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Resumo

SCHUG, Tamires Soares. Desenvolvimento de embutido carneo utilizando
nanoemulsdo de 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.) e extrato de
beterraba (Beta Vulgaris L.). Universidade Federal de Pelotas. 2023. 129p.
Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) — Programa de Pés-Graduagdo em
Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutri¢cdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2023.

Os embutidos carneos sdo produtos suscetiveis a deterioragdo microbiana. O
0leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.) possui forte atividade inibitéria
contra muitos patdégenos de origem alimentar e bactérias deteriorantes. Porém,
guando utilizado diretamente nos alimentos, pode interferir negativamente nas
caracteristicas sensoriais dos produtos. Desta maneira, sua encapsulagéo torna-
se uma alternativa, dentre os métodos destacam-se as nanoemulsdes, para
melhorar sua utilizacao, disperséo e estabilidade. O extrato de beterraba € uma
boa alternativa para substituicio de corantes artificiais. Neste contexto,
objetivou-se avaliar o efeito da utilizagdo conjunta de nanoemulsées com 6leo
essencial de tomilho e extrato de beterraba em embutidos carneos para
manutencdo das caracteristicas sensoriais e microbiolégicas e para reducéo
parcial ou total do uso de nitrato e nitrito de sédio. Primeiramente, elaborou-se
as nanoemulsdes de 6leo essencial de tomilho (NEOT), e testou-se a atividade
antimicrobiana, também foi elaborado o extrato de beterraba e analisado,
posteriormente foram elaborados embutidos carneos com NEOT 5% e extrato
de beterraba desidratado, sendo utilizadas trés formulagbes (Com mix de
conservantes, reducédo de 50% do mix de conservantes e adicdo de NEOT e
extrato de beterraba desidratado e sem mix de conservantes e adicao de NEOT
e extrato de beterraba desidratado) que foram avaliadas em relagcéo a presenca
de bactérias, caracteristicas fisicas e sensoriais. Foi possivel observar a
atividade antimicrobiana e inibitoria da nanoemulsdo de oOleo essencial de
tomilho 5% frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Houve um

aumento no teor de umidade e de acidez dos embutidos durante o



armazenamento para as formulagcdes com NEOT e extrato de beterraba
desidratado. Os embutidos formulados com adicdo de NEOT e extrato de
beterraba apresentaram baixos niveis de produtos de oxidacdo primario e a
secundéario durante o armazenamento e a adicdo do extrato de beterraba
intensificou a coloracdo das embutidos frescais. Na analise sensorial, os
embutidos tiveram uma boa aceitagdo do consumidor. Considerando os
resultados obtidos, pode-se concluir que o uso conjunto de NEOT e extrato de
beterraba desidratado mostrou potencial para substituicdo de nitrato e nitrito em

embutidos carneos.

Palavras-chaves: Produtos carneos; nanotecnologia; nanoparticulas; oxidacao

lipidica; betalainas.



Abstract

SCHUG, Tamires Soares. Development of meat sausage using
nanoemulsion of thyme essential oil (Thymus vulgaris L.) and beet extract
(Beta Vulgaris L.). 2023. 129p. Dissertation (Master in Nutrition and Food) —
Graduate Program in Nutrition and Food, Faculty of Nutrition, Federal University
of Pelotas, Pelotas, 2023.

Meat sausages are products susceptible to microbial deterioration. Thyme
essential oil (Thymus vulgaris L.) has strong inhibitory activity against many
foodborne pathogens and spoilage bacteria. However, when used directly in food,
it can negatively interfere with the sensory characteristics of the products. In this
way, its encapsulation becomes an alternative, among the methods
nanoemulsions stand out, to improve its use, dispersion and stability. Beetroot
extract is a good alternative for replacing artificial dyes. In this context, the
objective was to evaluate the effect of the joint use of nanoemulsions with thyme
essential oil and beetroot extract in meat sausages to maintain the sensory and
microbiological characteristics and to partially or completely reduce the use of
sodium nitrate and nitrite. First, the thyme essential oil nanoemulsions (NEOT)
were prepared, and the antimicrobial activity was tested, the beet extract was
also prepared and analyzed, later meat sausages were prepared with NEOT 5%
and dehydrated beet extract, being Three formulations were used (with a mix of
preservatives, a 50% reduction in the mix of preservatives and the addition of
NEOT and dehydrated beet extract and without a mix of preservatives and the
addition of NEOT and dehydrated beet extract) which were evaluated for the
presence of bacteria , physical and sensorial characteristics. It was possible to
observe the antimicrobial and inhibitory activity of the 5% thyme essential oil
nanoemulsion against Escherichia coli and Staphylococcus aureus. There was
an increase in the moisture content and acidity of sausages during storage for
formulations with NEOT and dehydrated beetroot extract. Sausages formulated
with the addition of NEOT and beetroot extract showed low levels of primary and
secondary oxidation products during storage and the addition of beetroot extract

intensified the color of fresh sausages. In the sensory analysis, the sausages had



good consumer acceptance. Considering the results obtained, it can be
concluded that the combined use of NEOT and dehydrated beet extract showed

potential for replacing nitrate and nitrite in meat sausages.

Keywords: Meat products; nanotechnology; nanopatrticles; lipid oxidation; betalains.
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1. Introducéo

Os embutidos carneos, dependendo do tipo, podem apresentar como
caracteristicas alta atividade de &gua, teor de gordura relativamente alto,
estrutura cominutiva das matérias-primas e falta de processamento térmico,
podendo tornar esses produtos muito suscetiveis a deterioracdo microbiana
(SOJIC et al., 2018). Os conservantes quimicos sintéticos podem ser usados
para a conservagdo destes produtos, inibindo o crescimento microbiano.
Comumente séo usados 0s sais de cura constituidos por nitritos e/ou nitratos de
sédio, que além da conservacdo sdo responsaveis pela alteracdo de
caracteristicas sensoriais, tornando mais atrativo o produto para o consumidor,
suas vantagens incluem a formacéo de cores de cura exclusivas, promog¢ao do
sabor e potencial antioxidante (PAPADOCHRISTOPOULOQOS et al., 2021).

Apesar destas vantagens, os sais de cura, em determinadas situacoes,
podem gerar alguns riscos a saude, recebendo atualmente respostas negativas
dos consumidores que exigem alternativas mais seguras, que buscam produtos
com ingredientes naturais que possam sustentar os padrdes de seguranca
microbiolégica. As nitrosaminas e outros produtos de reacao formados a partir
de nitrito e nitrato foram associados ao aumento do risco de cancer pela
Organizacdo Mundial de Saude. Em vista disso, sdo necessérias alternativas
para substituicdo parcial ou total do nitrato e nitrito em produtos alimenticios, por
substancias que apresentem alta estabilidade e eficiéncia antimicrobiana
(PAPADOCHRISTOPOQULOS et al., 2021; WANG et al., 2018).

Apesar destas vantagens, os sais de cura, em determinadas situacoes,
podem gerar alguns riscos a saude, recebendo atualmente respostas negativas
dos consumidores que exigem alternativas mais seguras, que buscam produtos
com ingredientes naturais que possam sustentar os padrdes de seguranca
microbiolégica. As nitrosaminas e outros produtos de reacdo formados a partir
de nitrito e nitrato foram associados ao aumento do risco de cancer pela
Organizacdo Mundial de Saude. Em vista disso, sd0 necessarias alternativas
para substituicdo parcial ou total do nitrato e nitrito em produtos alimenticios, por
substancias que apresentem alta estabilidade e eficiéncia antimicrobiana
(PAPADOCHRISTOPOQULOS et al., 2021; WANG et al., 2018).
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A utilizacdo de substancias bioativas como 0leos essenciais, surge como
uma alternativa para substituicdo aos aditivos quimicos sintéticos (CHEN et al.,
2023; FALLEH et al., 2020). O tomilho (Thymus vulgaris L.) tém sido amplamente
utilizados nas areas alimenticia, médica e cosmética devido ao seu odor e sabor
agradaveis e possuir forte atividade inibitoria contra muitos patdégenos de origem
alimentar ou bactérias deteriorantes, como Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella Typhimurium. Este efeito antibacteriano esta relacionado
principalmente a presenca de timol, que atua na membrana citoplasmatica da
célula bacteriana. Além do timol o 6leo essencial apresenta outros monoterpenos
como carvacrol, b-cariofilos, c-terpineol, e p-cimeno (HUSSEIN et al.,, 2021;
ALMASI et al., 2021; FRAQUEZA et al., 2021; LIU & LIU, 2020).

A incorporacdo de Oleo essencial puro diretamente em produtos
alimenticios como os produtos carneos é dificultada pela interacdo dos
componentes do 6leo com a matriz alimentar, além de serem comumente
instaveis e sensivel a fatores extrinsecos como, temperatura, luz e pH. Outra
limitacdo é o seu forte odor e sabor que é transferido para o alimento,
principalmente quando se utiliza altas concentragbes de Oleo essencial para
atingir o efeito inibitério satisfatorio, causando diminuicdo na aceitacdo pelos
consumidores, sendo assim necessario utilizar outras estratégias para aplicacédo
do mesmo em alimentos (SILVA et al., 2021; SAMPAIO et al., 2022). Em vista
disso, a encapsulacdo de Oleos essenciais tem sido investigada como uma
estratégia de aplicacdo, em que novos sistemas de liberacédo sao utilizados como
veiculos para incorporacdo, transporte, protecdo e liberacdo controlada de
compostos bioativos, assim melhorando sua utilizagéao, dispersao e estabilidade

(GARAVAND et al., 2021).

Entre as abordagens de encapsulamento as nanoemulsfes se destacam
como sendo apropriados para utilizagdo na industria de alimentos. As
nanoemulsdes (NEs) s&o sistemas coloidais, cineticamente estaveis, sua
formacdo requer alta energia mecéanica. Sendo considerada uma emulsdo
Oleo/dgua com tamanho médio de goticula que varia de 50 a 1000 nm
necessitam de baixas concentracbes de surfactantes para sua formulacao

(ALMASI et al., 2021). Podendo ser facilmente incorporadas em matrizes
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alimentares, podendo ser empregadas no processamento de carnes, onde
podem ser utilizados como revestimento ou como ingrediente no preparo de
embutidos carneos (GARAVAND et al., 2021; OJEDA-PIEDRA et al.; 2022).

A utilizacdo de substancias que promovam a cor em produtos carneos é
de extrema importancia, ja que a cor € um dos principais atributos notados pelos
consumidores na hora da compra e esta diretamente relacionada com a
aceitacdo do produto. Atualmente o uso de corantes artificiais ndo € desejado
pela maioria dos consumidores, que buscam cada vez mais ingredientes
naturais. Além de que a utilizacédo de certos corantes artificiais, em determinadas
situacdes, pode ocasionar em doencas, como hiperatividade em criancas e até
problemas carcinogénicos. Neste contexto, a utilizagdo de corantes naturais tem
sido amplamente estudada visando a aplicacdo em alimentos. Dentre os
corantes naturais destaca-se o presente na beterraba, sendo um dos mais
utilizados na industria de alimentos por ser de facil extracdo e conter um alto
poder de coloracdo (LAGES et al., 2021; MEIRELES et al., 2020).

O extrato de beterraba € uma boa alternativa para utilizagdo em produtos
carneos, sendo que as betalainas sado pigmentos nitrogenados encontrados em
abundéancia neste extrato. Sdo compostos hidrossoluveis, derivadas do acido
betalamico, obtidas através da extracdo aquosa da beterraba vermelha triturada.
Podendo ser classificadas em betacianinas, responsaveis pela coloracdo
vermelho-violeta e em betaxantinas, de coracdo vermelho-alaranjado, porém em
menor propor¢cao (BELLUCCI, 2018; MEIRELES et al., 2020).

Diante do exposto, acredita-se que a adicdo conjunta de nanoemulsdes
de Oleo essencial de tomilho e extrato de beterraba em substituicdo aos sais de
cura, represente uma alternativa natural viavel para a producédo de embutidos
carneos, propiciando a manutencdo das caracteristicas fisico-quimicas,

microbioldgicas e sensoriais.
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2.

Objetivos

2.10bjetivo Geral

Avaliar o efeito da utilizagdo conjunta de nanoemulsGes com O0leo

essencial de tomilho e extrato de beterraba em embutidos carneos para

manutencdo das carateristicas sensoriais e microbiolégicas e para reducéo

parcial ou total do uso de nitrato e nitrito de sédio.

2.2 Objetivos especificos

Obter e avaliar fisico-quimicamente extrato de beterraba;

Desenvolver nanoemulsfes o/a com 6leo essencial de tomilho;
Desenvolver embutidos carneos adicionados de nanoemulséo de Oleo
essencial de tomilho e de extrato de beterraba, com reducéo total ou
parcial de nitrato e nitrito de sodio;

Avaliar o efeito da adicao de nanoemulsao de 6leo essencial de tomilho e
de extrato de beterraba nas caracteristicas microbioldgicas e fisico-
guimicas de embutidos carneos durante o armazenamento a temperatura
de 7 °C.

Avaliar a aceitabilidade sob o ponto de vista sensorial dos produtos

elaborados.
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3. Hipoteses
A adicdo conjunta de nanoemulsdo de 6leo essencial de tomilho com
extrato de beterraba em embutidos carneos inibe o desenvolvimento de
Salmonella spp., Escherichia coli, Aerébios mesofilos e Listeria monocytogenes
e proporciona cor adequada aos produtos, permitindo assim a reducéo parcial

ou total de nitrito e nitrato de sédio.

O emprego do dOleo essencial de tomilho na forma de nanoemulsdes de
o/a diminui a intensidade do sabor e do aroma do 6leo essencial, minimizando
alteragcbes nas caracteristicas sensoriais dos embutidos elaborados,
proporcionando maior aceitacdo do produto pelo consumidor.

17



4. Revisao bibliogréfica
4.1Microrganismos nos produtos carneos e a necessidade de
conservantes

Os produtos carneos por terem alto teor de &gua, pH proximo a
neutralidade e elevada presenca de nutrientes sao considerados ambientes
favoraveis para o crescimento e multiplicacdo de microrganismos. A capacidade
de microrganismos de se desenvolverem esta diretamente relacionada com
diversos fatores, sendo divididos em fatores intrinsecos, relacionados com as
caracteristicas proprias do alimento, como pH, composi¢cdo quimica, umidade e
potencial de oxido-reducao e fatores extrinsecos, relacionados ao ambiente em
que o alimento esta presente, como umidade relativa do ar, temperatura,
presenca de gases no ambiente e substancias adicionadas para reduzir ou inibir
multiplicagéo de microbiana (SOARES et al., 2021).

Nitratos e nitritos de sédio sdo usados para inibicdo microbiana, além de
proporcionarem propriedades sensoriais especificas para o produto, como cor e
aroma caracteristicos, podendo ainda ser chamados de “sais de cura”. Sendo
um dos seus principais efeitos € o aumento da vida Util dos produtos carneos.
Vérias das alteracfes vistas na carne curada se déo através da reatividade do
oxido nitrico (NO) com mioglobina e aminoacidos presentes na carne. Dentre as
substancias que podem ser geradas através do nitrito estdo as N-nitrosaminas,
que sdo as mais preocupantes, principalmente pelo fato que alguns estudos
indicam o potencial carcinogénico destas substancias. As nitrosaminas s&o
formadas através da reacédo de nitrosacao do nitrito, gerando o ion nitrosilo (NO™)
que ira reagir com aminas secundérias ndo protonadas através de uma reacao
de substituicdo nucleofilica. Dentre as condi¢cdes que favorecem sua formacéo,
incluem-se altas temperaturas, pH acido (2,5-3,5), presenca de amina protonada,
elevada quantidade e nitrito residual e maior tempo de armazenamento
(FLORES & TOLDRA, 2021)

Segundo a RDC n° 272, de 14 de marco de 2019, o limite maximo de nitrito
de potassio em carnes e produtos carneos é de 0,015g/100g, enquanto para

nitrato de sédio o limite € de0,03g/100g. A soma dos nitritos e nitratos,
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determinados como residuo maximo, ndo deve superar 0,0159/100g expresso
como nitrito de sodio (BRASIL, 2019).

A instrugdo normativa n° 4, de 31 de margo de 2000, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento define como embutido o produto carneo
industrializado, obtido de carnes de animais de acougue, adicionados ou nao de
tecidos adiposos, ingrediente, embutidos em envoltério natural ou artificial, e
submetido ao processo tecnoldgico adequado. De acordo com a tecnologia
empregada na fabricacdo pode se caracterizar como um produto fresco, seco,
curado e/ou maturado, cozido (BRASIL, 2000).

Dentre os produtos carneos, destacam-se os do tipo embutido frescal
devido a sua alta aceitacdo e comercializacdo, além de ser um produto de facil
fabricacdo, entretantoeste produto pode ser facilmente contaminado, quando
produzido ou comercializado sem os cuidados higiénicos necesséarios (LAGES
et al., 2021; SOARES et al., 2021). Esse tipo esta entre os produtos carneos
mais consumidos pela populacao brasileira, sendo um produto embutido cru, que
nao sofre nenhum processo de cozimento durante sua producao. Deste modo, o
prazo de validade deste tipo de produto € limitado e deve ser mantido em
temperatura de refrigeracdo. A producdo de embutidos frescais abrange varias
etapas de manipulacdo do produto, falhas nas boas praticas de fabricacdo
durante a etapas de processamento pode aumentar significativamente as
chances de contaminacdo por microrganismos (PAVALQUESI et al., 2021;
SOARES et al.,2021).

A instrugdo normativa n° 60, de 23 de dezembro de 2019, estabelece as
listas de padrbes microbiolégicos para alimentos. Para embutidos frescais
devem-se analisar os seguintes microrganismos, Salmonella, Escherichia coli,

Aerdbios mesdfilos e Listeria monocytogenes (BRASIL, 2019).

4.1.1 Salmonella spp.

Salmonella € uma bactéria que esta amplamente distribuida na natureza,
podendo habitar o trato intestinal dos humanos, animais domeésticos e selvagens,
principalmente as aves. Sendo uma bactéria pertencente a familia
Enterobacteriaceae, sdo gram-negativas, anaerobia facultativas, na forma de

bastonetes e podem ser moveis ou iméveis por flagelos. As carnes, o leite e 0s
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ovOos sao 0s principais veiculos de transmissédo, sendo que a S. entérica é
considerada a espécie mais patogénica. Além disto, podem sobreviver em
produtos alimenticios de baixa umidade e conterem temperatura Otima de
crescimento de 38°C (EHUWA et al., 2021; WANG et al., 2020).

A salmonelose € uma das principais infec¢des transmitidas pelo consumo
de alimentos contaminados, incluindo as carnes e produtos carneos, sendo seus
efeitos observados somente quando € ingerida a bactéria na sua forma viavel.
A cepa especifica responsavel pela infeccéo e o estado de saude do hospedeiro
sao os fatores que influenciam o grau de gravidade da infec¢do. Dependendo da
espécie envolvida, as infec¢cdes por Salmonella podem-se manifestar em
diferentes sintomas como, febre entérica (febre tifoide) em que os sintomas mais
comuns incluem perda de forcas, dores de cabeca e febre alta e persistente e
enterocolite onde os sintomas envolvem vomito, diarreia, febre, nauseas e dores
abdominais (EHUWA et al., 2021; WANG et al., 2020).

4.1.2 Escherichia coli

Sao bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, gram-negativas,
na forma de bastonetes, capazes de fermentar a lactose, com producao de acido
e de gas e temperatura 6tima de crescimento de 37°C, sendo o trato intestinal
dos humanos e outros animais de sangue quente o seu principal habitat. A
maioria das cepas de E. coli sdo consideradas inofensivas, porém algumas
causam doencas que podem ser transmitidas por alimentos. As principais
infeccbes causadas por E. coli estdo relacionadas a 5 sorogrupos: E. coli
enteropatogénica (EPEC) que tem capacidade de colonizar o intestino onde
causa lesbes nas microvilosidades, E. coli enterotoxigenica (ETEC) sendo a
maior responsavel por diarreias em criancas, com capacidade de produzir
toxinas, E. coli enteroinvasiva (EIEC) podendo se desenvolver na mucosa do
coélon, invadindo as células epiteliais, multiplicando-se e causando uma ulcera
no intestino, E. coli enterohemorragica (EHEC) pode colonizar o trato intestinal e
produzir verotoxinas, que sao ativadas no célon, podendo originar casos graves
com diarreia hemorragica e E. coli enteroagregativa (EaggEC). E. coli pode ser

considerada um indicador higiénico-sanitario dentro do processamento de

20



alimentos devido a sua origem intestinal, sendo indicio de contaminacao fecal
direta ou indireta (CAVALIN et al., 2018; LUI et al., 2020).

4.1.3 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes é amplamente encontrada na natureza, esté
presente no solo, 4gua, vegetais e animais. E uma bactéria gram-positiva,
anaerobia facultativa, pertencente a familia Listeriaceae e as células tém a forma
de pequenos bastonetes e a sua mobilidade é conferida por flagelos, como faixa
de temperatura Otima para crescimento de 30-37°C. Ainda, podem formar
biofilmes e sobreviver a condi¢cdes adversas, apresentam viabilidade em uma
ampla faixa de temperatura, incluindo a de refrigeracdo, porém, sao inativadas
pelo processo de pasteurizacdo. Os alimentos mais propicios a contaminacao
sdo carnes, queijos macios, leite cru, produtos lacteos, 4gua, vegetais crus,
peixes e frutos do mar. A listeriose € a infeccdo causa por Listeria
monocytogenes, podendo apresentar sintomas leves como vomito, diarreia,
dores de cabeca, em casos mais graves podem causar meningite aguda
infecciosa, principalmente em pessoas imunodeprimidas, gestantes e idosos,

com alto indice de mortalidade nestes grupos de risco (JORDAN et al., 2018).

4.2 Oleos essenciais, atividade antimicrobiana e aplicabilidade em

produtos carneos

Os 6leos essenciais (OEs) sdo compostos presentes nas plantas
aromaticas e medicinais, sendo volateis e liquidos incolores em temperatura
ambiente. S&o originados do metabolismo especializado de plantas aromaticas,
sendo capazes de serem sintetizados em flores, brotos, sementes, caules e
frutos, praticamente quase todos os Orgdos, e armazenados em células
epidérmicas, cavidades e células secretoras. Geralmente os OEs equivalem a
uma fracdo pequena da composicdo total da planta, aproximadamente menos
de 5% de matéria seca. Desde sua descoberta, os OEs sdo amplamente
utilizados em varias areas, tais como em cosméticos, na agricultura, nos
produtos de limpeza, na aromaterapia, na industria de alimentos, entre outros.

Isso se da pelo fato de que os OEs exibem uma ampla gama de atividades
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biologicas, abrangendo propriedades antibacteriana, antiviral, antifingica,
antioxidante, antimicética, antiparasitaria e inseticida. Além de possuirem varios
componentes quimicos bioativos, como terpeno, terpenoides e fendlicos,
responsaveis pelos odores e aromas especificos que as plantas arométicas
emitem (BHAVANIRAMYA et al., 2019; FALLEH et al., 2020).

Os OEs sao altamente sollveis em compostos volateis como alcool, éter,
solventes organicos e Oleos fixos, porém pouco solluveis em agua, além de
possuirem indice de refracédo variavel e uma boa atividade optica. Os OEs sdo
responsaveis também por algumas funcdes importantes nas plantas, como
proteger de pragas e microrganismos e atrair insetos e polinizadores benéficos,
bem como, proteger a planta de estresse causado pelo ambiente externo. Os
principais constituintes dos OEs sdo os terpenos, que sdo formados pela
condensacéo de duas ou mais unidades de isopreno, e os hidrocarbonetos, que
séo compostos de dois elementos béasicos, atomos de carbono e hidrogénio. Os
hidrocarbonetos simples s&o conhecidos como nédo terpenoides, sendo 0s
compostos fendlicos moléculas responsaveis pelos efeitos antimicrobianos nos
OEs. Encontra-se um total de mais de 3 mil tipos de OEs identificados, sendo
que apenas 300 contém importancia para industria de alimentos, os métodos
mais usados para extracdo de OEs séo hidrodestilacdo e a destilacdo a vapor
(BHAVANIRAMYA et al., 2019; FALLEH et al., 2020).

O potencial antibacteriano dos OEs nao esta relacionado a um mecanismo
especifico, mas sim pode diversos, em razdo da diversidade de compostos
quimicos presentes. De modo geral, pode-se dizer que a atividade
antimicrobiana esta ligada a natureza hidrofébica do OEs, que move os lipidios
presentes na membrana celular das bactérias, rompendo assim a estrutura da
parede celular, tornando-a mais permeavel. Esta mudanca na permeabilidade da
membrana acaba levando ao vazamento dos materiais celulares, e a morte da
célula. Porém, existem diferentes tipos de mecanismos de atividade dos OEs
nos microrganismos, sendo eles, destruicdo da parede celular; danos nas
proteinas da membrana; coagulacao do citoplasma; reducéo da forga motriz do
proton; danificacdo da membrana citoplasmatica; aumento da permeabilidade

com vazamento do conteudo da célula; através da hidrdlise de ATP e diminui¢éo
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na sintese de ATP, levando a reducdo do pool de ATP intracelular
(BHAVANIRAMYA et al., 2019; FALLEH et al., 2020).

As bactérias gram-positivas sdo mais sensiveis a acdo dos OEs do que
as gram-negativas, isso devido a presenca de uma camada de peptidoglicanos
que fica na membrana celular das bactérias gram-positivas que facilitam a
penetracdo dos compostos hidrofébicos dos OEs, ja nas bactérias gram-
negativas a membrana externa que envolve a parede celular € composta por
uma camada dupla de fosfolipidios, ligada a uma membrana interna de
lipossacaridios, que dificulta a penetracdo dos compostos dos OEs. A atividade
antimicrobiana dos OEs estéa geralmente associada a compostos como eugenol,
timol, alicina, carvacrol e substancias como o linalol, sabineno, mentol, mirceno
e camphene. Esses principios ativos tém como alvo a proteina, grupos amina e
hidroxilamina na membrana bacteriana, para alterar sua permeabilidade,
levando a morte da bactéria (BHAVANIRAMYA et al., 2019; FALLEH et al.,
2020).

Alguns fatores podem influenciar a atividade antimicrobiana dos OEs em
sistemas alimentares, tais como, a microbiota contaminante (concentracdo e a
estrutura bacteriana), a composicdo quimica e a atividade biolégica dos OEs
(espécie vegetal, parte da planta, tempo de colheita, condicbes climéaticas,
método de extracdo, secagem e armazenamento), as propriedades intrinsecas
do alimento (pH, teor de proteinas, lipidios e agua) e a interacdo dos constituintes
do OEs com os constituintes do alimento (SILVA et al., 2021; FALLEH et al.,
2020). Alguns estudos propuseram a incorporacdo de OEs como conservantes
em carnes inibindo e até mesmo eliminando algumas bactérias patogénicas, OEs
de cravo, coentro, tomilho ou orégano foram suficientes para inibir Listeria
monocytogenes, Aeromonas hydrophila e flora de deterioracdo autoctone em
alguns produtos carneos (SILVA et al., 2021; FALLEH et al., 2020).

Diversos estudos relataram a atividade antimicrobiana de oOleos
essenciais em carnes e produtos carneos com resultados promissores. Ghaderi-
Ghahfarokhi et al. (2017) em seu estudo aplicaram 06leo essencial de canela
(Cinnamomum zeylanycum L.) diretamente e em nanocapsulas com quitosana

em hamburgueres e verificaram uma reducao da populacdo microbiana frente a
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S. aureus, aerdbios mesdfilos, Enterobacteriaceae , fungos e bactérias lacticas
com maior eficiéncia do 6leo nanoencapsulado, quando comparado ao nao
nanoencapsulado. J& Soji¢ et al. (2018) avaliaram a adicdo de 6leo essencial de
coentro (Coriandrum sativum) em salsichas de carne suina e, em todas as
concentracOes testadas, contribuiram para uma diminuicdo na contagem total
microrganismos em placas. No estudo de Radiinz et al. (2020) o 6leo essencial
de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) mostrou um efeito inibitorio e

bactericida in vitro contra S. aureus, E. coli, L. monocytogenes e S. Typhimurium.

4.2.1 Oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris)

Thymus vulgaris € uma planta aromatica, medicinal, pertencente a familia
Lamiaceae, e a classe das dicotiledoneas, nativas dos paises da bacia do
Mediterraneo ocidental, porém, atualmente € amplamente distribuida devido a
sua grande variedade de uso culindrio e como ervas medicinais, promovendo
assim seu cultivo em diferentes regides do mundo, usualmente, conhecida como
tomilho comum. O d6leo essencial de tomilho é fonte de compostos bioativos, os
principais compostos fendlicos sao carvacrol, timol, hidrocarbonetos
monoterpeno p-cimeno e y-terpineno. Os isdmeros timol e carvacrol sédo os
principais constituintes presentes no 0leo, sdo responsaveis pelos efeitos
antibacteriano, antifingico e anti-helminticos (SILVA et al., 2021; NIETO, 2020).

A utilizac&o de 6leo essencial de tomilho em alimentos como conservantes
vem sendo explorada por muitos autores, devido ao seu potencial antioxidante e
antimicrobiano. A adicao direta de OEs de tomilho pode inibir o desenvolvimento
de processo oxidativo em diversos alimentos. Alguns fatores podem influenciar
na bioatividade do OEs de tomilho quando adicionados ao um determinado
alimento, tais fatores incluem as condicbes de armazenamento do alimento, a
composicdo e o tipo de microrganismo que pode contamina-lo. O principal
aspecto limitante para o uso de OE de tomilho nos alimentos é o
desenvolvimento de caracteristicas sensoriais negativas, contribuindo para um
odor e sabor desagradavel. Sendo de extrema importancia empregar novas
estratégias que visam diminuir estas limitacdes sensoriais, como 0 uso de baixas
concentracbes ou o preparo na forma de cpsulas ou inclusdo em outros
sistemas nanoestruturados (SILVA et al., 2021; NIETO, 2020).
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4.3 Nanotecnologia

A nanotecnologia é uma tecnologia que permite medir, controlar e
manipular materiais com dimensées em nandmetro (nm), de modo a alterar suas
propriedades e func¢des. Consiste na caracterizacao, fabricacdo e manipulacao
de estrutura biolégica menor que 100 nm. Na industria de alimentos uma das
principais aplicacdo seria no desenvolvimento de novos sistemas de liberacao
de compostos bioativos na nanoescala, podendo assim melhorar a
biodisponibilidade, solubilidade e até mesmo os aspectos sensoriais dos
compostos. Existem varios tipos de abordagens na nanotecnologia, como a
preparacdo de nanoparticulas poliméricas e lipidicas, microemulsdes (MES),
nanoemulsdes (NEs), nanotubos de carbono, conjugado de polimeros, entre
outros (GARAVAND et al., 2021; PAVONI et al., 2020; FELICIO, 2020).

As NEs consistem na dispersédo de dois liquidos imisciveis, sendo um
deles a fase continua e o outro a dispersa conforme a figura 1. Existem dois
tipos de sistema em emulsdes, sistemas de dgua em 6leo (a/o) em que a fase
continua é lipofilica e a dispersa hidrofilica e os sistemas de 6leo em agua (o/a)
em que a fase continua é hidrofilica e a dispersa lipofilica. Esta disperséo ocorre
somente na presenca de moléculas anfifilicas, capazes de reduzir a tenséo
interfacial, chamadas de surfactantes. As goticulas nas NEs sdo compostas por
um nucleo cercado por um mono camada de surfactantes, com as caudas
apolares em direcdo a fase lipofilica (6leo) e as cabecas polares em direcédo a
fase aquosa. A utilizacdo de NEs sdo adequados na presenca de compostos
lipidicos ou pouco sollveis em agua, como os 6leos essenciais, que requerem a
dispersdo em meio aquoso, assim, aumentando a biodisponibilidade e as
aplicacdoes (GARAVAND et al., 2021; PAVONI et al., 2020).
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Figura 1- Sistema de nanoemulsdo. Fonte: Adaptado de DAS et al., 2020.

As nanoemulsdes séo sistema que necessitam de energia externa para
sua formacgdo, pois as fases separadas possuem menor energia livre em
comparacdo ao sistema coloidal, o emprego de energia externa permite
ultrapassar o gap de energia entre as fases separadas e o sistema coloidal.
Sendo consideradas cineticamente estaveis e termicamente instaveis.
Apresentem goticulas esféricas que sdo formadas como resultado da reducao
da area interfacial, apresentam uma boa estabilidade e resisténcia a agregacéo
de gotas e separacédo de fase gravitacional ou formacéo de creme (GARAVAND
et al., 2021; PAVONI et al., 2020).

Existem duas técnicas para obtencdo das NEs, os métodos de alta
energia de emulsificacdo e métodos de baixa energia de emulsificacdo. Os
métodos de alta energia sdo os mais utilizados neste sistema, sao baseados na
producdo de energia por meio de alta pressdo de cisalhamento, através de
métodos como homogeneizacdo de alta pressdo, sonicagdo, microfluidizagéo,
utilizagédo de ultrassom ou potencial quimico dos componentes. Por outro lado,
0s métodos de baixa energia ocorrem a partir da inversdo espontanea na
curvatura do tensoativo para promover a formacdo dos glébulos menores
(GARAVAND et al., 2021; PAVONI et al., 2020; FELICIO,2020).

Os OEs séao o6timas opcgdes para obtencdo de NEs, por apresentarem
baixa viscosidade, baixa tenséo interfacial e alta polaridade. A utilizacdo de dleos

de baixa viscosidade na formulagao facilita o processo de redugao de tamanho,
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por necessitar de um periodo mais curto para sua formacao, utilizando menor
energia externa e gerando menores goticula. As NEs sdo capazes de carregar
maior quantidade de fase dispersa na presenca de menor quantidade de
surfactante, esta baixa quantidade de surfactante garante um melhor perfil
toxicoldgico/seguranca, aléem de poder ser formulado com uma variedade maior
de surfactantes. Os tensoativos mais utilizados para obtencdo de sistemas
coloidais sao os polissorbatos Tween 80 e Tween 20, fornecendo suspensodes
estaveis sem a necessidade de um co-surfactante (GARAVAND et al., 2021;
PAVONI et al., 2020).

Os principais fendbmenos de instabilidade que podem levar a separacdo
de fases sao: formacéao de creme ou sedimentacéo, floculacdo, coalescéncia e
amadurecimento de Oswald. A estabilidade a longo prazo pode ser influenciada
pelos diferentes estados de energia livre que os sistemas de NEs contém,
dependendo da altura das barreiras de energia entre o sistema coloidal e as
fases separadas, quanto mais baixas foram estas barreiras, mais rapido ocorrera
perda da estabilidade do sistema (GARAVAND et al., 2021; PAVONI et al.,
2020).

O amadurecimento de Ostwald é um fen6bmeno que consiste na
condensacdo e agregacdao de goticulas menores em goticulas maiores e
energeticamente favorecidas, que com o tempo acaba causando a separacao de
fases, sendo impulsionado pela difusdo molecular do 6leo através da fase
continua. Para retardar o amadurecimento € necessario a adicao de substancias
apolares e de grande volume molar, como triglicerideos de cadeia média ou
longa. Além disso, o tamanho da gota tem um papel fundamental na
estabilidade, quanto menores as gotas formadas em uma ampla proporgéao de
superfice, maior a absor¢cao.O potencial zeta € um parametro eletrostatico que
pode indicar a estabilidade fisica das emulsdes (GARAVAND et al.,, 2021;
PAVONI et al., 2020).

4.4 Extrato de beterraba

As principais causas de perda de qualidade em produtos carneos, séo
deterioragBes quimicas e microbiolégicas. A oxidacéo lipidica € uma das reagdes

guimicas que mais ocorrem em produtos carneos, diminuindo a vida util e o valor
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nutricional, além de refletir diretamente na descolora¢éo do produto. Os produtos
secundarios formados a partir desta reacdo séo considerados citotoxicos. Essa
descoloracdo ocorre na superficie, é acelerada em produtos moidos ou
triturados, por estarem mais expostos ao ar e a agdo de microrganismos. A cor
€ responsavel pelo primeiro estimulo de aceitacao pelo consumidor, por serem
atraidos pela sua coloracdo e considerada a caracteristica sensorial mais
importante. A utilizacdo de corantes naturais vem sendo amplamente utilizada
na industria de alimentos (GONCALVES, 2018; CHHIKARA et al., 2019;
NOWACKA et al., 2019).

A beterraba, cujo nome cientifico Beta vulgaris L. pertence a familia
Quenopodiacea sendo originaria de regides europeias e norte-africanas de clima
temperado. No Brasil, é cultivada principalmente nas regifes sudeste e sul e sua
parte comestivel € uma raiz tuberosa de formato globular e sabor
acentuadamente doce. E fonte de vitaminas A, C e do complexo B, podendo ser
considerada um alimento de alto teor vitaminico e possui nutrientes como,
potassio, sodio, ferro, cobre e zinco. A beterraba é um vegetal rico em
carboidratos, gorduras e lipidios, pigmentos solaveis em agua e vem ganhando
popularidade devido a sua atividade biolégica e sua possivel utilidade como
alimento funcional (GONCALVES, 2018; CHHIKARA et al., 2019; NOWACKA et
al., 2019).

As betalainas sdo os pigmentos nitrogenados presentes na beterraba,
hidrossoluveis, derivadas no &cido betalamico, sendo consideradas
antioxidantes naturais por possuirem radicas livres. As betalainas séo divididas
em betacianinas (coloracdo vermelho-violeta) e betaxantinas (coloracéo
vermelho-alaranjado), porém em menor propor¢do. Para extracdo de pigmentos
€ necessario aplicacéo de detergentes, solventes ou tratamento térmico para que
ocorra o rompimento da membrana. Porém a utilizacao de tratamento térmico
em betalainas ndo é recomendado por serem altamente sensiveis a altas
temperaturas. Além disso outros fatores como, pH, temperatura, atividade de
agua, luz e metais também afetam a estabilidade do pigmento (GONCALVES,
2018; CHHIKARA et al., 2019; NOWACKA et al., 2019).
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4.5 Analise sensorial de alimentos

A anadlise sensorial € uma ciéncia que evoca, mede, analisa e interpreta
as reagbes humanas frente as caracteristicas dos alimentos e materiais,
percebidas pelos cinco sentidos: paladar, olfato, tato, visédo e audicdo (ABNT,
1993). Podendo ser dividida em dois grupos de testes analiticos, que destinam-
se descrever e agregar produtos, e os teste afetivos, que se destinam a avaliar
0 grau de aceitacdo de um determinado produto. Para realizacdo dos testes
sensoriais € necessario elaborar documentos para que cada provador possa
responder de forma clara e especifica as perguntas que lhe for colocada

(SANCHEZ & ALBARRACIN, 2010).

A andlise sensorial € uma ferramenta indispensavel para elaboracdo de
novos produtos, uma vez que o0s alimentos se destacam pelas suas
caracteristicas, que sdo determinantes para aceitacdo e compra dos alimentos.
Nos testes afetivos os provadores correspondem ao consumidor nédo treinado na
descricao de preferéncias, do qual sua avaliacao é baseada no gosto pessoal do
provador, focando apenas na decisdo de compra e aceitacéo geral. A utilizacéo
de método hedbnico proporciona uma avaliacdo sobre o gosto do produto que
esta sendo testado, fazendo o uso de uma escala heddnica. Nesta escala, o0s
provadores tém que escolher a expressdo que se encaixa melhor a sua
percepcdo e aceitacdo sobre o produto, permitindo assim transformar uma
resposta num valor numeérico fornecendo informac@es rapidas sobre a potencial
do novo produto desenvolvido (RUIZ-CAPILLAS et al.,2021).
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Resumo

SCHUG, Tamires Soares. Desenvolvimento de embutido carneo utilizando
nanoemulsdo de 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.) e extrato de

beterraba (Beta Vulgaris L.). Universidade Federal de Pelotas. 2022. 47p.

Os produtos carneos séo alimentos fundamentais na dieta da populagéo, sendo
considerados uma das principais fontes proteicas usadas pelos humanos. Os
sais de cura constituidos por nitritos e/ou nitratos de sodio sdo usados para
conservacao e para alteracéo de caracteristicas sensoriais em produtos carneos.
Apesar das vantagens, os sais de cura em determinadas situacdes podem gerar
alguns riscos a saude dos consumidores. Em vista disso, sd0 necessarias
alternativas para substituicdo parcial ou total do nitrato e nitrito em produtos
alimenticios, a utilizacdo de substancias bioativas como 6leos essenciais, surge
como uma alternativa. O 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.) possui
forte atividade inibitéria contra muitos patdogenos de origem alimentar ou
bactérias deteriorantes. Apesar do seu grande potencial antimicrobiano, quando
utilizados diretamente nos alimentos, podem interferir negativamente nas
caracteristicas sensoriais dos produtos. Estratégias da nanotecnologia, como a
encapsulacdo de substancia fendlicas tem sido investigada para melhorar sua
utilizacao, disperséo e estabilidade. A utilizacdo de substancias para promover a
cor em produtos carneos é de extrema importancia, a utilizacdo de extrato de
beterraba é uma boa alternativa para substituicdo de corantes artificiais por
corantes naturais. Neste contexto, objetivou-se avaliar o efeito da utilizacédo
conjunta de nanoemulsdes com 06leo essencial de tomilho e extrato de beterraba
em embutidos carneos para manutencdo das caracteristicas sensoriais e
microbioldgicas. Sera realizada a obtencdo do extrato de beterraba seguida da
avaliacdo do concentrado, formagdo de nanoemulsdo de Oleo essencial de
tomilho e sua avaliacéo e apos sera realizada a elaboracédo do embutido carneo
com diferentes formulacdes, seguida da avalicdo Fisico-quimica, microbiolégica
e sensorial. Espera-se com este estudo, que a utlizagdo conjunta da
nanoemulsado de 6leo essencial de tomilho apresente efeito antimicrobiano frente
as bactérias Salmonella ssp, Escherichia coli, Aerébios mesofilos e Listeria

monocytogenes evitando a perda da coloragdo causada pela reducéo de nitrito
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ou mesmo conferindo melhor coloracdo ao produto, sem afetar a estabilidade

fisico-quimica.

Palavras-chave: Produtos carneos, nanotecnologia, nanoparticulas, encapsulamento,
betalainas.
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1 Introducéo

Os produtos carneos sao alimentos fundamentais na dieta da populacéo
de modo geral, fornecendo nutrientes essenciais como proteinas, vitaminas e
minerais, sendo considerados uma das principais fontes proteicas usadas na
alimentacdo humana. O aumento da renda per capita da populacéo e a crescente
urbanizacdo, resultam num maior consumo de alimentos de origem animal
(MANESSIS et al., 2020). Segundo as projecdes do Ministério de agricultura,
pecuaria e abastecimento (MAPA), o setor de carnes aponta um crescimento nos
proximos anos. As taxas de crescimento de producdo no periodo de 2020/21 a
2030/31 para carnes suinas devem ter um crescimento anual de 3,0%, para
carne bovina de 2,3% e para carne de frango 2,6%. Além de um aumento de
producao de 24,0% (DA SILVA et al., 2021; MAPA, 2020).

Os sais de cura constituidos por nitritos e/ou nitratos de sédio sado usados
para conservagdo e para alteracdo de caracteristicas sensoriais em produtos
carneos, suas vantagens incluem a formacédo de cores de cura exclusivas,
promocdo do sabor, potencial antioxidante e propriedades antimicrobianas.
Apesar destas vantagens, 0s sais de cura em determinadas situagdes podem
gerar alguns riscos a saude dos consumidores, sendo a redu¢édo ou remocao do
nitrito e nitrato uma situacdo critica para industria de produtos carneos. As
nitrosaminas e outros produtos de reacdo formados a partir de nitrito e nitrato
estdo associados ao aumento do risco de cancer. Em vista disso, s&o
necessarias alternativas para substituicdo parcial ou total do nitrato e nitrito em
produtos alimenticios (PAPADOCHRISTOPOULOS et al., 2021).

Ha um interesse crescente das industrias de alimentos em desenvolver e
usar aditivos naturais que atendam as demandas dos consumidores por produtos
saudaveis, mas que mantenham a seguranca e o valor nutricional e atuem como
conservantes prolongando a vida util, mantendo a qualidade microbiologica e
sensorial dos produtos alimenticios. Nesta situacéo, a utilizacdo de substancias
bioativas como 6leos essenciais, surge como uma alternativa para substituicao
aos aditivos quimicos sintéticos e este fato tem ganhado grande atencdo na
Gltima década (LAGES, 2019; FALLEH et al., 2020).

Os Oleos essenciais sdo substancias naturais derivadas do metabolismo

especializado de plantas, ricos em diferentes compostos, como terpenos e
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fenilpropanoides, e podem manter a qualidade dos alimentos através da inibicao
de microrganismos. Os compostos constituintes ndo polares presentes nos 6leos
essenciais tém uma solubilidade em agua relativamente baixa, além de conferir
propriedades sensoriais e apresentarem baixa toxicidade em relacdo aos
conservantes sintéticos, podendo ser utilizados na industria alimenticias como
aromatizantes, devido ao seu aroma destacado, vinculando sabores, podendo
ainda contribuir como um antimicrobiano natural (LAGES, 2019; FALLEH et
al.,2020),

Considerando a carne e seus derivados como sistemas alimentares
complexos, é fundamental garantir a eficiéncia da aplicacdo de 6leos essenciais
como antimicrobianos naturais, sendo importante conhecer as propriedades e
constituintes quimicos dos Oleos essenciais, a microbiota contaminante, a
concentracao inibitdria minima contra microrganismos especificos, as possiveis
interacOes de seus constituintes quimicos com a matriz alimentar e as alteracdes
sensoriais que podem ocorrer, principalmente devido a capacidade aromatizante
(LAGES, 2019; DA SILVA et al., 2021; PAPADOCHRISTOPOULOS et al., 2021).

O 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.) € um dos 6leos que
apresentam comprovada atividade antimicrobiana. Sendo uma planta herbacea,
da familia Lamiaceae, com origem no Mediterrdneo Ocidental. Tém sido
amplamente utilizados nas areas alimenticia, médica e cosmética devido ao seu
odor e sabor agradaveis e possui forte atividade inibitéria contra muitos
patdgenos de origem alimentar ou bactérias deteriorantes, como Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella Typhimurium. Atributos esses que podem estar relacionados a
presenca de timol e seu isbmero (carvacrol), b-cariofilos, c-terpineol, e p-cimeno
presentes no 6leo (FRAQUEZA et al., 2021; LIU et al., 2020; ALMASI et al.,
2021).

Apesar do seu grande potencial antimicrobiano os Oleos essenciais,
guando utilizados diretamente nos alimentos, podem interferir negativamente
nas caracteristicas sensoriais dos produtos, podendo inclusive diminuir a sua
aceitacdo, sendo necessario utilizar estratégias para aplicagcdo dos mesmos. A
encapsulacdo de substancia fendlicas tem sido investigada como uma estratégia

de aplicacdo, em que novos sistemas de liberacdo sao utilizados como veiculo
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para incorporacao, transporte, protecdo e liberacdo controlada de compostos
bioativos, assim melhorando sua utilizacdo, dispersdo e estabilidade. Entre as
abordagens de encapsulamento tradicional as microemulsdes e nanoemulsdes
se destacam como sendo apropriados para utilizacdo na industria de alimentos
(GARANVAND et al., 2021; ALMASI et al., 2021; FELICIO, 2020).

As nanoemulsdes (NEs) sédo sistemas coloidais, cineticamente estaveis,
sua formacao requer alta energia mecanica. Diferente das microemulsdes que
sdo termodinamicamente estaveis, sendo consideradas uma emulsao 6leo/agua
com tamanho médio de goticula que varia de 50 a 1000 nm. As microemulsdes
normalmente requerem altas concentracfes de surfactante, enquanto as
nanoemulsdes podem ser formuladas a partir de uma gama mais ampla de
ingredientes e requerem concentragcées mais baixas de surfactante. As principais
diferencas entre as nanoemulsfes e microemulsdo sdo a estabilidade
termodinamica e o diametro da goticula (ALMASI et al., 2021; RADI et al., 2018).

Por terem um processo de obtencdo simples e possuir uma alta
estabilidade contra floculagéo, agregacéo, coalescéncia e amadurecimento de
Ostwald as nanoemulsdes atraem mais atencdo. Ja as microemulsées néo sao
muito utilizadas para aplicacdo em alimentos, devido a algumas desvantagens
operacionais e por apresentar uma emulsificacido de baixa energia (FELICIO,
2020; GARANVAND et al., 2021).

A utilizacdo de substancias que promovam a cor em produtos carneos €
de extrema importancia, sendo que a cor € um dos principais atributos notados
pelos consumidores na hora da compra e esta diretamente relacionada com a
aceitacdo do produto. O uso de corantes artificiais ndo € desejado pelos
consumidores, que buscam cada vez mais ingredientes naturais nos produtos.
Aléem de que a utilizagdo de certos corantes artificiais, em determinadas
situacdes, pode ocasionar em doencas, como hiperatividade em criangas e até
problemas carcinogénicos. Portanto, a utilizagdo de corantes naturais tem sido
amplamente estudada visando a aplicagdo em alimentos. Dentre os corantes
naturais destaca-se o presente na beterraba, sendo um dos mais utilizados na
industria de alimentos por ser de facil extracdo e conter um alto poder de
coloracdo (LAGES, 2019; MEIRELES et. al., 2020).
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O extrato de beterraba é uma boa alternativa para utilizagcdo em produtos
carneos, sendo que as betalainas sdo pigmentos nitrogenados encontrados em
abundancia nesta hortalica. As betalainas sdo compostos hidrossollveis,
derivadas do acido betalamico, obtidas através da extracdo aquosa da beterraba
vermelha triturada, este método tem um alto rendimento e baixa degradacéo.
Podendo ser classificadas em betacianinas, responsaveis pela coloracdo
vermelho-violeta e em betaxantinas, de coragdo vermelho-alaranjado, porém em
menor proporgao. Contudo, sua instabilidade em altas temperaturas e pH
alcalino limita sua aplicagdo como corante alimentar (SANTOS, 2017;
BELLUCCI, 2018).

Diante do contexto exposto, acredita-se que a adicdo conjunta de
nanoemulsées de O6leo essencial de tomilho e extrato de beterraba em
substituicdo aos sais de cura, represente uma alternativa natural para producéo
de embutidos cérneos, propiciando a manutencdo das caracteristicas fisico-

quimicas, microbioldgicas e sensoriais.
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2 Reviséo Bibliografica

2.1 Microrganismos nos produtos carneos e a necessidade de
conservantes

Ha uma tendéncia em paises em desenvolvimento como o Brasil, de alto
consumo de carne e principalmente de produtos carneos, este levantamento
gera preocupacfes das autoridades de saude com relagdo a qualidade e a
seguranca destes produtos de origem animal. As doencas transmitidas por
alimentos (DTA) sdo causadas principalmente pela ingestdo de alimentos
contaminados por formas vidveis de microrganismos patogénicos ou por suas
toxinas pré-formadas nos alimentos (LAGES, 2019; SOARES et al.,2021).

Os produtos carneos por terem alto teor de agua, pH proximo a
neutralidade e pela elevada presenca de nutrientes sdo considerados ambientes
favoraveis para o crescimento e multiplicacdo de microrganismos. A capacidade
destes microrganismos de se desenvolverem esté diretamente relacionada com
diversos fatores, sendo divididos em fatores intrinsecos, relacionados com as
caracteristicas proprias do alimento, como pH, composicdo quimica, umidade e
potencial de oxido-reducao e fatores extrinsecos, relacionados ao ambiente em
que o alimento estd presente, como umidade relativa do ar, temperatura,
presenca de gases no ambiente e substancias adicionadas para reduzir ou inibir
multiplicacdo de microbiana.

Nitratos e nitritos de sodio sdo comumente utilizados em produtos
carneos, para inibicdo microbiana além de proporcionarem propriedades
sensoriais especificas para o produto, como cor e aroma caracteristicos,
podendo ainda ser chamados de “sais de cura”. Um dos seus principais efeitos
€ 0 aumento da vida util dos produtos carneos. Com relagéo a reatividade do
nitrogénio, quando adicionado o nitrito na carne ou produto carneo, em meio
acido, produz a formacéo de acido nitroso (HNO2) podendo formar seu anidrido
nitroso (N203) que por sua vez estara em equilibrio com éxido nitrico (NO) e
diéxido de nitrogénio (NO2). Varias das alteracdes vistas na carne curada se dao
através da reatividade do 6xido nitrico (NO) com mioglobina e aminoacidos. Na
presenca de agua o didxido de nitrogénio (NO2) pode reagir e formar nitrato
(FLORES e TOLDRA, 2021).
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Dentre as substancias que podem ser geradas através do nitrito estdo as
N-nitrosaminas, que sao as mais preocupantes, principalmente pelo fato que
alguns estudos indicam o potencial carcinogénico destas substancias. As
nitrosaminas sdo formadas através da reacao de nitrosagao do nitrito, gerando o
ion nitrosilo (NO*) que ira reagir com aminas secundarias nao protonadas
através de uma reacao de substituicdo nucleofilica. Dentre as condi¢cdes que
favorecem sua formacdo, incluem-se altas temperaturas, pH acido (2,5-3,5),
presenca de amina protonada, elevada quantidade e nitrito residual e maior
tempo de armazenamento (FLORES e TOLDRA, 2021).

Segundo a RDC n° 272, de 14 de marco de 2019, estabelece os aditivos
autorizados para uso em carnes e produtos carneos, para produtos carneos
industrializados fresco traz um limite maximo de 0,015g/100g para nitrito de
potassio e 0,03g/100g de nitrato de sodio. A soma dos nitritos e nitratos,
determinados como residuo maximo, ndo deve superar 0,0159/100g expresso
como nitrito de sodio (BRASIL,2019).

Dentre os produtos carneos, a embutido frescal se destaca devido a sua
alta aceitacdo e comercializacdo, além de ser um produto de facil fabricacéo,
mas também por ser um produto facilmente contaminado, quando produzido ou
comercializado sem os cuidados higiénicos necessarios (LAGES, 2019;
SOARES et al.,2021).

A instrucdo normativa n°® 4, de 31 de marco de 2000, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento define como embutido o produto carneo
industrializado, obtido de carnes de animais de agougue, adicionados ou nao de
tecidos adiposos, ingrediente, embutidos em envoltério natural ou artificial, e
submetido ao processo tecnolégico adequado. De acordo com a tecnologia
empregada na fabricacdo pode se caracterizar como um produto fresco, seco,
curado e/ou maturado, cozido (BRASIL, 2000).

A embutido frescal esta entre os produtos carneos mais consumidos pela
populacao brasileira, sendo um produto embutido cru, que nao sofre nenhum
processo de cozimento durante sua producéo. Deste modo, o prazo de validade
deste tipo de produto é limitado e deve ser mantido em temperatura de
refrigeracdo. A producdo de embutidos frescais abrange varias etapas de
manipulacéo do produto, falhas nas boas praticas de fabricacéo durante a etapas
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de processamento pode aumentar significativamente as chances de
contaminagcdo por microrganismos (PAVELQUESI et al.,2021; SOARES et
al.,2021).

A instrucdo normativa n° 60, de 23 de dezembro de 2019, estabelece as
listas de padrbes microbiolégicos para alimentos. Para embutidos frescais
devem-se analisar os seguintes microrganismos, Salmonella, Escherichia coli,

Aerdbios mesofilos e Listeria monocytogenes (BRASIL, 2019).

2.1.1 Salmonella

A Salmonella é uma bactéria que esta amplamente distribuida na
natureza, podem habitar o trato intestinal dos humanos, animais domeésticos e
selvagens, principalmente as aves. Sendo uma bactéria pertencente a familia da
Enterobacteriaceae, sdo Gram-negativas, anaerobia facultativa, na forma de
bastonetes e podem ser moveis ou iméveis por flagelos. As carnes, o leite e 0s
ovos sdo os principais veiculos de transmissdo, sendo que a S. entérica é
considerada a espécie mais patogénica. Além de serem conhecidos por
sobreviver em produtos alimenticios de baixa umidade e conterem temperatura
otima de crescimento de x°C a xC (WANG et al., 2020; EHUWA et al., 2021).

A Salmonelose é uma das principais infec¢des transmitidas pelo consumo
de alimentos contaminados, os efeitos patégenos sédo observados somente
quando ingerido a bactéria na sua forma viavel. Sendo a cepa especifica
responsavel pela infeccdo e o estado de saude do hospedeiro os fatores que
influenciam o grau de gravidade da infec¢do. Dependendo da espécie envolvida,
as infec¢bes por Salmonella podem-se manifestar em diferentes sintomas como,
febre entérica (febre tifoide) em que os sintomas mais comuns incluem perda de
forcas, dores de cabeca e febre alta e persistente e enterocolite onde os
sintomas envolvem vomito, diarreia, febre, nauseas e dores abdominais (WANG
et al., 2020; EHUWA et al., 2021).

2.1.2 Escherichia coli

S&o bactérias pertencente a familia Enterobacteriaceae, Gram-negativas,
na forma de bastonetes, capazes de fermentar a lactose, com producéo de acido
e de gas. Sendo o trato intestinal dos humanos e outros animais de sangue

44



guente o seu principal habitat. A maioria das cepas de E. coli sdo consideradas
inofensivas, porém algumas causam doencas que podem ser transmitidas por
alimentos. As principais infecgdes causadas por E. coli estdo relacionadas a 5
sorogrupos: E. coli enteropatogénica (EPEC) que tem capacidade de colonizar o
intestino onde causa lesbes nas  microvilosidades, E. coli
enterotoxigenica (ETEC) sendo a maior responsavel por diarreias em criancas,
com capacidade de produzir toxinas, E. coli enteroinvasiva (EIEC) podendo se
desenvolver na mucosa do colon, invadindo as células epiteliais, multiplicando-
se e causando uma ulcera no intestino, E. coli enterohemorragica (EHEC) pode
colonizar o trato intestinal e produzir verotoxinas, que sdo ativadas no colon,
podendo originar casos graves com diarreia hemorragica e E. coli
enteroagregativa (EaggEC). E. coli pode ser considerada um indicador higiénico-
sanitario dentro do processamento de alimentos devido a sua origem intestinal,
sendo indicio de contaminacéo fecal direta ou indireta (LIU et al., 2020; FRANCO
et al., 2010; CAVALIN et al., 2018).

2.1.3 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes é amplamente encontrada na natureza, esta
presente no solo, agua, vegetais e animais. E uma bactéria Gram-positiva,
anaerobia facultativa, pertencente a familia Listeriaceae e as células tém a forma
de pequenos bastonetes e a sua mobilidade é conferida por flagelos. Podendo
formar biofilmes e sobreviver a condi¢cdes adversas, apresentam viabilidade em
uma ampla faixa de temperatura, incluindo a de refrigeracdo. Porém, sao
inativadas pelo processo de pasteurizacdo. Os alimentos mais propicios a
contaminagdo sao carnes, queijos macios, leite cru, produtos lacteos, agua,

vegetais crus, peixes e frutos do mar (JORDAN et al., 2018).

s

A listeriose é a infeccdo causa por Listeria monocytogenes, podendo
apresentar sintomas leves como vomito, diarreia, dores de cabeca, em casos
mais graves podem causar meningite aguda infecciosa, principalmente em
pessoas imunodeprimidas, gestantes e idosos, com alto indice de mortalidade
nestes grupos de risco. Estas bactérias tendem a atingir o figado e o baco
(JORDAN et al., 2018).
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2.2 Oleos essenciais, atividade antimicrobiana e aplicabilidade em
produtos carneos

Os o6leos essenciais (OEs) sdo compostos presentes nas plantas
aromaticas e medicinais, sendo volateis e liquidos incolores em temperatura
ambiente. Sdo originados do metabolismo especializado de plantas, sendo
capazes de serem sintetizados em flores, brotos, sementes, caules e frutos,
praticamente quase todos os 6rgéos, e armazenados em células epidérmicas,
cavidades e células secretoras. Geralmente os OEs equivalem a uma fragdo
pequena da composicao total da planta, aproximadamente menos de 5% de
matéria seca. Desde sua descoberta, os 6leos essenciais sdo amplamente
utilizados em varias areas, como na area de cosméticos, na agricultura, nos
produtos de limpeza, na aromaterapia, na industria de alimentos, entre outros.
Isso se d& pelo fato de que os OEs exibem uma ampla gama de atividades
biologicas, abrangendo propriedades antibacteriana, antiviral, antifingica,
antioxidante, antimicética, antiparasitaria e inseticida. Além de possuirem varios
componentes quimicos bioativos, como terpeno, terpenoides e fendlicos,
responsaveis pelos odores e aromas especificos que as plantas aromaticas
emitem (BHAVANIRAMYA et al.,2019; FALLEH et al.,2020).

Os 6leos essenciais sdo altamente sollveis em compostos volateis como
alcool, éter, solventes orgéanicos e 6leos fixos, porém pouco soluveis em agua,
além de possuirem indice de refracao variavel e uma boa atividade 6ptica. Os
OEs sdao responsaveis também por algumas funcées importantes nas plantas,
como proteger de pragas e microrganismos e atrair insetos e polinizadores
benéficos, bem como, proteger a planta de estresse causado pelo ambiente
externo. Os principais constituintes dos OEs sao os terpenos, que sdo formados
pela condensacao de duas ou mais unidades de isopreno, e 0s hidrocarbonetos,
gue sédo compostos de dois elementos basicos, atomos de carbono e hidrogénio.
Os hidrocarbonetos simples s&o conhecidos como néo terpenoides, sendo 0s
compostos fendlicos moléculas responséaveis pelos efeitos antimicrobianos nos
OEs. Encontra-se um total de mais de 3 mil tipos de OEs identificados, sendo
que apenas 300 contém importancia para industria de alimentos, os métodos
mais usados para extracdo de OEs sdo hidrodestilacéo e a destilacdo a vapor
(BHAVANIRAMYA et al.,2019; FALLEH et al.,2020).
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O mecanismo de acdo da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais
nao esta relacionado a um mecanismo especifico, isso pela diversidade de
compostos quimicos presentes nos OEs. De modo geral, pode-se dizer que a
atividade antimicrobiana esta ligada a natureza hidrofébica do OEs, que move
os lipidios presentes na membrana celular das bactérias, rompendo assim a
estrutura da parede celular, tornando-a mais permeavel. Esta mudanca na
permeabilidade da membrana acaba levando ao vazamento dos materiais
celulares, e a morte da célula. Porém, existem diferentes tipos de mecanismos
de atividade dos OEs nos microrganismos, sendo eles, destruicdo da parede
celular; danos nas proteinas da membrana; coagulacao do citoplasma; reducéo
da forca motriz do préton; danificagdo da membrana citoplasmética; aumento da
permeabilidade com vazamento do conteddo da célula; através da hidrélise de
ATP e diminuicdo na sintese de ATP, levando a reducdo do pool de ATP
intracelular (BHAVANIRAMYA et al.,2019; FALLEH et al.,2020).

As bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis a acdo dos OEs do que
as Gram-negativas, isso devido a presenca de uma camada de peptidoglicanos
que fica na membrana celular das bactérias Gram-positivas que facilitam a
penetracdo dos compostos hidrofébicos dos OEs, ja nas bactérias Gram-
negativas a membrana externa que envolve a parede celular é composta por
uma camada dupla de fosfolipidios, ligada a uma membrana interna de
lipossacaridios, que dificulta a penetracdo dos compostos dos OEs. A atividade
antimicrobiana dos OEs esta geralmente associada a compostos como eugenol,
timol, alicina, carvacrol e substéncias como o linalol, sabineno, mentol, mirceno
e camphene. Esses principios ativos tém como alvo a proteina, grupos amina e
hidroxilamina na membrana bacteriana, para alterar sua permeabilidade,
levando a morte da bactéria (BHAVANIRAMYA et al.,2019; FALLEH et al., 2020).

Alguns fatores podem influenciar a atividade antimicrobiana dos OEs em
sistemas alimentares, tais como, a microbiota contaminante (concentracao e a
estrutura bacteriana), a composi¢cdo quimica e a atividade biolégica dos OEs
(espécie vegetal, parte da planta, tempo de colheita, condi¢cdes climaticas,
método de extracdo, secagem e armazenamento), as propriedades intrinsecas

do alimento (pH, teor de proteinas, lipidios e &gua) e a interacdo dos constituintes
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do OEs com os constituintes do alimento (FALLEH et al.,2020; DA SILVA et
al.,2021).

Alguns estudos propuseram a incorporacdo de OEs como conservantes
em carnes inibindo e até mesmo eliminando algumas bactérias patogénicas, OEs
de cravo, coentro, tomilho ou orégano foram suficientes para inibir Listeria
monocytogenes, Aeromonas hydrophila e flora de deterioragdo autoctone em
alguns produtos carneos (FALLEH et al.,2020; DA SILVA et al.,2021).

Varios estudos relataram a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais
em carnes e produtos carneos com resultados promissores. Ghaderi-
ghahfarokhi et al., 2017 em seu estudo aplicaram 06leo essencial de canela
(Cinnamomum zeylanycum L.) diretamente e em nanocapsulas com quitosana
em hamburgueres e verificaram uma reducao da populagdo microbiana frente a
S. aureus, aeroébios viaveis totais mesofilos, Enterobacteriaceae , leveduras e
bolores e bactérias lacticas com maior eficiéncia do 6leo nanoencapsulado,
quando comparado ao ndo nanoencapsulado. J& Soiji¢ et al. (2019) avaliaram a
adicdo de 6leo essencial de coentro (Coriandrum sativum) em salsichas de carne
suina e, em todas as concentracdes testadas, contribuiram para uma diminuicao
na contagem total microrganismos em placas. No estudo de Radiinz et al. (2019)
o 6leo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) mostrou um efeito
inibitério e bactericida in vitro contra S. aureus, E. coli, L. monocytogenes e

S. Typhimurium.

2.2.1 Oleo essencial de Tomilho (Thymus vulgaris)

Thymus vulgaris € uma planta aromatica, medicinal, pertencente a familia
Lamiaceae, e a classe das dicotiledoneas, nativas dos paises da bacia do
Mediterraneo ocidental, porém, atualmente é amplamente distribuida devido a
sua grande variedade de uso culinario e como ervas medicinais, promovendo
assim seu cultivo em diferentes regiées do mundo, usualmente, conhecida como
tomilho comum. O d6leo essencial de tomilho € fonte de compostos bioativos, os
principais compostos fendlicos s&do carvacrol, timol, hidrocarbonetos

monoterpeno p-cimeno e y-terpineno. Os isbmeros timol e carvacrol sdo os
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principais constituintes presentes no 6leo, sdo responsaveis pelos efeitos
antibacteriano, antifiungico e anti-helminticos (NIETO, 2020; SILVA et al.,2021).

A utilizacéo de 6leo essencial de tomilho em alimentos como conservantes
vem sendo explorada por muitos autores, devido ao seu potencial antioxidante e
antimicrobiano. A adicéo direta de OEs de tomilho pode inibir o desenvolvimento
de processo oxidativo em diversos alimentos. Alguns fatores podem influenciar
na bioatividade do OEs de tomilho quando adicionados ao um determinado
alimento, tais fatores incluem as condicbes de armazenamento do alimento, a
composicdo e o tipo de microrganismo que pode contamina-lo. O principal
aspecto limitante para o uso de OE de tomilho nos alimentos é o
desenvolvimento de caracteristicas sensoriais negativas, contribuindo para um
odor e sabor desagradavel. Sendo de extrema importancia empregar novas
estratégias que visam diminuir estas limita¢cdes sensoriais, como o0 uso de baixas
concentracbes ou o preparo na forma de capsulas ou inclusdo em outros
sistemas nanoestruturados (NIETO, 2020; SILVA et al.,2021).

2.3 Nanotecnologia

A nanotecnologia é uma tecnologia que permite medir, controlar e
manipular materiais com dimensées em nandmetro (nm), de modo a alterar suas
propriedades e fun¢des. Consiste na caracterizacao, fabricacdo e manipulacao
de estrutura biol6gica menor que 100 nm. Na industria de alimentos uma das
principais aplicacédo seria no desenvolvimento de novos sistemas de liberagéo
de compostos bioativos na nanoescala, podendo assim melhorar a
biodisponibilidade, solubilidade e até mesmo o0s aspectos sensoriais dos
compostos. Existem varios tipos de abordagens na nanotecnologia, como a
preparacdo de nanoparticulas poliméricas e lipidicas, microemulsdes (MES),
nanoemulsdes (NEs), nanotubos de carbono, conjugado de polimeros, entre
outros (PAVONI et al., 2020; GARAVAND et al., 2021; FELICIO,2020).

As nanoemulsBes-NEs consistem na dispersdao de dois liquidos
imisciveis, sendo um deles a fase continua e o outro a dispersa conforme a figura
1. Existem dois tipos de sistema em emulsdes, sistemas de agua em 0leo (a/o)
em que a fase continua é lipofilica e a dispersa hidrofilica e os sistemas de 6leo

em agua (o/a) em que a fase continua é hidrofilica e a dispersa lipofilica. Esta

49



dispersdo ocorre somente na presenca de moléculas anfifilicas, capazes de
reduzir a tensao interfacial, chamadas de surfactantes. As goticulas nas NEs séo
compostas por um nucleo cercado por uma mono camada de surfactantes, com
as caudas apolares em direcdo a fase lipofilica (6leo) e as cabecas polares em
direcdo a fase aquosa. A utilizacdo de NEs sédo adequados na presenca de
compostos lipidicos ou pouco soliveis em agua, como os 0leos essenciais, que
requerem a disperséo em meio aquoso, assim, aumentando a biodisponibilidade
e as aplicagbes (PAVONI et al., 2020; GARAVAND et al., 2021).

Emulsifier

s
AN A

Water oil

\OC Emulsifier
>Hydrophobictail

Hydrophobicbioactive compounds

Nanoemulsion with - }
bioactive compounds

Figura 1- Sistema de nanoemuls&o.
Fonte: DAS et al.,2020 com modificacdes.

As nanoemulsdes séo sistema que necessitam de energia externa para
sua formacgéo, pois as fases separadas possuem menor energia livre em
comparacdo ao sistema coloidal, o emprego de energia externa permite
ultrapassar o0 gap de energia entre as fases separadas e o sistema coloidal.
Sendo consideradas cineticamente estaveis e termicamente instaveis. NEs
apresentem goticulas esféricas que sao formadas como resultado da reducao da
area interfacial, apresentam uma boa estabilidade e resisténcia a agregacao de
gotas e separacéo de fase gravitacional ou formagéo de creme (PAVONI et al.,
2020; GARAVAND et al., 2021).

Existem duas técnicas para obtencdo das NEs, os métodos de alta

energia de emulsificacdo e métodos de baixa energia de emulsificacdo. Os
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meétodos de alta energia sdo os mais utilizados neste sistema, sdo baseados na
producdo de energia por meio de alta pressado de cisalhamento, através de
métodos como homogeneizacdo de alta pressao, sonicagdo, microfluidizagéo,
utilizacédo de ultrassom ou potencial quimico dos componentes. Por outro lado,
0s métodos de baixa energia ocorrem a partir da inversdo espontanea na
curvatura do tensoativo para promover a formacdo dos glébulos menores
(PAVONI et al., 2020; GARAVAND et al., 2021; FELICIO,2020) .

Os OEs séao 6timas opcdes para obtencdo de NEs, por apresentarem
baixa viscosidade, baixa tenséo interfacial e alta polaridade. A utilizacdo de 6leos
de baixa viscosidade na formulagao facilita o processo de reducéo de tamanho,
por necessitar de um periodo mais curto para sua formacao, utilizando menor
energia externa e gerando menores goticula. As NEs sdo capazes de carregar
maior quantidade de fase dispersa na presenca de menor quantidade de
surfactante, estd baixa quantidade de surfactante garante um melhor perfil
toxicoldgico/seguranca, além de poder ser formulado com uma variedade maior
de surfactantes. Os tensoativos mais utilizados para obtencdo de sistemas
coloidais sdo os polissorbatos Tween 80 e Tween 20, fornecendo suspensdes
estaveis sem a necessidade de um co-surfactante (PAVONI et al., 2020;
GARAVAND et al., 2021).

2.3.1 Estabilidade das nanoemulsdes

Os principais fenbmenos de instabilidade que podem levar a separacéo
de fases sao: formacédo de creme ou sedimentacéo, floculacdo, coalescéncia e
amadurecimento de Oswald. A estabilidade a longo prazo pode ser influenciada
pelos diferentes estados de energia livre que os sistemas de NEs contém,
dependendo da altura das barreiras de energia entre o sistema coloidal e as
fases separadas, quanto mais baixas foram estas barreiras, mais rapido ocorrera
perda da estabilidade do sistema (PAVONI et al., 2020; GARAVAND et al.,
2021).

O amadurecimento de Ostwald é um fenbmeno que consiste na
condensacdo e agregacdo de goticulas menores em goticulas maiores e
energeticamente favorecidas, que com o tempo acaba causando a separacao de

fases, sendo impulsionado pela difusdo molecular do Oleo através da fase
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continua. Para retardar o amadurecimento é necessario a adicdo de substancias
apolares e de grande volume molar, como triglicerideos de cadeia média ou
longa (PAVONI et al., 2020; GARAVAND et al., 2021).

Além disso, o tamanho da gota tem um papel fundamental na estabilidade,
guanto menores as gotas formadas em uma ampla propor¢éo de superfice, maior
a absorcao.O potencial zeta € um parametro eletrostatico que pode indicar a
estabilidade fisica das emulsdes (PAVONI et al., 2020; GARAVAND et al., 2021).

2.4 Extrato de beterraba

As principais causas de perda de qualidade em produtos carneos, sao
deterioracBes quimicas e microbiolégicas. A oxidacao lipidica é uma das reacdes
quimicas que mais ocorrem em produtos carneos, diminuindo a vida util e o valor
nutricional, além de refletir diretamente na descoloracdo do produto. Os produtos
secundarios formados a partir desta reacdo séo considerados citotoxicos. Essa
descoloracdo ocorre na superficie, € acelerada em produtos moidos ou
triturados, por estarem mais expostos ao ar e a acao de microrganismos. A cor
€ responsavel pelo primeiro estimulo de aceita¢do pelo consumidor, por serem
atraidos pela sua coloracdo e considerada a caracteristica sensorial mais
importante. A utilizacdo de corantes naturais vem sendo amplamente utilizada
na industria de alimentos (GONGCALVES, 2018; CHHIKARA et al.,2019;
NOWACKA et al.,2019).

A beterraba, cujo nome cientifico Beta vulgaris L. pertence a familia
Quenopodiacea sendo originaria de regides europeias e norte-africanas de clima
temperado. No Brasil, é cultivada principalmente nas regifes sudeste e sul e sua
parte comestivel € uma raiz tuberosa de formato globular e sabor
acentuadamente doce. E fonte de vitaminas A, C e do complexo B, podendo ser
considerada um alimento de alto teor vitaminico e possui nutrientes como,
potassio, sodio, ferro, cobre e zinco. A beterraba é um vegetal rico em
carboidratos, gorduras e lipidios, pigmentos solUveis em agua e vem ganhando
popularidade devido a sua atividade biol6gica e sua possivel utilidade como
alimento funcional (GONCALVES, 2018; CHHIKARA et al.,2019; NOWACKA et
al.,2019).
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As betalainas sdo os pigmentos nitrogenados presentes na beterraba,
hidrossoluveis, derivadas no acido betalamico, sendo consideradas
antioxidantes naturais por possuirem radicas livres. As betalainas séo divididas
em betacianinas (coloracdo vermelho-violeta) e betaxantinas (coloracéo
vermelho-alaranjado), porém em menor proporcdo (GONCALVES, 2018;
CHHIKARA et al.,2019; NOWACKA et al.,2019).

Para extracdo de pigmentos é necessario aplicacdo de detergentes,
solventes ou tratamento térmico para que ocorra o rompimento da membrana.
Porém a utilizacdo de tratamento térmico em betalainas ndo € recomendado por
serem altamente sensiveis a altas temperaturas. Além disso outros fatores como,
pH, temperatura, atividade de 4gua, luz e metais também afetam a estabilidade
do pigmento (GONCALVES, 2018; CHHIKARA et al.,2019; NOWACKA et
al.,2019).

2.5 Analise Sensorial de Alimentos

A analise sensorial € uma ciéncia que evoca, mede, analisa e interpreta
as reacdes humanas frente as caracteristicas dos alimentos e materiais,
percebidas pelos cinco sentidos: paladar, olfato, tato, visdo e audicdo (ABNT,
1993). Podendo ser dividida em dois grupos os testes analiticos, que destinam-
se descrever e agregar produtos, e os teste afetivos, que se destinam a avaliar
0 grau de aceitacdo de um determinado produto. Para realizacdo dos testes
sensoriais € necessario elaborar documentos para que cada provador possa
responder de forma clara e especifica as perguntas que lhe for colocada

(SANCHEZ e ALBARRACIN, 2010).

A Andlise sensorial é uma ferramenta indispensavel para elaboracéo de
novos produtos, uma vez que os alimentos se destacam pelas suas
caracteristicas organolépticas, sendo determinantes para aceitacdo e compra
destes alimentos. Nos testes afetivos o0s provadores correspondem ao
consumidor ndo treinado na descricdo de preferencias, do qual sua avaliacdo é
baseada no gosto pessoal do provador, focando apenas na decisdo de compra
e aceitacao geral (RUIZ-CAPILLAS et al.,2021).
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A utilizac&o de método hedbnico proporciona uma avaliacédo sobre 0 gosto
do produto que esta sendo testado, fazendo o uso de uma escala hedénica.
Nesta escala, os provadores tém que escolher a expressdo que se encaixa
melhor a sua percepcdo e aceitacdo sobre o produto, permitindo assim
transformar uma resposta num valor numeérico fornecendo informacdes rapidas
sobre a potencial do novo produto desenvolvido (RUIZ-CAPILLAS et al.,2021).
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3 Objetivos

3.1 Objetivos gerais

Avaliar o efeito da utilizagdo conjunta de nanoemulsGes com O0leo

essencial de tomilho e extrato de beterraba em embutidos carneos para

manutencdo das carateristicas sensoriais e microbiolégicas e para reducao

parcial ou total do uso de nitrato e nitrito de sédio.

3.2 Objetivos Especificos

Obter e avaliar fisico-quimicamente o extrato de beterraba;

Desenvolver nanoemulsées o/a com 6leo essencial de tomilho;
Desenvolver embutidos carneos adicionados de nanoemulsdo de Oleo
essencial de tomilho e de extrato de beterraba, com reducao total ou
parcial de nitrato e nitrito de sodio;

Avaliar o efeito da adicdo de nanoemulséo de 6leo essencial de tomilho e
de extrato de beterraba nas caracteristicas microbioldgicas e fisico-
guimicas de embutidos carneos durante o armazenamento a temperatura
de 7°C.

Avaliar a aceitabilidade sob o ponto de vista sensorial dos produtos

elaborados.
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4 Hipoteses

A adicdo conjunta de namoemulsdo de 6leo essencial de tomilho com
extrato de beterraba em embutidos céarneos inibe o desenvolvimento de
Salmonella spp., Escherichia coli, Aerdbios mesofilos e Listeria monocytogenes
e proporciona cor adequada aos produtos, permitindo assim a reducdo parcial

ou total de nitrito e nitrato de sédio.

O emprego do 0Oleo essencial de tomilho na forma de uma nanoemulsdes
de o/a poderd mascarar o sabor e aroma intensos do 6leo essencial,
minimizando alteracbes nas caracteristicas sensoriais dos embutidos
elaborados.
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5 Materiais e métodos
5.1 Material

Seré utilizado o 6leo essencial de tomilho branco (Thymus vulgaris L.),
obtido comercialmente da empresa Ferquima, Indistria e Comércio de Oleos
Essenciais, acondicionado em frasco ambar, lacrados, com volume total de 100
mL. As beterrabas e os demais ingredientes para formulagdo dos embutidos
carneos serao obtidos em estabelecimentos comerciais da cidade de Pelotas,
RS.

5.2 Obtencao do extrato de beterraba

A obtencédo do extrato de beterraba sera de acordo com a metodologia
utilizada por Lages et al. (2019), o suco de beterraba sera extraido em extratora
de suco (Juicer Compact Philips Walita, Brasil) e posteriormente liofilizado

(Liotop L-101 — Liobras, Brasil) para obten¢édo do concentrado em po.

5.2.1 Avaliagdo do concentrado em poé
5.2.1.1 Umidade

A determinacédo do teor de umidade seré através de secagem em estufa
a 105 °C, A técnica consiste em pesar de 2 a 10 gramas de amostra em capsula
de porcelana (com peso conhecido e previamente seca em estufa) e levar a
estufa para aquecimento a 105 °C. Apds aproximadamente 3 horas, retirar da

estufa e resfriar em dessecador e pesar (AOAC, 2016).

5.2.1.2 Teor de acUcar (redutores e totais)

A determinacdo de acucares redutores (AR) e acucares totais (AT) sera
realizada pelo método de Lane-Eynon, que se baseia na reducdo dos ions de
cobre em éxido cuproso pelos grupos redutores de agucares em meio alcalino,
a partir de solucdo de Fehling. Segundo descricdo das Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (2008).

5.2.1.3 Sé6lidos soluveis
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O po liofiizado de extrato de beterraba sera reintegrado, apos
homogeneizado para realizacdo das analises de solidos soluveis totais (°Brix) a
leitura seré realizada em refratbmetro de bancada do tipo Abbé (Quimis model
Q-109B, Brasil), corrigido para 20°C (AOAC, 2016).

5.2.1.4 Cor

Para determinacdo de cor sera utilizado um calorimetro Minolta CR 400,
através do sistema de leitura CIELAB (Comissioninternatinale de E'clairage),
representado pelos seguintes parametros: coordenada L* expressa o grau de
luminosidade da cor medida (L* = 100 = branco; L* = 0 = preto), a coordenada
a* expressa o grau de variacdo entre o vermelho (+60) e o verde (-60) e a
coordenada b* expressa o grau de variacao entre o azul (-60) e o amarelo (+60).
O Chroma é o indice de saturacdo e descreve a intensidade de uma cor, €

calculado através da equacao C* = ,/(a *2+ b %2). O angulo Hue é o angulo de

tonalidade, indica a posicdo de amostra no diagrama de cromoticidade, é

calculado através da equacdo H* = tang ™! (%) (BELLUCCI, 2018).

5.2.1.5 pH

O po liofilizado de extrato de beterraba sera reintegrado com agua
destilada, ap6és homogeneizado, para realizacdo das analises de pH em
potencidometro (Digimed pHmetro DM-20) (AOAC, 2016).

5.3 Preparo da nanoemulsédo de 6leo essencial de tomilho

A fase oleosa da nanoemulséo sera o 6leo essencial de tomilho, enquanto
a fase aquosa sera agua Milli-Q, como surfactante, sera utilizado Tween 80.
Pretende-se utilizar uma composi¢cdo em que a fase oleosa seja de 10% (m/m),
dispersa na fase aguosa 90%, da qual 1% (m/m) correspondera ao emulsificante.

A fase oleosa sera dispersa na fase aquosa e efetuada homogeneizacéo
em Ultra Turrax (Modelo IKA T10 Basic) a 21.100 rpm por 3 min, seguida de
Ultrassom (Modelo QSonica-Q700) a 40% de amplitude por 5 min. A metodologia
utilizada seguira as recomendacdes de Guo et al. (2020) e Yang et al. (2022),

com modificagdes.
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5.3.1 Andlise do tamanho de gota, indice de polidispersidade e potencial

zeta

Nas nanoemulsdes resultantes, serdo efetuadas analises com relagéo ao
tamanho das gotas, indice de polidispersidade e potencial zeta (), 24 h apds a
homogeneizagdo. As emulsbes serdo avaliadas por espalhamento de luz
dindmica, utilizando o equipamento Litesizer 500 (Anton Paar, Brasil) conforme
Wan et al. (2019).

5.4 Preparacdo do embutido cérneo

Os embutidos carneos seréo elaborados no laboratério de Processamento
de Alimentos de Origem Animal do Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas
e de Alimentos da Universidade Federal de Pelotas, de acordo com a formulacéo
apresentada na Tabela 1. Além dos ingredientes utilizados na formulacéo
controle, as formulacfes serdo adicionadas de nanoemulséo de 6leo essencial
de tomilho e extrato de beterraba na proporcdo de 0,5% e 1,5%,
respectivamente.

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

com alcool 70%.

Tabelal. Ingredientes utilizados na formulacdo do embutido carneo com
trés formulacgdes diferentes.

Ingredientes/aditivos  Controle (%) F1 (%) F2 (%)
Carne suina magra 77,43 76,33 76,73
Toucinho 12,13 12,13 12,13
Agua gelada/ gelo 7,76 7,26 7,26
Sal (NaCl) 1,18 1,18 1,18
Sal de cura (Nitrito e

. L 2 14 -
nitrato de sodio) 0.28 0
Estabilizante

: 2 1 -

(polifesfato) 0.26 0.13
Fixador de cor 0.26 0.13 )

(eritorbato de sédio)
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Condimento comercial

para embutido 0,52 0,52 0,52
toscana
AcuUcar 0,18 0,18 0,18

Nanoemulsao de 6leo
essencial de tomilho
Extrato de beterraba - 15 15

- 0,5 0,5

A massa carnea resultante sera embutida em tripa natural suina, em
embutideira elétrica, e as embutidos serdo acondicionadas em porgoes,

identificadas e armazenadas a 7°C.

5.5 Avaliacéo fisico-quimica

Os produtos elaborados de acordo com cada tratamento serdo avaliados

em triplicata.

5.5.1 indice de acidez (IA)

A determinacdo do IA serd verificada de acordo com AOCS Ca 5a-40
(2003). Aproximadamente 2 g de amostra serdo colocadas em erlenmeyer de
125 mL, adicionando 25 mL de solucéo éter:alcool (2:1, v/v) e agitando. Apds, 2
gotas de fenolftaleina serdo adicionadas, agitando novamente. Sera realizado a
titulacdo utilizando uma solucdo de hidroxido de potassio (KOH) 0,1N até
coloracdo mudar para rosea. O célculo do IA sera feito de acordo com a Equacéo
1

1A (%) = w 1)

Em que, V é o volume (mL) de KOH gasto na titulacéo; F € o fator de

correcdo do KOH; 56,1 é o peso molecular do KOH e P é o peso (g) da amostra.

5.5.2 indice de peroxido (IP)

A determinagédo do IP sera verificada de acordo com AOCS Cd 8-53
(2003). Aproximadamente 5 g de amostra serdo pesadas em erlenmeyer de 250
mL com tampa esmerilhada, sera adicionado 30 mL da mistura de acido
acético:cloroférmio (3:2, v/v) e agitando. Em seguida sera adicionado 0,5 mL de

solucdo saturada de iodeto de potassio, deixando a amostra no escuro e
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agitando ocasionalmente, aguardando exatamente 1 minuto. Apds, adicionara
30 mL de agua destilada e 0,5 mL de solucéo de iodo 1%. Por fim, tiossulfato de
sédio 0,1N sera utilizado para titular até a percepcao da perda de cor azul. Uma
amostra em branco sera realizada. O calculo do IP seréa realizado de acordo com

a Equacao 2:

IP (meq/kg amostra) = (A-B) x NPX F X 1000 o

Em que, A € o volume (mL) de tiossulfato gasto na amostra; B é o volume
(mL) de tiossulfato do branco; N é a normalidade do tiossulfato; P € o peso (g)

de amostra; F € o fator de correcao do tiossulfato.

5.5.3 Analise de substancias reativas ao acido-2-tiobarbitirico (TBARS)

Para a determinacdo de compostos secundéarios da oxidacdo, sera
utilizado o método de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS),
segundo indicacdes de Vyncke (1970), com modificacbes. Pesar 2,5 g de
amostra, homogeneizar com 12,5 mL de solucéo de &cido tricloroacético (TCA)
7,5% (p/v), por 1 min em vortex e apos, filtrar em algoddo. Em 2 mL do filtrado
adicionar 0,5 mL da solucdo de TCA 7,5% e 2,5 mL da solucdo de &cido
tiobarbitirico (TBA) 0,02 mol.Lt. A amostra deve ser colocada em banho-maria
a 100 °C por 40 min. Apdés, as amostras sao resfriadas a temperatura ambiente
e levadas a banho ultrassbnico por 5 min, para eliminagdo dos gases. A
absorbancia das amostras deve ser medida no comprimento de 538 nm em
espectrofotometro (JENWAY, 6705 UV/Vis, Espanha). Os resultados sé&o
expressos em mg de malonaldeido.kg? de amostra, usando uma curva

elaborada com padrao de 1,1,3,3-tetrametoxypropano (TMP).

5.5.4 Anélise de cor

Sera conforme descrito no item 5.2.1.4

5.5.5 Analise de umidade

A umidade sera realizada por meio do determinador rapido (Marte, ID50,

Brasil), utilizando 10 g de amostra e temperatura constante (105 °C), sendo o
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final da analise determinado pela manutencdo do peso por 30 segundos. O

resultado foi expresso em %.

5.6 Avaliac&o microbioldgica

Os produtos apoés elaborados de acordo com os tratamentos seréo
mantidos em temperatura de refrigeracdo (<7 °C) por até dez dias. A partir de
cada um dos produtos sera retirada uma amostra de 25 g em quatro tempos,
logo apds a elaboracéo do produto, trés dias apos a elaboracdo dos produtos,
sete dias apos a elaboracéo e dez dias ap0s a elaboracéo. Estas amostras seréo
submetidas a avaliacdo frente aos microrganismos preconizados pela IN n° 60,
que sdo Salmonella spp., Escherichia coli, Microrganismos aerdbios mesofilos e

Listeria monocytogenes.

5.6.1 Salmonella spp

A amostra sera homogeneizada retirando a aliquota de 25 g da amostra
e diluindo em 225 mL de 4gua peptonada tamponada. ApGs isso sera incubada

a 37 OC, por 24 horas. Apés sera realizada a etapa de enriquecimento, que
consiste em transferir 1 mL de caldo de pré-enriqguecimento para um tubo
contendo 10 mL de caldo tetrationato e 0,1 mL para um tubo contendo 10 mL de
caldo Rappaport-Vassiliadis. Depois sera incubado o primeiro a 35 °C e o
segundo a 42 °C (em banho-maria) por 24 horas. Ap0s a incubacdo serao
semeadas de cada cultura do enriguecimento placas de agar XLD, agar Bismuto
Sulfito e 4gar Hektoen-enteric (HE), de modo a obter colbnias isoladas que serdo
incubados a 35 °C por 24 horas e depois serao realizados teste de identificacao

bioquimica.

Para identificagdo bioquimica, a partir das coldénias suspeitas, tocar com
a agulha no centro da colénia suspeita e semear em tubo contendo agar triplice
acucar ferro (TSI), inclinado, agar lisina ferro (LIA) e agar urease (UA), nesta
ordem e utilizando a mesma picada apos incuba a 37 °C por 24 horas. Os
resultados serdo expressos como "auséncia” ou "presenca” de Salmonella spp
em 25 g de alimento (ISO 6579-1, 2017).
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5.6.2 Escherichia coli

A amostra sera homogeneizada retirando a aliquota de 25 g da amostra

e diluindo em 225 mL de agua peptonada 0,1%. Depois serdo realizadas
diluicbes seriadas decimais (1 mL da diluicdo 10" adicionados a 9 mL de

diluente, e assim por diante até diluicdo 10'3). De cada diluicao do alimento, seréo
transferidos 1 mL para 3 tubos contendo o meio Lauryl Sulfato Triptose (LST), e
serdo incubados a 35 °C durante 48 horas. Decorrido o tempo de incubacéo
serdo identificados e separados os tubos positivos (com gés no interior do tubo
de Durham), os demais serdo dispensados. Sera transferida uma algada de cada
tubo positivo de caldo LST para outro tubo contendo caldo Escherichia coli (caldo
EC) e incubado a 44,5 °C durante 24 horas, apés serdo selecionados tubos
positivos.

Para identificagéo de E. coli, a partir dos tubos positivos no caldo EC serdo
semeados com alga de platina atraves de estrias na superficie do agar Levine
Eosina Azul de Metileno (EMB) e incubadas a 35 °C durante 24 h. As col6nias
caracteristicas de E.coli serdo isoladas e submetidas a provas bioquimicas do
IMVIC (Indol, Metil Red, Voges-Proskauer e Citrato). Os resultados serdo
expressos utilizando a tabela NMP para calcular o "Numero Mais Provavel" de

coliformes termotolerantes por grama de alimento (ISO 7251, 2005).

5.6.3 Microrganismos aerébios mesofilos

Novamente a amostra serd homogeneizada retirando a aliquota de 25 g
da amostra e diluindo em 225 mL de agua peptonada 0,1%. Depois serao

realizadas diluicdes seriadas decimais (1 mL da diluicéo 10" adicionados a 9 mL

de diluente, e assim por diante até diluicdo 10'3). Apés a diluicdo serdo
transferidos 1 mL de cada diluicdo para placas de Petri contendo agar PCA (Plate
Count Agar), que seréo incubadas invertidas a 37 °C durante 48 horas. Decorrido
o tempo de incubacdo, serdo selecionadas placas contendo de 25 a 250 colbnias
e contadas com o auxilio de contador. Sera calculado o nimero de unidades
formadoras de colonias de bactérias aerdbias mesofilas por grama de amostra
(UFC.g1). Os resultados serdo expressos em "Unidades Formadoras de
Colbnias" por grama de alimento (UFC/g) (ISO 4833, 2013).
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5.6.4 Listeria monocytogenes

Serdo homogeneizadas 25 g da amostra com 225 mL de caldo de

enriguecimento para listeria (LEB) e na sequéncia incubado a 30 OC por 24

horas. ApoGs sera transferido 0,1 mL do LEB para um tubo contendo 10 mL de

caldo Fraser, que sera incubado a 35 OC por 24 a 48 horas. Apds isso serdo

transferidas al¢cadas dos tubos escurecidos para placas de agar PALCAM e agar

Oxford e estas serdo incubadas a 35 OC por 24-48 horas.

Para identificacdo de Listeria monocytogenes, as coldnias suspeitas serao

semeadas em tubos de &gar soja triptona com extrato de levedura (TSA-YE) e

apds se procedera a incubacéo a 35 °C por 24 horas. A partir destas culturas,
serdo realizados os testes bioquimicos (Catalase, motilidade, B-hemdlise e
fermentacdo de carboidratos). Os resultados serdo fundamentados no
aparecimento e identificacdo bioquimica de colbnias caracteristicas e expressos
como "auséncia" ou "presenca” de Listeria monocytogenes em 259 de alimento
(ISO 11290-1, 2017).

5.7 Andlise Sensorial

O teste de aceitacdo e de intencdo de compra sera realizado nas

formulacbes dos embutidos que serdo submetidos a coc¢do. Analise sensorial
dos embutidos sera realizado no Laboratério de Analise Sensorial, na
Universidade Federal de Pelotas. Os participantes que aceitarem participar do
estudo irdo assinar um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, submetido
ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina na Universidade
Federal de Pelotas.
O teste de Aceitacéo sera aplicado com no minimo 50 (cinquenta) avaliadores,
utilizando-se escala hedénica de 9 pontos, variando de “desgostei muitissimo”
(1) a “gostei muitissimo” (9), com os atributos de impressao global, sabor, odor
e cor. Serédo servidas por¢cbes de 10 g em pratos de porcelana branca e
codificadas com trés digitos aleatorios (GULARTE, 2009).

O teste de intencdo de compra sera realizado utilizando-se escala
estruturada de cinco pontos, variando de “certamente ndo compraria” ( nota 1) a

“‘certamente compraria” (nota 5). As amostras serdo servidas em cabines
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individuais sob luz branca, em pratos de porcelana, com codificacdo de trés
digitos aleatorios. A ordem de apresentacdo sera inteiramente casualizada
(GULARTE, 2009).

5.8 Andlise Estatistica

Sera aplicada uma analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de
Fisher de Minima Diferenca Significativa (LSD test) para verificar se existirdo
diferencas significativas (p<0,05) entre as formulagdes utilizadas em relacéo a
inibicdo microbiana, e para avaliar as diferencas nas caracteristicas fisico-
quimicas e sensoriais, sera aplicado o teste de Tukey, ao nivel (p<0,05),

utilizando o programa Statistix 10.
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6 Orcamento do projeto

O projeto sera realizado com recursos do PROAP-CAPES e via aprovacéo

de custeio em editais provenientes de 6rgdos de fomento a pesquisa e com

materiais j& adquiridos pelo comité de orientacdo. A lista completa de reagentes

que serdo utilizados no presente projeto est4 apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Lista de reagentes que seréo utilizados no projeto com a respectiva

cotacao.
Produto Valor (R$)
Acido acético 1L 34,65
Acido cloridrico 1L 80,00
Acido cloroférmio 1L 68,40
Acido tiobarbiturico 1L 582,13
Acido tricloroacético 1L 289,00
Agar Bismuto Sulfito (BS) 5009 482,73
Agar Hektoen-enteric 500g 754,50
Agar Levine eosina azul de metileno (EBM) 5009 355,99
Agar lisina ferro (LIA) 500g 459,20
Agar Oxford 5009 425,44
Agar palcam 500g 379,27
Agar plate count (PCA) 500g 485,00
Agar sangue de cavalo 5009 503,94
Agar soja triptona (TSA) 5009 404,01
Agar triplice agtcar ferro (TSI) 500g 353,64
Agar urease (UA) 5009 428,15
Agar XLD 500g 384,22
Agua peptonada tamponada 5009 147,77
Alcool etilico 1L 15,80
Caldo de enriguecimento para listeria (LEB) 500g 581,50
Caldo EC 500g 598,21
Caldo fraser 5009g 293,52
Caldo lactosado bile verde brilhante (VBBL) 500g 656,80
Caldo lauril sulfato triptose (LST) 500g 490,21
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Caldo Rappaport-Vassiliadis 5009
Caldo tetrationato 500g

Eter de petroleo 1L

Fenolftaleina 500mL

Hidréxido de potassio 1L

Hidroxido de sodio 1kg

lodeto de potassio 100g

Solucéo de iodo 1L

Solucéo verde brilhante 5009

Sulfato de cobre pentahidratado 500g
Tartarato duplo de sddio e potassio 1 5009
Tiossulfato de sddio 1kg

Total

202,20
497,73
122,41
31,57
37,50
18,00
183,58
228,70
473,12
45,90
190,73
69,00

11.355,02
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7 Resultados e impactos esperados

Espera-se com este estudo que a utilizacdo conjunta da nanoemulséo de
O0leo essencial de tomilho e de extrato de beterraba apresente efeito
antimicrobiano frente as bactérias Salmonella, Escherichia coli, Aerdbios
mesofilos e Listeria monocytogenes e evite a perda da coloracdo causada pela
reducdo de nitrito, mantendo ou até melhorando a coloracdo do produto, sem
afetar a estabilidade fisico-quimica. Também, que estes resultados sejam uma
alternativa promissora para substituicdo de conservantes quimicos artificiais em
embutidos carneos, diminuindo riscos a saude e atendendo as necessidades e

expectativas dos consumidores.
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8 Contribuicdes cientificas

Como resultado vislumbra-se o aumento do conhecimento em relacéo a
tematica da conservacdo e da seguranca de alimentos. Contribuindo para a
ampliacdo e aprofundamento do conhecimento na linha de aplicacdo de
substancias bioativas naturais.

As acdes previstas envolverdo também a divulgacdo dos resultados do
projeto através da publicacédo de trabalhos em congressos, elaboracdo de uma

dissertacdo de mestrado e de artigos cientificos.
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9 Cronograma do Projeto

O projeto esta dividido conforme apresentacdo na Tabela 3. A revisédo
bibliografica serd realizada de forma continua, visando dar consisténcia a
discusséao dos resultados obtidos no presente projeto.

Tabela 3. Cronograma resumido de atividades do projeto

Tarefa 2021/2 2022/1 2022/2 2023/1
Revisao bibliografica X X X
Aprimoramento do projeto X X X
Obtencéo do extrato de beterraba e X X
avaliacao fisico-quimica

Obtencéo e avaliacdo de nanoemulsao

de 6leo essencial de tomilho em agua X X

(o/a)

Elaboracéo e aplicacado de nanoemulséo

de 6leo essencial de tomilho (o/a) e X X
extrato de beterraba em embutido carneo

Armazenamento e avaliacéo

microbioldgica

Analise estatistica X

Analise dos resultados X

Redacéo da dissertacao
Elaboracgéo do artigo
Defesa da dissertacao

XX X XX X

70



10 Referéncias Bibliograficas

ABNT. NBR 12994: Métodos de analise sensorial dos alimentos e

bebidas. Associacao Brasileira de Normas Técnicas. Rio de Janeiro, 1993.

AOAC - Association of Official Analytical Chemists. Official Methods of
Analysis. 202 ed. Washington. 2016.
AOCS. Official methods and recommended practices of the American Oil
Chemists’ Society. AOCS: Champaign, 2003.

BELLUCCI, Elisa Rafaela Bonadio. Influéncia da adi¢cdo de betalaina
em embutido Toscana com diferentes niveis de nitrito de sodio sobre as
propriedades tecnoldgicas e sensoriais.81f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) -Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Sao José do Rio Preto-SP, 2018.

BHAVANIRAMYA, S.; VISHNUPRIYA, S.; AL-ABOODY, M. S,
VIJAYAKUMAR, R.; BASKARAN, D. Role of essential oils in food safety:
Antimicrobial and antioxidant applications. Grain & oil science and technology,
V.2, n. 2, p. 49-55, 2019.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Instrucao
normativa n. 4, de 31 de marco de 2000. Aprova os Regulamentos Técnicos de
Identidade e Qualidade de Carne Mecanicamente Separada, de Mortadela, de
Linglica e de Salsicha. Diario Oficial da Unido, Brasilia 05/04/2000, Secéo 1, p.
6-10, 2000.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento. Instrucéo
normativa n. 60, de 23 de dezembro de 2019. Estabelece as listas de padrdes
microbiolégicos para alimentos. Diario Oficial da Unido, Brasilia 26/12/2019,
Secao 1, p. 133, 2019.

BRASIL. Ministério da saude . Resolucéo da Diretoria Colegiadan. 272,
de 14 de marco de 2019. Estabelece os aditivos autorizados para uso em carnes
e produtos cérneos. Diario Oficial da Unido, Brasilia 18/03/2019, Ed. 52, Sec¢éo
1, p. 194, 2019.

71



CAVALIN, P. B. B.; SARMIENTO, J. J. P.; KOBAYASHI, R. K. T,
NAKAZATO, G.; OCANA, A. N.; OLIVEIRA, T. C. R. M. Detection of Salmonella
spp. and diarrheagenic Escherichia coli in fresh pork sausages. Semina:
Ciéncias Agrérias, v. 39, n. 4, p. 1533-1545, 2018.

CHHIKARA, N.; KUSHWAHA, K.; SHARMA, P.; GAT, Y.; PANGHAL, A.
Bioactive compounds of beetroot and utilization in food processing industry: A
critical review. Food chemistry, v. 272, p. 192-200, 2019.

DA SILVA, B.D.; BERNARDES, P.C.; PINHEIRO, P.F.; FANTUZZI, E.;
ROBERTO, C.D. Chemical composition, extraction sources and action
mechanisms of essential oils: Natural preservative and limitations of use in meat
products. Meat Science, v. 176, p. 108463, 2021.

EHUWA, O; JAISWAL, A. K.; JAISWAL, S. Salmonella, food safety and
food handling practices. Foods, v. 10, n. 5, p. 907, 2021.

FALLEH, H.; JEMAA, M. B.; SAADA, M.; KSOURI, R. Essential oils: A
promising eco-friendly food preservative. Food chemistry, v. 330, p. 127268,
2020.

FELICIO, Isabela Motta. Desenvolvimento de sistema
nanoemulsionado contendo Oleo de carvacrol como aditivo alimentar
antimicrobiano. 81f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Farmacéuticas) -
Centro de Ciéncias Biologicas e da saude, Universidade estadual da Paraiba,
Capina Grande, Paraiba, 2020.

FLORES, Ménica; TOLDRA, Fidel. Chemistry, safety, and regulatory
considerations in the use of nitrite and nitrate from natural origin in meat products-
Invited review. Meat Science, v. 171, p. 108272, 2021.

FRANCO, R. M.; MANTILLA, S. P. S.; DE OLIVEIRA, L. A. T. Checking
the viability of Escherichia coli pathogens in fresh pork sausage. Revista

Académica Ciéncias Agrarias e Ambientais, v. 8, n. 3, p. 319-325, 2010.

FRAQUEZA, M. J.; LARANJO, M.; ELIAS, M.; PATARATA, L. Antibacterial

and antibiofilm activities of thyme oil against foodborne multiple antibiotics-

72



resistant Enterococcus faecalis. Current Opinion in Food Science, v. 38, p. 32-
39, 2021.

GARAVAND, F.; JALAI-JIVAN, M.; ASSADPOUR, E.; JAFARI, S. M.
Encapsulation of phenolic compounds within nano/microemulsion systems: A
review. Food Chemistry, v. 364, p. 130376, 2021.

GHADERI-GHAHFAROKHI, M.; BARZEGAR, M.; SAHARI, M. A;
GAVLIGHI, H. A.; GARDINI, F. Chitosan-cinnamon essential oil nano-
formulation: Application as a novel additive for controlled release and shelf life
extension of beef patties. International journal of biological macromolecules,
v. 102, p. 19-28, 2017.

GONCALVES, Béarbara Sofia Gomes. Pigmentos naturais de origem
vegetal: Betalainas. 54f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de ciéncias e

tecnologias, Universidade de Algarve, Faro, Portugal, 2018.

GULARTE, M. A. Analise sensorial. Pelotas: Ed. Universitaria, 2009.
66p.

GUO, M.; ZHANG, L.; HE, Q.; ARABI, S. A.; ZHAO, H.; CHEN, W.; YE, X.;
LIU, D. Synergistic antibacterial effects of ultrasound and thyme essential oils
nanoemulsion against Escherichia coli 0157: H7. Ultrasonics Sonochemistry,
v. 66, p. 104988, 2020.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ. Métodos fisico-quimicos para andlise de
alimentos. IV ed. Sdo Paulo: Instituto Adolfo Lutz. 1020p. 2008.

ISO 11290-1:2017. Microbiology of the food chain — Horizontal Method for
detection and enumeration of Listeria monocytogenes and Listeria spp - Part 1:
Detection Method.

ISO 4833-1:2013. Microbiology of the food chain — Horizontal method for
the enumeration of microorganisms. Part 1: Colonycount at 30 degrees C by the

pour plate technique.

ISO 6579-1:2017. Microbiology of the food chain — Horizontal Method for
detection and enumeration and Serotyping of Salmonella - Part 1: Detection of

Salmonella spp.

73



ISO 7251:2005. Microbiology of food and animal feeding stuffs —
Horizontal method for the detection and enumeration of presumptive Escherichia

coli. Most probable number technique.

JORDAN, K.; HUNT, K.; LOURENCO, A.; PENNONE, V. Listeria
monocytogenes in the food processing environment. Current Clinical
Microbiology Reports, v. 5, n. 2, p. 106-119, 2018.

LAGES, Leticia Zarnott. Desenvolvimento de embutido céarneo
utilizando 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.) e suco de
beterraba em p6 (Beta vulgaris L., cultivar Early Wonder). 2019. 138p.
Dissertacao (Mestrado) — Programa de pds-graduacédo em Nutricdo e Alimentos,

Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

LIU, F.; JIN, P.; GONG, H.; SUN, Z.; DU, L.; WANG, D. Antibacterial and
antibiofilm activities of thyme oil against foodborne multiple antibiotics-resistant
Enterococcus faecalis. Poultry Science, v. 99, n. 10, p. 5127-5136, 2020.

MANESSIS, G.; KALOGIANNI, A. I.; LAZOU, T.; MOSCHOVAS, M.;
BOSSIS, |.; GELASAKIS, A. |. Plant-derived natural antioxidants in meat and
meat products. Antioxidants, v. 9, n. 12, p. 1215, 2020.

MAPA. Ministério da Agricultura, Pecuaria e abastecimento. Projecao do
Agronegécios no Brasil 2020/21 a 2030/31. Disponivel em:
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/politica-agricola/todas-
publicacoes-de-politica-agricola/projecoes-do-agronegocio.  Acessado em:
Marco 2022.

MEIRELES, B.R.L.D. A,; VITOR, R. C. L.; MORAIS, S. K. Q.; BARBOSA,
T. C. M.; COSTA, S. D. S.; FONSECA, S. B. D. Evaluation of the potential
coloring and antioxidant of betalains (Beta vulgaris, L.) in chicken mortadella.
Research, Society and Development, v. 9, n. 7, e237973995, 2020.

NIETO, Gema. A review on applications and uses of thymus in the food
industry. Plants, v. 9, n. 8, p. 961, 2020.

NOWACKA, M.; TAPPI, S.; WIKTOR, A.; RYBAK, K.; MISZCZYKOWSKA,
A.; CZYZEWSKI, J.; DROZDZAL, K.; WITROWA-RAJCHERT, D.; TYLEWICZ,

74



U. The impact of pulsed electric field on the extraction of bioactive compounds
from beetroot. Foods, v. 8, n. 7, p. 244, 2019.

PAPADOCHRISTOPOULOQOS, A.; KERRY, J. P.; FEGAN, N.; BURGESS,
C. M.; DUFFY, G Natural anti-microbials for enhanced microbial safety and shelf-

life of processed packaged meat. Foods, v. 10, n. 7, p. 1598, 2021.

PAVELQUESI S. L. S.; DE JESUS GOMES, B. |. B.; FRANCA, S. R.; DA
SILVA, I. C. R.; ORSI, D. C. Qualidade microbiologica de embutidos de frango
do tipo frescal comercializadas no Distrito Federal, Brasil. Revista Brasileira de
Higiene e Sanidade Animal: RBHSA, v. 15, n. 2, p. 9, 2021.

PAVONI, L.; PERINELLI, D. R.; BONACUCINA, G.; CESPI, M.,
PALMIERI, G. F. An overview of micro-and nanoemulsions as vehicles for
essential oils: Formulation, preparation and stability. Nanomaterials, v. 10, n. 1,
p. 135, 2020.

RADI, M.; AKHAVAN-DARABI, S.; AKHAVAN, H. R.; AMIRI, S. The use
of orange peel essential oil microemulsion and nanoemulsion in pectin-based
coating to extend the shelf life of fresh-cut orange. Journal of Food Processing
and Preservation, v. 42, n. 2, p. e13441, 2018.

RADUNZ, M.; DA TRINDADE, M. L. M.; CAMARGO, T. M.; RADUNZ, A.
L.; BORGES, C. D., GANDRA, E. A.; HELBIG, E. Antimicrobial and antioxidant
activity of unencapsulated and encapsulated clove (Syzygium aromaticum, L.)
essential oil. Food chemistry, v. 276, p. 180-186, 2019.

RUIZ-CAPILLAS, C.; HERRERO, A.M.; PINTADO, T.; DELGADO-
PANDO, G. Sensory analysis and consumer research in new meat products
development. Foods, v. 10, n. 2, p. 429, 2021.

SANCHEZ, Ivan C.. ALBARRACIN, William. Analise sensorial da
carne. Revista Colombiana de Ciencias Pecuarias, v. 23, n. 2, p. 227-239,
2010.

SANTOS, Claudia Destro dos. Extragao, clarificacéo e estabilizacéo de

betalainas provenientes de talos de beterraba vermelha (Beta vulgaris

75



L.).165f. Tese (Doutorado em engenharia) -Universidade Federal do Rio grande
do Sul, Porto Alegre-RS,2017.

SOARES, V. M.; PADILHA, M. B.; GUERRA, M. E. D. M.; SCHNEIDER,
F. A.; GASPARETTO, R.; SANTOS, E. A. R. D.; TADIELO, L. E.; BRUM, M. C.
S.; TRAESEL, C. K.; PEREIRA, J. G. Identification of Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, and indicator microorganisms in commercialized raw meats and
fresh sausages from Uruguaiana, Rio Grande do Sul, Brazil. Ciéncia Rural, v.
51, 2021.

SOJIC, B.; PAVLIC, B.; IKONIC, P.; TOMOVIC, V.; IKONIC, B.; ZEKOVIC,
Z.; TANACKOV S. L.; JOKANOVIC, M.; SKALJAC S.; IVIC, M. Coriander
essential oil as natural food additive improves quality and safety of cooked pork

sausages with different nitrite levels. Meat science, v. 157, p. 107879, 2019.

VYNCKE, W. Direct determination of the thiobarbituric acid value in
thricloracetic acid extracts of fish as a measure of oxidative rancidity. Fette
Seifen Anstrichmittel, v. 72, n.12, p.1084-1087, 1970.

WAN, J.; ZHONG, S.; SCHWARZ, P.; CHEN, B.; RAO, J. Enhancement
of antifungal and mycotoxin inhibitory activities of food-grade thyme oil

nanoemulsions with natural emulsifiers. Food Control, v. 106, p. 106709, 2019.

WANG, M.; QAZI, I.LH.; WANG, L.; ZHOU, G.; HAN, H. Mengyao.
Salmonella virulence and immune escape. Microorganisms, v. 8, n. 3, p. 407,
2020.

YANG, Z.; HE, Q.; ISMAIL, B. B.; HU, Y.; GUO, M. Ultrasonication induced
nano-emulsification of thyme essential oil: Optimization and antibacterial
mechanism against Escherichia coli. Food Control, v. 133, p. 108609, 2022.

76



6. Relatério de campo

N&o foi realizada a determinacdo do teor de aclUcares na beterraba,
optando-se por fazer apenas soélidos sollveis, sendo mais adequado ao objetivo

do estudo.

Acrescentou-se a analise de atividade antimicrobiana das nanoemulsoes

para avaliar de forma mais especifica o efeito antibacteriano destas.

Nos ingredientes, a carne suina foi substituida pela carne bovina, em
raz8o da matéria-prima ser mais acessivel e para avaliar melhor o efeito das
nanoemulsdes e do extrato de beterraba, diminuindo a variabilidade das

matérias-primas.

N&o foi realizada a determinacdo do indice de peréxidos, pois estes
produtos seriam pesquisados apenas na fracdo lipidica dos embutidos,
considerando que este componente estava em baixo percentual, muita amostra
seria requerida para andlise, fato que inviabilizou sua realizacao. Para avaliar a
presenca de produtos de oxidacdo, optou pela avaliagdo do coeficiente de

extin¢cao especifica Kz2zznm € K27onm.

A andlise de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), foi
substituida pela determinacdo do indice de p-anisidina, considerando a
disponibilidade de reagentes para esta Ultima determinacao e similaridade das

informacdes obtidas.

No teste relacionado a analise sensorial, optou-se por ordenac¢ao multipla
ao invés de teste de aceitacdo, considerando que este seria mais adequado aos

objetivos do estudo.
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Desenvolvimento de embutido carneo utilizando nanoemulsao de 6leo
essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.) e extrato de beterraba (Beta
vulgaris L.)

Resumo

O oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris) tem sido amplamente utilizado na
area alimenticia por possuir forte atividade inibitoria contra patdgenos de origem
alimentar ou bactérias deteriorantes. No entanto, sua aplicacdo em alimentos &
limitada devido a sua alta volatilidade, baixa solubilidade em agua e forte
transferéncia de sabor e odor. Desta maneira, sua encapsulagéo torna-se uma
alternativa, dentre os métodos destacam-se as nanoemulsbes, comumente
usadas como sistemas de entrega para incorporar compostos bioativos
lipofilicos, como 6leos essenciais. Diante disso o objetivo do estudo foi avaliar o
efeito da utilizacdo conjunta de nanoemulsdes com 6leo essencial de tomilho
(NEOT) e extrato de beterraba em embutidos carneos para manutencdo das
carateristicas sensoriais e microbiolégicas e para reduc¢ao parcial ou total do uso
de nitrato e nitrito de sodio. Primeiramente, elaboram-se as nanoemulsdes de
Oleo essencial de tomilho (NEOT), e testou-se a atividade antimicrobiana,
também foi elaborado um extrato de beterraba e analisado, posteriormente foram
elaborados embutidos carneos com NEOT 5% e extrato de beterraba por meio
de trés formulacdes (Com mix de conservantes, reducdo de 50% do mix de
conservantes e adicdo de NEOT e extrato de beterraba desidratado e sem mix
de conservantes e adicdo de NEOT e extrato de beterraba desidratado) que
foram avaliadas em relacdo a presenca de bactérias, andlises fisicas e
sensorialmente. Foi possivel observar que a nanoemulséo de 6leo essencial de
tomilho 5% apresentou atividade antimicrobiana frente a Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Houve aumento no teor de umidade e acidez dos
embutidos durante o armazenamento para as formulacdes com NEOT e extrato
de beterraba em p4. Os embutidos com adicdo de NEOT e extrato de beterraba
apresentaram baixos niveis de produtos de oxidagdo primaria e a secundaria
durante o armazenamento e a adicdo do extrato de beterraba intensificou a
coloracdo do embutido frescal. Na analise sensorial, no teste de ordenagéo
multipla, as amostras ndao apresentaram diferencas significativas (p<0,05) e os
embutidos tiveram uma boa aceitacdo. Assim, observou-se que o uso conjunto
de nanoemulsdo de Oleo essencial de tomilho e extrato de beterraba em pé
manteve estaveis as caracteristicas microbiolédgicas, fisico-quimicas e sensoriais
do produto, tendo potencial para substituicdo de nitrato e nitrito em embutidos
carneos.

Palavras-chave: Produtos carneos; nanotecnologia; nanoparticulas; Oxidacao
lipidica; betalainas.
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Abstract

Thyme essential oil (Thymus vulgaris) has been widely used in the food industry
because it has strong inhibitory activity against foodborne pathogens or spoilage
bacteria. However, its application in food is limited due to its high volatility, low
water solubility and strong flavor and odor transfer. In this way, its encapsulation
becomes an alternative, among the methods, nanoemulsions stand out,
commonly used as delivery systems to incorporate lipophilic bioactive
compounds, such as essential oils. In view of this, the objective of the study was
to evaluate the effect of the joint use of nanoemulsions with thyme essential oil
(NEOT) and beet extract in meat sausages to maintain the sensorial and
microbiological characteristics and to partially or totally reduce the use of nitrate
and nitrite of sodium. First, nanoemulsions of essential oil of thyme (NEOT) are
prepared, and the antimicrobial activity is tested, a beet extract was also prepared
and analyzed, later meat sausages with NEOT 5% and beet extract were
prepared through three formulations (with a mix of preservatives, a 50% reduction
in the mix of preservatives and the addition of NEOT and dried beetroot extract
and without a mix of preservatives and the addition of NEOT and dried beetroot
extract) that were evaluated for the presence of bacteria, physical and sensory
analyses. It was possible to observe that the 5% thyme essential oil
nanoemulsion showed antimicrobial activity against Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. There was an increase in the moisture content and
acidity of sausages during storage for formulations with NEOT and powdered
beet extract. Sausages with the addition of NEOT and beet extract showed low
levels of primary and secondary oxidation products during storage and the
addition of beet extract intensified the color of the fresh sausage. In the sensory
analysis, in the multiple ordering test, the samples did not show significant
differences (p<0.05) and the sausages were well accepted. Thus, it was observed
that the joint use of thyme essential oil nanoemulsion and powdered beet extract
maintained the microbiological, physical-chemical and sensory characteristics of
the product stable, having the potential to replace nitrate and nitrite in meat
sausages.

Keywords: Meat products; nanotechnology; nanoparticles; Lipid oxidation;
betalains.
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1. Introducéo

Os embutidos carneos sao alimentos pereciveis devido as suas
caracteristicas intrinsecas sofrendo em determinadas situacfes rapida
deterioracéo, sendo o crescimento microbiano e a oxidacao lipidica os principais
fatores que causam deterioracdo destes produtos. Além do problema de
perecibilidade nestes produtos, o uso de conservantes quimicos sintéticos tende
a ser diminuido, devido a crescente conscientizagdo do consumidor sobre efeitos
potencialmente nocivos, relacionados ao uso de substancias como nitratos e
nitritos de sodio. Diante disso, 0 uso de novos ingredientes naturais para
formulacdo e producdo de produtos sem adicdo de conservantes quimicos
sintéticos e com propriedades funcionais tem sido uma das prioridades do setor
de pesquisa e desenvolvimento nesta area (AMINZARE et al., 2022; SOJIC et
al., 2018).

Os oOleos essenciais sdo compostos derivados de plantas aromaticas que
sdo comumente empregadas na preparacao de alimentos. S&o considerados
antimicrobianos naturais com acdo contra bactérias, virus e fungos. Sendo
reconhecidos como seguros para consumo humano como aditivos alimentares
na Uniao Europeia (FAO, 2012). O éleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris)
tem sido foco de estudos na area alimenticia, por possuir forte atividade inibitéria
contra patégenos de origem alimentar ou bactérias deteriorantes, como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, E. coli, Pseudomonas
aeruginosa e Salmonella Typhimurium. Os efeitos antibacterianos do 6leo estéo
relacionados a presenca de alto teor de timol na sua composi¢ao, que atua na
membrana citoplasmatica causando danos a célula bacteriana (HUSSEIN et al.,
2021; ALMASI et al., 2021).

No entanto, sua aplicagdo em alimentos € limitada devido a sua alta
volatilidade, baixa solubilidade em &gua e transferéncia de forte sabor e odor ao
produto alimenticio. Diante disso, o uso de novas técnicas para carreamento e
introducao dos 6leos essenciais em produtos alimenticios, como nanoemulsoées,
tem chamado atencéo a fim de superar estes desafios (ALMASI et al., 2021).

Diversos autores reportam o uso de nanoemulsdo como alternativa para
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aumentar a biodisponibilidade de 6leos essenciais (HE et al., 2021; HE et al.,
2022; HOJATI et al., 2022; SNOUSSI et al. 2022).

As nanoemulsfes séo sistemas cineticamente estaveis, formado por dois
liquidos imisciveis que quando dispersos formam globulos, de tamanho de
particula muito pequenos (20-500 nm). Sendo comumente usadas como
sistemas de entrega para incorporar compostos bioativos lipofilicos, como 6leos
essenciais. Apresentam facil preparo, por meio de métodos de alta energia como
homogeneizacdo de alta pressédo, sonicacdo e microfluidizacdo, além de
utilizarem uma baixa concentracdo de surfactantes para sua preparacdo. As
nanoemulsdes podem ser facilmente incorporadas em matrizes alimentares,
podendo ser empregadas no processamento de carnes, podendo ser utilizados
como revestimento ou como ingrediente no preparo de embutidos carneos
(ALMASI et al., 2021; GARAVAND et al., 2021; OJEDA-PIEDRA et al., 2022).

A perda de cor durante o armazenamento dos produtos carneos é um dos
fatores que levam a utilizacdo de substancias promotoras da formacao de
pigmento na formulacédo destes produtos, porém sua utilizacdo pode apresentar
efeitos negativos na salde humana, podendo causar alergias e em alguns
estudos tém sido verificadas respostas carcinogénicas em consumo prolongado.
Em vista disso, a utilizacdo de corantes naturais vem crescendo nas industrias,
dentre os corantes naturais destaca-se o presente na beterraba. Na industria a
beterraba ou extrato de beterraba ja é utilizado para melhorar a cor vermelha de
pastas de tomate, sopas, molhos, sobremesas, compotas, geleias, doces,
sorvetes e cereais matinais (CHHIKARA et al., 2019; MEIRELES et al., 2020). O
extrato de beterraba € uma boa alternativa para utilizacdo em produtos carneos,
considerando a tonalidade semelhante a encontrada em carnes, sendo que as
betalainas sédo pigmentos nitrogenados encontrados em abundancia nesta
hortalica (BELLUCCI, 2018).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da utilizagéao
conjunta de nanoemulsdes com 6leo essencial de tomilho e extrato de beterraba
em embutidos carneos frescais para manutengao das carateristicas sensoriais e

microbiolégicas e para reducéo parcial ou total do uso de nitrato e nitrito de sédio.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Materiais

Foi utilizado o éleo essencial de tomilho branco (Thymus vulgaris L.), obtido
comercialmente da empresa Ferquima, Indlstria e Comércio de Oleos
Essenciais, acondicionado em frasco ambar, lacrados, com volume total de 100
mL. As beterrabas e os demais ingredientes para formulacdo dos embutidos
carneos foram obtidos em estabelecimentos comerciais da cidade de Pelotas,
RS, Brasil.

2.2 Obtencao do extrato de beterraba

O extrato de beterraba foi obtido seguindo a metodologia utilizada por Lages
et al. (2021), onde o suco de beterraba foi extraido em extratora de suco (Juicer
Compact Philips Walita, Brasil) e posteriormente liofilizado (Liotop L-101 —
Liobras, Brasil) por 48 horas para obtencdo do concentrado desidratado. Apos
foi acondicionado em um fraco de vidro hermeticamente fechado e armazenado

em ultra freezer a temperatura de — 81 °C, até o momento da analise.

2.2.1 Avaliacao do concentrado liquido e desidratado

2.2.1.1 Umidade

A determinacgéo do teor de umidade foi realizada no concentrado liquido e
desidratado através de secagem em estufa a 105 °C, a técnica consiste em pesar
de 2 a 10 gramas de amostra em capsula de porcelana (com peso conhecido e
previamente seca em estufa) e levar a estufa para aquecimento a 105 °C. Apos
aproximadamente 4 horas, retirar da estufa e resfriar em dessecador e pesar até
peso constante (AOAC, 2016).

2.2.1.2 Solidos soluveis

A analise de sodlidos soluveis totais foi realizada apenas no extrato de
beterraba liquido, utilizando refratbmetro de bancada do tipo Abbé (Quimis model
Q-109B, Brasil), corrigido para 20°C (AOAC, 2016).

2213 Cor

Para determinag&o de cor no concentrado liquido e desidratado foi utilizado
um colorimetro Minolta CR 400, através do sistema de leitura CIELAB
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(Comissioninternatinale de E'clairage), representado pelos seguintes
parametros: coordenada L* expressa o grau de luminosidade da cor medida (L*
= 100 = branco; L* = 0 = preto), a coordenada a* expressa o grau de variacao
entre o vermelho (+60) e o verde (-60) e a coordenada b* expressa o grau de
variacdo entre o azul (-60) e o amarelo (+60). O Chroma € o indice de saturacao

e descreve a intensidade de uma cor, é calculado através da equacdo C*
=/(a *2+ b *2). O angulo Hue é o angulo de tonalidade, indica a posigdo de
amostra no diagrama de cromoticidade, € calculado através da equacdo H* =
tang™* (=) (BELLUCCI, 2018).

2214 pH

A leitura de pH foi realizada apenas no extrato de beterraba liquido, utilizando
um potencidémetro (Digimed pHmetro DM-20) (AOAC, 2016).

2.3Preparacdo da nanoemulséo de 6leo essencial de tomilho

As nanoemulsdes foram preparadas no Laboratorio de Microbiologia e
Biosseparacdo da Escola de Quimica e Alimentos da Universidade Federal do
Rio Grande (FURG), Brasil. A fase oleosa da nanoemulséo foi composta por 6leo
essencial de tomilho e 6leo de girassol, enquanto a fase aquosa foi agua Milli-Q
e Tween 20 como surfactante. Utilizou-se uma composicdo em que a fase oleosa
seja de 10% (m/m), dispersa na fase aquosa 90%, da qual 1% (m/m)
corresponderd ao emulsificante. Foram feitas 6 formulacdes preliminares
apresentadas na Tabela 1, posteriormente foi feita a avaliacdo da atividade

antimicrobiana destas nanoemulsodes.

Tabela 1- Formulacdes das nanoemulsdes de 6leo essencial de tomilho.

Composigao (% m/m) Processamento

(Minutos)

Formulagdes Oleode Oleode Agua Tween Ultra Ultrassom

tomilho  girassol mili-q 20 turrax

F1 1 9 89 1 3 -

F2 5 5 89 1 3 -

F3 1 9 89 1 3 1

F4 5 5 89 1 3 1

F5 0 10 89 1 3 -
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F6 0 10 89 1 3 1

Primeiramente, foi preparada a fase aquosa por meio da homogeneizacao
de tween 20 e agua mili-Q, com auxilio deum agitador magnético por 5 min, em
seguida foi pesada a fase oleosa e apos dispersa na fase aquosa e efetuada
homogeneizagcdo em Ultra Turrax (Modelo IKA T10 Basic) a 21.100 rpm por 3
min, seguida de Ultrassom (Modelo QSonica-Q700) a 40% de amplitude por 1
min. A metodologia utilizada seguiu as recomendacdes de GUO et al. (2020) e
YANG et al. (2022), com modificacdes.

2.3.1 Analise de tamanho de gota, indice de polidispersibilidade e
potencial Zeta

Foram efetuadas andlises com relacdo ao tamanho das gotas, indice de

polidispersividade e potencial zeta (), 24 h apés a homogeneizacdo. As

emulsdes foram avaliadas por espalhamento de luz dindmica, utilizando o

equipamento Litesizer 500 (Anton Paar, Brasil) conforme WAN et al., 2019.

2.4 Atividade antimicrobiana das nanoemulsdes de 0leo essencial de
tomilho

A avaliacdo do efeito antimicrobiano foi realizada por meio de trés
metodologias fenotipicas: difusdo em &gar, concentracdo inibitéria minima e
concentracdo bactericida minima. Foram testados os efeitos antimicrobianos da
nanoemulsdo de 6leo essencial de tomilho frente as cepas padrédo das espécies
de bactérias Escherichia coli (ATCC 43895) e Staphylococcus aureus (ATCC
10832).

2.4.1 Reativagcao dos microrganismos

As bactérias utilizadas no experimento foram mantidas sob congelamento em
caldo BHI (Brain Heart Infusion) e glicerol (propano-1,2,3-triol) na proporc¢éo 3:1
(v:v). Pararealizar a reativacdo, uma al¢cada dessas bactérias foi transferida para
caldo BHI e incubadas em estufa durante 24 h a 37 °C. Apés uma alcada desse
crescimento foi estriada em placas de Petri com meios seletivos, sendo agar
Eosina Azul de Metileno (EMB) para E. coli e Agar Baird-Parker para S. aureus,

e incubadas por 24 h a 37 °C, para o isolamento das col6nias. Do crescimento
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bacteriano nas placas de Petri, foi extraida uma alcada e ressuspendida em
solucéo salina (NaCl 0,85%), a qual foi padronizada na concentracdo 0,5 na
escala de McFarland (1,5 x 108 UFC MI%).

2.4.2 Difusdo em agar

A analise de difusdo em agar foi realizada de acordo com protocolo proposto
pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute CLSI (2012a) com
pequenas modificacfes. A solucado salina contendo o inéculo foi semeada com
auxilio de um swab estéril na superficie de placas com agar Muller-Hinton. Em
seguida foram feitos pogcos com aproximadamente 6 mm de didmetro. Apos
adicionou-se 10uL do composto (hanoemulsao com 6leo essencial de tomilho)
no poco e as placas foram incubadas por 24 h a 37 °C. Logo ap0s este periodo
foi efetuada a medicéo dos halos de inibigdo, sendo os resultados expressos em

centimetros.

2.4.3 Concentracdo inibitéria minima (CIM)

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi realizada de acordo com protocolo
proposto pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute CLSI (2012b)
com pequenas modificagdes. Para isto foram utilizadas placas de microtitulagéo
de 96 pocos, onde foram acrescentadas em cada po¢o 100 uL de caldo BHI, 100
puL de indculo (80 pL de caldo BHI e 20 pL de agua salina com crescimento
bacteriano) e o composto (hanoemulsao com 6leo essencial de tomilho) em cinco
diferentes concentracdes (100 pL de composto puro); 1:5 (20 uL de composto e
80 pL de caldo BHI); 1:1 (50 pL do composto e 50 pyL de BHI); 1:10 (10 pL de
composto e 90 pL de BHI); 1:100 (1 pL de composto e 99 pL de BHI). Apés o
preparo da amostra, as placas de microtitulacdo foram lidas em espectrofémetro
(Biochrom EZ Read 400) em 620 nm. Em seguida, foram incubadas por 24 h a
37 °C, e apos, foi realizada nova leitura em espectrofotometro. A CIM foi
considerada como a menor concentracdo em que nao houve crescimento

bacteriano no meio de cultura.

2.4.4 Concentracado bacteriana minima (CBM)
Apés a realizagdo da CIM, foram retirados 15 pL dos pogos das amostras que

tiveram inibicdo e estriados em placas de Petri com &gar soja triptona (TSA) e

86



incubados por 24 h a 37 °C. Foi considerada a minima concentracéo bactericida

as placas onde néo houve crescimento bacteriano.

2.5 Preparacado do embutido carneo frescal adicionado de nanoemulséo
do Oleo essencial de tomilho e extrato de beterraba

Os embutidos carneos foram elaborados no laboratério de Processamento
de Alimentos de Origem Animal do Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas
e de Alimentos da Universidade Federal de Pelotas, Brasil, de acordo com as
formulacbes apresentadas na Tabela 2. Na formulacdo controle foi adicionado
um mix de conservantes para embutidos contendo sal iodado, acucar,
especiarias: cebola, alho e pimenta preta, estabilizante: tripolifosfato de sédio
(INS451i), antioxidante: eritorbato de sodio (INS 316), aromatizante sintético
idéntico ao natural, conservante: nitrito de soédio (INS 250) e corante natural:
carmim cochonilha(INS 120) e corante idéntico ao natural: caramelo (INS 150 A)
e foi seguido a dosagem recomendada pelo fabricante de utilizar 4kg para 100kg
de embutido frescal. Além dos ingredientes utilizados na formulacao controle, as
formulacdes foram adicionadas de nanoemulsao de 6leo essencial de tomilho e
extrato de beterraba na proporcédo de 0,5% e 1,5%, respectivamente, usando

como referéncia os valores utilizados por Lages et al. (2021).

Primeiramente todos materiais e utensilios a serem utilizados foram
previamente limpos e sanitizados com alcool 70%. A carne utilizada foi adquirida
moida, todos os ingredientes e aditivos foram previamente pesados e misturados
formando uma massa carnea. Em seguida a massa resultante foi embutida em
tripas naturais suinas, em embutidora elétrica, apds foram acondicionadas em

sacos plasticos estéreis, identificadas e armazenadas a 7°C.

Tabela 2. Ingredientes utilizados na elaboracdo do embutido carneo frescal em

trés formulacdes diferentes.

Ingredientes/aditivos Controle (%) F1 (%) F2 (%)
Carne magra 75,2 74,9 75,9
Gordura animal 11,8 11,9 12,0
Agua gelada/ gelo 7.5 7,1 7,2
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Mix de conservantes para embutidos 3,9 2,0 -

Sal - 0,5 1,2
Acucar - 0,1 0,2
Pimenta do reino 0,1 0,1 0,1
Alho desidratado 0,6 0,6 0,6
Cebola desidratada 0,8 0,8 0,8
Nanoemuls&o de Oleo essencial de

tomilho ' 0 0
Extrato de beterraba - 15 1,5

*Controle: Formulacdo contendo mix de conservantes; F1: Formulacdo com reduc¢é&o de 50% do
mix de conservantes e adicdo de NEOT e extrato de beterraba desidratado; F2: Formulagdo sem

mix de conservantes e adicdo de NEOT e extrato de beterraba desidratado.

2.5.1 Avaliacdo da adicdo de nanoemulsdo de Oleo essencial de
tomilho e extrato de beterraba desidratado em embutido carneo

2.5.1.1 Avaliacdo microbioldgica

Os produtos foram elaborados de acordo com os tratamentos (formulacdes),
foram mantidos em temperatura de refrigeracéo (< 7 °C) por até catorze dias. Foi
retirada uma amostra de 25 g em trés tempos: logo apdés a elaboracdo do
produto, sete dias apds a elaboracdo do produto e catorze dias apds a
elaboracdo. Estas amostras foram submetidas a avaliagdo frente aos
microrganismos preconizados pela Instrugdo Normativa n° 161 de 1° de julho de
2022, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) vinculada ao
Ministério da Saude do Brasil (BRASIL, 2022), que sdo Salmonella spp.,

Escherichia coli, Microrganismos aerdbios mesofilos e Listeria monocytogenes.

2.5.1.1.1 Salmonella spp

A amostra foi homogeneizada retirando uma aliquota de 25 g, diluindo em
225 mL de agua peptonada tamponada (pré-enriquecimento) e incubando a 37
°C, por 24 horas. Apos foi realizada a etapa de enriquecimento, transferiu-se 1
mL de caldo de pré-enriquecimento para um tubo contendo 10 mL de caldo

tetrationato e 0,1 mL para um tubo contendo 10 mL de caldo Rappaport-
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Vassiliadis. Apos foi incubado o primeiro a 35 °C e 0 segundo a 42 °C (em banho-
maria) por 24 horas. Apés a incubacdo foram semeadas de cada cultura do
enriquecimento placas de 4gar XLD, agar Bismuto Sulfito e &gar Hektoen-enteric
(HE), de modo a obter colonias isoladas que foram incubados a 35 °C por 24
horas e apds foram realizados teste de identificacdo bioquimica. Para
identificacdo bioquimica, foram transferidas as coldnias suspeitas para tubos
contendo agar triplice agucar ferro (TSI), inclinado, agar lisina ferro (LIA) e agar
urease (UA), nesta ordem e utilizando a mesma picada, apos foi realizada a
incubacédo a 37 °C por 24 horas. Os resultados foram expressos como "auséncia”

ou "presenca” de Salmonella spp em 25 g de alimento (ISO 6579-1, 2017).

2.5.1.1.2 Escherichia coli

A amostra foi homogeneizada retirando a aliquota de 25 g da amostra,
diluindo em 225 mL de agua peptonada 0,1% e foram realizadas diluicdes
seriadas decimais até a diluicdo 10-3. De cada diluicdo foram transferidos 1 mL
para 3 tubos de ensaio contendo o meio Lauryl Sulfato Triptose (LST) e um tubo
de Durhan invertido, e foram incubados a 35 °C durante 48 horas. Decorrido o
tempo de incubacéo foram identificados e separados os tubos positivos (com gas
no interior do tubo de Durham), os demais foram dispensados. Foi transferida
uma alcada de cada tubo positivo de caldo LST para outro tubo contendo caldo
Escherichia coli (caldo EC) e incubado a 44,5 °C durante 24 horas, apds foram
selecionados os tubos positivos. Para identificacdo de E. coli, foram semeados
com al¢a de niquel cromo através de estrias na superficie do 4gar Levine Eosina
Azul de Metileno (EMB) e incubadas a 35 °C durante 24 h. As colGnias
caracteristicas de E. coli foram isoladas e submetidas a provas bioquimicas do
IMVIC (Indol, Metil Red, Voges-Proskauer e Citrato). Os resultados foram
expressos utilizando a tabela NMP para calcular o "Numero Mais Provavel" de
coliformes termotolerantes por grama de alimento (ISO 7251, 2005).

2.5.1.1.3 Microrganismos aerébios mesofilos

Novamente as amostras foram homogeneizadas retirando a aliquota de 25 g
da amostra, diluindo em 225 mL de agua peptonada 0,1% e realizadas diluices
seriadas decimais até diluicdo 10-3. Apo6s a diluicéo foi transferido 1 mL de cada
diluicdo para placas de Petri contendo agar PCA (Plate Count Agar), que foram

incubadas invertidas a 37 °C durante 48 horas. Decorrido o tempo de incubacéao,
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foi calculado o numero de unidades formadoras de colonias de bactérias
aerobias mesoéfilas por grama de amostra (UFC.g?). Os resultados foram
expressos em "Unidades Formadoras de Col6nias" por grama de alimento
(UFC.g?) (1ISO 4833, 2013).

2.5.1.1.4 Listeria monocytogenes

Foram homogeneizadas 25 g da amostra com 225 mL de caldo de
enriguecimento para Listeria (LEB) e na sequéncia incubado a 30 °C por 24
horas. Apos foi transferido 0,1 mL do LEB para um tubo contendo 10 mL de caldo
Fraser, que foi incubado a 35 °C por 24 a 48 horas. Apos isso foram transferidas
alcadas dos tubos escurecidos para placas de agar PALCAM e agar Oxford e
incubadas a 35 °C por 24-48 horas. Para identificacdo de Listeria
monocytogenes, as coldnias suspeitas foram semeadas em tubos de agar soja
triptona com extrato de levedura (TSA-YE) e foram incubadas a 35 °C por 24
horas. A partir destas culturas, foram realizados os testes bioquimicos (Catalase,
motilidade, B-hemdlise e fermentacdo de carboidratos). Os resultados foram
fundamentados no aparecimento e identificacdo bioguimica de coldnias
caracteristicas e expressos como "auséncia" ou "presenca" de Listeria

monocytogenes em 25 g de alimento (ISO 11290-1, 2017).

2.5.1.2 Avaliacéo fisico-quimica

Conforme j& descrito anteriormente os embutidos foram produzidos e
armazenados sob refrigeracéo (< 7 °C ) durante 14 dias, nos quais foram feitas
as analises em trés tempo: tempo 1 (0O dias); tempo 2 (7 dias) e tempo 3 (14
dias). Os produtos elaborados de acordo com cada tratamento (formulacao)

foram avaliados em triplicata.

2.5.1.2.1 Anédlise de cor

Foi realizado conforme descrito no item 2.2.1.3

2.5.1.2.2 Analise de umidade

Foi realizado conforme descrito no item 2.2.1.1

2.5.1.2.3 Extracéo da gordura
Foi feita a extracdo de gordura presente no embutido para posteriores

analises, através do método de Bligh e Dyer, seguindo a metodologia proposta
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por Brum et al. (2019), com modificagbes. Foram pesados aproximadamente 15
g de amostra em um erlenmeyer dotado de tampa, com uma mistura de solvente
consistindo em 15 mL de cloroférmio e 30 mL de metanol, homogeneizou-se em
mesa agitadora por 6 minutos, apds completar a homogeneizagéo adicionou-se
15 mL de cloroférmio e novamente foi agitado por mais 2 minutos. Em seguida
filtrou-se a mistura, e o residuo foi re-homogeneizado com 15 mL de cloroférmio
e agitado por 4 minutos e filtrado novamente. Os filtrados foram combinados e
adicionou-se 10 mL de solucao de sulfato de sodio 1,5% e agitou-se por mais 2
minutos. A mistura foi transferida para um funil de decantacéo, deixando separar
as camadas de forma natural, foi coletado a camada superior e adicionou-se 1 g
de sulfato de sddio anidro e agitou-se por 2 minutos para remoc¢éao de tracos de
agua, apos filtrou-se em um funil com papel filtro. O filtrado foi colocado numa
estufa a 80 °C até evaporar o solvente, a gordura foi armazenada até realizacéo

das préximas analises.

2.5.1.2.4 Indice de acidez (I1A)

A determinacao do IA foi realizada de acordo com a American Oil Chemists
Society (AOCS) Ca 5a-40 (2003). Aproximadamente 2 g de amostra foram
colocadas em erlenmeyer de 125 mL, adicionando 25 mL de solucéo éter:éalcool
(2:1, viv) e agitou-se. Apos, 2 gotas de fenolftaleina foram adicionadas, agitando-
se novamente. Foi realizada a titulacdo utilizando uma solucéo de hidroxido de
s6dio (NaOH) 0,01 mol.L* até coloracdo mudar para résea, sendo os resultados

expressos em % de acido oleico, de acordo com a Equacéao 1:

[V X F x 10 x 0,0282]
m

IA (%) =

Em que, V é o volume (mL) de NaOH gasto na titulacdo; F € o fator de correcéo

do NaOH 0,01 mol.L%; m é a massa (g) da amostra.

2.5.1.2.5 Determinacéo de quantidade de aldeido por p-anisidina
A quantidade de aldeidos por p-anisidina foi determinada de acordo com a
AOCS Cd 18-90 (1989). Os resultados foram obtidos conforme a equagéo 2:

25 % (1,2As — Ab)
Ip—A= g
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Onde: Ip — A = quantidades de aldeido por p-anisidina; As = Absorbancia da
solucéo de Oleo apds a reacdo com p-anisidina; Ab = Absorbancia da solucéo de

6leo em iso-octano.

2.5.1.2.6 Determinacéao de coeficiente de extincdo especifica K232 e K27o

Pesou-se 0,25 g de gordura em baldo volumétrico de 25 mL, completou-se o
baldo com iso-octano grau HPLC. Executou-se a leitura da solugdo em
espectrofotdmetro a 232 e 270 nm (I00C, 2008).

2.5.1.3 Avaliagéo sensorial

A avaliagdo sensorial foi realizada no Laboratorio de Andalise Sensorial do
Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), Brasil, com a participacdo de 55 julgadores nao
treinados, de ambos 0s sexos, pertencentes a comunidade académica da UFPel.
A ficha sensorial (anexo 1) foi elaborada através de formulério no Google Forms.
Os embutidos foram preparados um dia antes da realizacdo dos testes e
mantidos sob refrigeracdo por cerca de 24 horas, posteriormente foram assados
em forno elétrico a 200 °C por 30 minutos e servidos em pratos descartaveis.
Foram avaliados os seguintes atributos: odor, cor, sabor e impressao global por
meio uma escala estruturada de 7 pontos, em que o valor 1 correspondia a
descrigao “muito inferior” e o valor 7 a “muito melhor”. Foi realizado um teste de
ordenacdo multipla em que se utilizou uma formulacdo padrdo como referéncia
e as formulacbes F1 e F2 como amostras codificadas. Os avaliadores
compararam as amostras codificadas e avaliaram se era superior, igual ou
inferior a amostra padrdo. Foi solicitado também aos julgadores que
expressassem sua intencdo de compra pelas amostras, utilizando uma escala
estruturada de 5 pontos, indo de (1) “certamente ndo compraria” e (5)
“certamente compraria”. O presente estudo, antes de ser realizado foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Pelotas, Brasil,
codigo CAAE: 29744220.3.0000.5317.

2.6 Analise Estatistica
Foi realizada uma andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Fisher
de Minima Diferenca Significativa (LSD test) para verificar se existiam diferencas

significativas (p<0,05) entre as formulagbes utilizadas em relagdo a inibicdo
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microbiana. Para avaliar as diferencas nas caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais, foram aplicados o teste de Tukey, ao nivel (p<0,05) e o teste de

Dunnett bilateral, utilizando o programa Statistix 10.

3. Resultados e discussodes
3.1 Atividade antimicrobiana das nanoemulsdes de Oleo essencial de
tomilho

Os resultados de difusdo em &agar, concentracao inibitéria minima (CIM) e
concentracdo bacteriana minima (CBM) estdo expostos na Tabela 3. Através da
técnica de difusdo em agar verificou-se que apenas o Oleo essencial de tomilho
apresentou acao antimicrobiana contra as duas bactérias, segundo Rota et al.
(2008) quando os halos de inibicdo sdo maiores que 20 mm indicam forte
atividade antimicrobiana, jA as nanoemulsbes nao apresentaram acao
antimicrobiana, pois néo foi possivel observar a formacdo de um halo de inibicédo
ao redor do poco. Uma provavel explicacdo para este resultado é que
concentragdo utilizada de nanoemulséao néo foi suficiente para exercer agdo no
meio. No estudo de El-Sayed & El-Sayed (2021) os resultados de atividade
antimicrobiana indicaram que o 6leo essencial de tomilho apresentou diferentes
didametros de halo de inibicdo contra os distinto patdgenos testados. O maior
efeito inibitdrio foi observado contra B. cereus (halos variando entre 19 e 36 mm),
seguido por E. coli (halos entre 16 e 32 mm) e S. aureus (entre 13 e 33 mm).
Além disso, foi constatado que houve um aumento do efeito inibitério com o

aumento da concentracéo de 6leo essencial de tomilho.

Ja na técnica de CIM as formulacdes F2, F3, F4 e F6 apresentaram acao
inibitéria frente as duas bactérias, sendo a formulacdo F2 e F4 as que
apresentaram a menor concentracao inibitéria de 0,0002 pL.uL?. Para a técnica
de CBM apenas a formulacao F4 apresentou acao bactericida, que foi de 0,0083
uL.uLt para E. coli e 0,0002 pL.uL? para S. aures (Tabela 3). Diante disso a
formulac&o F4 que contém 5% de Oleo essencial de tomilho na sua formulacéo
foi selecionada para dar seguimento ao estudo, uma vez que foi a nanoemulséo

que apresentou melhor acéo antibacteriana para as duas bactérias investigadas.
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Tabela 3 — Atividade antimicrobiana de 06leo essencial de tomilho puro e em

nanoemulsdes por meio da técnica de difusdo em agar, CMI e CBM.

Formulagoes Difusao em agar (mm) CMI (pL.pL™) CBM(uL.uL )
E. coli S. aures E.coli S.aures E.coli S.aures

Oleo de tomilho 31,1+0,89 33,6+0,59 0,003 0,003 0,003 0,003
F1 ND ND ND ND ND ND

F2 ND ND 0,0002 0,0002 ND ND

F3 ND ND 0,0003 0,00003 ND ND

F4 ND ND 0,0002 0,0002 0,0083 0,0002
F5 ND ND ND ND ND ND

F6 ND ND 0,33 0,167 ND ND

*ND — N&o detectado. F1- formulacdo com 1% de 6leo de tomilho; F2- formulagdo com 5% de

Oleo de tomilho; F3- formulagdo com 1% de 6leo de tomilho e tratamento com ultrassom; F4-
formulagdo com 5% de 6leo de tomilho e tratamento com ultrassom; F5- formulag&o sem 6leo de

tomilho; F6- formulagdo sem dleo de tomilho e tratamento com ultrassom.

Assim como ocorreu neste estudo, a estratégia de utilizar o 6leo essencial de
tomilho na forma de nanoemulsdo aumentou a efetividade do efeito inibitério
deste 6leo essencial, conforme verificado nos estudos de Guo et al. (2020) e de
Zhang et al. (2020). Um estudo realizado por Guo et al. (2020) avaliou o efeito
antimicrobiano sinérgicos de ultrassom e nanoemulsdo de Oleo essencial de
tomilho contra Escherichia coli 0157:H7, os resultados mostraram uma reducao
da populacdo de E. coli em até 7,72 logs, a nanoemulsdo com ultrassom
aumentou notavelmente a permeabilidade da membrana celular, alterando a
morfologia e a microestrutura das células, resultando em mais vazamento de
constituintes internos. Segundo o estudo realizado por Zhang et al. (2020) que
avaliaram as propriedades de automontagem do caseinato de soédio para
preparar nanoemulsdes com caseinato e Oleo de tomilho, observou-se que a
nanoemulsdo melhorou a atividade antimicrobiana do 6leo de tomilho contra E.
coli O157:H7 e S. aureus.

Bactérias Gram-negativas possuem uma membrana externa composta
por lipolissacarideos, que atuam como uma barreira contra a difusdo do 6leo
essencial, protegendo a membrana citoplasmatica, sendo mais resistente que a
bactérias Gram-positivas (SILVA et al., 2021; MANTZOURANI et al., 2022). E
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possivel observar neste estudo que a concentracao bactericida minima foi maior
para E. coli (Tabelal, F4), podendo ser pelo fato de se tratar de uma bactéria

Gram-negativa.

3.2 Caracterizagdo da Nanoemulséo

ApoOs as analises preliminares a formulacdo F4, que contém 5% de Oleo
essencial de tomilho foi selecionada para dar seguimento os estudos. O valor do
potencial Zeta é utilizado como indicativo de estabilidade das goticulas de éleo
contra agregacao e coalescéncia. Observou-se que a nanoemulsao apontou um
valor de -27,42 mV, apresentando assim forcas eletrostéaticas e alta estabilidade.
Diversos autores relatam que valores absolutos proximos a 30 mV estdo
relacionadas com a forca de repulsdo eletrostatica e alta estabilidade fisico-
quimica (LIU & LIU, 2020; MIRSHARIFI et al., 2023; SILVA et al., 2022). A carga
elétrica do tipo de surfactante usado, o pH e forcas ibnicas da solucdo sao fatores
que pode influenciar o potencial zeta. A utilizacdo de tensoativos nao iénicos
pode conferir estabilidade por meio da formag&o de um filme interfacial ao redor
da goticula, capaz de proporcionar repulsdes estéricas (SILVA et al., 2022).
Segundo o estudo exposto por Mirsharifi et al. (2023) no qual foram avaliadas
nanoemulsdes com 06leo essencial de tomilho com concentracfes de 2% e 4%,
foram encontrados valores de potencial Zeta de -374 e - 37,1 mV,

respectivamente, indicando uma forte repulséo eletrostatica.

Foi possivel observar (Figura 1) que a nanoemulsdo apresentou estreita
distribuicdo de tamanho de goticulas, sendo observado apenas um pico de
intensidade, indicando que as goticulas da nanoemulsao ficaram dentro desta
faixa de dimensdo. O diametro médio, apresentado foi de 201,7 nm,
demonstrando a estrutura adequada da nanoemulséo . Pequenas dimensdes de
goticulas podem significar que as nanoemulsdes apresentam uma boa
estabilidade fisica, contra separacdo gravitacional, floculacdo e coalescéncia
(CHANG et al., 2015).
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Figura 1 - Intensidade relativa por diametro de particula da nanoemulséo de 6leo essencial de
tomilho.

O indice de polidispersao (PDI) representa a homogeneidade do tamanho da
gota na nanoemulsdo, na amostra em estudo foi possivel observar um valor de
0,2719. Indicando que ha uniformidade nos tamanhos das gotas da
nanoemulsdo. Um pequeno valor de PDI (<0,08) indica particulas quase
monodispersas, enquanto um grande valor de PDI (>0,7) mostra uma ampla
distribuicdo de tamanho de particula (MIRSHARIFI et al., 2023). Segundo o
estudo realizado por El-Sayed & El-Sayed (2021) no qual também foi produzida
uma nanoemulsédo com 6leo essencial de tomilho, o didmetro médio foi de cerca
de 52 nm e o indice de polidispersdo foi de 0,15, valores que diferem dos

encontrados no presente estudo.

3.3 Extrato de beterraba liquido e desidratado
Estéo apresentados nas Tabela 5 os resultados obtidos nas avaliagdes fisico-
quimicas do extrato de beterraba liquido e desidratado.

Tabela 4: Andlises fisico-quimicas do extrato de beterraba liquido e desidratado.

Extrato de beterraba Extrato de beterraba
Liquido desidratado
Sdlidos soluveis (° Brix) 11,70 £ 0,0 -
pH 5,80 +0,1 -
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Umidade (%) 89,82 +£0,0 21,12 +3,6

Cor L* 14,61 +04 8,06 +0,0
a* -0,57+0,0 0,89+0,1
b* 3,11+0,2 4,07+0,0

O resultado obtido na determinacdo de umidade para o extrato de beterraba
liquido mostrou um alto contetdo de agua (89,82%), sendo o valor préximo ao
reportado por outros autores como Lages et al. (2021) e Kale et al. (2018), que
encontraram para o suco de beterraba 89,46% e 87,4%, respectivamente. Apos
a liofilizacdo, ocorreu uma diminuicdo do teor de umidade para 21,12%,
consequentemente aumentando o teor de matéria seca. De acordo com Lages
et al. (2021) esta reducao € benéfica, uma vez que esta diretamente relacionada
com a vida util do produto, j& que 0os microrganismos necessitam de agua para
seu desenvolvimento e multiplicagao.

O teor de sdlidos soluveis encontrado no estudo foi de 11,7 °Brix, sendo
superior ao encontrado por outros autores como Lages et al. (2021) e Kale et al.
(2018) que obtiveram teores de 10,6 e 9,0 °Brix, respectivamente. Slosar et al.
(2020) verificaram que o teor de sélidos soltveis variou de 7,0 a 10,8 °Brix em
polpas de beterraba de diferentes cultivares. A variacdo no teor de sélidos
sollveis, esta associada a cultivar da beterraba, além de que estes valores
podem ser afetados por fatores externos como o sistema de crescimento,
estresse hidrofilico, fatores climéaticos, maturagéo e até mesmo o processamento
ap6s a colheita (SLOSAR et al., 2020). Em relacdo a anélise de pH o valor
encontrado foi de 5,89, valor proximo ao encontrado por outros autores. Kale et
al. (2018) reportam o valor de 6,3 para o pH do suco de beterraba, e para Lages
et al. (2021) de 6,62.

Quanto aos parametros de cor, foi possivel observar a que a luminosidade
tende ao escuro, tanto no extrato de beterraba liquido como no desidratado
(14,61+ 0,4 e 8,06+ 0O, respectivamente), pois este parametro varia de 100
(branco) a 0 (preto). Também é possivel observar que o extrato de beterraba em
desidratado tem uma tendéncia mais acentuada ao escuro, devido a
concentracdo da matéria seca apos a liofilizacdo. JA4 para os valores de
cromaticidade, o parametro a* foi de -0,57 + 0 para o extrato liquido e 0,89 +0,1
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para o desidratado, considerando que a coordenada a* expressa o grau de
variacdo entre o vermelho (+60) e o verde (-60), pode-se notar que houve um
aumento do parametro apos a liofilizagdo, indicando a intensificacdo da
tendéncia ao vermelho. O parametro b*, com valor de 3,11 + 0,2 para o extrato
liquido e 4,07 = 0 para o desidratado, também mostrou aumento, considerando
gue as coordenadas b* variam entre o azul (-60) e o amarelo (+60), observa-se
ligeira tendéncia a intensificagcdo de componentes amarelos no desidratado. A
variagdo das cores do vermelho ao amarelo para o extrato de beterraba esta
dentro do esperado, considerando o0s pigmentos presentes, que Ssdo as

betalainas.

3.4 Avaliacdo da adi¢cdo de nanoemulséo de 6leo essencial de tomilho e
extrato de beterraba desidratada no embutido carneo.
3.4.1 Analise microbiolégica

O perfil microbiolégico do embutido frescal bovino adicionado de
nanoemulséo de 6leo essencial de tomilho e extrato de beterraba durante 14 dias
de armazenamento sob refrigeracdo (< 7°C) encontra-se descrito na Tabelas 6
e na Figura 2 a seguir.

Tabela 5: Médias das contagens de bactérias mesdfilas aerdbias em trés
formulacbes de embutidos frescais bovinos em diferentes tempos de

armazenamento a 7°C.

Formulagoes TEMPO (Dias)
0 7 14
(Log.UFC.g") (Log.UFC.g™") (Log.UFC.g")
FO 0,4 +£0,7aA 0,3 £ 0,3aA 1,0 £ 1,2aA
F1 0,7 £1,1aA 0,6 £ 0,2aA 0,7 £ 0,6aA
F2 0,6 £ 1,0aA 0,6 £ 0,3aA 1,3+ 0,7aA

Letras mindsculas iguais nas linhas e letras mailsculas iguais nas colunas indicam que nao
houve diferenca significativa (p>0,05) pelo teste Tukey, FO: Formulacdo contendo mix de
conservantes; F1: Formulagcao com reducdo de 50% do mix de conservantes e adicdo de NEOT
e extrato de beterraba desidratado; F2: Formulacéo sem mix de conservantes e adicdo de NEOT
e extrato de beterraba desidratado.
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Na contagem de bactérias mesoéfilas aerdébicas para as trés formulacdes
verificou-se que nao houve diferenca significativa (p<0,05) ao decorrer do tempo
de armazenamento. Observou-se que néo foi significativo a diferenca entre as
formulagcbes apresentadas, isso quer dizer que a formulacdo com uso de
nanoemulsdo de 6leo essencial de tomilho 5% teve um comportamento

estaticamente igual a formulacdo com uso de conservantes quimicos.

Observando a figura 3 € possivel observar que a formulacdo F1 que
contém 50% de conservante e NEOT 5% apresentaram uma linha mais linear
mantendo a concentracdo bacteriana final igual a inicial, isso mostra uma
sinergia entre o uso de nitratos e nitritos associados a utilizacdo da NEOT.
Enquanto as formula¢gdes FO (100% de conservante) e a formulagédo F2 (100%
NEOT) apresentaram um aumento da populacéo bacteriana apés o periodo de
14 dias de armazenamento, porém estas variacdes ndo sdo estatisticamente
significativas. A diminuicdo da contagem microbiana era esperada, uma vez que
Oleo essencial de tomilho apresenta principios ativos que sdo conhecidos por
inibir o desenvolvimento de organismos patogénicos e deteriorantes (SHARMA
et al., 2017).

Autores vém estudando o efeito sobre o perfil microbiol6gico do dleo
essencial de tomilho em matrizes alimentares. No Estudo realizado por Agrimonti
et al. (2019) em que foram produzidas almofadas celulésicas enriguecidas com
emulsdo de 6leo essencial de tomilho e orégano verificou-se atividade
antimicrobiana contra microbiota psicrofilica da carne moida e alguns patégenos
alimentares comuns. Ja Radiinz et al. (2020) avaliaram o potencial antioxidante
e antimicrobiano in vitro e in situ de encapsulado de 6leo essencial de tomilho
em produto carneo tipo hambdarguer, verificaram que o encapsulado apresentou
potencial para atuar como conservante em hamburgueres. Vafania et al. (2019)
avaliaram a utilizacdo de nanofibras contendo 6leo essencial de tomilho para
reduzir nitrito em salsichas, os resultados mostraram que o 6leo essencial de
tomilho encapsulado nas nanofibras ndo apresentou diferenca significativa na
atividade antimicrobiana contra C. perfringens em comparagéo as salsichas com
nitrito, concluiram que o 6leo essencial de tomilho nanoencapsulado (nanofibras)

pode ser uma alternativa adequada ao nitrito em produtos carneos.
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Figura 2: Médias das concentracdes de bactérias mesdfilas aerébias (Log.UFC.g?1) em
embutidos carneos em diferentes formulagfes e tempos de armazenamento. FO: Formulacédo
contendo mix de conservantes; F1: Formulacdo com reducdo de 50% do mix de conservantes e
adicdo de NEOT e extrato de beterraba desidratado; F2: Formulagdo sem mix de conservantes
e adicdo de NEOT e extrato de beterraba desidratado.

Trés bactérias patogénicas de origem alimentar analisadas (Salmonella spp.,
E. coli, L. monocytogenes) ndo foram detectadas nas amostras, em nenhuma
das formulacdes, indicando boas condi¢cdes higiénico-sanitarias das matérias
primas utilizadas e dos produtos acabados.

Combinacdes de extratos derivados de plantas e Oleos essenciais tém
demonstrado potencial para substituir conservantes sintéticos, que s&o
amplamente utilizados na preservacdo de carnes e produtos carneos como
antimicrobianos e antioxidantes (MANTZOURANI et al., 2022). Diante disso, a
utilizacdo da nanoemulsdo de dleo essencial de tomilho 5% combinado com
extrato de beterraba desidratado com metade da concentracdo recomendada de
conservante é um resultado promissor, tendo grande importancia em razdo dos
nitritos poderem formar nitrosaminas em determinadas situacdes, que podem

apresentar potencial cancerigeno, assim a substituicdo parcial deste por
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nanoemulsdo de 6leo essencial de tomilho se torna uma alternativa viavel e

desejavel.

3.4.2 Analise fisico-quimicas
A avaliagdo fisico-quimica da adicdo da nanoemulséo de 6leo essencial de
tomilho e do extrato de beterraba desidratado em embutido carneo foi realizada

em 3 tempos distintos (0, 7 e 14 dias).

O teor de umidade dos embutidos frescais bovinos adicionados de
nanoemulsdo de 6leo essencial de tomilho e extrato de beterraba variou entre
57,87% e 50,39% (Figura 3), estando todas dentro do que a legislacéo preconiza
(méx. 70%) para embutidos frescais (Brasil, 2000). Houve um aumento
significativo(p<0,05) no teor de umidade das formulagdes FO (100% de
conservantes) e F1 (50% de conservantes) ao longo do periodo de
armazenamento. Foi possivel observar que a formulacdo composta por apenas
NEOT e extrato de beterraba apresentou os maiores teores de umidade (54,96%;
56,08% e 57,87%), porém esta diferenca so foi significativa no tempo 0, apés as
formulacdes néo apresentaram diferencas com significancia estatistica (p>0,05).
Isso mostra que o produto absorveu umidade do ambiente em que estava

armazenado.

Nossos resultados se assemelham aos encontrados por outros autores
como Huang et al. (2021), Sharma et al. (2017) e Vafania et al. (2019), que
encontraram teores de umidade proximos ao relatado neste estudo, reportaram
que a incorporacdo de 6leo essencial em produtos carneos ndo tem efeito
significativo no teor de umidade. Pode-se assim inferir que as aumento
encontrado de umidade neste estudo nédo esta relacionado a inclusdo de NEOT
e sim a outros fatores, como por exemplo a baixa concentragdo de gordura no

embutido.
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Figura 3: Médias de umidade das diferentes formulacdes do embutido carneo ao longo do tempo
de armazenamento. FO: Formulagdo contendo mix de conservantes; F1: Formulagcdo com
reducéo de 50% do mix de conservantes e adicdo de NEOT e extrato de beterraba desidratado;
F2: Formulacdo sem mix de conservantes e adicdo de NEOT e extrato de beterraba desidratado.

A extracdo da gordura dos embutidos foi realizada para avaliar o indice
de acidez, determinacéo de p-anisidina e coeficiente de extincdo especifica kas2
e k270, uma vez que estas andlises correspondem a oxidacao lipidica, afins de

diminuir as possiveis interferéncias dos outros componentes do embutido.

O indice de acidez representa a propor¢ao de acidos graxos livres em um
sistema e pode ser usado como uma estimativa da estabilidade da gordura
(GUERRERO et al., 2018). O indice de acidez das gorduras extraidas dos
embutidos frescais bovinos com adicdo de nanoemulsdo de 6leo essencial de
tomilho e extrato de beterraba desidratado variou entre 0,62% e 3,01% de &cido
oleico (Figura 4), houve um aumento significativo (p< 0,05) no indice de acidez
de todas as formula¢des durante o periodo de armazenamento, iSso sugere que
ocorreram reacdes de hidrolise nas gorduras, liberando acidos graxos livres no
meio. Segundo a instituicdo normativa internacional - Codex Alimentarius,
estabelece que a banha pode apresentar valores de IA de até 1,3 mg KOH/ g de
gordura (0,65% de acido oleico), os valores reportados estdo acima do limite

estabelecido. Foi possivel observar que a formulagdo com adicdo NEOT e
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extrato de beterraba teve um valor de acidez (3,01% &acido oleico) maior que as

demais formulacdes no tempo 14 dias.
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Figura 4: Médias do indice de acidez das diferentes formula¢bes do embutido carneo ao longo
do tempo de armazenamento. FO: Formulacdo contendo mix de conservantes; F1: Formulagcéo
com reducdo de 50% do mix de conservantes e adicdo de NEOT e extrato de beterraba
desidratado; F2: Formulagdo sem mix de conservantes e adicdo de NEOT e extrato de beterraba
desidratado.

O indice de p-anisidina e o coeficiente de extincdo especifica séo
parametros utilizados para avaliar o grau de oxidacdo dos 6leos. Ndo houve
significancia (p<0,05) nos valores de p-anisidina nas formula¢des no decorrer do
tempo de armazenamento, os valores de indice de p-anisidina foram de 0,10 a
0,74 (Figura 5). A legislacdo nao estabelece limites para este parametro,
contudo, considera-se que valores inferiores a 10, indicam que a amostra lipidica
nao apresenta teor expressivo de compostos secundarios de oxidacao (SILVA,;
BORGES; FERREIRA, 1999).

O coeficiente de extingdo Kzs2 se relaciona com os produtos de oxidacéo
primarios, como os peroxidos. Ja o Ka7o se relaciona com os produtos de
oxidacdo secundéarios, como aldeidos e cetonas. Houve um aumento
significativo (p<0,05) nos coeficientes de extingdo K232 e K270 no decorrer do

tempo de armazenamento para todas as formulacbes, mesmo com este
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aumento, os valores continuam baixos, indicando que h& poucos compostos

primarios e secundarios de oxidacao.
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Figura 5: Médias do indice de p-anisidina das diferentes formula¢cdes do embutindo carneo ao
longo do tempo de armazenamento; FO: Formulacdo contendo mix de conservantes; F1:
Formulacdo com reducdo de 50% do mix de conservantes e adicdo de NEOT e extrato de
beterraba desidratado; F2: Formulagdo sem mix de conservantes e adicdo de NEOT e extrato de
beterraba desidratado.

7

A oxidacao lipidica € considerada como um dos parametros de
deterioracdo de produtos carneos frescos. Sendo reportado que a presenca de
luz, oxigénio, alta temperatura de armazenamento, aumentam a oxidacéo
lipidica (HUSSEIN et al., 2021).
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Figura 6: Coeficiente de extingcao especifica das diferentes formulacdes do embutindo carneo ao longo
do tempo de armazenamento; (a) 232mm; (b) 270 mm; FO: Formulagio contendo mix de conservantes;
F1: Formulagdo com redugao de 50% do mix de conservantes e adigdo de NEOT e extrato de beterraba
desidratado; F2: Formulacdo sem mix de conservantes e adicdo de NEOT e extrato de beterraba
desidratado.

que a adicdo de O6leos essenciais (cassia, manjericdo, cravo e tomilho) em
embutidos frescais teve um efeito protetivo contra a oxidacdo lipidica apds 45
dias de armazenamento congelado. Os efeitos antioxidantes dos Oleos
essenciais podem ser alcancados por meio da eliminacdo de radicais livres,
inibicdo da peroxidacado lipidica e quelacdo de ions de metais de transicéao
(SOJIC et a., 2018). Diante disso, os resultados deste estudo podem indicar que
a adicdo de NEOT e extrato de beterraba desidratado nos embutidos frescais
bovinos tiveram efeitos similares ao uso de conservantes quimicos, sendo as
baixas taxas de oxidacao lipidica relatas coerentes com a atividade antioxidante

reportada no 6leo essencial de tomilho.

A cor € uma das propriedades fisicas mais importantes para determinar
a aceitabilidade de embutidos para os consumidores. As leituras das amostras
de cor foram feitas em trés locais diferentes do embutido inteiro. Verificam-se os
resultados dos parametros L* (luminosidade), a* (vermelhiddo) e b*
(amarelecimento) do embutido frescal adicionado de NEOT e extrato de
beterraba desidratado. Houve uma diminuicdo significativa (p<0,05) da
luminosidade na formulacdo com 100% de conservante, ja na formulacdo com
NEOT e extrato de beterraba desidratado houve um aumento significativo
(p<0,05) na luminosidade, enquanto a formulacdo com 50% de conservantes
mais NEOT e o extrato de beterraba desidratado ndo apresentou alteracdes
significativas ao longo do periodo de armazenamento. Sendo possivel observar
(Figura 7) que os valores de luminosidade para FO (49,19), F1 (47,19) E F2
(47,65) no tempo 14 dias diferem, porém ndo apresentam significancia

estatistica.
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Figura 7: Médias de luminosidade das diferentes formula¢cdes do embutindo carneo ao longo do
tempo de armazenamento; FO: Formulacao contendo mix de conservantes; F1: Formulagcdo com
reducdo de 50% do mix de conservantes e adicdo de NEOT e extrato de beterraba desidratado;
F2: Formulag@o sem mix de conservantes e adi¢cdo de NEOT e extrato de beterraba desidratado.

7

O parametro de cor mais importante para produtos carneos € o que
expressa a tendéncia ao vermelho (a*). Os valores de cromaticidade foram
positivos, todas formulacdes tiveram uma tendéncia para o vermelho, através da
Figura 8 é possivel observar que as formulagées FO (100% de conservantes) e
F1 (50% de conservantes mais NEOT e extrato de beterraba desidratado)
tiveram um aumento significativo (p<0,05) na intensidade da cor vermelha ao
longo do periodo de armazenamento. As formulacdes F1 (26,75) e F2 (23,62)
tiveram os maiores valores de a* no tempo 14 dias, este aumento da intensidade
da coloracéo vermelha pode ter sido influenciado pelo extrato de beterraba, que
atuou como corante e intensificou a coloracdo do embutido. Em relagdo a
coordenada de cor b* todas as formulagbes tiveram uma tendéncia para o
amarelo (Figura 8), pode-se observar que a FO e F1 no primeiro periodo tiveram
um aumento do valor b* e no segundo periodo tiveram uma diminui¢cao do valor
b*, enquanto a formulagcédo F2 teve um comportamento inverso. Ao fim dos 14
dias de armazenamento as formulacdes apresentaram valores de 11,44 (FO0),
10,20 (F1) e 13,09 (F2), sendo estatisticamente iguais.
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Figura 8: Medias da coordenada de cor a* das diferentes formula¢cdes do embutindo carneo ao
longo do tempo de armazenamento; FO: Formulacdo contendo mix de conservantes; F1:
Formulacdo com reducéo de 50% do mix de conservantes e adicdo de NEOT e extrato de
beterraba desidratado; F2: Formulagdo sem mix de conservantes e adicdo de NEOT e extrato de
beterraba desidratado.
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Figura 9: Medias da coordenada de cor b* das diferentes formula¢gbes ao longo do tempo de
armazenamento; FO: Formulacdo contendo mix de conservantes; F1: Formulagdo com redugéo
de 50% do mix de conservantes e adicdo de NEOT e extrato de beterraba desidratado; F2:
Formulacdo sem mix de conservantes e adigdo de NEOT e extrato de beterraba desidratado.
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E possivel observar que as formulacdes que contém NEOT e extrato de
beterraba apresentaram maior valores para coordenada a* ao longo do
armazenamento, evidenciando a influéncia do extrato de beterraba adicionado
no embutido frescal bovino. Com isso pode-se inferir que a adicdo de NEOT e
extrato de beterraba teve um efeito positivo no embutido frescal, melhorando
seus parametros de coloracdo. Schopfer et al. (2022) reportaram que a utilizacao
de extrato de beterraba vermelha teve um impacto consideravel na coloragédo
das salsichas, afirmando que pigmentos trazidos pelo extrato de beterraba se
sobrepuseram completamente e mascararam as propriedades de cor

caracteristicas de uma massa de salsicha tipo emulséo.

3.4.3 Analise sensorial

Participaram do estudo cinquenta e cinco (55) avaliadores nao treinados.
Destes, 87,3% tinham idade entre 18-45 anos, 9,1% com idade entre 46-56 anos
e 3,6% mais de 57 anos, além disso 78,2% eram do sexo feminino e 21,8% do
sexo masculino. Com relagdo ao grau de escolaridade, 50,9% eram estudantes
de pds-graduacéo, 43,6% do ensino superior, 3,6% do ensino médio e 1,8% do
ensino fundamental. Quanto as perguntas relacionadas com frequéncia de
consumo de carnes e tomilho, 100% dos avaliadores indicaram consumir
produtos carneos, sendo que 65,5% na frequéncia de 4 a 6 vezes por més,
32,7% de 2 a 3 vezes por més e somente1,8% reportaram uma vez por més.
Pode-se observar um alto consumo de produtos carneos entre os avaliadores.
Em relacdo ao consumo de tomilho, 50,9% dos avaliadores mencionaram que
nao costumam consumir e 49,1% que costumam, quanto a frequéncia 53,8%
marcaram que raramente, 20,5% de 4 a 6 vezes no més, 17,9% uma vez no més

e 7,7% de 2 a 3 vezes por més.

Para o teste de ordenagao multipla foram encontrados os valores de “F
calculado” e comparado com “F tabelado”, para verificar se as amostras

apresentavam ou nao diferenca significativa estatisticamente.

Tabela 6: Resultado da analise de variancia e do teste de ordenacao multipla dos

embutidos frescais bovinos.
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Atributos GL da amostra GL do residuo F calculado

Odor 1 108 2,01
Cor 1 108 0,96
Sabor 1 108 0,0

Impressao Global 1 108 0,06

*GL= graus de liberdade

Utilizou-se a tabela de limites unilaterais a 5% de significancia considerando o n1

=1eonz2=120.

Os resultados demonstraram que os graus de liberdade de todos os
atributos avaliados foram menores que o grau de liberdade do residuo tabelado
(igual a 3,92), infere-se assim que as amostras n&o apresentaram diferencas
significativas a 5% de significancia. Em vista disso, a substituicdo parcial ou total

dos conservantes se torna viavel do ponto de vista sensorial.

E possivel observar que no grafico da distribuicdo de frequéncia da escala
heddbnica (Figura 9), a intencdo de compra das amostras com reducao de 50%
dos conservantes e adicionado de NEOT e extrato de beterraba desidratado e a
formulacdo apenas com NEOT e extrato de beterraba desidratado foram
similares, sendo que 80% das respostas ficaram entre as descrigdes “certamente
compraria” e “talvez compraria”, estes resultados apontam para uma boa
aceitacdo pelos consumidores do produto contendo a combinacdo de
nanoemulsido de 6leo essencial de tomilho e extrato de beterraba desidratado,
mostrando que o produto poderia ser adquirido, caso estivesse disponivel para

a comercializagao, inclusive sem a adi¢do dos sais de cura.
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Figura 10. Distribuicdo de frequéncia do teste de intengdo de compra para embutidos
frescais bovino com adicdo de nanoemulsdo de 6leo essencial de tomilho e extrato de
beterraba. F1: Formulacdo com reducdo de 50% do mix de conservantes e adicdo de
NEOT e extrato de beterraba desidratado; F2: Formulacdo sem mix de conservantes e
adicdo de NEOT e extrato de beterraba desidratado.

Mesmo que 50,8% dos avaliadores tenham respondido n&o gostar ou n&o
consumir tomilho, a intengao de compra pelo produto contendo este componente
foi alta. Diante disso pode-se afirmar que nanoemulsao mascarou o sabor e odor
acentuado do tomilho, ndo sendo perceptivel pelos julgadores durante a
avaliacdo. Resultados semelhantes foram reportados por Lages et al. (2021)
guando avaliaram a aceitabilidade de embutidos carneos adicionados de 6leo
essencial de tomilho numa concentracdo que variou de 0,0095% a 0,00095%,
tendo os resultados apontado uma boa aceitacdo pelos consumidores dos

produtos.

Os estudos realizados apontam para o efeito antimicrobiano de nanoemulsao
de Oleo essencial de tomilho, sem mencionar a sua aceitabilidade pelos
consumidores (HE et al.,, 2022; LIU & LIU, 2020; MIRSHARIFI et al., 2023;
OZOGUL et al.,, 2020; WANG et al.,, 2022) e poucos sédo os estudos que
avaliaram a aceitacao de alimentos adicionados de nanoemulsao (EL-SAYED &
EL-SAYED, 2021; SAGAR et al., 2022).

4. Conclusdes
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Com base nos resultados do presente estudo, pode-se concluir que a
nanoemulsdo de Oleo essencial de tomilho apresentou forte atividade
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli testadas in
vitro. A utilizacdo conjunta da nanoemulsdo de Oleo essencial de tomilho e
extrato de beterraba em embutidos frescais produziu efeitos similares do ponto
de vista microbiolégico e fisico-quimico em relacdo as amostras com uso de
conservantes quimicos sintéticos, durante o periodo de armazenamento
refrigerado. Além disso, os embutidos frescais bovinos apresentaram boa
aceitacao sensorial. Assim o uso conjunto de nhanoemulsao de 6leo essencial de
tomilho e extrato de beterraba desidratado manteve estaveis as caracteristicas
microbiolégicas, fisico-quimicas e sensoriais do produto tendo potencial para

substituicdo de nitrato e nitrito em embutidos carneos.
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8. Consideracdes finais

A nanoemulsédo de 6leo essencial de tomilho 5% (F4) foi a que apresentou 0s
melhores resultados de atividade antimicrobiana, com concentracao inibitoria
minima de 0,0002 pL.uL? para Staphylococcus aureus e Escherichia coli e
concentracéo bacteriana minima de 0,0083 pL.uL* para E. coli e 0,0002 pL.uL*
para S. aures. Além disso, a nanoemulsdo de 6leo essencial de tomilho 5%
demonstrou alta estabilidade, evidenciada peloelevado valor de potencial Zeta.
O extrato de beterraba mostrou alto conteado de umidade e solidos solaveis,
além de pH proximo ao descrito por outros autores. A desidratacdo do extrato
acentuou a coloracéo, devido a concentracéo da matéria seca apos a liofilizagao.
Com relacdo a contagem de bactérias mesofilas aerobias nas trés formulacdes
de embutidos ndo se observaram diferencas significativas (p<0,05) no decorrer
do tempo de armazenamento. Houve um aumento no teor de umidade e acidez
dos embutidos durante o armazenamento para as formulagbes com
nanoemulsdo de 6leo essencial de tomilho e extrato de beterraba desidratado.
Os embutidos formulados com adicdo de NEOT e extrato de beterraba
apresentaram baixos niveis de produtos de oxidac&o primarios e a secundarios
durante o armazenamento e a adicdo do extrato de beterraba intensificou a
coloracdo do embutido frescal. Na analise sensorial para o teste de ordenagéo
multipla as amostras ndo apresentaram diferencas significativas (p<0,05), os
embutidos tiveram uma boa aceitagdo do consumidor e elevada intensdo de
compra. Assim o uso conjunto de nanoemulsao de 6leo essencial de tomilho e
extrato de beterraba desidratado manteve estaveis as caracteristicas
microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais do produto tendo potencial para

substituicdo de nitrato e nitrito em embutidos carneos.
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Anexo A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Pelo presente termo de consentimento livre e esclarecido, eu,

declaroque fui convidado a participar da pesquisa e que fui esclarecido (a), de forma
clara e detalhada, dos objetivos e os procedimentos, sobre a participacdo voluntaria e
com direitode desisténcia de participar e retirar meu consentimento, ndo havendo
riscos, sendo os resultados para fim académico e que somente assinarei o termo apos
ter sido esclarecido econcordar com a pesquisa, através do encontro individual e livre
de qualquer forma de constrangimento e coergéo.

Projeto: Desenvolvimento de embutido carneo utilizando nanoemulsdo de o6leo
essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.) e extrato de beterraba (Beta vulgaris L.)

Objetivos: Fui informado (a) de que o objetivo desta pesquisa é avaliar o efeito da
utilizacdo conjunta de nanoemulsdes com dleo essencial de tomilho e extrato de
beterrabaem embutidos carneos para manutencdo das caracteristicas sensoriais e
microbioldgica epara reducdo parcial ou total do uso de nitrato e nitrito de sodio .

Procedimentos: Fui informado (a) de que receberei amostra de embutido carneo
adicionado de nanoemulsdo de 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris) e extrato
de beterraba (Beta vulgaris L.) para que eu avalie as caracteristicas sensoriais do
produto. Onde deverei olha-lo, prové-lo e avaliar cuidadosamente os seguintes
aspectos: cor, odor,sabor, impressao global e intencdo de compra. Fui informado que
a duracdo esperada paraestes procedimentos € de aproximadamente 15 minutos,
porém poderei utilizar 0 tempo que seja necessaria para uma correta avaliacao.

Composicao basica do embutido: Carne bovina magra, toucinho, agua gelada/gelo,
sal (NaCl), sal de cura (nitrito e nitrato de sodio), estabilizante (polifosfato), fixador
de cor (eritorbato de sddio), condimento comercial para embutido Toscana e agucar.

Riscos e possiveis reagdes: Fui informado (a) de que ndo existem riscos fisicos no
estudo, e caso eu sinta qualquer desconforto poderei desistir de participar da pesquisa
emqualquer momento.

Risco de ingestdo das amostras por pessoas com intolerancias e/ou alergias: o
produtondo apresenta riscos para intolerante ao glaten, lactose e ovo, pois ndo possuli
nenhum destes componentes na sua composicao, além disso neste termo é mostrada a
composicaodo produto, assim devo avaliar a composicéo do produto antes de aceitar
participar da pesquisa, e confirmar que ndo possuo nenhuma intolerancia ou alergia
aos componentes do produto antes de aceitar participar do estudo. Caso nao tenha
certeza se tenho ou néo
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minimizar ou prevenir esse risco;

Riscos Psicologicos: Em relacdo aos riscos psicolégicos, caso sinta qualquer
desconfortoem participar da pesquisa poderei suspende-la em qualquer momento.

Beneficios: O beneficio de participar da pesquisa relaciona-se ao fato que os
resultados serdo incorporados ao conhecimento cientifico e posteriormente a
situacBes de ensino- aprendizagem, além de elaboracdo de novos produtos. Os sais
de cura adicionados intencionalmente em embutidos carneos com o intuito de
aumentar a vida Util dos mesmossdo maléficos a salde e a substituicdo destes por
aditivos naturais é benéfica para a saidedos consumidores.

Participacao voluntaria: A minha adesdo a pesquisa ocorrerd de forma voluntéria
e nenhum tipo de penalidade seré aplicado caso ndo seja do meu interesse participar.
Cabe ressaltar que fui informado que ndo havera remuneragdo associada a
participagao na pesquisa.

Confidencialidade: Estou ciente que a minha identidade permanecera confidencial
durante o estudo e que os dados coletados s serdo utilizados para fins de pesquisa.

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

ASSINATURA DO PARTICIPANTE DE PESQUISA:

Data: __/ /202_

Assinatura do Pesquisador (a) Responsavel :

Telefone: (53) 991709231
Data: _/ /202 .
Assinado por:

Tamires Soares Schug
(Pesquisadora

responsavel)

Professor supervisor: Dr. Eliezer Avila Gandra - Universidade Federal de Pelotas

Endereco e telefone do grupo de pesquisa: Laboratorio de Ciéncia dos Alimentos e
Biologia Molecular (LACABIM), Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de
Alimentos (CCQFA), Sala 53, Prédio 04 - Campus Capéo do Ledo, Universidade
Federalde Pelotas (UFPel), Caixa Postal, 354, CEP 96010.900 - Pelotas - RS - Brasil.
Fone: +55(53) 3275-7354 ou +55 (53) 3275-7405

Comité de Etica em Pesquisa da UFPEL - Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Pelotas, Av Duque de Caxias 250, Fragata, CEP. 96.030-000. Tel.
(53)3301-1801. E-mail: cep.famed@gmail.com
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Anexo B — Ficha de Avaliagcéo

Ficha de Teste de Ordenagao Multipla

Nome: Data:

Idade: ( ) menorde 18 ( ) 18-45anos ( )45-56 anos ( ) mais 56 anos
Género: ( ) Feminino ( )Masculino ( ) outros

Qual foi o curso mais elevado que estudou ou estuda? ( )fundamental ( ) Ensino
Médio ( )Ensino superior ( )Pds graduacgéo

Frequéncia de consumo
Consome produtos carneos: () sim ( )Nao

Com que frequéncia? ( ) de 1 a 3 vezes por més ( ) de 4 a6 vezes por més
( ) uma vez por més ( ) raramente

Gosta/consome tomilho? () sim ( )Nao

Com que frequéncia? ( ) de 1 a 3 vezes por més ( ) de 4 a6 vezes por més
( ) uma vez por més ( ) raramente

Instrugdes: Vocé esta recebendo uma amostra de embutido frescal identificada
com P (padréao) e duas codificadas. Compare cada amostra com a padréao e
identifique se € melhor, igual ou inferior em relagéo aos seguintes atributos:

129



7) Muito melhor
6) moderadamente melhor

5) ligeiramente melhor

3) ligeiramente inferior

(
(
(
(4) igual ao padrao
(
(2) moderadamente inferior
(

1) muito inferior

Amostra 629
Odor
Cor

Sabor

Impressao Global

Amostra 275
Odor
Cor

Sabor

Impressao Global

Ficha de Teste de Intengao de compra

Apos provar/ degustar a amostras 629, responda com sua intengdo de compra.

5) Certamente compraria

4) Provavelmente compraria

2) Provavelmente ndo compraria

(
(
(3) Talvez compraria/ Talvez ndo compraria
(
(

1) certamente n&o compraria

Apos provar/ degustar a amostras 275, responda com sua intengao de compra.

5) Certamente compraria

4) Provavelmente compraria

2) Provavelmente ndo compraria

(
(
(3) Talvez compraria/ Talvez ndo compraria
(
(

1) certamente ndo compraria
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Anexo C — Resultados das analises fisicas da embutido frescal bovina
adicionado de nanoemulsao de 6leo essencial de tomilho e extrato de

beterraba

Formulacao Tempo

T0 T1 T2
Umidade (%)
FO 50,7+ 1,03cB 53,0 £ 0,76bA 56,5 £ 0,56aA
F1 50,4 £ 0,78bB 56,1 £ 2,20aA 57,4 £ 0,49aA
F2 55,0 £ 0,54aA 56,1 +2,38aA 57,9 £ 0,50aA
Acidez (% acido oleico)
FO 0,87 £ 0,03cA 1,12 £ 0,02bA 2,62a + 0,02aB
F1 0,62 £ 0,07cC 1,15 + 0,0bA 2,59 +0,01aB
F2 0,70 £ 0,07cB 1,15 + 0,06bA 3,01 + 0,05aA
p-anisidina
FO 0,64 £ 0,74aA 0,70 £ 0,01aB 0,11 + 0,00aA
F1 0,55+ 0,71aA 0,74 £ 0,02aA 0,10 = 0,00aA
F2 0,56 £ 0,81aA 0,71 + 0,02aAB 0,12 £ 0,10aA
CV K232nm
FO 0,02 £ 0,00bB 0,03 + 0,00bAB 0,11+ 0,02aA
F1 0,04 = 0,00bA 0,04 = 0,00bA 0,12 + 0,00aA
F2 0,04 + 0,00bA 0,01 +£0,01cB 0,11 + 0,00aA
CV K27onm
FO 0,016 + 0,01bA 0,016 £ 0,01bA 0,146 + 0,00aB
F1 0,040 = 0,00bA 0,032+ 0,01bA 0,191 + 0,01aA
F2 0,045 + 0,01bA 0,020 +0,01cA 0,133 +0,01aB
Cor
L*
FO 54,70 + 1,3aA 51,48 + 2,3abA 49,19 + 1,5bA
F1 46,93 + 2,0aB 47,33 £ 0,6aB 47,19 £ 3,6aA
F2 45,30 + 1,2bB 45,42 + 0,9bB 49,65 + 1,6aA
a*
FO 13,39 + 0,3bB 14,36 + 1,3bB 19,31 + 0,8aB
F1 23,44 + 0,6aA 16,81 £ 1,5bB 26,75 + 3,1aA
F2 22,52 +1,8aA 23,41 + 0,4aA 23,62 +1,2aAB
b*
FO 9,89 +0,3bA 11,59 + 0,9aA 11,44 +0,8aA
F1 9,03 £ 1,0bA 10,32 £ 0,4abA 10,20 £ 1,7aA
F2 9,07 + 0,7bA 8,46 + 0,2bB 13,09 +1,6aA

Letras minusculas iguais nas linhas e letras maiusculas iguais nas colunas indicam que ndo
houve diferenca significativa (p>0,05) pelo teste Tukey, FO: formulacdo padrdo, com 100% de
conservantes; F1: formulagdo com reducdo de 50% do conservantes e adi¢cao de NEOT e
extrato de beterraba desidratado; F2: formulagdao com reducdo total dos conservantes e
adicao de NEOT e extrato de beterraba desidratado; TO: 0 dias de armazenamento; T1: 7 dias
de armazenamento e T2: 14 dias de armazenamento.
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