica em tomates (Solanum lycopersicum L.) armazenados por 20 dias (20 °C
a 80-90 % UR). Os autores verificaram que os frutos revestidos exibiram
diminuicdo da taxa respiratoria e na producdo de etileno, e mantiveram a
capacidade antioxidante total, o teor de licopeno, dos compostos fendlicos e
carotenoides totais durante o armazenamento, jA os frutos ndo revestidos
apresentaram diminuicdo destes parametros. Em outro estudo, para avaliar o
efeito de coberturas de quitosana, Ali et al., (2011), aplicaram a mesma em
mamades papaia (Caricapapaya L.) armazenados sobre refrigeracéo (12 +1°C a
85-90 % UR) durante cinco semanas. Os autores observaram uma lenta
diminuigc&o da acidez titulavel ao longo do armazenamento nos frutos revestidos,
além de menores taxas de perda de peso e firmeza. Na analise sensorial, 0
painel sensorial aplicado (escala hedbdnica de cinco pontos) exibiu diferenca
significativa (p < 0,05) no sabor, na cor da casca e polpa, textura e sabor. Os
frutos tratados com quitosana atingiram pontuacdo maxima pelos provadores em
todos os parametros testados.

Em relacdo a adicdo de Oleos essenciais no desenvolvimento de
coberturas comestiveis com atividade antimicrobiana, os autores Emiroglu et al.
(2010) elaboraram filmes com proteina de soja incorporadas com Oleos
essenciais de orégano e tomilho aplicados sobre carnes frescas armazenadas
sob refrigeracdo (4 °C). Os filmes incorporados com Oleos essenciais
apresentaram acdo antimicrobiana frente a todos o0s micro-organismos
avaliados, Escherichia coli O157:H7, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Lactobacillus plantarum. Com o mesmo propésito, foram produzidos filmes
comestiveis de goma da semente de manjericio contendo 6leo essencial de
orégano (OEO; 1 e 6 %) para avaliar a atividade antimicrobiana contra E. coli, S.

Typhimurium, P. aeruginosa, S. aureus e B. cereus, assim como a sua atividade
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antioxidante. Todos os filmes contendo 2 e 6 % de OEO apresentaram atividade
antibacteriana significativa contra os patdogenos examinados, bem como as
atividades antioxidantes (HASHEMI e KHANEGAH, 2017).

Os efeitos dos filmes de quitosana (Ch) e gelatina (Ge) foram analisados,
contendo Oleo essencial de Ziziphora clinopodioides (OEZ; 0 e 1 %), extrato de
casca de roma (ECM; 0 e 1 %) e nanoparticulas de celulose (NC; 0 e 1 %),
separadamente e em combinacdo, sobre o prolongamento da vida util de
camardo fresco durante o armazenamento e refrigeracdo frente a Listeria
monocytogenes. Todos os camardes envoltos nos filmes Ch e Ge apresentaram
contagens bacterianas mais baixas em comparacao com o controle (P <0,05). A
populacdo bacteriana de camardes envoltos em filmes de Ch foi
significativamente menor do que os envolvidos em filmes de Ge, devido a
propriedade antibacteriana inerente de Ch (p<0,05). O grupo Ch tratado com
EOZ 1% + ECM 1 % + NC 1 % apresentou a melhor eficacia antibacteriana e
também os maiores indices sensoriais ap6s 11 dias (p<0,05). Segundo os
autores as coberturas antibacterianas de Ch e Ge podem ser usadas como uma
embalagem ativa para atrasar o crescimento de micro-organismos deteriorantes
de alimentos, manter a qualidade e prolongar a sua vida utii (MOHEBI,;
SHAHBAZI, 2016).
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Desenvolver, caracterizar e aplicar coberturas bioativas com propriedades
antimicrobianas adicionadas de 6leos essenciais de erva-doce, cravo-da-india e

orégano em um produto cérneo.

3.2 Objetivos especificos

Extrair e determinar o rendimento de extracdo dos 6leos essenciais de
erva-doce, cravo-da-india e orégano;

Determinar a composicdo quimica dos 6leos essenciais de erva-doce,
cravo-da-india e orégano;

Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais de erva-
doce, cravo-da-india e orégano frente a bactéria Gram-negativa Escherichia coli,
Grame-positivas Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes;

Desenvolver coberturas comestiveis a base de quitosana incorporadas
dos 6Oleos essenciais de erva-doce, cravo-da-india e orégano;

Aplicar coberturas bioativas a base de quitosana incorporadas de 6leos
essenciais em hamburgueres de carne bovina e avaliar a atividade
antimicrobiana frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes;

Verificar a aceitacdo sensorial dos hamburgueres revestidos com

coberturas comestiveis a base de quitosana adicionadas de 6leo essencial.
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4 Hipoteses

Os 6leos essenciais in natura de orégano, erva-doce e cravo-da-
india apresentam efeito antimicrobiano in vitro frente as bactérias patogénicas
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Listeria monocytogenes.

Coberturas bioativas de quitosana, incorporadas com 6leo essencial de
orégano, erva-doce e cravo-da-india, reduzem o desenvolvimento de bactérias
patogénicas Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Listeria monocytogenes
em hamburgueres.

Hambudrgueres com cobertura de quitosana, adicionada de Oleos
essenciais orégano, erva doce e cravo-da-india, apresentam aceitagdo para o

consumao.
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5 Material e Métodos

5.1 Aquisi¢cdo da amostra

Os materiais vegetais utilizados para a extracdo de 6leo essencial serdo
folhas de orégano (Origanum vulgare L.) e erva doce (Pimpinella anisum L.)
adquiridos de distribuidor comercial (Luar Sul® - Industria e Comércio de
Produtos Alimenticios Ltda., Santa Cruz do Sul, RS, Brasil) com especificacdo
técnica dos produtos e numero de lote. As amostras de botdes florais secos de
cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.) serdo adquiridas no comércio local da
cidade de Pelotas — RS e acondicionadas em sacos plasticos. Posteriormente,
as folhas secas serdo encaminhadas ao Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e

armazenadas até a sua utilizacao.

5.2 Extracédo do 6leo

As amostras de cravo-da-india serdo moidas em moinho de facas
(Marconi). Apés, o 6leo essencial de orégano, erva-doce e cravo-da-india serdo
extraidos de acordo com a Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2010), através do
processo de hidrodestilacdo com o auxilio do equipamento Clevenger pelo
periodo de 4h. Ap6s a extracdo, o 6leo essencial de cada amostra sera
armazenado em frasco ambar envolto por papel aluminio e acondicionado (-
18°C).

5.3 Elaboracgéo da cobertura
Para a elaboragcédo das coberturas sera utilizada quitosana, a qual sera

adquirida no comércio local da cidade de Pelotas — RS, Acido Acético Glacial
(Synth®), Glicerina (Synth®) e Tween 60.
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5.4 Caracterizacao dos 0Oleos essenciais

5.4.1 Rendimento da extragéo

Para o calculo de rendimento de extracdo dos Oleos essenciais serao
acoplados em Clevenger um baldo contendo, separadamente, 100 g de orégano,
erva-doce e cravo-da-india moido e 1000 mL de agua destilada, a amostra sera
destilada por arraste de vapor por 4h. Apés, o contetdo de Oleo sera recolhido
em tubo graduado e calculado através da razdo entre o teor de 6leo em mililitro

por 100 g da amostra, de acordo com a Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2010).

5.4.2 Perfil cromatografico de terpenos

O perfil cromatografico dos terpenos sera realizado em cromatégrafo
gasoso acoplado ao detector de massas (GC/MS - QP 2010E - Shimadzu®),
equipado com uma coluna capilar RTX-5MS (Restek®) (30 m x 0,25 mm x 0,25
pm) (VALLILO et al., 2006). O detector seletivo de massas operara no modo de
ionizacao por impacto de elétrons (IE) a uma poténcia de 70 eV de 1,2 mL min°
1 1:50 fluxo dividido, volume de amostra injetada de 1 pL e serd utilizado Hélio
como gas de arraste. A temperatura do injetor sera fixada em 250°C e a
temperatura de interface de 300°C. A temperatura inicial do forno sera
programada para 40°C com uma rampa de aquecimento entre 10 °C a 280 °C
min*, mantendo essa temperatura estavel durante 10 min. Posteriormente, a
temperatura sera aumentada a uma taxa de 10°C a 300°C min?, durante 41
minutos. Os compostos presentes nos Oleos serdo identificados com base na
comparacao dos indices de retencdo e espectro de massa destes com 0s
padrdes presentes na biblioteca NIST EP/EPA/MIH (NIST 05) do aparelho.

5.4.3 Avaliagédo do efeito antimicrobiano de 6leos essenciais

A avaliacdo do efeito antimicrobiano dos Oleos essenciais seré realizada
através de quatro metodologias fenotipicas: disco difusdo, atividade
antimicrobiana em microatmosfera, concentracao inibitoria minima (CIM) e

concentracdo bactericida minima (CBM). Serdo testados os efeitos
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antimicrobianos do composto sobre as cepas padréo das espécies de bactérias
Escherichia coli (ATCC 43895), Listeria monocytogenes (ATCC 7644) e
Staphylococcus aureus (ATCC 10832).

5.5 Reativacao 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 proporcgéo
3:1 (v/v). Para realizar a reativacdo, uma alcada dessas bactérias sera
transferida para caldo Soja Tripticaseina (TSB) ou BHI e incubadas em estufa
durante 24h a 37°C. Apos, uma alcada desse crescimento serd estriada em
placas de Petri (90 x 15 mm) com meios seletivos, sendo agar Eosina Azul de
Metileno (EMB) para E. coli, agar Oxford para L. monocytogenes e &gar Baird-
Paker para S. aureus, e incubadas por 24h a 37°C, para o isolamento das
coldnias.

Do crescimento bacteriano nas placas de Petri (90 x 15 mm), sera extraida
uma alcada e ressuspendida em solucdo salina (NaCl 0,85%), a qual sera
padronizada na concentracéo 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 108 UFC mL™).
Todos os ensaios seréo realizados em triplicata.

5.5.2 Disco difusao

A andlise de disco difusdo serad realizada de acordo com protocolo
proposto pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (2015a)
com pequenas modificacdes. Culturas bacterianas serdo suspensas em solucéo
salina obtendo a concentragdo 108 UFC/g (0,5 McFarland), este indculo sera
semeado com swabs estéreis na superficie de placas com agar Mueller-Hinton,
sobre o0 qual serdo dispostos discos de papel filtro estéreis com diametro de 6
mm. Apos, 10 uL do composto serdo adicionados sobre os discos de papel e,
posteriormente, as placas serdo incubadas a 37°C. Apés 24h, seré verificada a

existéncia de halos de inibicdo, quantificando os existentes com paquimetro.
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5.5.3 Atividade antimicrobiana em microatmosfera

A atividade antimicrobiana em microatmosfera sera avaliada pela técnica
proposta por Ghabraie et al. (2016) com pequenas modificacdes. Aliquotas de
0,1 mL de suspensdes celulares (102 UFC/mL) das bactérias, serdo inoculadas
na superficie de placas com Agar BHI (15 mL — camada de 6 mm). Na tampa de
cada placa serdo posicionados discos de papel estéreis nos quais serédo
adicionados diferentes volumes da substancia antimicrobiana (100, 50, 25, 12,5
uL), as placas serdo imediatamente fechadas de modo invertido (tampa para
baixo) e incubadas a 37°C por 24h. A acao antimicrobiana sera expressa pelo
percentual de reducdo na contagem celular (UFC) dos tratamentos com a

substancia antimicrobiana comparados com um controle contendo agua estéril.

5.5.4 Concentragdo Minima Inibitéria

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) sera realizada através do teste de
microdiluicdo em placa, de acordo com protocolo proposto pelo Manual Clinical
and Laboratory Standards Institute — CLSI (2015b) com pequenas modificacdes.

Serdo utilizadas placas de microtitulacdo de 96 pocos, onde serao
acrescentadas em cada poco 100 pL de caldo BHI, 100 pL de inéculo (80 pL de
caldo BHI e 20 pL de agua salina estéril com crescimento bacteriano) e o 6leo
essencial em cinco diferentes dilui¢cbes: 6leo essencial puro (100 pL de 6leo
essencial puro); 1:5 (20 uL de 6leo essencial e 80 uL de dimetilsulféxido (DMSO);
1:10 (10 pL de d6leo essencial e 90 uL de DMSO); 1:100 (1 pL de 6leo essencial
e 99 uL de DMSO) e 1:1000 (0,1 uL de 6leo essencial e 99,9 uL de DMSO).

Apbs o preparo da amostra, as placas de microtitulagdo seréo lidas em
espectrofotometro de placas (Biochrom EZ Read 400) entre 620 nm e 630 nm.
Em seguida, serdo incubadas a 37°C. Ap0s 24h, sera realizada nova leitura em
espectrofotometro de placas. A CMI serd considerada como a menor

concentracdo em que nao houve crescimento bacteriano no meio de cultura.
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5.5.5 Concentracédo Bactericida Minima

Apbs a realizagcédo da CMI, seréo retirados 15 pL dos pogos das amostras
que tiveram inibicdo e estriados em placas de Petri (90 x 15 mm) com agar TSA
ou BHA (Brain Heart Infusion Agar) e incubados por 24h a 37°C. Ser&
considerada a minima concentracao bactericida aquela contida nas placas onde

nao houve crescimento bacteriano.

5.6 Preparacdo, aplicacdo e avaliacdo de coberturas de quitosana

adicionadas de 6leo essencial

Serdo preparadas solucdes filmogénicas de quitosana adicionadas de
Oleo essencial de orégano, cravo-da-india e erva doce. Estas solucdes seréo
aplicadas por imersdo em hamburgueres visando avaliar o efeito antimicrobiano
frente as bactérias E. coli (ATCC 43895), L. monocytogenes (ATCC 7644) e S.
aureus (ATCC 10832). Serao utilizados somente os 6leos essenciais que

apresentarem efeito antimicrobiano frente aos micro-organismos.

5.6.1 Preparacdo dos hamburgueres

Os produtos carneos serdo preparados seguindo as recomendacfes de
Terra (2005) com modificagdes. A formulacéo padrao utilizada para a formulagéo
dos tratamentos serd: 57% de carne bovina magra, 10% de gordura suina
(toucinho), 15% de gelo, 15% de agua gelada, 3% de proteina de soja.

Primeiramente sera realizada a higienizacdo de todos os materiais e
utensilios, bancadas e méaos, utilizando agua, detergente e alcool 70%. Apos,
com o auxilio de uma faca, a carne e o toucinho gelados serdo cortados em
pedacos e posteriormente moidos em moedor de carne (Britania) com disco de
6 mm. Em seguida, serdo homogeneizadas a carne, o toucinho, a proteina de
soja previamente hidratada e moida, a agua e o gelo.

Os produtos carneos analogos a hamburgueres serdo porcionados e
modelados em placas de Petri (90 x 15 mm) com envoltorios plasticos, e

mantidos sob refrigeracgéo.
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5.6.2 Contaminacao intencional dos hamburgueres com Escherichia coli,

Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus

Os hamburgueres sem (controle positivo) e com adicdo dos Oleos
essenciais para avaliacdo da atividade antimicrobiana serdo experimentalmente
contaminados com 0s microrganismos que se mostrarem sensiveis aos 0leos
correspondentes. No final do preparo dos hamburgueres, serdo adicionados
separadamente inéculos de 1 mL (padronizados na concentracdo 0,5 na escala
de McFarland que equivale 1,5 x 108 UFC.mL™) de S. aureus (ATCC 10832), E.
coli (ATCC 43895) e L. monocytogenes (ATCC 7644). Como controle também
serdo preparados hamburgueres com e sem adi¢ao de 6leo e ndo contaminados

experimentalmente.

5.7 Preparacao da solucao filmogénica para cobertura

A solucdo de quitosana sera preparada de acordo com a metodologia
proposta por Moradi et al. (2011) com pequenas modificacdes. Sera dissolvido 2
g de quitosana em 100 mL de solucdo de &cido acético glacial a 1%, agitando
overnight em temperatura ambiente (concentracao final de quitosana = 2% m/v).
Apés, serdo adicionados a solucédo 0,5 ml de glicerol/ g quitosana (1 % v/v) e
0,1% m/v de Tween 60 e colocados sob agitacédo por 30 min.

Na preparacdo da solucdo filmogénica com o Oleo essencial serédo
adicionados, em 100 mL da solucao, 1,5 g (1,5% m/v) do 6leo essencial de cravo,
orégano e/ou erva doce, 0,5 ml de glicerol/ g quitosana (1% v/v) e 0,1% m/v de
Tween 60. Posteriormente, a solugdo serd agitada com Ultraturrax em uma
velocidade de 27.000 rpm por 20 min em temperatura ambiente (concentracao

final do 6leo essencial = 1,5% m/v)

5.7.1 Aplicacéo das soluc¢des filmogénicas de quitosana adicionadas de

Oleos essencial na cobertura de hamburgueres

As amostras de hamburgueres serdo imersas nas respectivas solugcdes

filmogénicas por 1 min e, apds, serdo secas em ambiente estéril por 60 min,
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embaladas em PEBD (Polietileno de Baixa Densidade) e armazenadas em
temperatura de refrigeracao (7°C) até a retirada das amostras.

As coberturas serdo aplicadas na forma de cinco blocos com seis
tratamentos cada, conforme descrito a seguir. Os blocos onde houver
contaminacdo intencional serdo repetidos para cada micro-organismo
separadamente.

Bloco 1 - hamburgueres preparados de forma convencional com adi¢édo
de conservantes quimicos e sem contaminagdo intencional bacteriana, com
cobertura de quitosana (2% m/v), 6leo essencial (1, 5%); glicerol (1,0%) e tween
- 0,1%.

Bloco 2 - hamburgueres preparados de forma convencional com adigédo
de conservantes quimicos e com contaminagdo intencional bacteriana, com
cobertura de quitosana (2% m/v), 6leo essencial (1,5%); glicerol (1,0%) e tween
- 0,1%.

Bloco 3 - hamburgueres com reducédo de 50% da adicdo de conservantes
quimicos e sem contaminagdo intencional bacteriana, com cobertura de
quitosana (2% m/v), 6leo essencial (1,5%), glicerol (1,0%) e tween (0,1%).

Bloco 4 - hamburgueres com reducédo de 50% da adicdo de conservantes
quimicos e com contaminacao intencional bacteriana, com cobertura de
quitosana (2% m/v), 6leo essencial (1,5%), glicerol (1,0%) e tween (0,1%).

Bloco 5 - hamburgueres preparados de forma convencional sem adi¢ao
de conservantes quimicos e com contaminacdo intencional bacteriana, com
cobertura de quitosana (2% m/v), 6leo essencial (1,5%); glicerol (1,0%) e tween
(0,1%).

Bloco 6 — hambuargueres preparados sem adicdo de conservantes
quimicos e sem contaminac¢do intencional bacteriana.

Para cada bloco seréo aplicados os seguintes tratamentos:
a) Controle - Hamburguer sem cobertura;
b) Hamburguer com cobertura de quitosana,
c) Hamburguer com cobertura de quitosana e 6leo essencial de cravo-da-

india (1,5%);

d) Hamburguer com cobertura de quitosana e 6leo essencial de orégano

(1,5%);
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e) Hamburguer com cobertura de quitosana e 0leo essencial de erva-doce
(1,5%);

f) Hambuarguer com cobertura de quitosana e 6leo essencial de erva-doce
(0,5%), orégano (0,5%) e cravo-da-india (0,5%).

5.7.2 Avaliagcdo das solugdes filmogénicas de quitosana adicionadas de

Oleo essencial na cobertura de hamburgueres

Os produtos apoés elaborados de acordo com os tratamentos serao
armazenados por 7 dias a 7°C. A partir de cada um dos produtos serd retirada
uma amostra de 25 g em trés tempos, logo apés a elaboracédo do produto, trés
dias apods a elaboracdo do produtos e sete dias apdés a elaboracdo. Estas
amostras serdo submetidas a contagem bacteriana nos meios agar PCA (todas
as amostras), apos incubacéo a 37°C por 24/48h; agar Baird-Parker (amostras
contaminadas com S. aureus) apoés incubacdo a 37°C por 48h; agar EMB
(amostras contaminadas com E. coli) apos incubacado a 37°C por 24/48h e agar
Oxford ou Palcam (amostras contaminadas com L. monocytogenes) ap0s
incubacéo a 30°C por 24/48h.

5.8 Avaliacéo sensorial

A andlise sensorial tera como objetivo avaliar a aceitacdo do consumidor
em relacdo as caracteristicas gerais de hamburgueres com cobertura de
quitosana adicionada de 6leos essenciais de orégano, erva-doce e cravo-da-
india.

Os hamburgueres serdo produzidos conforme descrito no item 5.5.1, os
quais serao elaborados com e sem as coberturas de quitosana adicionadas de
Oleos essenciais de orégano, erva-doce e cravo-da-india. Neste caso, todas as
amostras estardo sem a contaminacdo intencional. Os hamburgueres serdo
microbiologicamente analisados antes da avaliagao sensorial conforme a RDC
n° 12 de 2 de janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

Para a analise sensorial sera utilizado o método afetivo de preferéncia,
segundo norma da ABNT — NBR 13170 (1994) e de aceitacao, segundo norma
ABNT — NBR 14141 (1998). A equipe de avaliadores sera composta de, no
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minimo, 60 pessoas, considerada uma amostra satisfatoria segundo Meilgaard
et al. (1999). A equipe sensorial ser& composta por avaliadores ndo treinados
com faixa etaria entre 18 e 75 anos de idade, os quais assinardo um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Ser& aplicada a ficha hedbnica de
nove pontos (Anexo A) e a ficha de intencdo de compra (Anexo B). A analise
serd realizada no Laboratério de Analise Sensorial do Centro de Ciéncias
Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos — UFPel, equipada com area de apoio
para preparo das amostras e cabines individuais para os avaliadores. As
amostras serdo porcionadas em tamanhos iguais, assadas, codificadas e
distribuidas aos provadores.

A anélise sensorial seréa realizada ap6s aprovacio do Comité de Etica em

Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Pelotas.

5.9 Andlise estatistica

Os resultados serdo avaliados estatisticamente através de Andlise de
Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey (p < 0,05), utilizando-se o
programa Statistica 7.0 (StatSoft, Inc.). As contagens bacteriana terdao seus
valores logaritmizados antes da andlise estatistica.
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6 Resultados e impactos esperados

Com este estudo espera-se que as coberturas com os 6leos essenciais
de orégano, erva-doce e cravo-da-india apresentem efeito antimicrobiano, e que
estes resultados sejam base para que os 6leos essenciais possam atuar como
conservantes naturais em alimentos como, por exemplo, em produtos carneos,

na adicdo e/ou substituicdo de conservantes quimicos comumente utilizados.
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7 Cronograma de atividades

As atividades seréo realizadas de acordo com o exposto na tabela 1.

Tabela 1. Cronograma de atividades

Atividades 2016 2017 2018

2°S JIF M/A M/J JIA | S/O N/D 1°S

Revisdo X X X X X X X X

bibliogréafica

Aquisicao das X

amostras

Extracdo do Oleo X

essencial

Avaliacéo da X X
atividade

antimicrobiana

Elaboracéo e X
aplicacao da

cobertura

Armazenamento e X
avaliacao

microbiolégica

Andlise estatistica X
Elaboragéo do X
artigo

Defesa da X

dissertacao




8 Orcamento

O orcamento sera realizado conforme exposto na tabela 2.

Tabela 2. Orcamento do projeto

66

Descricao Quantidade Valor
Total
(R$)
Cloreto de Sédio (NaCl) 500 g 8,20
Agar Triptona de Soja (TSA) 500 g 207,70
Extrato de Levedura (YE) 500 g 173,25
Infusdo Cérebro e Coracéao (BHI) 500 g 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 5 21,00
Microtubo 1,5 mL pacote com 1000 unidades 2 Pacotes 62,00
Ponteira amarela 1-200 uL pacote com 1000 2 Pacotes 22,00
unidades
Ponteira azul 100-1000 uL pacote com 1000 2 Pacotes 48,00
unidades
Tubos de ensaio grandes de vidro com rosca 50 Unidades 141,67
e tampa (abertura larga na tampa)
Placa de Petri Estéreis. Descartaveis. 44 Pacotes 199,47
90x15mm Pacote com 10 unidades
Copo Béquer - Graduado com bico — em 2 Unidades 57,33
vidro volume de 2000ml|
Microplaca com 96 po¢os com tampa 30 Unidades 126,50
Quitosana (50-190 kda) 50¢ 636,00

TOTAL

2134,47
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Anexo A — Ficha Hedbnica

NOME: DATA: / /

FAIXA ETARIA: 18 a 30 anos.____ 30 a 45 anos__
45a60anos;_ 60a75anos:  maioresde 75anos__
SEXO:

Vocé esta recebendo uma amostras de hamburguer com aplicacdo de uma
cobertura adicionada com Oleos essenciais de erva-doce, cravo-da-india e
orégano. Avalie globalmente, segundo o grau de gostar ou desgostar, utilizando
a escala abaixo.

( ) Gostei extremamente

( ) Gostei moderadamente

( ) Gostei regularmente

( ) Gostei ligeiramente

( ) Nao gostei, nem desgostei
( ) Desgostei ligeiramente

( ) Desgostei regularmente

( ) Desgostei moderadamente

( ) Desgostei extremamente

Comentarios:
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Anexo B — Ficha de Intencdo de Compra

NOME: DATA: / /
FAIXA ETARIA: 18 a 30 anos: 30 a 45 anos:
45 a 60 anos: 60 a 75 anos: maiores de 75 anos

SEXO:

Vocé estd recebendo uma amostra de hambuarguer com aplicagdo de uma
cobertura adicionada com 0leos essenciais de orégano, erva-doce, cravo-da-

india. Avalie segundo a sua intencdo de compra, utilizando a escala abaixo.
( ) Decididamente eu compraria

( ) Provavelmente eu compraria

( ) Talvez sim/ Talvez néao

( ) Compraria ocasionalmente

( ) Provavelmente eu ndo compraria

( ) Decididamente eu ndo compraria

( ) Compraria somente se fosse for¢cado

Comentarios:
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6 Relatorio do Trabalho de Campo

Na Dissertacao procurou-se seguir a proposta apresentada no Projeto de
Pesquisa, porém algumas alteracfes necessarias foram realizadas em funcéo
de limitacbes e para que o experimento pudesse ser executado em tempo habil
com éxito.

A avaliacdo do efeito antimicrobiano dos 6leos essenciais ndo foi
realizada por meio do método de difusdo em disco, conforme descrito no Projeto
de Pesquisa, em funcéo do volume proposto para adicdo (10 uL) nos discos de
papel se dispersar pelo meio de cultura, impossibilitando a medi¢ao posterior do
halo de inibic&o.

Foi incorporado somente o 6leo essencial de cravo-da-india ha cobertura
comestivel a base de quitosana, pois foi o 6leo essencial que apresentou in vitro

maior efeito antimicrobiano frente aos micro-organismos testados.
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Resumo

A induastria alimenticia busca por estratégias que previnam o0 crescimento
microbiano a fim de garantir a seguranca e a vida Util dos alimentos. No entanto,
a utilizacdo de conservantes quimicos sintéticos em produtos carneos implica
em riscos a saude humana quando séo consumidos em excesso. Nesse sentido,
0s 6leos essenciais sdo0 compostos naturais amplamente conhecidos por suas
propriedades antimicrobianas e capacidade de interacdo com coberturas
comestiveis, tornando-se uma alternativa natural com potencial para substitui-
los. Neste trabalho, objetivou-se testar a capacidade conservante de coberturas
bioativas a base de quitosana incorporadas de 6leo essencial em hamburgueres,
como embalagem ativa no controle do desenvolvimento de micro-organismos
relevantes em alimentos. A acdo antimicrobiana dos Oleos essenciais foi
avaliada por difusdo em meio sélido (agar), dispersdo em meio liquido (caldo),
volatilizagdo (micro-atmosfera) e in situ (hamburguer). Observou-se que o 6leo
essencial de cravo-da-india apresentou forte atividade antimicrobiana, tendo
efeito bactericida em meio sélido e liquido frente Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, enquanto o Oleo essencial de erva-doce e orégano
exibiram por volatilizagdo. O 0leo essencial de cravo-da-india foi aplicado como
componente ativo em coberturas a base de quitosana em hambuargueres, as
quais se mostraram capazes de promover o controle da proliferacdo microbiana
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de Coliformes Totais, Coliformes a 45°C e Staphylococcus coagulase positiva ao
longo de 7 dias de armazenamento sob refrigeracdo. Os hamburgueres foram
avaliados por analise sensorial com os testes de aceitacdo e intencéo de compra,
demonstrando resultados satisfatérios para cor, odor e textura.

Palavras-chave: 06leo essencial; atividade antimicrobiana; bioconservante;

hamburguer.

1. Introducéo

A industria emprega diferentes métodos de conservagdo durante a
producédo e comercializacdo dos produtos de origem animal, a fim de retardar ou
prevenir as alteracbes microbiolégicas, quimicas ou fisicas, que os tornam
improprios para o consumo (Macwan, Dabhi, Aparnathi, & Prajapati, 2016). No
entanto, hd o crescente aparecimento de micro-organismos patogénicos
resistentes e tolerantes aos principais antimicrobianos ja utilizados (Rai et al.,
2017).

Aliado a esse fato, a adicdo de conservantes quimicos sintéticos nos
alimentos confronta com a gradativa demanda dos consumidores na busca por
produtos de origem natural, em vista de uma alimentacdo saudavel (Calo,
Crandall, O’Bryan, & Ricke, 2015), uma vez que que tais conservantes podem
ocasionar problemas a saude humana quando consumidos em excesso pela
producdo de compostos toxicos e potencial carcinogénico (Sindelar & Milkowski,
2011; OMS, 2015).

Nesse contexto, dentre as alternativas com potencial para substituir
parcialmente ou completamente 0s conservantes quimicos sintéticos, ha os
compostos oriundos do metabolismo secundario de plantas aroméaticas (Burt,
2004), nomeados como Oleos essenciais, 0s quais tém sido amplamente
estudados, em consequéncia da sua comprovada propriedade antimicrobiana
(Santos, Carvalho Filho, & Guimardes, 2011; Hussein, Abaas, & Ali, 2011,
Amariei et al., 2018).

A viabilidade da sua aplicagdo como antimicrobianos se da em virtude da
sua composi¢ao quimica, pois as plantas desencadeiam mecanismos naturais

de defesa frente a variagdes climaticas, ataques de micro-organismos e animais
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superiores, sintetizando moléculas biologicamente ativas como terpenos e
compostos fendlicos (Burt, 2004).

Dentre as plantas j& utilizadas para obtencdo de Oleo essencial
encontram-se a erva-doce (Pimpinella anisum L.), o cravo-da-india (Syzygium
aromaticum L.) e o orégano (Origanum vulgare L.), que j& demonstraram em
estudos anteriores agdo antimicrobiana frente patdogenos de origem alimentar
(Ghabraie, Vu, Tata, Salmieri, & Lacroix, 2016; Hosseini, Rezaei, Zandi, &
Farahmandghavi, 2015; Scopel et al., 2014), porém, pode haver uma indesejavel
interferéncia sensorial do 6leo essencial pela aplicacdo direta no alimento
diminuindo a aceitagc&o do produto pelo consumidor (Dannenberg, Funck, Mattei,
da Silva, & Fiorentini, 2016).

Todavia, esse problema pode ser reduzido com a aplicacdo do oleo
essencial em coberturas comestiveis, evitando a incorporacdo direta no
alimento, e, assim, concentrando sua a¢do na superficie do mesmo, onde a
contaminagcdo microbiana é mais intensa (Appendini & Hotchkiss, 2002; Coma,
2008). Dentre as opcbes para as coberturas, encontra-se a quitosana, um
polissacarideo derivado da quitina, que é um componente sintetizado por uma
diversidade de organismos vivos (Kurita, 2006). A quitosana é empregada na
elaboracao de coberturas como um produto natural, atdxico e com capacidade
de formar filmes com propriedades antimicrobianas (Gomez-Estaca, Lopez de
Lacey, Lopez-Caballero, Gomez-Guillén, & Montero, 2010).

Dado o contexto exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito
de coberturas comestiveis a base de quitosana incorporadas de 6leos essenciais
sobre as caracteristicas microbioldgicas e sensoriais em hamburgueres de carne

bovina.
2. Materiais e Métodos
2.1 Material vegetal
As amostras de folhas secas de erva-doce e orégano foram adquiridas do
distribuidor comercial Luar Sul® - IndUstria € Comércio de Produtos Alimenticios

Ltda., da cidade de Santa Cruz do Sul/RS, Brasil, latitude 29°41°303” e longitude
52°26’175”, botanicamente identificadas como Pimpinella anisum L. e Origanum



82

vulgare L., respectivamente. As amostras de botbes florais secos de cravo-da-
india (Syzygium aromaticum L.) foram adquiridas no comércio local da cidade de
Pelotas — RS, latitude 31°46°'325” e longitude 52°20'199”. Todas as amostras

estavam acondicionadas em sacos plasticos até sua utilizacao.

2.2 Extracao do Oleo essencial

As amostras dos botdes florais secos de cravo-da-india foram moidas em
moinho de facas (Marconi) e, posteriormente, o 6leo essencial de cada amostra
foi extraido pelo método de hidrodestilacdo descrito pela Farmacopeia Brasileira
(Brasil, 2010). Foram inseridos, separadamente, 300 gramas de erva-doce,
orégano e cravo-da-india, em baldo de vidro com 1000 mL de agua destilada, o
qual foi acoplado ao equipamento Clevenger e submetido ao aquecimento até a
ebulicdo (100°C) em manta aquecedora durante 4 horas. Apds sua obtencédo, o
Oleo essencial obtido foi transferido para um frasco de vidro ambar, cada, e

armazenado sob congelamento (-18°C) até a realizacdo das analises.

2.3 Composicdo quimica do Oleo essencial de erva-doce, cravo-da-india e

orégano

A determinacao da composicao do 6leo essencial de erva-doce, cravo-da-
india e orégano foi realizada em cromatografo gasoso acoplado ao detector de
massas (GC/MS — QP2010 - Shimadzu®), equipado com uma coluna capilar
RTX-5MS (Restek®) (30 m x 0,25 mm x 0,25 pym) nas seguintes condi¢des
cromatograficas: transportador de gas de Hélio obtido por fragmentos de impacto
de elétrons (IE) a uma poténcia de 70 eV de 1,2 mL/min, 1:50 fluxo dividido e o
volume de amostra injetada de 1 pyL. A temperatura do forno foi programada
partindo de 40°C com uma rampa de aquecimento entre 10°C a 280°C/min,
mantendo-se estavel a essa temperatura durante 10 min. Subsequentemente, a
temperatura foi aumentada a uma taxa de 10°C a 300°C/min. durante um tempo
total de 41 min. com uma temperatura de injetor de 250°C e temperatura de
interface de 300°C. Os compostos presentes no 6leo foram identificados com

base na comparacao dos indices de retencéo e espectro de massa destes com
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os padrdes presentes na biblioteca NIST EP/EPA/MIH (NIST 05) do aparelho e

as percentagens relativas da area de cada pico sobre a area total.

2.4 Atividade antimicrobiana

2.4.1 Micro-organismos

Foram utilizados dois micro-organismos, sendo uma bactéria Gram-
positiva: Staphylococcus aureus (ATCC 10832), e uma Gram-negativa:
Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43895).

As bactérias utilizadas no experimento foram mantidas sob congelamento
em caldo Brain Heart Infusion (BHI) e glicerol (propano-1,2,3-triol) na proporgao
3:1 (v/v). Para realizar a reativacdo, uma al¢cada dessas bactérias foi transferida
para caldo Soja Tripticaseina (TSB) e incubada em estufa durante 24h a 37°C.
Apds, uma alcada desse crescimento foi estriada em placas de Petri (90 x 15
mm) com meios seletivos, sendo agar Eosina Azul de Metileno (EMB) para E.
coli e agar Baird Parker para S. aureus, e incubadas a 37°C durante 24h para o

isolamento das colbnias.

2.4.2 Difusdo em pocos

A analise de difusdo em pocos foi realizada de acordo com protocolo
proposto pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI,
2015) com pequenas modificacdes.

Inicialmente, do crescimento bacteriano nas placas de Petri, as culturas
bacterianas foram suspensas em solucdo salina (NaCl 0,85%), obtendo a
concentragéo de 1,5 x 108 UFC/mL (0,5 McFarland). Na técnica, foram feitos trés
pequenos pocos equidistantes (didametro 5 mm) com cilindro estéril de aluminio
no centro das placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton (MH). A suspensao
celular foi inoculada na superficie do agar com o auxilio de swabs estéreis e 10
ML do d6leo essencial foram adicionados em cada poc¢o, como controle negativo
foram utilizados 10 yL de agua destilada estéril. As placas foram incubadas a
37°C e as leituras realizadas apos 24h de incubacdo, em que analisou-se a

existéncia de halos de inibicdo, quantificando os existentes com régua. Halos
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com diametros iguais ou superiores a 7 mm foram considerados indicativos de

sensibilidade bacteriana ao 6leo (Arora & Kaur, 1999).

2.4.3 Concentracao Inibitoria Minima

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi realizada através do teste de
microdiluicdo em placa, de acordo com o método descrito por Cabral et al. (2009)
com pequenas modificacdes.

Para isto foram utilizadas placas de microtitulacdo de 96 pocgos, em que
foram acrescentados em cada poco 100 uL de caldo BHI com Tween 80 a 1%,
100 pL de indculo (80 pL de caldo BHI e 20 pL solucédo salina com crescimento
bacteriano) e 6leo essencial em cinco diferentes concentracdes de 6leo: puro
(100 uL de d6leo essencial puro); 1:5 (20 pyL de 6leo essencial e 80 pL de caldo
BHI); 1:10 (10 pL de 6leo essencial e 90 yL de caldo BHI); 1:100 (1 yL de éleo
essencial e 99 pL de caldo BHI) e 1:1000 (0,1 pyL de 6leo essencial e 99,9 uL de
caldo BHI). Como controle negativo foi utilizado apenas o meio de cultura e para
o controle positivo foi utilizado o meio de cultura acrescido do indculo bacteriano.
ApOGs o preparo da amostra, as placas de microtitulagdo foram avaliadas em
espectrofotometro (Biochrom EZ Read 400) a 620 nm. Em seguida, procedeu-
se aincubacéo a 37°C por 24h e, apés o periodo de incubacao, foi realizada uma
nova leitura em espectrofotdbmetro. A CIM foi considerada como a menor

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

2.4.4 Concentracao Bactericida Minima

A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi realizada de acordo com o
meétodo descrito por Cabral et al. (2009) com pequenas modificacdes.

Para detectar a CBM foram inoculadas em placas de Petri contendo agar
BHI aliquotas de 15 uL de cada pogo onde houve inibi¢do no teste da CIM, sendo
incubadas a 37°C durante 24h. Apos o periodo de incubacao, foi verificado em
quais concentracbes o0 6leo essencial teve acdo bactericida, indicado pela

auséncia do crescimento de coldnias na superficie do meio de cultura.
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2.4.5 Atividade antimicrobiana em microatmosfera

A atividade antimicrobiana em microatmosfera foi avaliada pela técnica
proposta por Ghabraie et al. (2016) com pequenas modificacdes.

Aliquotas de 0,1 mL de suspensdes celulares (108 UFC/mL) das bactérias
foram inoculadas na superficie de placas de Petri com &gar BHI. Na tampa de
cada placa foram posicionados discos de papel filtro estéreis (15 mm) nos quais
foram adicionados diferentes volumes do 6leo essencial (100 pL, 50 uL, 25 pL e
12,5 L), as quais foram imediatamente fechadas e incubadas de modo invertido
(tampa para baixo) a 37°C por 24h. A acao antimicrobiana foi expressa pelo
percentual de reducdo na contagem celular (UFC) dos tratamentos com o 6leo
essencial comparados com um controle contendo agua destilada estéril. Todos

os testes foram realizados em triplicata, com trés repeticfes para cada bactéria.

2.5 Elaboracédo da cobertura de quitosana

As solucbes de quitosana foi preparada de acordo com a metodologia
proposta por Moradi, Tajik, Razavi Rohani, & Oromiehie (2011) com pequenas
modificagdes.

A solucdo de revestimento foi elaborada a partir da dissolucdo de 2
gramas de quitosana (2% m/v - Polymar Ciéncia e Nutricdo S/A) em &cido acético
glacial a 1% (v/v) com posterior agitacdo overnight em agitador magnético em
temperatura ambiente. Apés, adicionou-se a solugdo 0,5 mL de glicerol (1% v/v)
e 0,1% (m/v) de Tween 80, a qual foi colocada sob agitacdo em Ultra Turrax

(27.000 rpm/30 minutos) em temperatura ambiente.

2.5.1 Elaboracéo da cobertura de quitosana incorporada com o6leo essencial

Em 100 mL da solucdo de quitosana foram adicionados 1g de Oleo
essencial (1% m/v), 0,5 mL de glicerol (1% v/v) e 0,1% (m/v) de Tween 80, a qual
foi colocada sob agitacdo em Ultra Turrax (27.000 rpm / 30 minutos) em

temperatura ambiente.
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2.6 Elaboracdo dos hamburgueres

Os hamburgueres, utilizados como matriz alimentar, foram preparados
seguindo as recomendacdes de Terra (2005) com pequenas modificacfes. A
formulacéo padrdo empregada nos tratamentos constou de 73% de carne bovina
magra, 7% de gordura suina, 20% de proteina de soja e 1,5% de sal.

Inicialmente, a carne bovina refrigerada e a gordura suina obtidas
comercialmente foram fatiadas e, em seguida, com a adicéo do sal e da gordura
suina aos pedacos de carne, moidas em moedor de carne (Bermar Industria e
Comércio®) com disco de 6 mm. Apds o processo, adicionou-se a proteina de
soja hidratada a massa carnea e, ao final do preparo, os hamburgueres foram
modelados individualmente com filmes plasticos (Policloreto de vinila— PVC) em
placas de Petri (60 x 15 mm).

A seguir, as amostras de hambdrgueres foram revestidas com as
respectivas coberturas de quitosana e posicionadas em ambiente estéril sob
refrigeracéo (4°C) por 7 dias, analisando nos tempos 2, 5 e 7 dias. Na tabela 1

podem ser visualizadas as formulacdes utilizadas neste estudo.

Tabela 1. FormulagBes dos produtos carneos analogos a hamburgueres.

Tratamento Ingredientes
Tratamento 1 FPPC*
Tratamento 2 FPPC* + Cobertura de quitosana
Tratamento 3 FPPC* + Cobertura de quitosana

incorporada com 0leo essencial

Tratamento 4 FPPC* + Cobertura de quitosana
incorporada com 6leo essencial +
Nitrito de Sodio 50%

Tratamento 5 FPPC* + Nitrito de Sé6dio 100%

*FPPC — Formulagdo padréo do produto carneo: carne, gordura suina, proteina de soja e sal.
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2.7 Atividade antimicrobiana in situ

As andlises foram realizadas de acordo com os procedimentos propostos
pela American Public Health Association (APHA) (Downes & Ito, 2001) com

modificacdes.

2.7.1 Coliformes Totais e Coliformes a 45°C (Termotolerantes)

Para a enumeracéao de Coliformes a 45°C foi utilizada a técnica do Numero
Mais Provavel (NMP). Inicialmente, foram pesadas assepticamente 25 g da
amostra de cada tratamento e diluidas em 225 mL de solucdo salina estéril, a
fim de se obter a diluicdo inicial 102, a partir da qual foram obtidas as demais
diluicdes decimais até 1073,

Em seguida, de cada uma das diluicdes foram transferidas aliquotas de 1
mL para trés séries de tubos de ensaio contendo 9 mL de caldo Lauril Sulfato de
Sadio (LST) com tubos de Durhan invertidos e incubacdo a 35°C por 48h. Os
tubos que apresentaram formacdo de gas no caldo LST foram considerados
positivos no teste presuntivo.

Em uma segunda etapa, com o auxilio da al¢ca niquel-cromo, foram
retiradas aliquotas dos tubos positivos e transferidas para tubos contendo caldo
Verde Brilhante Bile 2% (VB), com incubag¢do a 35°C por 24h, e caldo E. coli
(EC), com incubacao a 45,5°C em banho-maria por 24h, ambos contendo tubos
de Durhan invertidos. Os tubos que apresentaram formacdo de gas nos tubos
com caldo VB foram considerados positivos para coliformes totais e os tubos
com formacéo de gas em caldo EC foram considerados positivos para Coliformes

a 45°C (Termotolerantes). Os resultados foram expressos em NMP.g™.

2.7.2 Staphylococcus coagulase positiva

Foram inoculados 0,1 mL de cada diluicAo seriada pela técnica de
semeadura em superficie em agar Baird Parker (BP) e em duplicata, em seguida,
as placas foram incubadas a 36°C por 24 - 48h. As colbnias foram enumeradas
e, N0 minimo, cinco coldnias que apresentaram morfologia tipica e cinco atipica

foram selecionas para realizacéo de teste de producao de coagulase livre.
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2.8 Analise sensorial

Os hamburgueres com aplicacdo da cobertura incorporada com 0leo
essencial foram elaborados, com a formulacao ja citada anteriormente, 24 horas
antes da realizacdo da analise sensorial, a qual foi realizada no Laboratério de
Andlise Sensorial do Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de
Alimentos da Universidade Federal de Pelotas. Participaram da andlise sensorial
uma equipe nao treinada de 52 avaliadores, de ambos os géneros, constituidos
por estudantes e funcionarios da Universidade Federal de Pelotas.

Em todos os testes, as amostras foram apresentadas grelhadas em pratos
de porcelana acompanhadas de um copo com agua. O teste foi realizado em
cabines individuais, com luz branca, isentas de ruidos e odores, em horario
distante das principais refeices, e além da ficha de analise sensorial (Apéndice
A) os avaliadores também receberam o termo de consentimento livre e
esclarecido (Apéndice B).

Foi verificada a aceitacdo do produto e sua intencdo de compra
(Apéndice A), com escala hedbnica de 9 pontos (gostei muitissimo a desgostei
muitissimo) e de 7 pontos (certamente compraria a certamente nao compraria),
respectivamente (Meilgaard, Civile, & Carr, 2006). Os resultados foram avaliados
por frequéncia (%) de respostas. Para o teste de aceitacdo foram considerados
0s parametros cor, odor, textura, sabor e impressao global, sendo este ultimo
utilizado para calcular o indice de Aceitabilidade (IA), adotando a seguinte

expressao matematica:

IA = (A*100) / B

Onde:
IA = indice de aceitabilidade
A = média dos resultados

B = nota mais alta obtida na escala hedbnica
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2.9 Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados da atividade antimicrobiana foi
realizada través de uma analise de variancia (ANOVA main effects analysis)
utilizando o software STATISTICA (StatSoft — versao 7.0). Foi aplicado o teste
de Fisher para detectar diferenga minima significativa - teste LSD (p<0,05). As

contagens microbianas foram logaritmizadas antes da anélise estatistica.

3. Resultados e discussao

3.1 Rendimento de extracao

O rendimento da extracdo do Oleo essencial de erva-doce foi de 2,5%,
apos o processo de hidrodestilacdo. Este resultado foi semelhante ao
rendimento de 2,3% obtido por Khalil, Ashour, Fikry, Singab & Salama (2018),
utiizando o mesmo método de extracdo. No entanto, cabe ressaltar que tal
resultado foi superior ao rendimento de 1,29% observado por Radaelli et al.
(2016) e ao estudo de Pino, Sdnchez, Rojas, Abreu, & Correa (2012), em que o
rendimento foi de 0,8%.

Para o 6leo essencial de cravo-da-india o rendimento (1%) foi inferior aos
encontrados na literatura, que variam de 1,87% e 4,33% (Silvestri et al., 2010;
Saeed & Shahwar, 2015; Stanojevi¢, Stanojevi¢, Cvetkovi¢, & Ili¢, 2016; Barros
Gomes et al., 2018). Possivelmente, essa diversidade entre os valores possa ser
atribuida as diferencas de solo, época de colheita, clima e umidade relativa do
ar (Burt, 2004).

Quando se compara o rendimento do 6leo essencial de orégano (0,97%),
obtido neste trabalho, com o atingido por Borges, Pereira, Cardoso, Alves, &
Lucena (2012), que determinaram o valor de 0,77%, verifica-se que o rendimento
encontrado foi inferior ao presente estudo. Possivelmente, os 6leos essenciais
apresentem distintos rendimentos devido aos diferentes estagios do ciclo
vegetativo da planta, como o observado por Béjaoui, Chaabane, Jemli, Boulila,
& Boussaid (2013), os quais notaram que existe uma varia¢do no rendimento do

6leo de orégano neste periodo entre 0,2% e 1,7%.
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Assim, os resultados obtidos mostram a relevancia da informacéao do local
de colheita, espécie da planta, além do modelo e tempo de extracdo para
obtencao do teor de 6leo essencial.

3.2 Caracterizacdo quimica do 6leo essencial de erva-doce, cravo-da-india e

orégano

A Figura 1 apresenta o cromatograma do 0leo essencial de erva-doce. A
identificacdo dos principais compostos presentes no 06leo, determinada por

CG/MS, pode ser observada na Tabela 2.
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Figura 1. Cromatografia do éleo essencial de erva-doce. Picos dos padrdes: 1) Estragol; 2)
Anetol; 3) Humuleno; 4) Acetato de isoeugenol.

Na figura 2 € possivel visualizar o cromatograma do 6leo essencial de
cravo-da-india. A analise cromatografica do 6leo essencial identificou trés
compostos, sendo o componente majoritario o eugenol com 56,06% (Pico 2),
seguido pelo cariofileno com 39,63% (Pico 1) e pelo a-cariofileno com 4,31%

(Pico 3), conforme demonstrado na Tabela 2.
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Figura 2. Cromatograma do 6leo essencial de cravo-da-india. Picos dos padrdes: 1) Eugenol; 2)
Cariofileno; 3) a-cariofileno.

O cromatograma do 6leo essencial de orégano pode ser visualizado na
Figura 3. Por meio deste estudo foram detectados dezesseis componentes,
dentre eles o 4-terpineol (22,71% - Pico 10), o y-terpineno (13,63% - Pico 5) e 0

timol (11,35% - Pico 14) foram os majoritarios (Tabela 2).
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Figura 3. Cromatograma do 6leo essencial de orégano. Picos dos padrfes: 1) Sabineno; 2) 2-
Careneno; 3) 0-Cymol; 4) B-felandreno; 5) y-terpineno; 6) Cis-B-terpineol; 7) a-terpinoleno; 8) 2-
metil-5-(1-metiletil)-Biciclo[3.1.0]hex-2-eno; 9) 1-metil-4-(1-metilletil) Ciclohexano-1,4-dieno; 10)
4-terpineol; 11) a-terpineol; 12) Metil éter timol; 13) Bergamol; 14) Timol; 15) Cariofileno; 16) y-

elemeno.
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Tabela 2. Componentes do Oleo essencial de erva-doce, cravo-da-india e

orégano identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de

massas.
Pico Composto* Tempo de retencdo  Quantidade relativa
(min) em area de
espectro (%)
Ervadoce
1 Estragol 13,872 1,70
2 Anetol 16,512 95,88
3 Humuleno 21,338 1,08
4 Acetato de isoeugenol 29,451 1,34
Cravo-da-india
1 Cariofileno 18,498 39,63
2 Eugenol 20,038 56,06
3 a-cariofileno 20,819 4,31
Orégano
1 Sabineno 7,511 3,00
2 2-Careneno 8,691 7,22
3 0-Cymol 8,906 1,43
4 B-felandreno 9,029 2,79
5 y-terpineno 9,905 13,63
6 Cis-B-terpineol 10,128 2,26
7 a-terpinoleno 10,732 2,61
8 2-metil-5-(1-metiletil)- 11,047 9,93
Biciclo [3.1.0] hex-2-eno
9 1-metil-4-(1-metilletil) 11,689 1,83
Ciclohexano-1,4-dieno
10 4-terpineol 13,363 22,71
11 a-terpineol 13,710 5,00
12 Metil éter timol 15,171 1,85
13 Bergamol 15,482 7,21
14 Timol 16,599 11,35
15 Cariofileno 19,897 4,20
16 y-elemeno 21,828 2,99

*Padrdes presentes na biblioteca NIST EP/EPA/MIH (NIST 05).

Apesar da composic¢ao quimica dos Oleos essenciais ser influenciada por

condicOes climaticas, localizacdo geografica da planta, caracteristicas do solo de

cultivo e época de colheita (Gobbo-neto & Lopes, 2007), os resultados
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encontrados neste estudo foram semelhantes aos ja relatados na literatura
consultada, havendo concordéancia com alguns grupos de compostos.

Na identificacdo dos compostos do Oleo essencial de erva-doce,
determinada por CG/MS, foram encontrados quatro componentes: anetol,
estragol, acetato de isoeugenol e humuleno, sendo majoritario o primeiro
composto com 95,88% (Tabela 2). Samojlik et al. (2016) ao avaliarem a
composicao quimica do 6leo essencial das sementes de erva-doce verificaram
como componente majoritdrio o trans-anetol (87,96%), seguido por y-
himacaleno, (3,17%), cis-isoeugenol (2,21%) e linalol (1,78%). No estudo de
Radaelli et al. (2016) o Oleo essencial, também derivado das sementes de erva-
doce, continha 95,59% de anetol, assim como o estudo de Tepe et al. (2006), os
quais identificaram vinte e um componentes no 6leo, tendo como principais o
anetol com 82,8% e o estragol com 14,5%.

Ainda na Tabela 2, é possivel verificar os constituintes do 6leo essencial
de cravo-da-india, em que consta como composto majoritario o eugenol
(56,06%), corroborando com os resultados de outros autores (Sienkiewicz et al.,
2017; Zhang et al., 2017; Saeed & Shahwar, 2015; Oliveira et al. 2013). Os
autores Barros Gomes et al. (2018), por meio da cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas, identificaram cinco constituintes do 6leo essencial
e constataram o eugenol com 52,53% e o cariofileno com 37,25% como 0s
componentes majoritarios.

Resultados semelhantes foram encontrados por Pradebon Brondani,
Alves da Silva Neto, Antonio Freitag, & Guerra Lund (2018) ao analisarem o 6leo
essencial de orégano provenientes da mesma espécie e localizacdo avaliada
neste estudo. Foi identificado o 4-terpineol (41,17%) como composto majoritario
e concentragdes de 21,95% de timol, 5,91% de y-terpineno e 4,71% de carvacrol.
Concentragdes de y-terpineno (30,5%), carvacrol (15,7%) e 4-terpineol (13%)
foram indicadas por Couto et al. (2015) do 6leo essencial extraido de folhas de
orégano. Os autores Hashemi & Khaneghah (2017) destacaram o timol (28,1%)
como composto predominante, seguido por 4-terpineol (10,2%) e a-terpineno
(7,5%).
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3.3 Atividade antimicrobiana

3.3.1 Difusédo em pocos

No método de difusdo em pocos nao foram detectados halos de inibicao
dos Oleos essenciais de erva-doce e orégano, entretanto, verificou-se a
sensibilidade das bactérias E. coli e S. aureus frente ao 6leo essencial de cravo-
da-india, devido a formacao de halos de inibicdo (Tabela 3). A auséncia de
inibicdo dos Oleos essenciais de erva-doce e orégano pode estar associada a
baixa presenca de compostos antimicrobianos nestes Oleos, fato que esta
associado as condi¢cBes de clima, solo e cultivo que estas espécies vegetais

foram submetidas.

Tabela 3. Halos de inibicdo obtidos pelo método de difusdo em pogos por
aplicacdo do 6leo essencial de erva-doce, cravo-da-india e orégano frente as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Bactérias Halos de inibicdo (mm)*

OEE OEC OEO
Escherichia coli ND 12 ND
Staphylococcus aureus ND 16 ND

*Média das triplicatas; ND = N&o detectado; OEE = Oleo essencial de erva-doce; OEC = Oleo
essencial de cravo-da-india; OEO = Oleo essencial de orégano.

Ao utilizar a classificagdo proposta por Arora & Kaur (1999) para avaliar a
atividade antimicrobiana de substancias, baseado no tamanho do halo de
inibicdo presente, considera-se como ativos os halos iguais ou superiores a 7
mm de didmetro. De acordo com esses critérios, o 6leo essencial de cravo-da-
india testado neste estudo pode ser considerado ativo frente todas as bactérias
avaliadas.

Apesar da variagdo no tamanho do halo de inibigdo, quando se comparam
distintos estudos, decorrente das variagbes nas caracteristicas e composicao
dos oleos essenciais associadas aos fatores externos, pode-se verificar que os
halos de inibicdo formados pelo 6leo essencial e cravo-da-india, no presente

trabalho, foram similares aos relatados por outros pesquisadores.
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Quando analisada a inibicdo do 6leo essencial de cravo-da-india para E.
coli, foi formado halo de 12 mm, resultado similar aos 11 mm encontrado por
Santos et al. (2011), os quais ainda verificaram halos de 15,7 mm frente a S.
aureus. Os autores Pereira et al. (2008) também detectaram a acédo
antimicrobiana do 6leo em diferentes concentracdes, pelo método de difusdo em
pocos, os halos apresentaram variacao entre 8 mm e 12 mm para E. coli, e 10
mm a 15 mm para S. aureus.

Pelos dados descritos na Tabela 3, pode-se verificar que o 6leo essencial
de cravo-da-india apresentou halo de inibicdo de 16 mm para S. aureus. No
trabalho de Ghabraie et al. (2016), os autores n&do detectaram acao
antimicrobiana do 6leo essencial de cravo-da-india frente a E. coli, no entanto,
apontam halos de inibicdo de 19,9 mm para S. aureus.

Em relacdo a técnica de avaliacdo da atividade antimicrobiana, na
literatura existem outros estudos em que € possivel observar a formacédo de
halos do 6leo essencial de cravo-da-india pela técnica de difusdo em disco frente
a E. coli e S. aureus (Sienkiewicz et al., 2017; Vasile et al., 2017; Oliveira et al.,
2013; Trajano, Lima, Souza, & Travassos, 2009).

A acdo antimicrobiana do 6leo essencial de cravo-da-india pode ser
atribuida ao seu componente majoritario eugenol (56,06%) (Tabela 2).
Considera-se que 0 mecanismo de atuacdo deste composto ocorra em virtude
da desnaturacdo da membrana plasmatica, 0 que promove o aumento da sua
permeabilidade. Consequentemente, ocorre 0 extravasamento de ions e a perda
de outros componentes celulares, resultando na morte celular (Devi et al., 2010).

Ainda, é possivel que o efeito antimicrobiano do 6leo esteja relacionado
com a sua natureza hidrofébica, pois permite uma interacdo entre o 6leo
essencial e os fosfolipideos da membrana celular da bactéria, modificando a
permeabilidade da mesma (Bakkali et al. 2008; Costa et al., 2011).

3.3.2 Concentragdo Inibitoria Minima e Concentragdo Bactericida Minima

Na Tabela 4 podem ser visualizados os resultados referentes a CIM e
CBM do 6leo essencial de cravo-da-india, o qual apresentou efeito inibitorio até
a concentracdo 3,74 mg.mL? frente as bactérias E. coli e S. aureus, sem

distincdo em relacéo as caracteristicas das membranas dos micro-organismos.
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Tabela 4. Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) do Oleo essencial de cravo-da-india frente as bactérias

Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Bactérias Concentragdes mg.mL™
CIM CBM

Escherichia coli 3,74 374,33

Staphylococcus aureus 3,74 374,33

O estudo de Silvestri et al. (2010) também avaliou o 6leo essencial de
cravo-da-india e encontrou valor de CIM de 0,300 mg.mL-! para S. aureus,
enquanto outros autores encontraram valores de 0,600 mg.mL™* (Beraldo et al.,
2013), 0,640 mg.mL? (Ilvanovic, Dimitrijevic-Brankovic, Misic, Ristic, & Zizovic,
2013), 0,500 mg.mL™* (Santos et al., 2011), 0,800 mg.mL™* (Lu, Ding, Ye, & Ding,
2011) e 0,625 mg.mL? (Xu, Liu, Hu, & Cao, 2016), resultados inferiores ao
presente estudo (3,74 mg.mL™?). Diferentemente, entre os dleos essenciais
avaliados por Santos, Piccoli, & Tebaldi (2017), o de cravo-da-india foi o Unico
que ndo promoveu inibicdo no crescimento microbiano em nenhuma
concentracdo avaliada.

Para E. coli, foi encontrado valor de CIM de 3,74 mg.mL™, superior ao
avaliado em outros estudos com 06leo essencial de cravo-da-india. Nos estudos
de Santos et al., (2011) e Sienkiewicz et al. (2016) foram observados valores de
inibicdo de 0,100 mg.mL™%, no mesmo sentido, encontram-se os valores de 0,600
mg.mL* (Beraldo et al., 2013), 0,550 mg.mL? (Da Silva et al., 2015) e 0,027
mg.mL (Goni et al., 2009).

Com relacdo a agdo antimicrobiana do 6leo essencial de cravo-da-india,
isto pode ser explicado pela presenca do composto eugenol em sua estrutura, o
qgual tem a hidrofobicidade como caracteristica, a qual pode permitir a divisdo
dos lipidios presentes na membrana celular bacteriana, tornando-os mais
permeaveis, promovendo o vazamento de ions e outros constituintes celulares,
que resulta na morte celular (Devi, Nisha, Sakthirel, & Pandian, 2010).

No presente estudo, o 6leo essencial de cravo-da-india apresentou efeito
bactericida somente na concentracdo de 6leo puro (374,33 mg.mL™?) para os dois
micro-organismos avaliados (Tabela 4). Os estudos referidos, anteriormente,

sobre os resultados da CIM, também avaliaram a CBM do 6leo essencial de



97

cravo-da-india. Beraldo et al. (2013) apontam CBM de 1,8 mg.mL™ para S.
aureus e Da Silva et al. (2015) obtiveram a CBM de 1 mg.mL™, ambos inferiores
ao encontrado neste ensaio.

Os autores Da Silva et al. (2015) referiram CBM de 0,100 mg mL™ para
inibir E. coli, assim como, Sienkiewicz et al. (2017), os quais constataram a
necessidade de 0,100 mg.mL™.

A diferenca de valores nos resultados obtidos na analise da CIM e da CBM
pode ser explicada pelas variacGes entre os métodos de avaliagdo empregados,
condicGes de cultivo dos micro-organismos, solubilidade do éleo ou de seus
componentes e concentracdo das substancias testadas (Opalchenova &
Obreshkova, 2003).

De qualquer forma, a acédo antimicrobiana do 6leo essencial de cravo-da-
india foi constatada neste estudo, mesmo em concentracfes mais elevadas
qgquando comparada aos outros trabalhos, atribuindo esse potencial para ser

utilizado como um agente antimicrobiano natural, inclusive em alimentos.

3.3.3 Atividade antimicrobiana em microatmosfera

Os resultados obtidos para a atividade antimicrobiana em microatmosfera
dos Oleos essenciais de erva-doce, cravo-da-india e orégano estédo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Atividade antimicrobiana do essencial de erva-doce, cravo-da-india e
orégano em microatmosfera frente as bactérias Escherichia coli e

Staphylococcus aureus.

Oleo essencial Volume Escherichia coli Staphylococcus
(uL) (%)* aureus
(%)*
Erva-doce 12,5 9,1 19,7
25 54,5 12,7
50 72 15
100 21 36,6

Cravo-da-india 12,5 15,8 18,9
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25 51,7 31
50 61,7 34
100 70 76
Orégano 12,5 67,5 41,25
25 6,25 60,4
50 80 100
100 100 58

*Percentual de reducdo na contagem celular (UFC) comparados com um controle contendo agua
estéril.

No ensaio da atividade antimicrobiana em microatmosfera, os 0leos
essenciais de erva-doce, cravo-da-india e orégano se mostraram ativos frente
as duas bactérias avaliadas (Tabela 5). A aplicacao do 6leo essencial de erva-
doce nas concentracfes de 50 pL e 25 pL em microatmosfera, reduziu a
contagem de células bacterianas viaveis de E. coli em 72% e 54,5%,
respectivamente. Assim como, S. aureus que apresentou reducdo de 36% em
100 pL do dleo.

A concentracdo de 100 pL do éleo essencial de cravo-da-india foi capaz
de promover reducbes entre 70% e 76% frente as bactérias testadas. N&o
obstante, o menor volume de 6leo adicionado (12,5 pL) resultou em diminuicdes
de até 39%. Da mesma forma, o Oleo essencial de orégano promoveu 0O
decréscimo de 100% das contagem de células bacterianas viaveis nos volumes
de 50 pL e 100 pL para E. coli e S. aureus, enquanto a concentracao de 12,5 pL
de diminui a contagem de células de E. coli em 67,5%.

Em microatmosfera, foi possivel verificar a acdo dos 6leos essenciais de
erva-doce e orégano frente a bactéria Gram-negativa E. coli e Gram-positiva S.
aureus, em que o mesmo nao foi possivel observar nas analises anteriores por
difusdo em meio sélido (agar) e liquido (caldo). Estes resultados apontam que o
meio onde o Oleo essencial é aplicado influencia, diretamente, na sua
difusdo/propagacao, interferindo a sua atividade antimicrobiana.

Os autores Ghabraie et al. (2016) explicam que o carater apolar dos 6leos
essencias dificulta a sua difusao/propagagédo em meios com base aquosa, visto
que, em microatmosfera, os constituintes antimicrobianos dos 0leos essenciais

entram em contato com a célula microbiana por volatilizagéo.
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3.3.4 Atividade antimicrobiana in situ

A analise in situ se procedeu com a incorporacdo apenas do Oleo
essencial de cravo-da-india a solucao filmogénica, em virtude da sua efetiva
acdo antimicrobiana nos ensaios in vitro comparada aos demais 6leos essenciais
avaliados neste estudo.

Os resultados referentes as médias obtidas nas contagens microbianas
de Coliformes Totais e a 45°C (Termotolerantes) dos hamburgueres submetidos
a diferentes tratamentos e avaliados ao longo de 7 dias de armazenamento sob

refrigeracdo estéo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Totais e a 45°C
(Termotolerantes) em hamburgueres submetidos a diferentes tratamentos

armazenados a 4°C por até 7 dias.

Tratamento Tempo (dias) Coliformes Totais Coliformes a

(NMP/g) 45°C
(Termotolerantes)
(NMP/g)

Tl 0 0,94 <0,3
T2 2 <0,3 <0,3
5 <0,3 <0,3
7 <0,3 <0,3
T2 2 <0,3 <0,3
5 <0,3 <0,3
7 <0,3 <0,3
T3 2 <0,3 <0,3
5 <0,3 <0,3
7 <0,3 <0,3
T4 2 <0,3 <0,3
5 <0,3 <0,3
7 <0,3 <0,3
T5 2 <0,3 <0,3
5 <0,3 <0,3




100

7 <0,3 <0,3

T1 — Controle (Formulagao padrdo do produto carneo - FPPC); T2 — FPPC com cobertura de
quitosana sem Oleo essencial de cravo-da-india; T3 — FPPC com cobertura de quitosana
incorporada com 6leo essencial de cravo-da-india; T4 — FPPC com cobertura de quitosana
incorporada com 6leo essencial de cravo-da-india e 50% de conservante; T5 — FPPC e 100% de
conservante.

Na andlise de Coliformes Totais e a 45°C (Termotolerantes) foi possivel
observar que todas as formulagdes com a presenca da cobertura de quitosana
sem (T2) e com (T3) a incorporacdo do Oleo essencial de cravo-da-india
indicaram contagens <0,3 NMP/g ao longo do periodo de armazenamento,
mantendo-se constantes. Concomitantemente, houve a reducéo da contagem
inicial de 0,94 NMP/g de Coliformes Totais na formulacao controle (T1).

Conforme os padrdes exigidos pela Resolucdo RDC n° 12/2001 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), produtos carneos crus,
refrigerados ou congelados devem apresentar tolerancia de 5x10° NMP/g para
Coliformes a 45°C (BRASIL, 2001). Dessa forma, os resultados obtidos
indicaram que os hamburgueres analisados estavam dentro dos padrées
estabelecidos pela legislacdo em vigor e aceitaveis para 0 consumo.

Os resultados apontam a eficiéncia da atuagéo da cobertura de quitosana
adicionada de 6leo essencial como um antimicrobiano natural em alimentos, pois
€ capaz de promover o controle da proliferacdo microbiana que poderia permitir
a multiplicacdo de micro-organismos patogénicos. Comportamento similar foi
verificado em coberturas formadas por quitosana (2%) e gelatina (6%)
incorporadas de Oleo essencial de cravo-da-india 0,75%, que reduziram as
contagens de bactérias deteriorantes em filés de bacalhau (Gadus morhua)
durante 11 dias de armazenamento refrigerado (Gomez-Estaca et al., 2010).

As médias das quantificacdes de Staphylococcus coagulase positiva
presentes na formulacdo de hamburgueres submetidos a diferentes tratamentos

podem ser observados na Tabela 7.
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Tabela 7. Médias das quantificacdes de Staphylococcus coagulase positiva em
hamburgueres submetidos a diferentes tratamentos armazenados a 4°C por até
7 dias.

Tratamento Staphylococcus coagulase positiva (Log.UFC.g™?)
Tempo O Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3
(O dias) (2 dias) (5 dias) (7 dias)

T1 4,352 ; : ;

T2 - 1,13bA 0,008 0,008

T3 - 1,13bA 0,008 0,008

T4 - 0,00°A 0,008 0,008

T5 - 0,00°A 0,008 0,008

T1 — Controle (Formulacao padréo do produto carneo - FPPC); T2 — FPPC com cobertura de
quitosana sem Oleo essencial de cravo-da-india; T3 — FPPC com cobertura de quitosana
incorporada com 6leo essencial de cravo-da-india; T4 — FPPC com cobertura de quitosana.
Letras mindsculas diferentes na linha ou maidsculas diferentes na coluna indicam diferencas
significativas (Fisher — p<0,05).

Para o micro-organismo Staphylococcus coagulase positiva, 0s
tratamentos T2 e T3, com a aplicacéo da cobertura, reduziram significativamente
(p<0,05) as contagens de 4,35 para 1,33 log UFC/g em comparacdo ao
tratamento controle (T1), mantendo-se inferiores até o ultimo tempo analisado.
No entanto, ndo houve uma reducdao significativa (p>0,05) no niamero de células
viaveis entre os tempos apds o segundo dia de armazenamento (Tempo 1). Os
hamburgueres elaborados com a cobertura de quitosana atenderam as
exigéncias estabelecidas pela legislagdo para Staphylococcus coagulase
positiva com contagens abaixo de 5x10% NMP/g (BRASIL, 2001).

Para os autores Goy, Brito, & Assis (2009), a atividade antimicrobiana da
quitosana pode ser explicada por trés mecanismos, tais como: a interacéo
superficial ibnica entre a quitosana e 0 micro-organismo, resultando em
vazamento de eletrdlitos e outros constituintes proteicos de baixa massa molar
pela parede celular; a penetracdo da quitosana dentro do nucleo dos micro-
organismos inibindo a sintese de RNA e proteinas; e a formacgéo de uma barreira
externa que provoca a diminuicdo de nutrientes essenciais para o crescimento
microbiano.

Alguns autores sugerem que a atividade antimicrobiana dos oOleos

essenciais esteja relacionada a sua estrutura hidrofébica, tendo em vista os
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fosfolipideos da membrana citoplasmatica como 0s seus principais alvos
celulares, pois facilitaria a sua difusdo em meio a estrutura da membrana
(Asbahani et al., 2015). Essa acumulacdo altera a densidade da membrana
celular e, consequentemente, a permeabilidade, ocasionando a perda gradativa
de componentes celulares vitais para o0 meio externo (Burt, 2004; Rai et al.,
2017).

A andlise in situ demonstrou a potencial aplicacdo do 6leo essencial de
cravo-da-india incorporado a cobertura de quitosana como antimicrobiano
natural em hamburgueres durante o armazenamento, visto que promoveu o
controle microbiologico igualmente aos tratamentos com a aplicagdo do

conservante quimico.

3.3.5 Analise sensorial

A analise sensorial foi realizada pela avaliacdo de hamburguer bovino
com aplicacdo de cobertura de quitosana incorporada com 0leo essencial de
cravo-da-india.

Foi solicitado que na amostra os atributos cor (gostei muitissimo a
desgostei muitissimo), odor (gostei muitissimo a desgostei muitissimo), textura
(gostei muitissimo a desgostei muitissimo), sabor (gostei muitissimo a desgostei
muitissimo) e impressao global, pontuando-os com base na escala heddnica de
nove pontos.

Participaram da andlise 52 avaliadores, em que 71% se enquadraram no
género feminino e 29% no masculino, sendo a maioria (86,5%) com idade entre
20 a 55 anos, seguido de 11,5% menores de 19 anos e 2% acima de 56 anos.
Quando questionados sobre o grau de escolaridade, os entrevistados
declararam ter ensino superior (61,5%), ensino médio (27%) e pés-graduacéo
(11,5%). Os avaliadores também foram questionados sobre ja terem consumido
ou consumir hamburguer de carne bovina e, para essa resposta, 100% dos
avaliadores responderam ja terem consumido.

Na Figura 4 estda apresentado o histograma com as distribuicbes
percentuais para a amostra de hamburguer bovino com aplicacao de cobertura
de quitosana incorporada com Oleo essencial de cravo-da-india sobre os

atributos cor, odor, textura, sabor e impressao global.
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Figura 4. Frequéncia de respostas (%) obtidas para o teste de aceitagdo da amostra de
hamburguer com cobertura de quitosana incoporada com 6leo essencial de cravo-da-india.

De acordo com a Figura 4, um alto percentual de respostas positivas
(gostei ligeiramente a gostei muitissimo) foram obtidos para os atributos cor
(98,1%), odor (88,4%) e textura (91,4%), recebendo destaque a elevada
ocorréncia de respostas no termo da escala “gostei muito” sobre o parametro cor
(53,9%). Estes fatos podem ser explicados por comentarios observados nas
fichas de avaliagdo como: “muito agradavel’, “textura maravilhosa e cor
também”, “gostei muito” e “poderia consumir mais”. Ainda sobre a amostra,
destaca-se um importante valor para o atributo impressao global (84,6%) entre
“gostei ligeiramente a gostei muito”.

No entanto, o atributo sabor teve uma menor frequéncia de respostas
positivas (63%), em que foi possivel observar nas fichas de avaliacdo
comentarios como: “sabor de cravo muito acentuado” e “o sabor do cravo ficou
bem evidente”.

O indice de Aceitabilidade (IA) do produto, utilizando o atributo impressao
global como referéncia, obteve valor de 62,1%. Na Figura 5 estdo apresentados
os resultados obtidos para anélise de intencdo de compra de hamburguer com
aplicacdo de cobertura incorporada com o0leo essencial de cravo-da-india. A
frequéncia de respostas positivas para a compra do produto foi de 38,5%,
seguida de pessoas que talvez comprassem ou talvez ndo comprassem (38,4%)

e 23,1% para demonstracdes de intencéo de ndo comprar o produto.
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Figura 5. Frequéncia de resposta (%) obtidas para o teste de intencdo de compra da amostra de
hamburguer com cobertura de quitosana incorporada com 6leo essencial de cravo-da-india.

A intencdo de compra fez com que fossem avaliados, criteriosamente, 0os
comentarios nas fichas de avaliacao e, assim, foi possivel verificar que a melhora
do produto esta relacionada ao sabor, pois na maioria dos comentarios foi
classificado como forte, em virtude da presenca do 6leo essencial.

Embora os 6leo essenciais tenham suas acGes antimicrobianas
documentadas, uma das maiores limitacdes ao seu uso como conservante nos
alimentos é a atribuicdo de indesejaveis interferéncias nas caracteristicas
sensoriais dos produtos (Dannenberg et al., 2016; Ghabraie et al., 2016). Como
na presente pesquisa o 6leo ndo foi incorporado diretamente na matriz do
alimento, mas sim nas coberturas, esperava-se que esse efeito estivesse menos

pronunciado.

5. Conclusao

Diante dos resultados encontrados no presente estudo, pode-se concluir
gue entre os Oleos essenciais analisados, o 6leo essencial de cravo-da-india
apresentou efetiva atividade antimicrobiana in vitro frente Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Nos hambuargueres avaliados, as coberturas de
quitosana incorporadas com o O6leo essencial se mostraram capazes de

promover o controle da proliferagdo microbiana de Coliformes Totais,
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Termotolerantes e Staphylococcus coagulase positiva ao longo de 7 dias de
armazenamento sob refrigeracéo, verificando o seu potencial para ser utilizado
como alternativa na substituicdo aos conservantes quimicos sintéticos para

aplicacado em alimentos.
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8 Consideracdes Finais

O trabalho realizado possibilitou verificar que o 6leo essencial de erva-
doce apresentou um rendimento de 2,5%, o do cravo-da-india 1% e o do orégano
0,97%.

O dleo essencial de erva-doce apresentou como principal constituinte o
componente anetol, o 6leo essencial de cravo-da-india o eugenol, sendo o
principal responséavel pela atividade antimicrobiana, e o 0leo essencial de
orégano o composto 4-terpineol.

No teste in vitro, o 0leo essencial de cravo-da-india apresentou efeito
inibitorio frente Escherichia coli e Staphylococcus aureus, e bactericida frente as
bactérias testadas nas concentragbes 374,33 mg.mL™.

Em fase de vapor (microatmosfera), o Oleo essencial de erva-doce
promoveu reducdes de até 72% no desenvolvimento de E. coli e 36,6% para S.
aureus, do mesmo modo, o 6leo essencial de cravo-da-india proporcionou
reducdes em até 70% frente todas as bactérias analisadas. Além do mais, o 6leo
essencial de orégano propiciou diminuicdes de até 100% no desenvolvimento
das bactérias testadas.

Quando avaliada a aplicacao in situ, a incorporacdo do 6leo essencial de
cravo-da-india em coberturas bioativas a base de quitosana foi eficaz na reducéo
do crescimento de Coliformes Totais, Termotolerantes e Staphylococcus
coagulase positiva em hamburgueres ao longo dos 7 dias de armazenamento
sob refrigeracdo, demonstrando possibilidade de aplicagdo como coberturas
comestiveis para produtos carneos.

Sensorialmente, os hamburgueres revestidos com cobertura de quitosana
incorporada de 0leo essencial de cravo-da-india receberam uma classificacdo
positiva dos avaliadores para os atributos cor, odor e textura, ganhando destaque
a elevada ocorréncia de respostas no termo da escala “gostei muito” sobre o
parametro cor. No entanto, o sabor acentuado do 6leo essencial nos
hamburgueres ocasionou na diminui¢do do indice de Aceitabilidade do produto,

apresentando o valor de 62,1%.
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Apéndice A - Ficha de andlise sensorial

Faixa etaria
( )<19anos
( )20ab55anos

( )>56anos

Escolaridade

() Ensino fundamental
() Ensino médio
() Ensino Superior

() Pé6s graduacao
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Género
() Feminino

() Masculino

Vocé ja consumiu ou consome
hamburguer de carne bovina?

( )Sim
( ) Néo

TESTE DE ACEITACAO E INTENCAO DE COMPRA - AVALIACAO SENSORIAL

Vocé esta recebendo uma amostra de hamburguer bovino com aplicagdo de uma
cobertura adicionada com 6leo essencial. Observe, prove e diga o quanto vocé gostou
ou desgostou de cada atributo, dando uma nota para cada um deles, de acordo com a

escalade 1l a?9.

9 - Gostei muitissimo

8 - Gostei muito

7 - Gostei moderadamente

6 - Gostei ligeiramente

5 - N&o gostei, nem desgostei
4 - Desgostei ligeiramente

3 - Desgostei moderadamente
2 - Desgostei muito

1 - Desgostei muitissimo

Cor
Odor

Textura

Sabor

Impressao global

Agora avalie a amostra segundo a sua intencdo de compra conforme a relacéo ao lado.

) Certamente compraria
) Compraria

) Talvez comprasse

) N&o compraria

AN AN AN AN AN AN/

Comentéarios:

) Provavelmente compraria
) Provavelmente ndo compraria

) Certamente ndo compraria
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Apéndice B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Pelo presente termo de consentimento livre e  esclarecido, eu,

, CPF
, declaro que fui informado (a) de forma clara e detalhada,
dos objetivos, da justificativa e da forma de trabalho desta pesquisa através de encontro
individual e livre de qualquer forma de constrangimento e coergao.

Projeto: Desenvolvimento de cobertura comestivel bioativa a base de quitosana
incorporada de Oleos essenciais e aplicagdo em produto carneo

Objetivo: Fui informado (a) de que o objetivo desta pesquisa é avaliar as caracteristicas
sensoriais de hamburguer bovino com aplicagdo de uma cobertura de quitosana
adicionada com oleo essencial de cravo-da-india.

Procedimentos: Fui informado (a) de que receberei amostra de hamburguer bovino
com aplicagéo de uma cobertura de quitosana adicionada com 6leo essencial de cravo-
da-india para que eu avalie as caracteristicas sensoriais (avaliagdo que utiliza os
sentidos humanos: visao, olfato, tato, paladar e audi¢do, para descrever caracteristicas
dos alimentos) do produto. Onde deverei olha-lo, prova-lo e avaliar cuidadosamente os
seguintes aspectos: cor, odor, textura, sabor, impressao global e intengéo de compra.

Composicao dos hamburgueres: Carne bovina, gordura suina, proteina de soja, sal.

Riscos e possiveis reagdes: Fui informado (a) de que existem riscos minimos por a
pesquisa ser realizada com seres humanos, também fui informado que o produto nédo
possui glaten, lactose e ovo, além de ter sido elaborado utilizando Boas Préticas de
Fabricacgéo.

Beneficios: O beneficio de participar da pesquisa relaciona-se ao fato que os resultados
serdo incorporados ao conhecimento cientifico e posteriormente a situagfes de ensino-
aprendizagem.

Participac&o voluntaria: A minha adesdo a pesquisa ocorrera de forma voluntaria e
nenhum tipo de penalidade sera aplicado caso ndo seja do meu interesse participar.

Confidencialidade: Estou ciente que a minha identidade permanecerd confidencial
durante o estudo e que os dados coletados s6 serédo utilizados para fins de pesquisa.

Consentimento: Ciente das informagdes citadas anteriormente, eu concordo em
participar da avaliagdo sensorial dos produtos elaborados na pesquisa.

Assinatura;

Pelotas, novembro de 2018.

Assinatura dos pesquisadores responsaveis:
Pesquisador (a): Pamela Inchauspe Corréa Alves
Professor supervisor: Dr. Eliezer Avila Gandra
Universidade Federal de Pelotas



