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Resumo

ATRIB, Amanda Barbosa. Cobertura de amido de milho com 6leo essencial
de Origanum vulgare para controle de Vibrio parahaemolyticus em filés de
Micropogonias funieri. Orientador: Claudio Dias Timm. 2021. 32 f.
Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) - Programa de POs-
Graduacao em Nutricdo e Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2021.

O pescado pode ser contaminado no ambiente em que vive ou durante a
manipulacdo apds a captura. A espécie bacteriana Vibrio parahaemolyticus é
uma das principais causadoras de surtos associados ao consumo de pescados
contaminados e ja foi isolada de peixes da espécie Micropogonias furnieri, no
entanto, pouco se sabe sobre o comportamento deste patégeno na matriz
alimentar do pescado, tampouco sobre métodos de controle. Os Oleos
essenciais vém sendo utilizados no preparo de alimentos em virtude do sabor e
aroma diferenciados. Dentre outras propriedades, o 0leo essencial de
Origanum vulgare se destaca pela capacidade de inibir o crescimento de
determinados microrganismos indesejaveis. As coberturas contendo Oleo
essencial de plantas ganharam reconhecimento ultimamente, sendo
empregados para uma melhora na qualidade e seguranca alimentar, no
entanto, ainda sdo necessarios mais estudos acerca do tema. O objetivo deste
estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de 6leo essencial de O. vulgare
associado a cobertura comestivel de amido em filé de peixe. O efeito do 6leo
de O. Vulgare foi testado in vitro pelo teste de disco-difusdo. Posteriormente,
cobertura de amido com 1% e 1,5% de 6leo essencial de O. vulgare foi
aplicada em filés de M. furnieri experimentalmente contaminados com V.
parahaemolyticus. Como controle, filés sem cobertura e com cobertura sem
Oleo também foram testados. Foram realizadas contagens de V.
parahaemolyticus apos 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 10 dias de estocagem. No teste de
disco-difusdo o 6leo essencial de O. vulgare apresentou efeito inibitério sobre o
crescimento bacteriano. A cobertura de amido associada ao 6leo essencial de
0. vulgare foi eficiente para reduzir a multiplicacdo bacteriana nos filés de peixe
experimentalmente contaminados nas duas concentragbes utilizadas no
estudo, mantendo as contagens abaixo do limite maximo admitido pela
legislacéo brasileira. A utilizagdo de cobertura de amido com 6leo essencial de
O. vulgare no controle de V. parahaemolyticus em pescados € uma alternativa
promissora para 0 consumo seguro desses alimentos.

Palavras-chave: Pescado. Orégano. Atividade antimicrobiana. Cobertura
comestivel. Vibriose



Abstract

ATRIB, Amanda Barbosa. Cornstarch cover with Origanum vulgare
essential oil to control Vibrio parahaemolyticus in fillets of
Micropogonias funieri. Advisor: Claudio Dias Timm. 2021. 32 f.
Dissertation (Master in Nutrition and Food) — Programa de pés-Graduacéo
em Nutricdo e Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

Fish can be contaminated in the environment in which it lives or during
handling after being caught. The bacterial species Vibrio parahaemolyticus
is one of the main causes of outbreaks associated with the consumption of
contaminated fish and has already been isolated from fish of the species
Micropogonias furnieri, however, little is known about the behavior of this
pathogen in the fish's food matrix, nor under control. The essential oils
used in food preparation due to their distinctive flavor and aroma. Among
other properties, the essential oil of Origanum vulgare stands out for its
ability to inhibit the growth of undesirable microorganisms. The coverings
containing essential oil of plants have gained recognition lately, being used
for a better quality and food security, however, more studies on the subject
are still addressed. The aim of the study was to evaluate an antimicrobial
activity of O. vulgare essential oil associated with an edible starch cover in
fish fillet. The effect of O. Vulgare oil was tested in vitro disc diffusion test.
Subsequently, starch coverage with 1% and 1.5% essential oil of O.
vulgare was applied to fillets of M. furnieri experimentally contaminated with
V. parahaemolyticus. As a control, fillets without cover and with coverage
without oil were also tested. V. parahaemolyticus counts were performed
after 0, 1, 2, 3, 4, 5 and 10 days of storage. In the disk-diffusion test, the
essential oil of O. vulgare had an inhibitory effect on bacterial growth. The
coverage associated with the essential oil of O. vulgare was efficient to
reduce bacterial multiplication in fish fillets experimentally contaminated in
the two rules used in the study, keeping as counts below the maximum limit
allowed by Brazilian legislation. The use of starch cover with O. vulgare
essential oil to control V. parahaemolyticus in fish is a promising alternative
for safe food consumption.

Keywords: Fish. Oregano. Antimicrobian activity. Edible cover. Vibriosis
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Introducéo

O pescado desempenha um papel importante na nutricdo humana,
fornecendo pelo menos 20% da ingestdo de proteina para um terco da
populacdo mundial. Seu consumo é maior nos paises em desenvolvimento. Os
peixes sdo ricos em minerais, incluindo o iodo, selénio, zinco, magnésio e
calcio. A importancia do peixe na dieta humana e seus efeitos benéficos foram
comprovados em termos de seguranca alimentar, bem como no combate a
desnutricdo e deficiéncias de micronutrientes nos paises em desenvolvimento
(MOHANTY et al., 2013).

O clima tropical do Brasil o torna um pais propicio para a ocorréncia e
proliferacdo de Vibrio spp. O estuario da Lagoa dos Patos, localizado no
extremo sul do Brasil, tem uma area de aproximadamente 963,8 kmz2,
recebendo &gua dos rios localizados na sua porcao norte e da Lagoa Mirim, ao
sul, através do Canal Sdo Gongalo (CALLIARI, 1998). E considerado um polo
pesqueiro artesanal, devido a ocorréncia de diversas espécies de peixes e
crustaceos de importancia comercial (REIS, 1999).

Os pescados sdo produtos alimentares altamente pereciveis e
suscetiveis a deterioracdo quimica e microbioldgica durante o processamento
ou armazenamento (HASSOUN & COBAN, 2017). Os principais fatores da
deterioracdo dos peixes sdo a rapida instalacdo do ‘“rigor mortis”,
microrganismos e autélise. As reacdes de deterioracdo do pescado resultam
em autolise devido a acdo de proteases proprias do musculo (catepsinas e
calpainas) e de exopeptidases de origem microbiana. Apdés as reacles
proteoliticas, a amonia € a base volatil mais representativa, sendo mensurada
pela analise do nitrogénio das bases volateis totais, o seu limite estabelecido é
de 30mgN/100g, o mesmo critério é adotado pelos 6rgaos oficiais de inspecéo
outros paises, como Alemanha, Argentina e Australia (ARAUJO, et al. 2010).

O alto consumo de pescados crus e malcozidos tornou-se uma das
causas mais comuns de gastroenterite transmitida por alimentos, pois esses
alimentos contém nutrientes necessarios para a multiplicagdo de varios
patogenos transmitidos por alimentos, incluindo os Vibrios (WU et al., 2018). As
doencas transmitidas por alimentos (DTA) constituem um dos problemas de

saude publica mais frequente do mundo todo. S&o causadas por agentes



etiologicos, principalmente microrganismos, 0s quais infectam o organismo
humano através da ingestdo de agua e alimentos contaminados (WELKER et
al.,, 2010). Vibrio spp. estdo entre os principais causadores de surtos
associados a pescados. As espécies Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus,
Vibrio alginolyticus e Vibrio cholera sdo as mais frequentes causadoras de
doencas em humanos (YAN et al., 2019).

V. parahaemolyticus é uma bactéria patogénica Gram-negativa. Como é
a mais prevalente causadora de DTA entre as 30 espécies de Vibrio
conhecidas, tornou-se a principal preocupacdo de seguranca alimentar em
muitos paises asiaticos (WU et al., 2018). Essa bactéria € a principal causadora
de gastroenterite associada ao consumo de pescados nos Estados Unidos e
um importante patdégeno transmitido por pescados relatado em todo o mundo
(SU & LIU, 2007).

O mecanismo de enteropatogenicidade do Vibrio parahaemolyticus
permanece uma incégnita. Durante muitos estudos sobre este microrganismo
como agente causador de gastroenterite, uma atividade hemolitica,
independente do sorotipo, foi reconhecida: a capacidade de produzir [3-
hemdlise em agar Wagatsuma. O teste foi denominado Kanagawa e esta
estreitamente relacionado com a enteropatogenicidade, sendo adotado como
parametro na identificacdo de cepas patogénicas e nao-patogénicas. Essa
atividade hemolitica é atribuida a uma hemolisina termoestavel direta,
considerada como principal fator de enteropatogenicidade, conforme relata
Dadisman et al. (1973).

Outras infec¢gBes, como septicemias secundarias, otites e lesbes da pele
sdo causadas por Vibrio parahaemolyticus. Os casos de otites externas e
lesbBes de pele sdo associados ao contato com a dgua do mar. Estas infeccdes
ocorrem somente quando 0 microrganismo esta presente em grande numero
no ambiente (ARCHER & MORETTO, 1994).
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Reviséao bibliografica

O pescado representa a principal fonte de proteina animal na dieta
alimentar em muitos paises. E crescente o nimero de pessoas que preferem
consumir a carne de peixe como uma alternativa de alimentacdo saudavel em
relacdo a outras carnes. Além de fatores culturais de cada lugar, o baixo teor
de gordura de muitas espécies de peixes, o melhor valor nutritivo devido as
suas proteinas e vitaminas e os efeitos dos acidos graxos poli-insaturados sao
aspectos importantes para a escolha do pescado na alimentacdo, ainda mais
nos paises em desenvolvimento onde se tenta reduzir a mortalidade por
doencas cardiovasculares (TEIXEIRA & GARCIA, 2014).

As proteinas encontradas no peixe sdo consideradas de elevado valor
bioldgico, possuem na sua composicao todos 0s aminoacidos essenciais. Estas
proteinas sdo excelentes fontes de lisina, metionina e cisteina. O contetdo
lipidico dos peixes, normalmente, tem uma reduzida percentagem de acidos
saturados e um elevado nivel de polinsaturados dos quais se salientam os da
série d6mega-3 de cadeia longa (LC n-3 PUFA). O pescado é uma das unicas
fontes que contém quantidades substanciais de dmega-3 em especial 0s
acidos docosahexaendico (ADH) e eicosapentaendico (AEP) (LOPES, 2009).

O consumo per capita do pescado vem aumentando bastante nas
Gltimas décadas, sendo que a média mundial permanece em torno de 16 quilos
por pessoa ao ano, bem acima da média no Brasil (7 kg/pessoa/ano), onde a
carne de peixes representa apenas 5% do total de carnes consumidas no pais.
No Brasil, esse baixo indice de consumo, deve-se principalmente a baixa
disponibilidade do pescado em grandes quantidades e ao costume cultural,
onde o pescado é consumido somente em algumas datas comemorativas, uma
porcdo consideravel da populacdo ndo tem o habito de consumir pescado
frequentemente (SOARES & GONCALVES, 2012).

Micropogonias furnieri (corvina) € considerada, devido a sua
abundéancia, uma das mais tradicionais e importantes espécies da pesca
brasileira, tendo sido capturadas 44.059,5 toneladas na costa brasileira em
2007 (TEIXEIRA et al. 2009). Constitui uma das espécies de maior captura
principalmente no litoral do Atlantico Sul, representando em torno de 24,02%

do desembarque total de pescado no Estado do Rio Grande do Sul em 2004
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(BONANCINA & QUEIROZ, 2007). Por ser uma das espécies mais
empregadas na dieta das populacdes costeiras, torna-se, portanto,
imprescindivel o conhecimento da sua qualidade para o consumo (NORBIS,
1995).

2.1 Contaminacéo de pescados

Apesar de ser um alimento considerado saudavel, o pescado é
altamente perecivel, possui pH préximo a neutralidade, elevada atividade de
agua e alto teor de nutrientes facilmente utilizaveis por micro-organismos,
necessitando de condi¢Bes higiénico-sanitarias adequadas desde a sua
captura até a comercializacdo. Para a conservacdo do pescado sao
necessarios métodos adequados com a finalidade de diminuir o processo de
deterioracdo e a contaminacdo do alimento por microrganismos patogénicos,
de forma a manté-lo com caracteristicas de alimento fresco e seguro até o fim
do prazo de validade (GOMES, 2009).

Os pescados, quando obtidos ou armazenados em condi¢des higiénicas
inadequadas, podem ser contaminados por agentes patogénicos como virus e
bactérias, responsaveis por causar diversas doencas nos seres humanos
(BARTOLOMEU et al., 2011). Dependendo do microrganismo, o pescado pode
ser contaminado inclusive no ambiente em que vive, como ocorre, por exemplo,
com Vibrio parahaemolyticus. Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) séo utilizadas
para melhor conservacdo e melhorar a seguranca dos pescados. Baseiam-se
em uma série de procedimentos e cuidados que envolvem higiene do
manipulador, das instalacdes e dos utensilios, uso de gelo de qualidade e em
guantidade adequada; controle de tempo e temperatura de manuseio,
armazenamento e transporte; controle de pragas, animais domésticos e
contaminantes, entre outros (CODEX, 2003).

No Brasil, ainda ndo ha regimento especifico relacionado a Boas
Praticas para barcos pesqueiros artesanais. Geralmente o pescador artesanal
manipula o pescado a bordo, realizando a lavagem, separagdo por espécie e
tamanho, faz uso de gelo e utiliza equipamentos como caixas e pas para
transferéncia do produto (MACHADO et al., 2010).
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Um amplo grupo de microrganismos pode estar associado a
contaminacdo de pescados, bem como por residuos de produtos quimicos,
como metais pesados (mercurio, cadmio e chumbo sdo os mais frequentes
encontrados) através de aguas contaminadas ou poluidas dos estuarios e das
bacias pesqueiras. O pescado vivo apresenta contaminacdo bacteriana
principalmente na pele, branquias e escamas, passando aos demais tecidos
apos a morte do animal. Desta forma, a manipulacdo indevida e a nao
observancia de medidas higiénicas podem facilitar o desenvolvimento dos
patdgenos, presentes no proprio pescado ou provenientes do ambiente
(SANTIAGO et al., 2013).

Os microrganismos encontrados em pescados e em produtos
relacionados podem ser divididos em trés grupos: 1) bactérias que podem estar
naturalmente presentes no habitat de espécies consumidas, como Vibrio spp.
(V. parahaemolyticus, V. cholerae, V. vulnificus), Clostridium botulinum néo
proteolitico tipo B, E e T, Plesiomonas shigelloides e Aeromonas spp.; 2)
bactérias presentes no ambiente em geral (Listeria monocytogenes, Clostridium
proteolitico botulinico tipo A e B, Clostridium perfringens e Bacillus spp.; 3)
bactérias que tém seu habitat natural no homem ou nos animais (Salmonella
spp., Shigella spp., Escherichia coli, Campylobacter jejuni e Staphylococcus
aureus) (HUSS et al., 1997).

Em estudo realizado por Pereira et al. (2007), foram analisadas 86
amostras de Perna perna (mexilhdes) in natura e pré-cozidos. Vibrio spp. foi
detectado em 33 (73,2%) de amostras coletadas no Rio de Janeiro, Brasil.
Milan et al. (2015) também pesquisaram V. parahaemolyticus em pescados,
estes capturados na Lagoa dos Patos, Rio Grande do Sul, Brasil. Foram
analisadas 56 amostras e o microrganismo foi isolado de trés espécies de
pescados: Mugil platanus (tainha), Paralichthys orbignyanus (linguado) e
Farfantepenaeus paulensis (camardo-rosa), demonstrando a ocorréncia do
patdgeno em pescados capturados nesta regiao.

Nos Estados Unidos, no periodo entre 1999 a 2006, o pescado foi
responsavel por 1.140 casos de surtos alimentares. Peixes estiveram
envolvidos em 694 casos, enquanto os Mollusca (moluscos), incluindo Ostrea
edulis (ostras) e Mytilus edulis (mexilhdes), em 175 surtos. De acordo com o

Center for Science in the Public Intesres (CSPI) um quilo de peixe e marisco
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tem 29 vezes mais probabilidade de causar DTA do que a categoria de
alimento considerada mais segura, o0s alimentos lacteos (BARRETO-
EVANGELISTA et al., 2017).

De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dos
Estados Unidos, os peixes e mariscos se encontram envolvidos em 5% dos
casos individuais e em 10% de todos os surtos de DTA no Brasil. No periodo
de 1999 a 2008, a Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude
relatou que dos 6.602 surtos notificados no Brasil, o pescado esteve envolvido
em 69 deles. Apesar da subnotificacdo, estima-se que os custos com casos de
intenc@o por DTA no periodo foram de 280 milhdes de reais, com média de 46
milhdes de reais por ano (BARRETO et al., 2012).

Estima-se que ocorram em torno de 80 mil casos de infecg&o por Vibrio
por ano nos Estados Unidos e cerca de 50 mil desses casos seja pela ingestao
de alimentos contaminados. A espécie relatada mais frequentemente € o Vibrio
parahaemolyticus, sendo responsavel por 45 mil doencas por ano nos Estados
Unidos (CDC, 2016).

2.2 Vibrio spp

Vibrio € um género bacteriano que habita ambientes aquaticos e esta
presente em todo o mundo. Ambientes de agua salgada podem ser propicios
ao crescimento desses microrganismos, incluindo os patogénicos aos
humanos. Sao bacilos ndo formadores de esporos, finos ou com uma Unica
curvatura rigida. S8o méveis e muitos tém um Unico flagelo polar quando se
desenvolvem em meio liquido (SANTIAGO et al., 2013). O género inclui pelo
menos 12 espécies patogénicas para o homem, 10 das quais podem ser
transmitidas por alimentos (SANTOS & VIEIRA, 2013).

Contagens elevadas de Vibrio em pescados tém sido vistas como uma
ameaca para 0s animais cultivados/capturados e para os seres humanos que
os consomem. Um fator agravante € a resisténcia a antibacterianos que vem
sendo encontrada nos isolados de pescados, causada pelo uso indiscriminado
de antibioticos (SANTIAGO et al., 2013). No estudo realizado por Silveira et al.
(2018), concluiu-se que a maioria dos isolados da espécie V. vulnificus obtidos

de pescado capturados do estuario da Lagoa dos Patos eram multirresistentes.

14



As doencas causadas por bactérias patogénicas do género Vibrio podem
ser divididas em dois grupos principais: colera e infecgcbes néo coléricas. V.
cholerae é o agente etioldégico da colera, uma doenca diarreica grave, que
geralmente é causada pela ingestdo de alimentos ou agua contaminados,
embora a transmissdo pessoa a pessoa também seja possivel.

As infecdes nédo coléricas podem ser causadas por V. parahaemolyticus
e V. wulnificus, acarretando um grupo de infeccbes com diferentes
manifestacdes clinicas dependendo da espécie do patdégeno, via de infeccdo e
susceptibilidade do hospedeiro. A ingestéo de bactérias que ndo sdo da colera
pode causar gastroenterite leve ou septicemia primaria, enquanto a exposicao
de lesBes na pele a agua contaminada pode causar infec¢cdo da ferida que

pode resultar em septicemia secundaria (AUSTIN et al., 2018).
2.2.1 Vibrio parahaemolyticus

A bactéria V. parahaemolyticus € um bacilo Gram-negativo, halofilico,
anaerobico facultativo, pertencente a familia Vibrionaceae (SANTIAGO et al.,
2013). E encontrado vivendo livremente em ambiente marinho e &aguas
estuarinas. Em meses de inverno, quando as temperaturas da agua s&o
desfavoraveis pode ser indetectavel (BROBERG et al., 2011). Esta bactéria é
frequentemente isolada de uma variedade de pescados, como Gadus morhua
(bacalhau), Sardinella brasiliensis (sardinha), Scomber scombrus (linguado),
Mollusca (molusco), entre outros. V. parahaemolyticus pode levar ao
desenvolvimento de doenca aguda, causando gastroenterite caracterizada por
diarreia, dor de cabeca, vomitos, nauseas, célicas abdominais e febre baixa
(SU & LIU, 2007).
Com base em estudos de laboratério, V. parahaemolyticus pode crescer em
concentracdes de cloreto de sédio variando de 0,5% a 10%, com niveis ideais
entre 1% e 3%. As concentragbes de salinidade encontradas por V.
parahaemolyticus em ambientes marinhos variam entre 0,8% e 3% (YEUNG &
BOOR, 2004).

No Japéo, V. parahaemolyticus é responsavel por 20 a 30% de todos o0s

casos de infeccao alimentar. A alta taxa de infeccdo neste pais € atribuida a
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dieta rica em frutos do mar, bem como a pratica comum de comer pescados
crus (BROBERG et al., 2011).

No Brasil, em 2002, foram relatados 26 casos de infeccdo por V.
parahaemolyticus entre o0s hoéspedes de dois hotéis no Ceara e V.
parahaemolyticus foi encontrado em 45% deles, porém a bactéria ndo foi
isolada a partir de amostras de alimento (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE,
2002).

Rosa et al. (2016) analisaram 130 peixes capturados no estuario da
Lagoa dos Patos, sendo 65 inteiros e 65 eviscerados. Foram realizadas
pesquisas quanto a presenca de V. parahaemolyticus e o microrganismo foi
isolado de trés (4,61%) amostras de peixes inteiros e de trés (4,61%) amostras
de peixes eviscerados. Foi o0 primeiro relato de isolamento de V.
parahaemolyticus em M. furnieri, salientando a necessidade de medidas de

controle eficientes deste microrganismo em pescados.

2.3 Utilizacdo do 6leo essencial de O. vulgare para controle microbiano

em pescados

E crescente a busca por tecnologias ndo convencionais para o
processamento de alimentos. Como a alta qualidade é um dos desafios da
industria de alimentos, técnicas de preservacdo moderadas, capazes de
manter a qualidade inicial dos alimentos e reduzir a carga microbiana estéo
sendo consideradas interessantes por processadores de alimentos (SOUZA et
al., 2019).

A qualidade e a seguranca dos alimentos se tornaram uma das
principais preocupacdes dos consumidores, produtores, industrias alimenticias
e agéncias regulatorias em todo o mundo. Essas tendéncias recentes podem
ser devidas a globalizacdo do comércio de alimentos e mudancas nos habitos
alimentares e comportamento dos consumidores, como 0 aumento da
demanda por produtos naturais, frescos, minimamente processados, de facil
preparo e prontos para comer (HASSOUN e COBAN, 2017).

No entanto, a preocupagao com a seguranca na adicdo de conservantes
quimicos e sintéticos vem crescendo, sendo maior a procura por mecanismos

alternativos baseados no uso de compostos naturais (HASSOUN e COBAN,
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2017). Os oleos essenciais (OE) vém sendo usados como uma opcao para
substituir os conservantes sintéticos ou de outra origem que ndo naturais,
devido a sua atividade antioxidante e seus efeitos antimicrobianos (JAYASENA
e JO, 2013).

Os OEs sao muito utilizados no preparo de alimentos em virtude do
sabor e aroma diferenciados, proporcionando o aumento da vida de prateleira
do produto quando capazes de inibir o crescimento de microrganismos
indesejaveis e consequente deterioracdo dos alimentos. Sao extraidos de
plantas aromaticas e medicinais, podendo ser obtidos de diversas partes das
plantas como folhas, flores, sementes, raizes, cascas e tubérculos (SILVA et
al., 2012).

Varias plantas podem ser usadas para extracdo de OE, como Origanum

vulgare (orégano), Eugenia caryophyllata (cravo), Thymus vulgaris (tomilho),
Mentha piperita (horteld), Cuminum cyminum (cominho), Cinnamomum
zeylanicum (canela), Ocimum basilicum (manjericdo), Zingiber officinale
(gengibre), Rosmarinus officinalis (alecrim), Cymbopogon nardus (citronela)
Coriandrum sativum (coentro), entre outras (POMPO et al., 2018).
O Oleo essencial de O. vulgare foi reconhecido por suas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes, devido ao seu alto conteddo fendlico
(carvacrol, carvacrol éter metilico e éter metil timol). O carvacrol tem
capacidade penetrar nas membranas celulares devido a sua natureza lipofilica
(GURDIAN et al., 2017).

A atividade antibacteriana vai depender do tipo, composicdo e
concentracdo da espécie ou do Oleo essencial, a composicdo do substrato, o
processamento e condicbes de estocagem e tipo do microrganismo em
questdo. Alguns apresentam acdo contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas e também sobre leveduras e fungos filamentosos (OLIVEIRA et al.,
2006).

Os testes de avaliagdo antimicrobiana séo padronizados pela NCCLS
(National Committee for Clinical Laboratory Standards) e desenvolvidos para
analisar agentes antimicrobianos convencionais como 0s antibidticos. Nos
testes de atividade antimicrobiana de Oleos essenciais, a metodologia proposta
pelo NCCLS néo pode ser seguida a risca, devido as propriedades quimicas

que estes apresentam. Dessa forma, feitas modificacbes, esses métodos
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podem ser usados em testes de verificacdo de atividade antimicrobiana. Na
maioria dos estudos, as zonas de inibicAo formadas pelos O6leos sédo
comparadas com aquelas obtidas pelos antibioticos, no entanto, é importante
destacar que esses resultados ndo devem ser simplesmente comparados, pois
as particularidades apresentadas pelos o6leos e outras variaveis, como a
técnica usada, o meio de crescimento, 0 microrganismo teste, devem ser
levadas em consideracdo (NASCIMENTO et al., 2007).

Em estudo realizado por Mexis et al. (2009), foi adicionado Oleo
essencial de O. vulgare sobre a superficie de filés de Oncorhynchus mykiss
(truta-arco-iris) e foi verificada a diminuicdo nas contagens de microrganismos
indesejaveis, aumentando a vida util dos filés em 7-8 dias. Goulas e
Kontominas (2007) também verificaram que a adicdo de 6leo essencial de O.
vulgare atrasou a deterioracdo de filés salgados de Sparus aurata (dourada).
Mello et al. (2018) estudou o efeito de O. vulgare no controle de V.
parahaemolyticus e de V. vulnificus em filés de M. platanus. Filés contaminados
experimentalmente foram marinados em solug6es com 0leo essencial de O.
vulgare. Efeito bactericida foi observado quando a concentracdo de 6leo na
solucdo foi de 1,5%. Van Haute et al. (2016) também marinaram produtos a
base de peixe em Oleo essencial de O. vulgare e mesmo em baixa
concentracdo (1%) os 6leos mostraram potencial para diminuir a populacédo de
coliformes totais, leveduras, bactérias acido laticas e bactérias psicrotroficas

aerobicas.
2.4 Cobertura Comestivel

A cobertura comestivel é definida como uma camada de material
comestivel formada ao redor do alimento ou colocada entre os componentes do
mesmo (BERBARI et al., 2011). Podem ser classificados em comestiveis ou
biodegradaveis, dependendo dos constituintes utilizados para sua producao e
da quantidade das substancias empregada (FAKHOURI et al., 2007).

As coberturas comestiveis sdo aplicadas ou formadas diretamente sobre
a superficie do alimento, configurando membranas delgadas, imperceptiveis a
olho nu e com diversas caracteristicas estruturais, que sdo dependentes da

formulacdo da solucéo filmogénica precursora. Como estas coberturas passam
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a fazer parte do alimento a ser consumido, os materiais empregados em sua
formacdo devem ser considerados como GRAS (Generally Recognized as
Safe), ou seja, ndo serem toxicos e serem considerados seguros para 0 uso
em alimentos (U. S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION - FDA, 2013).

Os materiais empregados na formacéo das coberturas podem ter origem
animal ou vegetal, ou formarem um composto com a combinagcédo de ambas. As
coberturas empregadas podem ser hidrofébicas ou hidrofilicas. As coberturas
hidrofilicas sdo mais indicadas para superficies fatiadas, frutas com aspectos
brilhantes que apresentem alta molhabilidade. Ja as formulacdes hidrofébicas,
séo indicadas para o revestimento de frutas com alta taxa de transpiragdo, nas
quais a degradacdo ocorre essencialmente por perda de &gua, levando a
desidratacédo e alteracdo do aspecto superficial (ASSIS & BRITTO, 2014).

Os biopolimeros normalmente mais utilizados na elaboracéo de filmes e
coberturas comestiveis sdo as proteinas (gelatina, caseina, ovoalbumina,
gluten de trigo, zeina e proteinas miofibrilares), os polissacarideos (amido e
seus derivados, pectinacelulose e seus derivados, alginato e carragena) e os
lipidios (monoglicerideos acetilados, acido estearico, cera e ésteres de acido
graxo) ou uma combinacdo deles. As coberturas também podem servir como
matrizes para a incorporacdo de aditivos como aromas, antioxidantes,
conservantes e 6leos, melhorando as caracteristicas sensoriais e a estabilidade
dos produtos (WALTER et al., 2010).

Dentre os materiais pesquisados e aplicados para a producéo de
coberturas, o amido se destaca, em razdo de ser abundante na natureza,
renovavel, de baixo custo de producdo e capaz de formar matriz continua. A
aplicacdo da cobertura de amido na superficie de alimentos funciona como
barreira contra a perda de agua e liberacao de CO, pelo aumento da espessura
da cuticula. As coberturas elaboradas a partir de polissacarideos constituem
boas barreiras a gases, contribuindo para o controle do processo respiratorio,
tendo também efeitos antimicrobianos, porém sdo sensiveis a umidade e
apresentam alta permeabilidade ao vapor de agua (PRATES & ASCHERI,
2011).
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2.5 Atividade antimicrobiana de cobertura incorporada com Oleos

essenciais

A literatura cientifica na area da ciéncia e tecnologia de alimentos tem
mostrado um enfoque no estudo do potencial antimicrobiano das especiarias,
considerando a sua inclusdo nos sistemas de bioconservacéo de alimentos. A
producdo de coberturas com atividade antimicrobiana tem como objetivo a
reducdo ou inibicAio do crescimento de microrganismos presentes
principalmente na superficie do alimento, onde ocorre a maior parte das
reacoes de deterioracdo (AYALA-ZAVALA et al., 2009).

O uso de coberturas adicionadas de 6leos essenciais pode reduzir as
perdas e deterioracdo dos alimentos, aumentando sua vida Util e tornando-o
um produto mais atrativo para o consumidor e mais seguro para o consumo. O
objetivo é preservar as propriedades nutricionais e qualidade sensorial, bem
como manter sua seguranca microbiolégica. Segundo Cutter (2006), agentes
antimicrobianos, quando sao incorporados em coberturas/filmes, podem ser
eficazes para reduzir o nimero de microrganismos de origem alimentar.

Os agentes antimicrobianos mais utilizados em coberturas para
alimentos séo acidos organicos, quitosana, nisina, lactoperoxidase, extratos e
Oleos essenciais de plantas (MAZZUCATO, 2013). Oliveira (2017) fez uso de
cobertura a base de quitosana combinada com 6leo essencial de Salvia sclarea
em morangos e observou que esse tratamento foi eficaz para a reducdo de
mesofilos e bolores e leveduras, preservando as caracteristicas sensoriais e
nutricionais, e as condicbes de higiene. Duarte (2016) utilizou a cobertura
comestivel de gelatina com 6leo essencial de Cinnamomum cassia (canela) em
Solanum lycopersicum var. cerasiforme (tomate cereja) e observou que a
cobertura com o Oleo foi eficaz para reduzir a contagem de mesofilos aerébicos
ao longo dos dias de armazenamento.

Estudos como esses, aliados a alta demanda dos consumidores por
produtos naturais e sem conservantes, tém dado destaque ao uso de
coberturas contendo 6leos essenciais ha promocéo da qualidade dos alimentos
(FILHO, 2015).
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3. Hipotese

O oleo essencial de O. vulgare associado a cobertura de amido é capaz

de inibir a multiplicacéo de V. parahaemolyticus em filés de M. funieri.
4. Objetivos
4.1 Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de O6leo essencial de O. vulgare
associado a cobertura comestivel de amido em filé de peixe para controle de V.

parahaemolyticus.
4.2 Especificos

» Verificar a atividade antimicrobiana in vitro do Oleo essencial de O.
vulgare frente a V. parahaemolyticus;

» Verificar o comportamento de V. parahaemolyticus em filés de M.
furnieri;

» Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de O. vulgare
associado a cobertura de amido frente a V. parahaemolyticus na matriz

alimentar de pescados da espécie M. funieri.

5. Material e métodos

5.1 Oleo essencial

O oOleo essencial de O. vulgare (Ferquima®) foi adquirido
comercialmente. Principais componentes: Carvacrol (72%), Timol (2%), Gama-
terpineno (4,5%), Para-cimeno (4%), Linalol (4%). Origem: Moldavia. Extraido

por destilagéo a vapor de plantas. Isento de impurezas.

5.2 Cepas bacterianas

As cepas de V. parahaemolyticus utilizadas no disco-difusdo foram

ATCC 8001 e duas cepas previamente isoladas de M. funieri (cepa V42) e de
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F. paulensis (cepa V58) por Rosa et al. (2016). Para a contaminacdo
experimental do pescado foi utilizada somente a cepa ATCC 8001.

Os isolados, mantidos a -20°C em Agua Peptonada Alcalina (APA,
Himedia, Mumbai, india) com 1% de cloreto de sédio (APA 1% NacCl) e 20% de
glicerol, foram recuperados em APA 1% NaCl durante 24 h a 37°C, em duas

culturas consecutivas, sempre que necessario.
5.3 Avaliagédo da atividade antimicrobiana in vitro

O meétodo de disco-difusdo foi realizado conforme o Clinical and
Laboratory Standards Institute - CLSI (2012), com pequenas modificacbes para
adaptar a técnica para Vibrio. Uma aliquota de 0,1 mL de cultura overnight em
APA 1% NaCl de cada microrganismo foi semeada com auxilio de alca de
Drigalsky, em placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton (Acumedia) com
1% de NaCl. Discos de papel filtro estéreis impregnados com o 6leo essencial
(5 pL por disco com 6 mm de diametro) foram depositados sobre o meio
inoculado, que foi incubado a 37°C por 24h.

O diametro da zona de inibicdo, incluindo o diametro do disco, foi
medido em milimetros e a atividade inibitéria foi classificada em forte, diametro
> 15 mm, moderada, 10 a 15 mm de zona de inibicdo, ou sem acao inibitéria,
guando o diametro foi < 10 mm, segundo estipulado por Carovic-Stanko et al.
(2010).

5.4 Aplicacao no produto
5.4.1 Contaminacdo experimental dos pescados

Foram utilizadas porcdes de 10 g de filé de M. furnieri. As porcdes de filé
foram experimentalmente contaminadas com V. parahaemolyticus em testes
individuais. Inéculos de diluicbes seriadas das culturas bacterianas foram
preparados e 0,1 mL da diluicdo 10° UFC/mL foi colocado em sacos estéreis
contendo os 10 g do pescado, obtendo-se a concentracéo final de 10* células
bacterianas por grama de pescado. Foram preparadas e analisadas também
amostras sem contaminacao experimental e sem aplicacdo da cobertura com

Oleo, para confirmar que ndo havia prévia contaminagéo do pescado por Vibrio
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spp.; amostras experimentalmente contaminadas, mas sem aplicacdo da
cobertura com 6leo, como controle da contaminacdo experimental; e amostras
experimentalmente contaminadas e com cobertura, mas sem o O6leo, para
controle do efeito do amido sobre o microrganismo.

O experimento foi realizado em triplicata.

5.4.2 Producao e aplicacédo da cobertura

O revestimento foi preparado utilizando 3% de amido de milho (SILVA et
al., 2007). Para seu preparo, se utilizou agua destilada que foi aquecida
juntamente com o amido, mexendo constantemente, até atingir 70°C. Apos
resfriado, foi adicionado o 6leo essencial de O. vulgare de forma a se obter as
concentracdes de 1% e 1,5%.

Os pescados foram imersos na cobertura e submetidos a secagem em
temperatura ambiente. Apds, foram recolocados em sacos estéreis e
armazenados sob refrigeracdo a 4°C. Foram realizadas contagens apés 0, 1, 2,

3, 4, 5 e 10 dias de estocagem.

5.4.3 Avaliacédo da eficiéncia do 6leo essencial de Origanum vulgare

As contagens de Vibrio foram realizadas pela técnica do Numero Mais
Provavel (NMP) conforme recomendado por U. S. Food and Drug
Administration - FDA (KAYSNER & DEPAOLA, 2004), com modificacao,
substituindo a identificacdo bioquimica por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Foram adicionados 90 mL de Solucdo Salina 1% NaCl (SS 1%) as
amostras previamente acondicionadas em sacos estéreis e massageados por 5
minutos de forma a obter-se a diluicdo 10™. Foi semeado 1 mL da diluicdo 10™
em trés tubos contendo 10 mL de APA 1% NacCl. Para a proxima diluicdo, foi
inoculado 1 mL do inéculo 10! em 10 mL de SS 1%, configurando a diluicdo
102, e aliquotas de 1 mL foram semeados em mais 3 tubos contendo 10 mL
APA 1% NaCl. Diluicbes subsequentes foram realizadas até que fosse possivel
a quantificacdo da populacdo bacteriana na amostra de pescado. ApoOs
incubacdo a 37°C por 24 horas, a presenca de Vibrio em cada tubo foi

confirmada pela semeadura e incubacdo em agar Tiossulfato Citrato Bile
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Sacarose (TCBS, NEOGEN Cultere Media 7210A), incubado a 37°C por 24h e
o valor final das contagens foi obtido comparando-se os resultados de

presenca ou auséncia de Vibrio nos tubos a tabela do NMP.
5.4.3.1 PCR para identificacéo de Vibrio parahaemolitycus

O DNA dos isolados foi extraido conforme Sambrook & Russel (2001).
Resumidamente, colbnias obtidas no 4gar TCBS foram ressuspendidas em 100
uL de tampéo STES [Tris-HCI 0,2 M, NaCl 0,5 M, SDS 0,1% (m/v), EDTA 0,01
M, pH 7,6], aos quais foram adicionados 50 pL de pérolas de vidro e 100 uL de
fenol/cloroférmio. Apés homogeneizacéo por 1 min, a mistura foi centrifugada a
13.000 g por 5 min. O sobrenadante foi coletado e precipitado em 2 volumes de
etanol absoluto e 0,1 volume de NaCl 5 M a -70°C por 30 min. Uma nova
centrifugacéo foi realizada a 13.000 g por 20 min, o sobrenadante descartado e
o pellet lavado com etanol a 70%. Foi realizada a eluicdo em 40 puL de tampéo
de eluicao (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4). O DNA extraido foi estocado
a -70°C.

A PCR foi realizada conforme Bilung et al. (2005), com modificagdes.
Cada reacao teve um volume final de 20 pL. Foram utilizados 10 uL de Master
Mix, 1 pL (10 pmol) de cada primer (Tabela 1), 1,2 uL de DNA e 6,8 uL de agua
para completar o volume da reacdo. A amplificacdo foi realizada em
termociclador TC-3000 com o seguinte programa: desnaturacéo inicial de 96°C
por 5 min, seguido de 20 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento
dos primers a 63°C por 1,5 min, extensdo a 72°C por 1,5 min e extensao final a
72°C por 7 min. Os produtos da PCR foram corados com GelRed (Uniscience,
Séao Paulo, Brasil) e a eletroforese foi realizada em gel de agarose a 1,8%.
Como controle positivo, foi utilizada a cepa de V. parahaemolyticus ATCC
8001.

Tabela 1. Primers utilizados na identificagéo de V. parahaemolyticus.

Primer  Sequéncia (5’'a 3’) Tamanho da Referéncia
amplificagéo (pb)

ToxR-a GTCTTCTGACGCAATCGTTG 368 Kim et al.

ToxR-b  ATACGAGTGGTTGCTGTCATG (1999)

24



5.6 Andlise estatistica

Foram aplicados a andlise de variancia e o teste de Tukey (p<0,05) para
avaliacdo estatistica dos resultados obtidos nas analises microbiolégicas nos

testes de aplicacdo da cobertura de amido com 6leo essencial de O. vulgare.
6. Resultados
6.1 Disco-difusao

Na analise de disco-difusédo, o 6leo essencial de O. vulgare apresentou
efeito inibitério sobre o crescimento bacteriano. O didmetro dos halos de
inibicdo foi de 28 mm guando testadas as cepas ATCC 8001 e V42 e de 23 mm
no teste com a cepa V58. O Oleo testado apresentou halos de inibicdo que, de
acordo com Carovic-Stanko et al. (2010), sdo considerados como de forte

atividade antimicrobiana.

6.2 Contaminagéo experimental

A cobertura associada ao 6leo essencial de O. vulgare foi eficiente para
reduzir o crescimento bacteriano nos filés de peixe experimentalmente
contaminados, tanto na concentracdo de 1%, quanto na concentracao de 1,5%,
controlando a multiplicacdo de V. parahaemolyticus e mantendo as contagens
abaixo de 10° UFC/g (Figura 1). Este limite foi utilizado como referéncia para o
ponto de corte por ser recomendado pela Instrucdo Normativa n° 12 de
02/01/2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001).
Embora esta normativa tenha sido substituida pela Instrucdo Normativa n°® 60,
de 23/12/2019 (BRASIL, 2019), esta ultima ndo prevé limites para a contagem
de Vibrio spp. em pescados. A contagem de V. parahaemolyticus no controle

negativo foi >3 NMP/g.
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Figura 1. Contagens de Vibrio parahaemolyticus em filés de
Micropogonias furnieri experimentalmente contaminados cobertos com pelicula
de amido contendo 1% e 1,5% de 6leo de Origanum vulgare, armazenados a
4°C. A linha continua marca o limite aceitavel para a contagem de V.

parahaemolyticus em pescado (BRASIL, 2001).

Houve diferenca estatisticamente significativa entre o tratamento
com a cobertura adicionada de Oleo e os tratamentos sem cobertura e
com cobertura sem 6leo, o que significa que o efeito nas contagens foi
devido a presenca de 6leo na cobertura de amido. Os tratamentos sem
cobertura e com cobertura sem 6leo foram estatisticamente iguais, ou
seja, ndo houve efeito da cobertura, indicando que a cobertura de amido
ndo afeta as contagens de V. parahaemolyticus nos filés. N&o houve
diferenca estatisticamente significativa entre as repeticoes.

Quanto ao comportamento de V. parahaemolyticus em filés de M.
furnieri, 0 microrganismo € capaz de se adaptar a matriz alimentar do pescado
e atingir em poucos dias altas concentracbes em condicbes usuais de
estocagem, as quais depois diminuem, mas se mantém em concentracdes

intermediérias (Figura 2).
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Figura 2. Comportamento de Vibrio parahaemolyticus em filés de
Micropogonias furnieri experimentalmente contaminados (média de seis
repeticdes). Médias com as mesmas letras sdo estatisticamente iguais (p<0,05)

pelo teste de Tukey.

7. Discussao

No teste de disco-difusao, foi observada a inibicdo do crescimento de V.
parahaemolitycus pelo 6leo essencial de O. vulgare. Resultados semelhantes
foram obtidos por Mello et al. (2018), que testaram a acdo do 6leo essencial de
O. Vulgare contra V. parahaemolyticus no teste de disco-difusdo e observaram
halos de inibicdo indicando atividade antimicrobiana. Outros estudos tém
constatado a a¢do antimicrobiana do 6leo essencial de O. vulgare (Goulas e
Kontominas, 2007; Mexis et al., 2009; Santos et al., 2012; Santurio et al., 2007;
Van Haute et al., 2016), porém frente a outros microrganismos que nao V.
parahaemolyticus.

Neste estudo o oOleo essencial de O. vulgare na concentracdo de 1% e
1,5% foi eficaz para o controle de V. parahaemolitycus ao longo dos dias de
estocagem. Trabalhos sobre o controle microbiolégico em pescados utilizando
cobertura com Oleos essenciais sao raros na literatura, especialmente visando

o controle de V. parahaemolyticus e empregando a metodologia utilizada no
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nosso estudo. O presente trabalho € um dos poucos com uso de Oleo essencial
de O. vulgare no controle desta bactéria em alimentos e o primeiro utilizando
cobertura de amido incorporada de Oleo essencial no controle de V.
parahaemolyticus em pescados.

Um trabalho semelhante, porém, utilizando o 6leo de O. vulgare para
marinar pescados da espécie M. platanus foi realizado por Mello et al. (2018).
Estes autores testaram o efeito de O. vulgare no controle de V.
parahaemolyticus e V. vulnificus em filés de M. platanus nas concentracdes de
1% e 1,5%. Quando os filés contaminados experimentalmente foram marinados
em solucdo com concentracdo de 1% de 6leo essencial de O. vulgare néo
houve efeito bactericida, mas o efeito foi observado quando foram marinados
em solucdo de 1,5%. Esta diferenca nos resultados obtidos com 1% de 6leo
pode ser devida ao contato do 6leo com o filé por mais tempo quando utilizado
associado a cobertura de amido, uma vez que marinado era escorrido apés a
imersao e com a cobertura o 6leo permanece no filme de amido que recobre o
filé durante o armazenamento. Outro fator que talvez possa ter influenciado séo
as caracteristicas intrinsecas das espécies de peixe utilizadas em cada estudo,
gue foram distintas.

As contagens de V. parahaemolyticus foram menores nos filés com
cobertura com adicdo do 6leo essencial ao longo da estocagem, indicando que
0 Oleo essencial de O. vulgare é capaz de inibir o crescimento de V.
parahaemolyticus. Em estudo realizado Tavares et al. (2014), foi avaliado o uso
de cobertura comestivel a base de alginato adicionada de 6leo essencial de O.
vulgare em ricota frente a coliformes totais, Salmonella sp. e Staphylococcus
coagulase positiva. O 6leo de O. vulgare ndo mostrou efeito inibitério sobre as
bactérias testadas. Estes resultados, quando comparados aos do presente
estudo, demonstram que o Oleo essencial de O. vulgare apresenta diferente
acao dependendo do microrganismo pesquisado e da matriz alimentar, sendo
necessarios estudos especificos quanto ao microrganismo e o alimento para
verificagdo da capacidade inibitoria e possivel aplicagdo nos produtos.

A espécie V. parahaemolyticus foi capaz de se multiplicar e atingir altas
concentracdes nos filés de M. furnieri (Figura 2). Em trabalho conduzido por
Mudoh et al. (2014) foi analisado o comportamento de V. parahaemolyticus

experimentalmente inoculado em Crassostrea virginica (ostras), os pescados
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foram submetidos a trés temperaturas de armazenamento, 5°, 10° e 20°C. A
concentracéo utilizada para contaminagéo experimental foi de 3,5 log UFC/g de
V. parahaemolyticus. Foi observado um crescimento acentuado do
microrganismo, chegando a 7,5 log NMP/g no décimo dia de armazenamento a
20°C, nas temperaturas de 5 e 10°C ndo ouve crescimento observado nas
contagens. No nosso trabalho, a concentracdo inicial foi mais baixa e a
temperatura utilizada foi de 4°C, mesmo assim as popula¢cdes aumentaram
atingindo indices que ultrapassaram 10° UFC/g, limite maximo considerado
como seguro para o consumo de pescados (BRASIL, 2001), o que nao ocorreu
no trabalho de Mudoh et al. (2014), onde a temperatura de 5 e 10°C foram
eficientes para controlar o crescimento de V. parahaemolyticus, isso pode ter
se dado devido a caracteristica intrinseca de C. virginica e filés de de M. funieri,
podendo influenciar no crescimento de microrganismos e armazenamento.

Em estudo realizado por Beuchat (1973) foi visto uma diminuigcao inicial
na populacdo viavel da cepa de V. parahaemolyticus no camardo inteiro, e
apos um aumento entre 4 e 8 dias a 7°C. Kanek & Colwell (1973) relataram que
10°C foi a temperatura minima para crescimento de V. parahaemolyticus em
um ambiente natural. Estes estudos mostram que o V. parahaemolyticus foram
capazes de crescer em temperaturas usuais de conservacdo de pescados,
como observado no presente estudo.

O grau de contaminacdo por V. parahaemolyticus em peixes crus €
conhecido por estar relacionado as temperaturas ambientais. Como
mencionado anteriormente, V. parahaemolyticus pode se multiplicar
rapidamente em temperatura ambiente, comprovamos agora, que este
microrganismo nao é sensivel a temperatura de refrigeracdo, podendo se
multiplicar em baixa temperatura, tornando o pescado fresco nédo seguro e
apenas posteriormente ao 3° dia de estocagem, a 4°C, a multiplicacdo
decresce. O controle de temperatura € 0 mais importante para a preservacao
de peixe cru, no entanto, as condicdes de temperatura nem sempre S&o
suficientes e frequentemente alteradas e flutuantes durante a distribuicdo
desde a captura até a mesa do consumidor. Abuso de temperatura e manuseio
incorreto podem ocasionar a multiplicagédo de V. parahaemolyticus e aumento

do risco de doenca associados fresco (YANG, et al 2004). O presente estudo
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demonstra que nem mesmo o0 acondicionamento do peixe ja contaminado a
4°C é capaz de controlar o microrganismo nos primeiros dias de estocagem.

Sendo assim, o controle de V. parahaemolyticus se torna importante ja
que ele tem alta taxa de crescimento quando o pescado esta fresco, a forma
preferida de consumo. Cuidados higiénico sanitarios e incorporacdo de
componentes com acao antimicrobiana, como o Oleo essencial de O. vulgare,
s80 necessarios para evitar a sua multiplicacdo em pescados frescos. O
publico tem manifestado crescente interesse sobre os processos de obtencdo
das matérias-primas dos produtos que consome, sendo assim 0 uso de
antimicrobianos de origem natural, como os 6leos essenciais utilizados como
condimentos adicionados nos alimentos, s&o uma alternativa eficaz e
econbmica para a conservacao, como foi visto no presente estudo (BIZZO &
REZENDE, 2009).
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8. Conclusao

A cobertura de amido adicionada de 6leo essencial de O. vulgare tanto
na concentragdo de 1% quanto na concentracao de 1,5%, quando aplicada a
filés de M. funieri, & eficaz no controle de V. parahaemolyticus ao longo de 10
dias em temperatura usual de estocagem sob refrigeracdo, mantendo a
concentracdo do patdgeno dentro dos limites estabelecidos pela legislacao
brasileira.

A espécie bacteriana V. parahaemolyticus é capaz de se adaptar a
matriz alimentar do pescado e atingir altas concentracbes, mesmo quando
contaminado em baixa concentracéo inicial.

A utilizacdo de cobertura de amido adicionada de 6leo essencial de O.
vulgare é uma alternativa promissora no controle de V. parahaemolyticus em

pescados.
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