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Resumo

MELLO, Greyce Silveira. Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de
Origanum vulgare e Ocimum basilicum frente a Vibrio parahaemolyticus e
Vibrio vulnificus e sua aplicacdo em filés de Mugil platanus. 2018. 45f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pds-Graduacdo em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Por possuir caracteristicas que favorecem o desenvolvimento bacteriano, como
atividade de agua elevada, composicdo quimica, teor de gorduras insaturadas e pH
proximo da neutralidade, o pescado é uma potencial fonte de doencas transmitidas
por alimentos. Espécies do género Vibrio sdo comumente reportadas como agentes
causadores de surtos alimentares associados ao consumo de pescados. Nos ultimos
anos, vem crescendo o interesse na utilizacdo de 6leos essenciais como possivel
alternativa natural ao uso de aditivos quimicos sintéticos para garantia da seguranca
microbiolégica dos alimentos. O objetivo desse trabalho foi verificar a atividade
antimicrobiana in vitro dos 6leos essenciais de Origanum vulgare e Ocimum
basilicum frente a Vibrio parahaemolyticus e Vibrio vulnificus, assim como verificar
sua aplicabilidade, como conservante, em filés de Mugil platanus e aceitacédo
sensorial pelos consumidores. O efeito antimicrobiano in vitro foi analisado pelo teste
de disco-difusdo e concentracdo bactericida minima (CBM). Filés de M. platanus,
experimentalmente contaminados com isolados de V. parahaemolyticus e V.
vulnificus foram marinados por 24 horas em solucdo com 1,0 % e 1,5 % de 6leo
essencial de O. vulgare. Para andlise sensorial foram preparadas amostras
marinadas em solucdo de 1,5 % de 6leo de O. vulgare e oferecidas a 100
avaliadores nao treinados. O 6leo de O. basilicum ndo apresentou acdo
antimicrobiana nos testes de disco-difusdo e CBM, ja o 6leo essencial de O. vulgare
apresentou halos em que as médias variaram entre 24,6 e 34,1 mm e a CBM ficou
entre 3,9 e 15,6 uL/mL. Quando aplicado no produto, o 6leo essencial de O. vulgare
eliminou os microrganismos que foram inoculados experimentalmente. Na analise
sensorial, amostras marinadas em 1,5 % de 6leo essencial de O. vulgare obtiveram
média de 68,22 de aceitacdo entre os consumidores. A utilizacdo de Oleos
essenciais de O. vulgare em filés de M. platanus é uma alternativa no controle de
microrganismos patogenicos como V. vulnificus e V. parahaemolyticus.

Palavras-chave: pescados; analise sensorial; aditivos naturais; orégano;
manjericao, tainha



Abstract

MELLO, Greyce Silveira. Antimimicrobial activity of the Origanum vulgare and
Ocimum basilicum essential oils in opposite to Vibrio parahaemolyticus and
Vibrio vulnificus and its application in filets of Mugil platanus. 2018. 45f.
Dissertation (master degree in Science) Programa de Pés-Graduagdo em
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2018

Because it has characteristics that favor bacterial development, such as high water
activity, chemical composition, unsaturated fat content and pH close to neutrality, fish
is a potential source of foodborne diseases. Species from the gender vibrio are
commonly reported as causative agents of foodborne disease outbreaks related to
the consumption of fish. In the last few years, the interest in using essential oils as a
possible natural alternative to the use of synthetic chemical additives to ensure the
microbiological safety of the food, have been growing. The objective of this work was
to verify the antimicrobial activity in vitro from the essential oils of Origanum vulgare
and Ocimum basilicum in opposite to Vibrio parahaemolyticus and Vibrio vulnificus
as verifying its applicability on Mugil. Platanus’ filet and sensorial acceptance by the
consumers. The antimicrobial effect in vitro was analyzed by the disk-diffusion and
minimum bactericidal concentration (MBC). M. platanus filets experimentally
contaminated have been marinated for 24 hours in solution with 1,5 % of O. vulgare
essential oil. For sensory analysis, samples marinaded in 1.5% O. vulgare oil solution
were prepared and offered to 100 untrained evaluators. For sensory analysis,
samples marinaded in 1.5% O. vulgare oil solution were prepared and offered to 100
untrained evaluators. The O. basilicum oil has not presented antimicrobial action on
the disk-diffusion and MBC tests. Nevertheless, the O. vulgare essential oil has
presented halos in which the average numbers varied between 24,6 and 34,1 mm
and the MBC varied between 3,9 and 15,6 pL/mL. When it was applied in the
product, the O. vulgare essential oil eliminated the microorganisms that were
inocutaled the experimentally. In the sensorial analysis, samples marinated in 1,5 %
of O. vulgare essential oil obtained na average of 68,22 of acceptance among the
consumers. The use of essential oils of O. vulgare in M. platanus filets is an
alternative to control the pathogenic microorganisms such as the V. vulnificus and
the V. parahaemolyticus.

Keywords: fish; sensorial analysis; natural aditives; oregano; basil; mullet
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1 Introducéo

Mugil platanus (tainha) € considerada o segundo recurso pesqueiro em
importancia econémica para os pescadores artesanais do estuario da Lagoa dos
Patos, perdendo apenas para o Farfantepenaeus paulensis (camaréo-rosa)
(KALIKOSKI & VASCONCELLOS, 2013; BRASIL, 2015). Sua captura ocorre 0 ano
todo no estuario e nas aguas costeiras adjacentes e, quando a temporada de pesca
do camaréo fracassa, passa a ser 0 recurso mais importante para a economia local.

Os pescados sdo um alimento suscetivel a deterioracdo microbiana devido a
atividade de agua elevada, composicdo quimica, teor de gorduras insaturadas
facilmente oxidaveis e pH proximo da neutralidade (pH 6,6-6,8), fatores que
favorecem o desenvolvimento de bactérias (FRANCO e LANDGRAF, 2008). Apds a
morte, a autdlise se instala, tornando a superficie do corpo permeavel as bactérias,
ao mesmo tempo em que ocorre a liberacdo de acUcares, aminoacidos, acidos
graxos, entre outros, constituindo um excelente meio de cultivo para o crescimento
bacteriano (MUKUNDAN et al., 1989, VIEIRA, 2004).

Vibrio é um género bacteriano de ambiente tipicamente marinho e estuarino e
bactérias deste género sdo isoladas de peixes e crustaceos, sendo capazes também
de se multiplicar livremente em aguas marinhas (LIMA, 1997). Dentre as espécies
patogénicas importantes para humanos, destacam-se o Vibrio parahaemolyticus e o
Vibrio vulnificus.

V. parahaemolyticus € considerado um patégeno relevante nas regifes
costeiras de clima temperado e tropical em todo o mundo (MARTINEZ-URTAZA et
al., 2004). Este microrganismo tem sido responsavel por casos de gastroenterites
associadas ao consumo de peixes, moluscos e crustadceos do mar, crus ou mal
cozidos (HEITMANN et al.,2005). As infec¢bes por V. vulnificus em seres humanos
sédo derivadas do consumo pescado ou da exposi¢cdo a dgua contaminada, sendo
esse patdégeno responsavel por grande parte das mortes relacionadas ao consumo e
manipulacédo de pescados (JONES e OLIVER, 2009).



A busca por alimentos naturais tem se tornado uma grande preocupacao para
a industria de alimentos, principalmente em relacgdo ao uso de conservantes
quimicos, que podem as vezes ser substituidos por alternativas naturais, menos
prejudiciais a saude (VIUDA-MARTOS et al., 2008). Alimentos com altos niveis de
conservantes para reducdo da carga microbiana séo indesejaveis e a pressao por
parte dos consumidores se volta para maior producdo de alimentos frescos que
possuam conservantes naturais e com maior garantia de seguranca (FORSYTHE,
2002).

Origanum vulgare (orégano) € um tempero utilizado na culinaria para conferir
sabor e aroma aos alimentos (KOKKINI e VOKOU, 1989), mas também possui
caracteristicas antioxidantes e antimicrobianas que aumentam sua vida de prateleira
(ANSESIO et al., 2015). De acordo com Sivropoulou (1996), o 6leo essencial de
O.vulgare é rico em carvacrol, que possui acdo antimicrobiana sobre bactérias
patogénicas, como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella e
Staphylococcus aureus.

Ocimum basilicum (manjericéo) tem sido utilizado na medicina por apresentar
propriedades benéficas para a saude, principalmente no tratamento de infec¢des no
trato respiratério (AL ABBASY et al., 2015). De acordo com Silveira (2012), o 6leo
essencial de O. basilicum apresenta acdo contra bactérias, como Yersinia
enterocolitica, Proteus vulgaris e E. coli. Linalol, 1,8-cineol e eugenol sao citados
como substancias com atividade antibacteriana presentes no 6leo essencial de O.
basilicum (SOKOVIC et al., 2008).

Sdo diversos os fatores responsaveis pela eficacia bioldgica dos Oleos
essenciais sobre 0s microrganismos patogénicos em alimentos, como temperatura,
carga microbiana, pH, entre outros (BAJPAI et al., 2012). Portanto, os resultados
obtidos em laboratério devem sempre ser testados no alimento (LEMAY et al.,
2002), ndo sO no sentido de verificar a atividade antimicrobiana no ambiente
proporcionado pelo alimento, como também para verificar a aceitacdo sensorial do
produto com os 6leos essenciais pelos consumidores.

De acordo com Barbosa (2010), 6leos essenciais com acgado antimicrobiana
tém potencial para serem utilizados em alimentos como aditivos naturais, porém seu
uso deve ser pautado a niveis tolerados pelos consumidores, sendo necessarios
estudos sobre a aplicacdo de 6leos essenciais de condimentos em alimentos e a sua

aceitacao deve ser testada.
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Ainda séo escassos 0s conhecimentos sobre os efeitos dos diferentes tipos
de 6leos essenciais sobre as espécies de Vibrio, sendo necessarios mais estudos
para o melhor entendimento dos efeitos de cada tipo de 6leo para cada espécie de
bactérias do género Vibrio. Além disso, a aplicabilidade dos éleos essenciais como
agentes antimicrobianos em alimentos a base de peixes ainda deve ser testada.

Baseado na hipotese de que os 6leos essenciais de O. vulgare e O. basilicum
possuem atividade antimicrobiana e que sdo promissores aditivos naturais para
aplicacdo em pescados, 0 objetivo desse trabalho foi verificar a atividade
antimicrobiana destes Oleos frente a V. parahaemolyticus e V. vulnificus, assim como
verificar sua aplicabilidade em filés de M. platanus e aceitacdo sensorial pelos

consumidores.



2 Reviséo Bibliografica

Os peixes da familia Mugilidae, conhecidos como tainhas e paratis, sao
encontrados com frequéncia em aguas marinhas, estuarinas e lagunares
(MENEZES & FIGUEIREDO, 1985). Séo principalmente herbivoros, alimentando-se
também de detritos e matéria organica (PAREJO, 1991). Na Lagoa dos Patos,
juvenis de trés espécies de Mugilidae sdo encontrados utilizando o estuario como
area de criacdo e alimentacdo, porém somente os adultos de Mugil platanus séo
alvos da pesca (REIS et al., 1994, VIEIRA et al., 1998).

O pescado possui microbiota propria, que coexiste em equilibrio bioldgico no
peixe vivo (OGAWA e MAIA, 1999) e que reflete as condi¢cdes microbiolégicas do
local onde foi capturado (MURATORI et al.,, 2004). Apés a captura, o pescado
também pode ser contaminado durante o transporte, manipulacdo, contato com
superficies, equipamentos e gelo contaminado, no ambiente de estocagem e na
comercializacdo (HUSS, 1997).

Dentre as bactérias patogénicas associadas ao consumo de pescados e seus
derivados destacam-se Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Vibrio
cholerae, V. parahaemolyticus, Staphylococcus spp., Salmonella spp., Shigella spp.
e Escherichia coli (NOVOTNY et al., 2004). Espécies de Vibrio sdo frequentemente
isoladas de diferentes bi6tipos em todo o mundo, incluindo agua do mar, pescados e
também a partir de instalac6es de aquicultura (BAFFONE et al. 2000; XIE et al.
2005; SNOUSSI et al. 2006; LHAFI e KU'HNE 2007; COLAKOGLU et al. 2006).

Surtos de doencas causadas por microrganismos patogénicos em alimentos
tém sido reportados cada vez com maior frequéncia, o que acaba sendo uma
preocupacdo tanto para consumidores quanto para a industria. Estima-se que
ocorram em torno de 80 mil casos de vibriose por ano nos Estados Unidos e cerca
de 52 mil desses casos seja pela ingestdo de alimentos contaminados. A espécie
mais comumente relatada é o Vibrio parahaemolyticus, sendo responsavel por 45 mil
doencas por ano nos Estados Unidos (CDC, 2016). De forma alarmante, esta

tendéncia néo é restrita aos EUA, fenbmeno muito provavelmente provocado pelo
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aquecimento da temperatura dos oceanos (BAKER-AUSTIN et al 2012; MARTINEZ-
URTAZA et al 2010; LEVY, 2015).

O primeiro caso confirmado de infecgdo por V. parahaemolyticus na América
do Sul ocorreu em 1975, no Ceara, Brasil, e foi relatado como caso isolado de
diarreia aquosa em uma crianca de 6 anos de idade (HOFER, 1983). A cepa foi
sorotipada como 0O5:K17, Kanagawa-positivo. Ndo h& dados epidemioldgicos
disponiveis, exceto que a populacéo local era conhecida por comer peixes marinhos
e de agua doce curados com sal (DOS SANTOS e VIEIRA, 2013; HOFER, 1983). A
legislacdo brasileira estabeleceu o limite maximo para V. parahaemolyticus de 10°
UFC/g de pescado pronto para o consumo (BRASIL, 2001). Em 2002, foram
relatados 26 casos entre os hospedes de dois hotéis no Ceara e V.
parahaemolyticus O3:K6 foi encontrado em 45% deles, porém a bactéria néo foi
isolada a partir de amostras de alimento (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE,
2002).

Outra espécie envolvida em DTA atravées do consumo pescados é V.
vulnificus. As infec¢des por consumo geralmente se dao pela ingestdo de moluscos
crus, principalmente ostras, onde a bactéria pode ocorrer em grande ntimero (10°
UFC/g ou mais). O CDC (2017a) estima que V. vulnificus seja responsavel por cerca
de 205 infec¢Bes por ano nos Estados Unidos. Infelizmente, poucos paises, com
excecdo dos Estados Unidos (NEWTON et al., 2012), mantém sistemas de vigilancia
efetivos, dedicados e legalmente aplicados para esse agente patogénico, o0 que
dificulta grandemente nossa compreensao e visao global das doencas causadas
pelo V. vulnificus.

No Brasil, Araujo et. al (2007) descreveram um caso de vibriose causada pelo
V. vulnificus no estado de Sdo Paulo. O paciente era um idoso, com sintomas de
gastroenterite, lesbes nos membros e em choque séptico. Ele havia ingerido
pescados trés dias antes da internacdo. Foi diagnosticado e tratado, porém foi a
oObito.

Outro caso no Brasil ocorreu no Parana, um homem de 39 anos, em uso de
medicacdo imunossupressora, admitido no hospital para transplante hepatico. Doze
horas apOs a internagcdo, o paciente evoluiu com febre, mialgias, anuria e placas
eritematosas em membros inferiores, com rapido crescimento e evolugao proximal.
O paciente foi tratado sem melhora e foi a 6bito em 30 horas. Na hemocultura, foi
identificado Vibrio vulnificus (FRANCA et al., 2013).
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Uma revisdo de 459 casos nos EUA notificados a Food and Drug
Administration entre 1992 e 2007 revelou que 51,6% dos pacientes infectados com
V. wvulnificus morreram (JONES E OLIVER, 2009). Mais recentemente, dados do
Cholera And Other Vibrio Information Service (2017), que mantém informacdes
epidemioldgicas sobre Vibrio nos Estados Unidos, mostram que durante o periodo
de 1988 a 2010 ocorreram 1874 casos de infec¢des por V. vulnificus e quase 600
Obitos foram relatados. Atualmente, cerca de 30% das infec¢des séo fatais (CDC,
2017b).

A literatura cientifica na area da ciéncia e tecnologia de alimentos tem
mostrado, nos ultimos anos, enfoque no estudo do potencial antimicrobiano das
especiarias, considerando a sua inclusdo nos sistemas de bioconservacdo de
alimentos. Os 0Oleos essenciais de condimentos, através da combinacdo de sabor e
aroma, sao geralmente aceitos (AYALA-ZAVALA et al., 2009), sendo referidos como
uma alternativa natural capaz de prover a extensdo da vida util e satisfatoria
seguranca microbioldgica de alimentos (FIORENTINI et al., 2001).

Os oOleos essenciais sdo constituidos por metabdlitos secundarios de plantas
aromaticas, sdo volateis e possuem forte odor. Sdo normalmente obtidos por meio
de vapor ou hidrodestilacdo (BAKKALI et al., 2008). Por possuirem acao antisséptica
(bactericida, fungicida e virucida), as propriedades dos 6leos essenciais extraidos de
plantas aromaticas e medicinais tém sido exploradas ha muitos anos e atualmente o
uso destes Oleos tem se intensificado com o propdsito de serem aplicados na
conservagao de alimentos por se tratar de substitutos mais seguros para a sua
conservacdo em relacdo aos aditivos quimicos sintéticos (DORMAN e DEANS,
2000).

Os oOleos essenciais sao considerados como possuidores de baixo risco de
desenvolvimento de resisténcia microbiana frente a sua acdo. Esta caracteristica
deve-se ao fato dos Oleos essenciais serem constituidos por misturas de
componentes, que, aparentemente, apresentam diferentes mecanismos de atividade
antimicrobiana e, desta forma, tornam mais dificil a adaptacdo dos microrganismos
(DAFERERA et al., 2000).

A composi¢do quimica dos Oleos essenciais € bastante complexa e o teor
variavel, sendo formados por mais de 100 componentes (NASCIMENTO et al.,

2007). Esta variacdo ocorre devido a fatores genéticos e ambientais, como
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climaticos, acdo de predadores, idade da planta, etc. (GOBBO NETO e LOPES,
2007).

Considerando o numero de diferentes grupos de compostos quimicos
presentes nos Oleos essenciais, € muito provavel que a sua atividade antibacteriana
ndo seja atribuivel a um mecanismo especifico, mas que seja direcionada a varios
alvos na célula, provocando alteragbes da membrana citoplasmatica, perturbacdes
sobre a forca proton motriz, no fluxo de elétrons, no transporte ativo e na coagulacéo
do contetudo da célula. Nem todos esses mecanismos atingem alvos separados,
podendo alguns ocorrer em consequéncia de outro mecanismo (BURT, 2004).

A maioria dos 0leos essenciais exerce efeito antimicrobiano na estrutura da
parede celular bacteriana, desnaturando e coagulando proteinas. Por meio de ions
de hidrogénio e potéassio, alteram a permeabilidade da membrana citoplasmatica,
causando a interrupcdo dos processos vitais da célula, como translocacado de
proteinas, transporte de elétrons, fosforilacdo, entre outras reacfes que dependem
de enzimas, resultando na perda do controle quimiosmético da célula afetada,
ocorrendo assim a morte bacteriana (DORMAN e DEANS, 2000).

Snoussi et al. (2008) observaram que o 6leo essencial de algumas plantas,
especialmente o Thymus vulgaris (tomilho) e Eugenia caryophyllata (cravo) podem
ser usadas na preparacdo de pescados para proteger contra a contaminagao por
Vibrio spp., uma vez que o diametro das zonas de inibicdo do crescimento no teste
de difusdo em disco para espécies de V. parahaemolyticus foi bastante alto e as
concentragbes inibitérias minimas e bactericidas minimas foram baixas,
principalmente quando utilizado o 6leo essencial de T. vulgaris. Snoussi et al.
(2015), também testaram 16 cepas de diferentes espécies de Vibrio frente ao 6leo
essencial de Mentha spicata (hortela verde) em ensaios de difusdo em disco e
microdiluicdo. Todos os microrganismos foram fortemente afetados, indicando
potencial antimicrobiano do 6leo frente ao género Vibrio.

O. basilicum é uma planta medicinal pertencente a familia Lamiacea e tornou-
se importante por apresentar utilizagdo na cosmética, na alimentacdo e, devido as
suas propriedades terapéuticas, na industria farmacéutica (COSTA et al., 2009). O.
basilicum é uma erva culinaria importante e contém alta propor¢cdo de derivados
fendlicos, incluindo eugenol e linalool. E amplamente cultivada devido & sua
adaptabilidade a uma variedade de condi¢des ambientais distintas. Alves (2010),
Pozzo et al. (2011), Silveira (2012) e Al abbasy et al. (2015), citam Linalol, 1,8-cineol
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e eugenol como os constituintes mais abundantes e responsaveis pela atividade
antibacteriana do o0leo essencial de O. basilicum.

Koga (1999) demonstrou a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de O.
basilicum, que promoveu inibicdo total de V. parahaemolyticus em concentragéo e
0,05 %. Além disso, foi observada maior sensibilidade das bactérias aos Oleos
quando em fase de crescimento exponencial. Hossain et al. (2010) também
evidenciaram efeito inibidor do 6leo essencial de O. basilicum, estudando a acao
antimicrobiana contra Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, S.
aureus, L .monocytogenes e V. parahaemolyticus. Ja Trajano et al.(2009) verificaram
gue o O. basilicum inibiu E. coli e P. aeruginosa.

O. vulgare é usado como aromatizante para produtos alimentares e bebidas
alcoodlicas (ALIGIANNIS et al., 2001), além também de possuir propriedades
antimicrobianas (JEAUROUND et al.,, 2002). Os principais compostos quimicos
ativos séo carvacrol, timol, eugenol, cimeno, pineno e linalol (VERNIN et al., 2001).

Prudent et al.(1995) verificaram atividade do 0Oleo essencial de O. vulgare
contra Vibrio cholera na concentracdo de 0,125 mg/mL. Albado et al. (2001)
testaram a atividade antibacteriana pelo método de difusdo em agar e obtiveram
resultados positivos contra o microrganismo anteriormente citado. Yano (2006)
testou acdo do 6leo de O. vulgare sobre cepas de V. parahaemolyticus e verificou
efeito deste na concentracao de 0,5 %.

Goulas e Kontominas (2007) verificaram que a adicédo de 6leo essencial de O.
basilicum na concentracdo 0,8% atrasou a deterioracao de filés salgados de Sparus
aurata e, através da analise sensorial, confirmaram que o 6leo conferiu sabor

agradavel ao produto.



3. Material e métodos

3.1 Obtencéo dos oOleos essenciais de O. vulgare e O. basilicum

Foram adquiridas folhas secas de O. vulgare e O. basilicum da inddstria Luar
Sul Industria e Comércio, localizada em Santa Cruz do Sul, Brasil. A partir dessas
folhas, foram extraidos os O6leos através da metodologia estabelecida pela
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010), por meio do processo de hidrodestilacédo
por arraste a vapor por 3 horas, com auxilio do equipamento Clevenger. Apés a
extracdo, os 6leos essenciais foram armazenados em frascos &mbar e mantidos a

temperatura de -18 °C.

3.2 Avaliagédo da atividade antimicrobiana in vitro

A atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais foi testada frente aos
microrganismos Vibrio vulnificus e Vibrio parahaemolyticus, compreendendo uma
cepa de referéncia de cada microrganismo (ATCC 8001 e ATCC 27562) e dois
isolados selvagens de cada um dos microrganismos. Os isolados selvagens de V.
parahaemolyticus (V3 e V6) foram previamente identificados de M. platanus
capturados no estuario da Lagoa dos Patos em trabalho realizado por Rosa et al.
(2016). Os isolados de Vibrio vulnificus (37 e 38) foram isoladas de Paralichthys
orbignyanus (linguado) também capturados no estuario da Lagoa dos Patos em
trabalho ainda n&o publicado realizado por Silveira et al. O efeito antimicrobiano foi
verificado através da técnica de disco-difusédo e da concentracdo bactericida minima
(CBM).

A andlise de disco-difusdo foi executada de acordo com o National Committee
for Clinical Laboratory Standards (2015), com algumas modifica¢des, na qual 0,1 mL
da cultura com aproximadamente 10’ UFC/mL, sendo essa concentracdo medida
através da densidade Optica e contagem em placas, foram distribuidos
uniformemente, com auxilio de alca de Drigalsky, na superficie de agar Mueller-
Hinton (Kasvi, Roseto Degli Abruzzi, Italia) acrescido de 1 % de cloreto de sodio.

Discos de papel filtro estéreis com 6mm de diametro foram depositados sobre

0 meio inoculado, e entdo foram impregnados com 5 pyL do 6leo a ser testado,



17

sendo oOleo de O. vulgare, 6leo de O. basilicum e da mistura dos dois Oleos em
partes iguais. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Discos sem adi¢ao
de Oleo foram analisados como controle de multiplicacéo.

Apoés a incubacéo foi medido o didmetro da zona de inibicdo do crescimento
bacteriano, incluindo o didmetro do disco. As médias das medidas dos halos foram
classificadas de acordo com escala estipulada por Carovic'-Stanko et al. (2010),
sendo considerada forte acéo inibitéria quando os halos de inibicdo foram maiores
que 15 mm; moderada acédo inibitéria com halos entre 10 e 15 mm e efeito ndo
inibitério quando os halos foram menores que 10 mm. As médias das medidas dos
halos foram comparadas pelo teste de Tukey utilizando o programa Statistix®.

A CBM foi executada conforme preconizado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (2012), com pequenas modificagcbes. Foram utilizadas
microplacas com 96 pocos. Em cada poco, foram dispensados 50 pL de agua
peptonada alcalina (APA, Himedia, Mumbai, india) com 1 % de Tween 80, utilizado
para diminuir a tensdo superficial no contato do éleo (apolar) com o meio de cultura
(polar). No primeiro poco, foram dispensados 50 pL do 6leo essencial em teste (6leo
essencial de O. vulgare, de O. basilicum ou mistura dos dois 6leos em partes iguais)
e a partir deste, foram feitas diluicGes seriadas consecutivas, retirando 50 uyL do
poco de maior concentracdo para o de menor concentragdo, totalizando oito
diluicdes e atingindo a minima concentracéo de 1,95 pL/mL. No final, os ultimos 50
ML foram descartados. Apoés, foram adicionados 50 pL da cultura bacteriana com
aproximadamente 5,0 x 103 células bacterianas em cada um dos pocos.

Pocos sem adicdo do 6leo e sem adicdo do indculo foram utilizados para
controles de multiplicagdo e de esterilidade, respectivamente. As placas foram
incubadas a 36°C durante 48 horas. Apds a incubacao, foram retiradas aliquotas de
5 pL de cada uma das cavidades e repicadas em placas de agar padrdo para
contagem (PCA, Acumedia, Baltimore, Maryland).

A auséncia de crescimento bacteriano no meio de cultura foi indicio de que o
Oleo essencial testado apresentou atividade bactericida. A CBM foi considerada
como a menor concentracdo de 6leo na qual ndo houve crescimento de coldnias na
superficie do meio de cultura.

Essas analises foram realizadas em hexaplicata.
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3.3 Aplicagéo em filés de M. platanus experimentalmente contaminados

Foram adquiridas unidades inteiras de pescado fresco da espécie M. platanus
no Mercado Publico de Pelotas, que foram acondicionadas em caixas isotérmicas
com gelo e imediatamente levadas ao Laboratério de Inspecdo de Produtos de
Origem Animal da Universidade Federal de Pelotas, onde, de forma asséptica, foram
filetadas para posterior elaboracéo das amostras.

Conforme metodologia utilizada por Van Haute et al. (2016), com pequenas
modificagdes, as amostras constituiram-se de 10 g de filé de M. platanus, que foram
experimentalmente contaminadas com 0,1 mL de indéculo bacteriano na
concentracdo 10° UFC/mL, de forma obter a concentracdo final de 10* células
bacterianas por grama de pescado. Em seguida, as amostras foram marinadas
(imersas) em solucdo aquosa de 6leo essencial de O. vulgare nas concentracdes
1% e 1,5 %, e foram armazenadas a 4 °C por 24 horas.

Concomitantemente, foram analisadas amostras contaminadas
experimentalmente sem a utilizacdo do 6leo, para controle positivo, e também
amostras ndo contaminadas, para garantia de que nao havia prévia contaminacéo
do filé por Vibrio.

ApOGs as 24 horas, as amostras foram retiradas do contato com a solugéo,
deixando escorrer o excesso. Para verificar se o 0Oleo inativou o Vibrio que foi
inoculado nas amostras, foi realizada a pesquisa, conforme recomendado por U. S.
Food and Drug Administration (KAYSNER e DEPAOLA, 2004). Os filés foram
colocados em sacos plasticos estéreis, acrescidos de agua APA e homogeneizados.
Ficando incubados a 37 °C por 24 horas.

Quando atingido o periodo de incubacdo, aliquotas de cada amostra foram
semeadas por esgotamento em placas de agar Tiossulfato, Citrato, Bile e Sacarose
(TCBS, Himedia, Mumbai, India), de forma a obter colbnias isoladas. O nao
crescimento de colbnias tipicas foi considerado como acao bactericida do 6leo frente
ao microrganismo.

As analises foram realizadas em triplicata.

3.4 Anélise sensorial
A andlise sensorial foi realizada de acordo com Silveira (2012), com algumas
modificacdes. Os filés de M. platanus foram marinados em solugdo com 1,5 % de

Oleo essencial de O. vulgare e assim permaneceram por 24 horas, sob refrigeracao.
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Em seguida os filés foram empanados de acordo com Gongalves e Gomes (2008),
fritos e oferecidos a 100 avaliadores néo treinados com faixa etaria acima de dez
anos de idade. Apds assinatura do termo de consentimento (Anexo A), foram
aplicadas as fichas de intencdo de compra (Anexo B), ficha hedénica (Anexo C) e a
ficha de pesquisa de mercado (Anexo D).

Para interpretagdo, seguindo normas da Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (1998), a média e o desvio padrdo foram calculados utilizando a escala
hedbnica estruturada de nove pontos, onde 9 representa a nota maxima “gostei

extremamente” e 1 a nota minima “desgostei extremamente".

3.5 Comité de ética
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Federal de Pelotas, conforme parecer n® 1.718.391.



4. Resultados e discussao

4.1 Atividade antimicrobiana in vitro

Na analise de disco-difusdo, os Oleos essenciais de O. vulgare e de O.
basilicum demonstraram efeitos distintos (Tabela 1). O 6leo de O. vulgare
apresentou halos de inibicdo que, de acordo com Carovic’'-Stanko et al. (2010), sédo
considerados como forte atividade antimicrobiana. Ja os halos de inibicdo do 6leo

essencial de O. basilicum foram nulos, indicando auséncia de a¢édo antimicrobiana.

Tabela 1 - Tamanho dos halos (mm) de inibicdo do crescimento bacteriano frente aos Oleos
essenciais no teste de disco-difuséo.

Microrganismo O.vulgare* O.basilicum O.vulgare +
O.basilicum

V. parahaemolyticus

ATCC 8001 34,2a (1,7) 0,0c 9,3b (0,8)

V3 (Isolado selvagem) 25,0a (1,4) 0,0c 13,3b (1,0)

V6 (Isolado selvagem) 24,6a (1,2) 0,0c 15,0b (1,5)
V. vulnificus

ATCC 27562 26,6a (0,8) 0,0c 15,3b (1,5)

37 (Isolado selvagem) 29,6a (1,5) 0,0c 14,0b (1,4)

38 (Isolado selvagem) 32,0a (1,2) 0,0c 13,6b (1,0)

*Os dados referem-se a média de seis repeticdes com o desvio padrdo entre parénteses. Médias
seguidas por letras diferentes na mesma linha sao estatisticamente diferentes (p<0,05) pelo método
de Tukey.

Também na CBM (Tabela 2), o 6leo essencial de O. basilicum ndo apresentou
efeito antibacteriano, frente a todos microrganismos testados. Nao apresentando

inibicdo nem mesmo na maior concentragao testada, que foi 250 pL/mL.
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Tabela 2 - Concentracdo bactericida minima (uL/mL) dos 6leos essenciais de O. vulgare, de O.
basilicum e da mistura,em partes iguais, dos dois 6leos.

O.vulgare +
Microrganismo O.vulgare* O.basilicum O.basilicum
V. parahaemolyticus
ATCC 8001 7.8 SE* 31,2
V3 (Isolado selvagem) 15,6 SE* 62,4
V6 (Isolado selvagem) 15,6 SE* 62,4
V. vulnificus

ATCC 27562 15,6 SE* 62,4
37 (Isolado selvagem) 3,9 SE* 7.8
38 (Isolado selvagem) 3,9 SE* 7,8

Os testes foram realizados em hexaplicata e os valores foram 0s mesmos nas seis repetigdes. * SE =
sem efeito antimicrobiano.

Koga et al. (1999) testaram o efeito do 6leo essencial de O. basilicum frente a
V. parahaemolyticus e também frente a mesma cepa de V. vulnificus (ATCC 27562)
testada no presente estudo e verificaram que ambas foram completamente
eliminadas quando utilizado 6leo essencial na concentracdo 0,05%. Hossain et al.
(2010) observaram que o 6leo de O. basilicum propiciou a formacdo de halos de
inibicdo do crescimento de V. parahaemolyticus de 14,3 mm no teste de disco-
difusdo e concentracdo inibitéria minima (CIM) de 250 pg/mL. A diferenca entre
esses dados e nosso trabalho pode ser explicada pelas alteracées na metodologia,
sendo que Koga (1999) utilizaram 6éleo adquirido de uma empresa, podendo o
método de extracdo ser diferenciado. E Hossain et al. (2010) utilizaram o Oleo
essencial diluido em metanol no teste de disco-difusdo e a cepa de V.
parahaemolyticus utilizada era de isolado local, podendo ter variagbes na
sensibilidade.

Variacbes na composicado quimica dos 6leos essenciais podem também ser
responsaveis por essa diferenca nos resultados, uma vez que a composi¢do pode
ser alterada conforme a parte da planta, o horario do dia, o ambiente, grau de
desenvolvimento, podendo também ser determinada geneticamente, variando de
acordo com a origem botanica, fatores ambientais e procedimentos de cultivo (MAIA,
2008).

Os compostos majoritarios do 6leo essencial de O. basilicum podem ser
biossintetizados por diferentes rotas biossintéticas: a rota do chiquimato e do
mevalonato, gerando eugenol e linalol, respectivamente (SIMOES & SPITZER,
1999). Segundo Devi et al. (2010), a acdo bactericida do eugenol (componente

majoritario sintetizado pela rota do chiquimato) é devido a sua penetrabilidade na
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membrana citoplasmética, promovendo seu rompimento e aumentando sua
permeabilidade n&o especifica, desta forma gerando um extravasamento do
conteudo celular e posterior morte da bactéria. Logo, o fato de serem
microrganismos Gram negativos pode ter afetado a acdo do Oleo, pois restringe a
difusdo de compostos através da parede externa.

Snoussi et al. (2016) analisaram a composicao do 6leo de O. basilicum que foi
submetido aos testes antimicrobianos e verificaram que o componente majoritario
era o linalol (componente majoritario da rota mevalonato). Esse 6leo, quando
testado, inibiu todas as cepas de Vibrio spp, indicando potencial antimicrobiano,
demonstrado por didmetro de inibicdo de crescimento variando de 8,67 a 23,33 mm
e valores e CBM variando entre menor que 3 e 24 mg / mL.

O d6leo de O. vulgare apresentou a formacdo de consideraveis halos de
inibicdo. Estes resultados estdo conforme estudo em que a atividade antimicrobiana
de O. vulgare também foi observada contra V. parahaemolyticus (YANO, 2006).

Quando analisado o efeito antimicrobiano da mistura, em partes iguais, dos
Oleos essenciais, observa-se que ndo ha indicio de sinergismo entre os 6leos, uma
vez que a formacgédo dos halos foi compativel com a concentracdo do 6leo utilizada,
ou seja, os halos formados pela mistura dos o6leos em geral tiveram
aproximadamente metade do tamanho dos halos formados pela agdo unicamente do
O. vulgare.

Diferentemente dos resultados encontrados no presente trabalho, Barbosa et
al. (2016), em um estudo utilizando mistura de Oleos, verificaram atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de O. vulgare misturado com 6leo de R. officinalis
(alecrim) no teste de disco-difusdo. Os 6leos demonstraram interacdo sinérgica e
foram efetivos frente a agentes patogénicos como L. monocytogenes, E. coli e S.
Enteritidis. Entretanto, o 6leo essencial de O. vulgare ndo demonstrou ser capaz de
agir sinergicamente com o 06leo essencial de O. basilicum, pelo menos contra V.
parahaemolyticus e V. vulnificus.

As diferencas observadas nos valores da CBM entre as cepas de referéncia e
as cepas selvagens, possivelmente ocorreram devido a cepa de referéncia ja ser
trabalhada laboratorialmente h& muitas geracbes, o0 que pode afetar as

caracteristicas do microrganismo.
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4.3 Aplicacdo do Oleo essencial de O. vulgare em filés de M. platanus
experimentalmente contaminados

Quando os filés foram marinados em solucdo com concentracdo de 1 % de
Oleo essencial de O. vulgare ndo houve efeito bactericida. Apenas quando os filés
foram marinados em solucdo de 1,5 % foi observado efeito bactericida sobre as
cepas de Vibrio que haviam sido experimentalmente inoculadas. O controle positivo
apresentou crescimento de todas as cepas testadas e o controle negativo néo
apresentou crescimento dessas bactérias.

As informacdes publicadas sobre controle microbiolégico em pescados
utilizando O6leos essenciais € limitada, principalmente utilizando metodologia
compativel com o presente trabalho. Mexis et al. (2009) adicionaram 6leo essencial
de O. vulgare sobre a superficie de filés de Oncorhynchus mykiss (truta arco-iris) e
verificaram aumento da vida util dos filés em 7-8 dias, através da avalia¢des fisico-
guimicas e microbioldgicas (contagem de mesofilos aerdbios, Pseudomonas spp.,
bactérias &cido laticas, bactérias produtoras de H,S, Enterobactérias e Clostridium
spp.). Van Haute et al. (2016) marinaram produtos a base de peixe em Oleo
essencial de Cinnamomum zeylanicum, O. vulgare e Thymus vulgaris e mesmo em
baixa concentracdo (1 %) os 6leos mostraram potencial para retardar o crescimento
bacteriano (coliformes totais, leveduras, bactérias &cido laticas e bactérias
psicrotréficas aerdbicas).

Componentes dos alimentos como proteinas, gorduras, sdo conhecidos por
se ligar e/ou solubilizar compostos fendlicos, reduzindo sua atividade antimicrobiana.
Este fato mostra que a atividade antimicrobiana de plantas condimentares pode ser
menor em sistemas alimentares do que em meios de cultura (SHELEF et al., 1983).
No presente trabalho, a concentracdo mais elevada da CBM foi 1,5 % e quando
essa concentracao foi testada com aplicacdo no alimento seguiu tendo resultados

satisfatorios, ou seja, eliminando os microrganismos.

4.4 Analise sensorial

Os filés de M. platanus preparados para a analise sensorial foram marinados
em solucdo com concentracdo 1,5 % do 6leo essencial de O. vulgare, visto que essa
concentragdo apresentou efeito antimicrobiano frente as cepas de Vibrio testadas

nas analises anteriores.
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Na analise sensorial foi aplicada aos participantes uma ficha de pesquisa de
mercado em que 62 % dos avaliadores relataram ter costume de consumir
pescados, principalmente por questdes culturais e por ser um alimento saudavel.
Aqueles que disseram nao ter costume alegaram ser devido a dificuldade de
compra, preco elevado ou falta de habitos culturais. Dos avaliadores, 6% disseram
ter problemas em consumir alimentos acrescidos com condimentos, principalmente
por ndo gostar das apresentacdes dos produtos pré-prontos disponiveis no mercado.

No preenchimento da ficha hedbnica, 70 % dos julgadores apresentaram
algum grau de aceitabilidade ao sabor do produto (Figura 1), sendo que a maioria
assinalou “gostei muito” ou “gostei moderadamente”. Tanto as pessoas que
gostaram, como as que desgostaram do produto, descreveram gque a adi¢cao do 6leo
do O. vulgare acabou atenuando o sabor do pescado, fato este que acabou
agradando quem nao tem habito de consumir filé de M. platanus, que é um peixe de
sabor marcante, e gerando menor aceitacdo naqueles avaliadores que gostam do
sabor caracteristico desse pescado.

Quando foram atribuidos valores as alternativas da escala hedbénica, sendo 9
representando a nota maxima “gostei extremamente” e 1 a nota minima “desgostei
extremamente”, a nota média de aceitacdo foi de 68,22, valor que proximamente

corresponde a 7, ou seja, “gostei moderadamente”.

m % de participantes
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Figura 1 - Teste da aceitacdo de filé de M. platanus marinado em 6leo essencial de O. vulgare; 1=
Desgostei extremamente, 2= Desgostei muito,3= Desgostei moderadamente,4= Desgostei
ligeiramente, 5= Indiferente, 6= Gostei ligeiramente,7= Gostei moderadamente,8= Gostei muito, 9=
Gostei extremamente.
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Na ficha de intencdo de compra (Figura 2), mais da metade dos avaliadores
alegaram positividade na intencdo de compra, sendo que 45 % marcaram
‘provavelmente compraria”. Nos comentarios, aqueles que “provavelmente
comprariam” registraram que a adicdo do O6leo de orégano gerou uma boa
combinagao de sabor, que provavelmente comprariam devido ao fato de atenuar o
sabor de M. platanus e também pelo fato de ser um produto com proposta mais

saudavel.

% participantes
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Figura 2 - Teste de intengdo de compra para embutido filé de M. platanus marinado em 6leo essencial
de O. vulgare; 1= Compraria somente se fosse for¢cado, 2= Compraria ocasionalmente, 3=
Decididamente eu néo compraria, 4= Provavelmente eu ndo compraria, 5= Talvez sim/talvez n&o,6=
Provavelmente eu compraria, 7= Decididamente eu compraria.

Os participantes que tiveram indiferenga ao produto, “talvez sim/talvez néo”,
registraram que o preco do produto seria um ponto crucial para escolha da compra.
Minozzo et al. (2008) afirmaram que as caracteristicas gerais do consumo de carne
pela populacédo brasileira sdo focadas em preco, aspecto este também verificado
para o pescado. Em estudo realizado na cidade de Pelotas por Porto (2011), foi
demonstrado que 60 % dos entrevistados consideram o pescado caro ou muito caro.
O mesmo foi percebido em estudo realizado por Jesus et al. (2014) em uma cidade
do Amazonas, no qual os entrevistados afirmaram que aumentariam a frequéncia de

consumo de pescado se o preco fosse mais acessivel.
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Aqueles que marcaram “provavelmente nao compraria® (14 %) e
“decididamente eu ndo compraria” (11 %) descreveram que assim o fariam devido
ao forte sabor do 6leo essencial e alguns por ja ndo ter costume de consumir
pescados. Os que “ocasionalmente comprariam” alegaram ser devido a ja consumir
pescados ocasionalmente e ndo devido a adicdo do 6leo. Dados de Porto (2006)
indicaram que 64 % da populagédo de Pelotas consome pescados eventualmente.
Segundo Solomon (2011), datas religiosas, como a quaresma e semana santa
levam o consumidor a aumentar o consumo de pescados, sendo a orientacdo
religiosa considerada uma forma de influéncia de consumo.

Van Haute et al. (2016) afirmam que as propriedades sensoriais do pescado
sdo inevitavelmente afetadas (positivamente, de forma neutra ou negativamente)
guando as concentracdes de 0leos essenciais necessarias para estender a vida util
do produto séo aplicadas. O efeito sensorial resultante da combinacdo de um
determinado 6leo essencial no alimento é um fator significativo, uma vez que nem
todas as combinacBes e concentracdes serdo aceitaveis ao consumo € Uuso
comercial. No presente trabalho, quando adicionada a concentracdo em que foi
efetiva a agcdo bactericida, houve aceitagdo do produto, indicando entdo, que as

caracteristicas sensoriais foram favoraveis.



5 Consideracg0es finais

O oOleo essencial de O. vulgare possui atividade antibacteriana, sendo
formador de halos de inibicdo no teste de disco-difusdo e apresentando CBM
relativamente baixa frente a todas as cepas de Vibrio utilizadas. Ja o 6leo essencial
de O. basilicum n&o apresentou acdo antimicrobiana em nenhum dos testes
executados no estudo.

O dleo essencial de O. vulgare, quando aplicado na concentracdo de 1,5 %
em filés de M. platanus experimentalmente contaminados, € efetivo para eliminar a
contaminagdo por V. parahaemolyticus e V. vulnificus. Sua utilizagdo, nessa
concentracdo, ndo prejudica a palatabilidade do pescado, pois quando submetido
aos testes sensoriais, houve aceitacdo pelo consumidor.

A utilizacdo de dleos essenciais de O. vulgare no controle da contaminacgao
por V. parahaemolyticus e V. vulnificus em pescados destinados ao consumo
humano é uma alternativa promissora para a seguranc¢a do alimento em substituicdo

aos de conservantes quimicos sintéticos.
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Anexos



Anexo A - Termo de consentimento para andlise sensorial
e de consentimento livre e esclarecido

Pelo presente consentimento livre e esclarecido, eu,

, declaro que fui convidado a participar

da pesquisa “Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de Origanum vulgare e
Ocimum basilicum e sua aplicagao em filés de Mugil plantamus” e que fui esclarecido,
de forma clara e detalhada, dos objetivos, da justificativa e os procedimentos, sobre a
participacdo voluntaria e com direito a desisténcia de participar e retirar meu
consentimento, ndo havendo riscos, sendo os resultados para fins académicos e que
somente assinarei o termo apdés ter sido esclarecido e concordar com a pesquisa,

através de encontro individual e livre de qualquer forma de constrangimento e coergéo.

PROCEDIMENTOS: Fui informado(a) de que receberei amostras De pescados
marinado em Oleo essencial de orégano, para que eu avalie suas caracteristicas
sensoriais.

RISCOS E POSSIVEIS REACOES: Fui informado(a) que ndo hé riscos mencionados
na bibliografia sobre a ingestao de 6leos essenciais e reacfes alérgicas.

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.

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

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

CONSENTIMENTO: Ciente das informagfes citadas anteriormente, eu concordo em
participar da avaliagéo sensorial dos produtos elaborados na pesquisa.

PELOTAS, de de PELOTAS, de de

____Greyce Silveira Mello

(Pesquisadora responsavel) Assinado por:

(Participante da pesquisa)



Anexo B - Ficha de intencdo de compra

NOME: DATA: _ / _ /
FAIXA ETARIA:( )menor 19 anos ( ) 19 a 25 anos ( )26 a 35 anos ( ) 36 a 45 anos ( ) maior 45

anos
SEXO: ( ) Masculino ( ) Feminino

Vocé esta recebendo uma amostra de filé de tainha marinado em 6leo essencial de orégano
Por favor, prove a amostra e avalie utilizando a escala abaixo se vocé compraria ou ndo este
produto, marque a posicdo que melhor avalie seu julgamento.

() Decididamente eu compraria

() Provavelmente eu compraria

() Talvez sim/ Talvez ndo

() Provavelmente eu ndo compraria

( ) Decididamente eu ndo compraria

() Compraria ocasionalmente

( ) Compraria somente se fosse forcado

Comentarios:




Anexo C - Ficha hedbnica

NOME:___ DATA: / /
FAIXA ETARIA: ( )<19anos ( ) 19 a 25 anos ( ) 26 a 45 anos ( ) > 45 anos
SEXO: () Masculino () Feminino

Vocé esta recebendo uma amostra de filé de tainha marinado em 6leo essencial de
orégano.

Por favor, prove a amostra e avalie utilizando a escala abaixo para dizer o quanto vocé
gostou ou desgostou do produto, marque a posicdo que melhor reflta o seu
julgamento.

( ) Gostei extremamente

( ) Gostei muito

( ) Gostei moderadamente

( ) Gostei ligeiramente

( ) Nao gostei, nem desgostei
( ) Desgostei ligeiramente

( ) Desgostei moderadamente
( ) Desgostei muito

( ) Desgostei extremamente
Comentarios:




Anexo D - Ficha de pesquisa de mercado

NOME: DATA: / /
FAIXA ETARIA: ( ) <19 anos ( ) 19 a 25 anos ( ) 26 a 45 anos ( ) > 45 anos
SEXO: () Masculino () Feminino

ESCOLARIDADE:

Andlise sensorial de pescado marinado em 6leo essencial de orégano.

Qual 0 tipo de carne gue vocé mais consome?

Vocé tem dificuldades em consumir alimentos com condimentos? Qual é a sua

dificuldade?

Vocé costuma consumir pescado?( ) sim ( ) ndo
Se néo, Por que?

Com que frequéncia vocé consome pescados?() diariamente ( ) semanalmente (

) mensalmente () eventualmente ( ) nunca



