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Resumo

ROSA, Juliana Fernandes. Controle de Staphylococcus coagulase negativa em
massa para embutido carneo suino pela adi¢cdo de 6leo essencial de Origanum
vulgare (orégano). 2021. 45f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa de
Pé6s-Graduagdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2021.

A carne suina € a proteina animal mais produzida e consumida no mundo, sua
composicao rica em vitaminas e minerais, no entanto, a torna um excelente meio para
a multiplicacdo de microrganismos com potencial de causar doencgas transmitidas por
alimentos (DTA). Os Staphylococcus coagulase negativa (SCN), séo
progressivamente mais estudados por se tratarem de microrganismos comumente
presentes em alimentos e com capacidade de producao de enterotoxinas. Os aditivos
naturais sdo cada vez mais utilizados em substituicdo aos conservantes sintéticos, e
a utilizacdo do 6leo essencial (OE) de Origanum vulgare na forma de condimentos
tem auxiliado na preservacdo de alimentos, gracas a atuacdo de compostos ativos
contendo substancias antioxidantes e antimicrobianas com potencial uso na
preservacao de alimentos. Sendo assim, 0 objetivo desse trabalho foi verificar a
atividade antimicrobiana do OE de O. vulgare frente a 15 isolados de SCN
potencialmente produtores de enterotoxinas obtidos no fluxograma de abate suino,
bem como avaliar a sua atividade antimicrobiana sobre a microbiota contaminante em
massa para embutido carneo suino. O efeito antimicrobiano in vitro foi verificado por
meio das técnicas de disco-difusdo em agar e concentracdo bactericida minima
(CBM), e aliquotas da massa para embutido carneo suino foram experimentalmente
contaminadas por trés isolados de SCN mais resistentes a fim de verificar a atuacéo
do OE de O. vulgare a 1 e 1,5%, durante trés dias de estocagem a 4 °C. O O. vulgare
apresentou acao antimicrobiana na disco-difusdo em agar, formando halos superiores
a 15 mm frente a todos isolados, bem como apresentou concentracdo bactericida
minima de 31,2 pL/mL. A aplicacdo do OE na massa revelou que o O. vulgare nas
concentracdes de 1 e 1,5% foi capaz de reduzir significativamente as contagens de
SCN, enquanto somente a concentracdo de 1,5% do OE foi capaz de reduzir a
contaminag@o por microrganismos aerébios mesofilos, e aparentemente ambas as
concentracdes foram eficientes para controlar a deterioracdo da massa para embutido
carneo suino. Por udltimo, foi constatado que SCN séo capazes de se multiplicar no
ambiente proporcionado pela matriz alimentar até o segundo dia de estocagem,
mantendo suas contagens aparentemente estabilizadas ap0s esse periodo. A
utilizacdo do OE de O. vulgare mostrou-se uma alternativa natural e promissora para
o controle da contaminacé&o por SCN, bem como para a conservacao de alimentos por
meio da reduc&@o de microrganismos aerébios mesofilos.

Palavras-chave: SCN; enterotoxinas; carne suina; aditivos naturais



Abstract

ROSA, Juliana Fernandes. Control of coagulase-negative staphylococci in pork
meat sausage by the addition of essential oil from Origanum vulgare (oregano).
2021. 45f. Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de P6s-Graduacao
em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2021.

Pork is the most produced and consumed animal protein in the world, its composition
rich in vitamins and minerals, however, makes it an excellent means for the
multiplication of microorganisms with the potential to cause foodborne diseases.
Coagulase negative Staphylococcus (CoNS), are progressively more studied because
they are microorganisms commonly present in food and capable of producing
enterotoxins. Natural additives are increasingly used to replace synthetic
preservatives, and the use of Origanum vulgare essential oil (EO) in the form of
condiments has helped in food preservation, thanks to the action of active compounds
containing potentially antioxidant and antimicrobial substances use in food
preservation. Therefore, the objective of this work was to verify the antimicrobial activity
of OE of O. vulgare against 15 CoNS isolates potentially producing enterotoxins
obtained in the swine slaughter flowchart, as well as to evaluate its antimicrobial activity
on the contaminating microbiota in bulk for pork meat sausage. The in vitro
antimicrobial effect was verified by means of disk-diffusion techniques in agar and
minimal bactericidal concentration (MBC), and aliquots of the mass for pork sausage
were experimentally contaminated by three more resistant CoNS isolates in order to
verify the performance of the EO of O. vulgare at 1 and 1.5%, during three days of
storage at 4 °C. O. vulgare showed antimicrobial action on disk-diffusion in agar,
forming halos greater than 15 mm compared to all isolates, as well as presenting a
minimum bactericidal concentration of 31.2 pL/mL. The application of EO in the mass
revealed that O. vulgare at concentrations of 1 and 1.5% was able to significantly
reduce CoNS counts, while only the 1.5% concentration of EO was able to reduce
contamination by microorganisms aerobic mesophiles, and apparently both
concentrations were efficient to control the deterioration of the mass for pork sausage.
Finally, it was found that CoNS are able to multiply in the environment provided by the
food matrix until the second day of storage, keeping their counts apparently stabilized
after this period. The use of OE from O. vulgare proved to be a natural and promising
alternative for the control of contamination by CoNS, as well as for food preservation
through the reduction of mesophilic aerobic microorganisms.

Keywords: CoNS; enterotoxins; pig meat; natural aditives
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1 Introducéo

Destacando-se como a proteina animal mais produzida e consumida no mundo,
com previsdes de 103.755 e 102.988 milhdes de toneladas, respectivamente, para o
ano de 2021 (USDA, 2021), a carne suina tem um importante papel na economia e
alimentacdo humana. O Brasil € 0 4° maior produtor dessa proteina, com 3.983
milhdes de toneladas, das quais 750 mil sdo destinadas a exportacdo para paises
como China, Japao e México (ABPA, 2020). A producéo se concentra nas regides Sul,
Sudeste e Centro-Oeste, sendo o Rio Grande do Sul o 3° maior produtor de carne
suina, responsavel por 19,26% dos abates no pais (ABPA, 2020).

Com relagédo ao consumo per capita no Brasil, nos anos de 2019 e 2020 esse
volume permaneceu na faixa dos 15 kg, situando o Brasil na 23?2 posigéo do ranking
mundial de consumo per capita da carne suina (EMBRAPA, 2020; ABPA, 2020). O
consumo ainda limitado dessa importante proteina pelos brasileiros pode ser atribuido
a mitos e lendas relacionadas aos possiveis efeitos negativos do consumo de carne
suina sobre a saude, contudo, esse alimento apresenta constante ascensdo no
mercado e na preferéncia dos consumidores (HORTA et al., 2010).

Desde 2015, a carne suina teve um incremento de 30% no habito de compra
no Brasil, sendo a Unica proteina animal a apresentar crescimento significativo na
indicagdo por profissionais de saude para a sua inclusdo em dietas visando uma
alimentacdo saudavel (ABCS, 2019) e, atualmente, é cada vez mais aceita pelos
consumidores como uma 6tima opcao de proteina animal de boa qualidade e rica em
vitaminas e minerais (DOS ANJOS, 2018).

A carne suina apresenta constituicdo variavel de acordo com o corte,
principalmente com relacao ao conteudo de gordura e proteinas, possuindo em média
75% de agua, 22,8% de proteina, 1,2% de gordura e 1% de minerais, sendo também
fonte de vitaminas hidrossolluveis do grupo B, como tiamina (B1), riboflavina (B2),
niacina (B3), piridoxina (B6) e cobalamina (B12), bem como zinco, potéassio, ferro,
magnésio e selénio (ROCA, 2008). A gordura, temida por muitos consumidores, é
composta por uma alta propor¢cédo de acidos graxos monoinsaturados, tendo como
principal o acido oleico, seguido de acidos graxos saturados, € em menor propor¢ao
os poli-insaturados, predominantemente do tipo émega 6 (CAMPOS et al., 2006),

desse modo, essa variedade de componentes torna a carne suina um excelente meio
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de multiplicacdo de microrganismos, que podem causar doencas transmitidas por
alimentos (DTA) aos seus consumidores (PARDI et al., 2006).

Estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2011), apontam que a
cada ano as DTA afetem uma em cada dez pessoas no mundo (cerca de 600 milhdes
de pessoas), levando a Obito cerca de 420 mil destas. No Brasil, entre os anos de
2007 e 2019, 9.030 surtos de DTA foram notificados, incorrendo em 160.702 doentes
e 146 obitos. Apenas 36,27% desses surtos ocorridos no Brasil tiveram seus agentes
etiologicos identificados, sendo os principais Salmonella spp. (24,8%), Escherichia coli
(23,5%), Staphylococcus spp. (17,9%) (BRASIL, 2019). Entre os anos de 2009 e 2018,
0s principais alimentos incriminados em surtos de DTA foram os alimentos mistos e a
agua, envolvidos, respectivamente, em 255 e 21,1% dos surtos identificados
(BRASIL, 2019). J4 a carne suina in natura, processados e miudos, foram
identificados em 2% dos surtos notificados nesse periodo.

A cadeia produtiva de carne suina e seus derivados é composta por 3
macrossegmentos principais: a producdo de matéria-prima, compostas por fazendas
ou granjas de cria e engorda (terminacao), a industrializagéo, que compreende o abate
e processamento dos subprodutos, e a comercializacdo desses produtos, podendo
ocorrer contaminagado por microrganismos patogénicos na carne e derivados em
qualquer estagio dessa cadeia (BATALHA, SILVA, 2007; BOTELHO, 2017). Essas
contaminacdes podem ser influenciadas por boas praticas de fabricacdo (BPF)
ineficientes ou inadequadas, ambientes impréprios para a manipulacao de animais ou
alimentos, equipamentos e utensilios mal higienizados, bem como pelo estado de
saude dos animais e dos manipuladores, que podem comprometer a qualidade do
alimento (SOVINSKI, 2019).

As bactérias do género Staphylococcus sdo importantes microrganismos
envolvidos na contaminacéo de alimentos. Encontram-se amplamente distribuidas na
natureza, inclusive em ambientes de manipulacdo de alimentos ou em seus
manipuladores, sendo, portanto, patbgenos associados a cadeia produtiva da carne
suina em diferentes fases da sua producéo (RAPINI et al., 2004; BOTELHO, 2017).

Os Staphylococcus sé@o pertencentes a familia Staphylococcaceae,
caracterizados como cocos Gram-positivos com didmetro entre 0,5 a 1,5 ym, iméveis,
anaerobios facultativos, ndo esporulados, catalase positiva e mesofilos, com
temperatura 6tima de multiplicacéo de 37 °C (SCHLEIFER, BELL, 2015; PASSOS et
al., 2012; FRANCO e LANGRAF, 2005). Até o momento, foram descritas 52 espécies
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de Staphylococcus, no entanto, a principal divisdo do género se da entre os
Staphylococcus produtores ou ndo de coagulase, enzima com capacidade de
transformar o fibrinogénio em fibrina formando um coégulo, configurando um fator de
patogenicidade. Sendo assim, sdo denominados de Staphylococcus coagulase
positiva - SCP e Staphylococcus coagulase negativa - SCN (QUINN, 2015; SILVA et
al., 2017). Dentro desse contexto, os SCP sao os de maior importancia em alimentos,
uma vez que a sua producdo estd relacionada a capacidade de sintetizacdo de
enterotoxinas causadoras de DTA, que cursam, na maioria dos casos, com sintomas
gastrointestinais, podendo ainda afetar outros 6rgdos como rins, figado e até mesmo
o sistema nervoso central (TIMM et al., 2017; BRASIL, 2019).

Durante muito tempo, os SCN foram considerados microrganismos incapazes
de causar infec¢Bes ou intoxicacdes, uma vez que possuem particularidades ainda
pouco conhecidas em relacédo a producéo de enterotoxinas em surtos de intoxicacdes
alimentares (NANOUKON et al., 2017; PODKOWIK et al., 2013; MORENTE et al.,
2016). No entanto, o interesse por esse grupo de Staphylococcus vem aumentando
significativamente devido ao papel crescente que desempenham em infeccdes e
intoxicacbes em humanos, relacionados, entre outros fatores, a sua capacidade de
resisténcia a antibidticos e por estarem ainda, entre 0s microrganismos mais
comumente encontrados em alimentos, muitas vezes em maior frequéncia do que os
SCP (CHAJECKA-WIERZCHOWSKA et al., 2020).

Foram documentadas mais de 38 espécies de SCN, das quais, muitas ja foram
isoladas em alimentos, como S. saprophyticus, S. xylosus, S. cohnii subsp.
urealyticum, S. epidermidis, S. warneri, S. captis subsp. ureolyticus, S. chromogenes,
S. caprae e S. simulans (LEITE et al., 2019). A producéo de enterotoxinas por esses
microrganismos isolados de produtos carneos e laticinios também ja foi verificada em
inumeros estudos (BECKER et al., 2014; BLAIOTTA et al., 2004; LAMAITA et al.,
2005; PIETTE, VERSCHRAEGEN, 2009; UNAL, CINAR, 2012; VIEIRA, 2017),
inclusive no fluxograma de abate de suinos, onde SCN apresentaram potencial
enterotoxigénico e capacidade de formacéo de biofilme bacteriano (GONCALVES,
2020). Também no fluxograma de producéo e ainda nos manipuladores envolvidos,
SCN potencialmente produtores de enterotoxinas foram verificados na producédo de
queijo coalho e queijo de cabra (BORGES et al., 2008; RAPINI et al, 2005), sugerindo,
portanto, a possibilidade destes estarem envolvidos em intoxicagcées alimentares
(PIETTE, VERSCHRAEGEN, 2009; UNAL; CINAR, 2012).
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No ano de 1999, o estado de Minas Gerais foi acometido por um surto de
intoxicagdo alimentar atribuido ao consumo de leite cru ndo pasteurizado. SCN foram
identificados como um dos causadores, apos a verificacdo da producédo de pelo menos
duas enterotoxinas (CARMO et al., 2002). Além dos SCN obtidos deste surto, Veras
et al. (2008) analisaram SCN isolados de outros surtos de intoxicacdo alimentar
ocorridos em Minas Gerais entre 0os anos de 1998 e 2002 e constataram a producgao
de enterotoxinas por esses microrganismos. Ainda em Minas Gerais, outros surtos de
intoxicacdo envolvendo SCN foram identificados ap6s o consumo de bolos
confeitados entre os anos de 2010 e 2015 (GOULART et al., 2016).

Além dessas constatacdes, SCN carreadores de genes que codificam
enterotoxinas ou mesmo potencial resisténcia a antimicrobianos foram isolados de
diferentes alimentos (RALL et al., 2010; KUREKCI, 2016; NUNES et al., 2016), o que
implica em uma desatualizacéo da legislacédo brasileira vigente, que ndo preconiza a
pesquisa desse grupo de Staphylococcus em produtos de origem animal, apenas
estabelece um limite maximo para SCP, subestimando o grau de contaminacao dos
alimentos por SCN enterotoxigénicos (BRASIL, 2001; BRASIL, 2019, FERREIRA et
al., 2018).

Para atender uma demanda crescente dos consumidores que optam por
alimentos com menor adicdo de conservantes sintéticos, juntamente com o interesse
em diminuir a contaminacado microbiana e consequentemente prolongar a sua vida
atil, alternativas naturais estdo cada vez mais sendo avaliadas para a preservagao
eficaz dos alimentos (OSWELL et al., 2018; CLEVELAND et al., 2001; NEGI, 2012).

Algumas espécies de vegetais apresentam propriedades bioldgicas ativas em
sua constituicdo, originadas a partir da sua atividade metabdlica secundéaria e com
capacidade de gerar substancias antimicrobianas utilizadas como mecanismo de
defesa, as quais podem atuar na prevencao, tratamento e cura de varias doencas
(NASCIMENTO, 2013; GOTLIEB, 1981).

Estudos indicam que antimicrobianos sintéticos bastante utilizados na industria
de alimentos, como o sorbato e o benzoato podem ser substituidos por substancias
naturais como 6leos essenciais (OEs), sem a perda de sua finalidade (CHO et al.,
2014) e, nesse contexto, a utilizacdo de OEs como uma alternativa para substituicdo
aos aditivos quimicos comumente utilizados em produtos carneos tem ganhado mais

atencdo, uma vez que a atividade antimicrobiana desses Oleos na forma de
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condimentos possui muitas aplicacdes, incluindo a conservacéo de alimentos crus e
processados (MARTUCCI et al., 2015).

Na constituicdo dos OEs estdo presentes metabdlitos secundéarios de plantas
aromaticas, volateis e de forte odor, de teor complexo e variavel de acordo com fatores
genéticos, ambientais e intrinsecos da planta (BAKKALI et al., 2008; GOBBO NETO,
LOPES, 2007). Os principais compostos ativos com atividade antimicrobiana s&o
divididos em terpenos, terpendides, fenilterpenos, entre outros (HYLDGAARD et al.,
2012). Essa mistura de componentes com diferentes mecanismos de acéao, atribui aos
OEs a caracteristica de baixo risco de desenvolvimento de resisténcia microbiana a
sua acdo (DAFERERA et al.,, 2000). No entanto, por se tratarem de substancias
concentradas de espécies vegetais, os OEs podem apresentar toxicidade mais
elevada que a planta de origem, podendo causar reacfes como vOmitos, depressao
ou excitacdo do sistema nervoso central em caso de ingestdo em elevadas
guantidades, ou ainda dermatites de contato ou alergias (CLEFF et al., 2008; LEE et
al., 2019).

Origanum vulgare (orégano) € um conhecido condimento culinario utilizado com
0 objetivo de conferir sabor e aroma aos alimentos (KOKKINI e VOKOU, 1989). E
utilizado como adjuvante em alimentos de regides reconhecidas mundialmente por
suas dietas que atuam beneficamente na promoc¢do da saldde por possuir uma
variedade de propriedades, como substancias analgésicas, anti-inflamatérias,
antioxidantes e antimicrobianas (GARCIA-DIEZ et al., 2017; SILVA et al., 2013).
Devido a essas duas ultimas propriedades, o orégano pode ainda ser utilizado como
substancia preservadora de alimentos (ULUSOY et al., 2018), apresentando
alteracBes toxicologicas irrelevantes em niveis hepéticos ou hematologicos ao seu
consumo prolongado em concentracdes de até 3% (CLEFF et al., 2008).

O OE de O. vulgare possui uma complexa composicdo de monoterpenos
lipofilicos, como o eugenol, cimeno, pineno e linalol, no entanto, os compostos
fendlicos carvacrol e timol sdo os mais frequentemente identificados como principais
com atividade antimicrobiana de amplo espectro (CIRINO et al., 2015; VERNIN et al.
2001), incluindo a capacidade de inibicdo do crescimento de bactérias de importancia
em alimentos como Staphylococcus aureus (CIRINO et al., 2015; LUZ et al., 2013).

Avaliando a capacidade bacteriostatica do OE de orégano frente também a
isolados de SCN por meio da determinacdo da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM),

Possamai et al. (2019) verificaram acdo desse Oleo essencial em baixas



16

concentracfes, assim como Koca et al. (2018) em isolados de SCN obtidos de
infeccbes humanas cutaneas. Castronovo et al. (2020) ainda puderam verificar acao
desse OE sobre isolados de SCN multirresistentes ao testar a resisténcia a
antibioticos sozinhos e combinados, por meio de interagcbes antagonistas,
demonstrando a utilizacado promissora desse OE.

No entanto, diversos fatores podem influenciar a eficacia antimicrobiana dos
Oleos essenciais sobre microrganismos em alimentos, como temperatura de
armazenagem, carga microbiana, pH, entre outros, sendo desse modo, imprescindivel
a realizacdo de testes em matrizes alimentares, além de ensaios in vitro, com a
finalidade de observar a atividade antimicrobiana desses OEs no ambiente
proporcionado pelo alimento (BAJPAI et al., 2012; LEMAY et al., 2002).

A utilizacdo do OE de orégano como substancia antimicrobiana em alimentos
foi realizada com sucesso em estudos que contemplam diferentes técnicas e tipos de
alimentos. Van Haute et al. (2016) verificaram que esse 6leo, quando utilizado em filés
de salmdo marinados e carne suina, foi capaz de aumentar a vida util desses
alimentos. Também Mello et al. (2020) constataram a eficiéncia antimicrobiana do OE
de orégano, quando utilizado em filés marinados de tainha contaminados
experimentalmente com Vibrio parahaemolyticus e V. vulnificus. Krishnan et al. (2014)
utilizaram o OE de orégano em por¢des de carne bovina, onde foi verificada a
diminuicdo da microbiota contaminante dessa matriz alimentar, e ainda, Vivian et al.
(2020) utilizaram o 6leo incorporado a misturas carneas para embutidos, apurando
também a eficacia antimicrobiana contra Salmonella Enteritidis e S. Typhimurium.

Considerando a hipétese de que o OE de O. vulgare possui atividade
antimicrobiana e que o mesmo € um aditivo natural promissor para a aplicacdo em
embutidos carneos frescos com a finalidade de controlar/eliminar microrganismos
indesejaveis, o estudo tem como objetivos verificar a atividade antimicrobiana do OE
de O. vulgare frente a SCN potencialmente produtores de enterotoxinas, bem como
avaliar a sua atividade antimicrobiana sobre a microbiota contaminante em massa

para embutido carneo suino.
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Resumo

A induUstria busca alternativas a adicdo de conservantes sintéticos aos alimentos a medida que
a demanda por alimentos naturais aumenta. Desse modo, o objetivo do trabalho foi verificar a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial (OE) de Origanum vulgare frente a 15 isolados de
Staphylococcus coagulase negativa (SCN) potencialmente produtores de enterotoxinas, bem
como avaliar a sua atividade antimicrobiana sobre a microbiota contaminante em massa para
embutido cérneo suino. A acdo antimicrobiana do O. vulgare foi verificada pela formacao de
halos maiores que 15 mm frente a todos isolados na técnica de disco-difusdo em &gar e pela
concentracdo bactericida minima de 31,2 pL/mL. A aplica¢do do OE na massa foi avaliada ap6s
0, 12, 24 e 72 h de estocagem, revelando que o O. vulgare nas concentracdes de 1 e 1,5% foi
capaz de reduzir significativamente as contagens de SCN e reduzir a populacdo de
microrganismos aerobios mesodfilos na concentracdo de 1,5%. Também foi constatado que SCN
sdo capazes de se multiplicar no ambiente proporcionado pela matriz alimentar até o segundo
dia de estocagem. Conforme os resultados obtidos, conclui-se que o OE de O. vulgare é uma
alternativa promissora no controle de SCN em embutido carneo.

Palavras-chave: Staphylococcus coagulase negativa; orégano; enterotoxinas; carne suina

CONTROL OF COAGULASE-NEGATIVE STAPHYLOCOCCI IN PORK MEAT
SAUSAGE BY THE ADDITION OF ESSENTIAL OIL FROM Origanum vulgare
(OREGANO)

Abstract

The industry is looking for alternatives to adding synthetic preservatives to foods as demand
for natural foods increases. Thus, the objective of this work was to verify the antimicrobial
activity of the essential oil (EO) of Origanum vulgare against 15 isolates of coagulase negative
Staphylococcus (CoNS) potentially producers of enterotoxins, as well as to evaluate its
antimicrobial activity on the contaminating microbiota in bulk for pork meat sausage. The
antimicrobial action of O. vulgare was verified by the formation of halos larger than 15 mm
against all isolates in the agar disk-diffusion technique and by the minimum bactericidal
concentration of 31.2 uL/mL. The application of EO in the mass was evaluated after 0, 12, 24
and 72 h of storage, revealing that O. vulgare at concentrations of 1 and 1.5% was able to
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significantly reduce ConNS counts and reduce the population of microorganisms mesophilic
aerobics at a concentration of 1.5%. It was also found that CoNS are able to multiply in the
environment provided by the food matrix until the second day of storage. According to the
results obtained, it can be concluded that the OE from O. vulgare is a promising alternative in
the control of CoNS in meat sausage.

Key words: coagulase negative Staphylococcus; oregano; enterotoxins; pig meat

INTRODUCAO

A crescente demanda por alimentos naturais, proporcionada por consumidores cada vez
mais reativos a adicdo de conservantes sintéticos em alimentos, somado ao interesse da industria
em diminuir a contaminacdo microbiana de alimentos e consequentemente prolongar a sua vida
atil, tornam essenciais a busca por substancias naturais com potencial de utilizacdo na
preservacéo eficaz de alimentos, tanto na sua fabricacéo quanto na sua industrializagao (Oswell
et al., 2018; Negi, 2012).

Substancias naturais como o0s Oleos essenciais (OEs) podem ser utilizados em
substituicdo a antimicrobianos sintéticos comuns na industria de alimentos, uma vez que a
atividade antimicrobiana de alguns desses 0leos possui aplicagdes na conservacao tanto de
alimentos crus quanto em processados (Cho et al., 2014; Martucci et al., 2015). Nesse contexto,
0 Origanum vulgare (orégano) aléem de um conhecido condimento culinario, também apresenta
propriedades antioxidantes e antimicrobianas que o qualificam como potencial substancia
preservadora de alimentos (Silva et al., 2013; Ulusoy et al., 2018; Vivian et al., 2020; Mello et
al., 2020; Atrib et al., 2021).

Staphylococcus coagulase positiva (SCP) sdo considerados patdgenos de importancia
em alimentos, uma vez que a producdo da enzima coagulase esta relacionada a capacidade de
sintetizacdo de enterotoxinas causadoras de doencas transmitidas por alimentos (DTA) (Timm
et al., 2017). No entanto, o interesse por Staphylococcus coagulase negativa (SCN) em
alimentos vem aumentando significativamente em funcdo da capacidade de producdo de
enterotoxinas e da frequente presenga em alimentos (Morente et al., 2016; Chajecka-
Wierzchowska et al., 2020).

A presenca de SCN produtores de enterotoxinas ja foi verificada em diversos produtos
carneos e laticinios (Blaiotta et al., 2004; Lamaita et al., 2005; Unal & Cinar, 2012; Vieira,
2017), ainda estando presentes tanto no fluxograma de producéo e nos manipuladores de queijo
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(Borges et al., 2008; Rapini et al, 2005), quanto no fluxograma de abate de suinos (Gongalves,
2020).

Embora poucos estudos tenham sido feitos com o objetivo de identificar o envolvimento
de SCN em intoxicacOGes alimentares, a presenca desses microrganismos produtores de
enterotoxinas nos alimentos e no seu ambiente de producédo é um forte indicio de que o potencial
patogénico desses microrganismos esteja sendo subestimado na ocorréncia de DTA (Piette &
Verschraegen, 2009; Unal & Cinar, 2012). SCN produtores de enterotoxinas foram
identificados no estado de Minas Gerais, Brasil, como causadores de surtos de intoxicacdo
alimentar apds a ingestdo de leite cru, bolos confeitados, e outros alimentos contaminados
(Carmo et al., 2002; Goulart et al., 2016; Veras et al., 2008).

Considerando a demanda por produtos naturais, juntamente ao objetivo de
controlar/eliminar microrganismos indesejaveis e potencialmente patogénicos dos alimentos, o
presente estudo teve como objetivo verificar a atividade antimicrobiana do OE de O. vulgare
frente a SCN potencialmente produtores de enterotoxinas, bem como avaliar a sua atividade

antimicrobiana sobre a microbiota contaminante em massa para embutido carneo suino.

MATERIAL E METODOS

Obtencédo do 6leo essencial de O. vulgare

O OE de O. vulgare foi adquirido comercialmente da empresa Ferquima Ind. e Com.
Ltda (Ferquima, Vargem Grande Paulista, Brasil). Segundo este fornecedor, o OE foi extraido
por meio de destilacdo a vapor das folhas e os principais componentes listados, por valores
aproximados, foram o carvacrol (72%), gama-terpineno (4,5%), paracimeno (4%), linalol (4%)
e timol (2%).

Avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro

Foi testada a atividade antimicrobiana do OE de O. vulgare utilizando as técnicas de
disco-difusdo em &gar e concentracao bactericida minima (CBM), conforme recomendac@es do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015), com pequenas modifica¢des. Foram
utilizados 15 isolados de SCN potencialmente enterotoxigénicos previamente obtidos por
Gongalves (2020) de diferentes pontos do fluxograma de abate suino. Os isolados estavam
estocados em caldo Brain Heart Infusion ((BHI - Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) com
glicerol a 20%, mantidos a 4 °C e foram recuperados em caldo BHI a 37 °C por 24 h, quando

necessario.
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Para a disco-difusdo em agar, 0,1 mL de cultura de cada isolado em BHI a 37 °C por 24
h com aproximadamente 10’ UFC/mL foi semeado uniformemente sobre a superficie de placas
de Petri contendo agar Mueller-Hinton (Kasvi, Roseto Degli Abruzzi, Italia). Sobre a superficie
do agar, foram dispostos discos de papel filtro estéreis com 6 mm de diametro impregnados
com 5 pL do OE de O. vulgare. Ap6s 24 h de incubacdo a 37 °C, foi realizada a medicao do
didmetro dos halos de inibicdo. Os testes foram realizados em triplicata.

Na CBM foram utilizadas placas de microtitulagao de 96 pogos contendo 50 uL de caldo
BHI adicionado de 1% de Tween 80 (Synth, Diadema, Brasil) utilizado para diminuir a tenséo
superficial no contato do 6leo apolar com o meio de cultura polar. No primeiro pogo, foram
dispensados 50 pL do OE de orégano, sendo realizadas dilui¢des seriadas consecutivas a partir
deste, com a retiradas de 50 uL do pogo de maior concentragdo para o de menor concentracao
apds homogeneizacao, totalizando 8 dilui¢des, atingindo a concentragdo de 1,95 pL/mL no
poco menos concentrado, sendo os ultimos 50 uL restantes descartados. Apds, foram
adicionados 50 pL de cultura bacteriana com aproximadamente 5,0 x 10 células bacterianas
em cada um dos pocos, e por fim, po¢os sem adicdo do 6leo e sem adicdo do in6culo foram
utilizados para controles de multiplicacdo e de esterilidade, respectivamente.

As placas de microtitulacdo foram posteriormente incubadas a 37 °C por 48 h e, entdo,
foram retiradas aliquotas de 5 pLL de cada uma das cavidades, que foram repicadas em placas
de Petri contendo agar padrdo para contagem (PCA, Acumedia, Baltimore, Maryland) e
incubadas a 37 °C por 48 h. A auséncia de crescimento bacteriano no meio de cultura foi
interpretada como indicativo de que o OE apresentou atividade bactericida. A CBM foi
considerada como a menor concentracdo de 6leo na qual ndo houve crescimento de col6nias na

superficie do meio de cultura. Essa analise tambem foi realizada em triplicata.

Preparacdo da massa para embutido carneo e contaminacao experimental

A massa para embutido carneo foi preparada utilizando cortes de copa-lombo suino
adquiridas no comércio local, moidas em moedor manual previamente esterilizado, adicionadas
de 0,5% de cloreto de sédio devidamente homogeneizado junto a massa. Foram fracionadas
aliquotas de 25 g adicionadas de OE de O. vulgare nas concentragdes 1 e 1,5%.

Para a contaminacdo experimental, foi reproduzida a metodologia descrita por Vivian
et al. (2020), utilizando trés dos isolados mais resistentes verificados na CBM. Aliquotas de 25
g da massa foram contaminadas com indculo bacteriano de SCN de forma a obter a
concentragdo final de 10 células bacterianas por grama de massa, concomitantemente, foram

analisadas amostras contaminadas experimentalmente e sem a adigdo do 6leo para controle
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positivo, além de amostras ndo contaminadas e sem o 6leo, de forma a verificar a auséncia

prévia de SCN nas amostras (controle negativo).

Analises microbiolégicas

As amostras de massa carnea contaminadas experimentalmente, bem como os controles,
foram armazenadas a 4 °C. Apo6s 0, 24, 48 e 72 horas de estocagem, foi realizada a contagem
de SCN em agar Baird-Parker (Himedia, Mumbai, India) apés incubacdo a 37 °C por 48 h. As
amostras dos testes de um dos isolados também foram analisadas a fim de comparar a a¢do do
OE de orégano sobre a microbiota contaminante da massa, por meio da contagem de
microrganismos mesofilos (Brasil, 2003). Toda as analises foram realizadas em triplicata.

Analise estatistica
A anélise de variancia foi utilizada para verificar o efeito dos tratamentos e o teste de
Tukey para comparar as contagens diarias no comportamento de SCN na massa para embutidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade antimicrobiana in vitro
No teste de disco-difusdo em agar, o OE de O. vulgare formou halos maiores que 15
mm frente a todos isolados de SCN (Tabela 1), indicando forte acéo inibitdria do OE, de acordo

com escala estabelecida por Carovi¢-Stanko et al. (2010).
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Tabela 1. Tamanho dos halos de inibicdo (mm) relacionados a atividade antibacteriana do 6leo essencial de Origanum vulgare

frente a isolados de Staphylococcus coagulase negativa no teste de disco-difusdo em agar

Isolado O. vulgare (5uL)*
1 26,7 (1,9)
2 24,0 (1,6)
3 36,7 (4,1)
4 25,3(1,9)
5 22,0 (1,6)
6 233 (1,9)
7 25,3(0,9)
8 24,0 (0,0)
9 24,0 (1,6)
10 23,3(2,5)
11 28,0 (0,0)
12 20,7 (0,9)
13 26,7 (1,9)
14 29,3(0,9)
15 23,3(1,9)

*0Os dados referem-se a média de trés repeti¢des com o desvio padrdo entre parénteses.

Resultados bem semelhantes ao nosso estudo foram obtidos por Oliveira et al. (2009),
que constataram atividade inibitéria do OE de O. vulgare em dois isolados de SCN obtidos em
infeccdes clinicas, com halos de 28 e 30 mm de diametro no teste de disco-difusdo em &gar.
Saeed & Tarig (2009) também constataram atividade inibitoria desse OE em 24 isolados de S.
saprophyticus (espécie de SCN envolvido em infec¢des clinicas), que apresentaram em média,
halos com 16,8 mm de didmetro. No entanto, estudos avaliando o efeito deste OE sobre isolados
de SCN com a técnica de disco difusdo em agar ainda sdo muito escassos.

Com relacdo a CBM, o OE de O. vulgare apresentou efeito bactericida contra todos
isolados de SCN quando em concentracao minima de 31,2 uL/mL, chegando a ser efetivo sobre

alguns isolados em todas as dilui¢Ges trabalhadas (Tabela 2).
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Tabela 2. Concentragdo bactericida minima (uL/mL) do 6leo essencial de Origanum vulgare frente a isolados de

Staphylococcus coagulase negativa

Isolado Concentragdo™
1 1,95
2 15,60
3 15,60
4 1,95
5 1,95
6 7,80
7 3,90
8 3,90
9 7,80
10 31,20
11 3,90
12 3,90
13 3,90
14 7,80

* Os testes foram realizados em triplicata. Quando os valores ndo foram idénticos nas repeticdes, foi considerada a maior

concentracdo efetiva no efeito bactericida.

Proximo aos valores encontrados em nosso estudo, Oyarzabal et al. (2011) verificaram
a média de CBM de cerca de 10 pL/mL do OE de O. vulgare, ao analisar 6 isolados de SCN
obtidos de leite mastitico bovino, ja Pozzo et al. (2011) utilizaram menor namero de diluicdes
e aliquotas mais concentradas do referido OE no teste de CBM em 27 isolados obtidos de
amostras de leite mastitico caprino, observando também significativa atividade antimicrobiana.
Embora ndo tenham testado a atividade bactericida, Koca et al. (2018) e Possamai et al. (2019)
observaram elevada capacidade bacteriostatica do 6leo de O. vulgare contra isolados de SCN
ao avaliar a concentracdo inibitéria minima (CIM), mesmo quando testado contra cepas
multirresistentes a antimicrobianos comerciais.

No entanto, de forma discordante e com o uso da mesma técnica, Oliveira et al. (2009)
por sua vez, observaram baixa atividade bacteriostatica do 6leo em isolados de SCN. Portanto,
a maioria dos estudos até 0 momento indica a efetividade do OE de O. vulgare contra isolados
de SCN. A Unica excecdo, o trabalho de Oliveira et al. (2009), pode ser devida aos isolados
testados, que no caso do nosso estudo foram obtidos da industria de alimentos e no deles foram
obtidos de infecgbes clinicas, ou ainda a diferencas em relagdo ao objetivo da técnica,
bactericida no nosso trabalho e bacteriostatica no de Oliveira et al. (2009). Os resultados do
nosso estudo sugerem também que a acao bactericida se da sobre um largo espectro de isolados,

pois utilizamos 15 isolados que, embora ndo tenham sido identificados taxonomicamente em
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nivel de espécie, pelos perfis fenotipicos e genotipicos apresentados por Gongalves (2020),

certamente representam uma consideravel diversidade de cepas.

Aplicacao do o6leo essencial de O. vulgare na massa para embutido carneo suino

Houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,0001) entre o tratamento com o 6leo
e o tratamento controle sem o uso do 6leo, o que significa que a presenca do 6leo resultou em
reducdo significativa das contagens. A diferenca entre as concentracdes também foi
estatisticamente significativa (p<0,0001), mostrando que a intensidade de reducdo nas
contagens de SCN difere em funcdo do uso de 6leo a 1% ou 1,5%. N&o houve diferenga

estatisticamente significativa (p=0,5878) entre as repetigoes.
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Figura 1. Média de trés contagens de Staphylococcus coagulase negativa em massa para embutido carneo suino
experimentalmente contaminado pelo isolado 2, 3 e 10, adicionados de 1% e 1,5% de 6leo essencial de Origanum vulgare,

armazenados a 4°C.

Ainda ndo foram reportados na literatura os efeitos da aplicacdo do OE de O. vulgare
em alimentos experimentalmente contaminados com SCN, sendo o presente estudo o primeiro
a verificar o efeito do OE sobre esse grupo de bactérias em matriz alimentar. Alguns autores,
no entanto, realizaram experimentos semelhantes com outras bactérias do mesmo género. Souza
(2017) estudou o efeito do OE de O. vulgare sobre SCP em linguica frescal de frango.
Entretanto, este autor ndo realizou a contaminagao experimental de suas matrizes alimentares,
observou apenas a acdo do OE de O. vulgare sobre a populagdo contaminante de SCP,
verificando que o OE a 2% foi capaz de impedir o desenvolvimento de SCP nesse alimento.
Silva (2010) verificou o efeito do OE de O. vulgare incorporado a massa de hamburguer bovino
experimentalmente contaminado por S. aureus, constatando que 1% desse 6leo foi capaz de
reduzir de forma significativa a contagem dessa bactéria. Betta et al. (2013) também
constataram o efeito bacteriostatico do O. vulgare a 2% em carne moida bovina contaminada
por S. aureus. Apesar das diferencas relativas as espécies, os resultados do nosso estudo
indicam que a acéo inibitoria do OE de O. vulgare, ja observada sobre SCP nos trabalhos
citados, também ¢é efetiva no controle de SCN.

A temperatura de refrigeracdo ndo impede a multiplicagdo de SCN, conforme foi
verificado durante os dias de estocagem. Em nosso estudo, deve ser levado em consideracédo
gue a contaminacdo experimental foi realizada com apenas uma espécie de SCN
separadamente. Em um alimento naturalmente contaminado, é provavel que varias espécies
estejam presentes, portanto, as contagens de SCN em conjunto seriam mais elevadas. Também
a concentracao inicial pode ser maior que a utilizada no nosso estudo, o que contribuiria para o
aumento nas contagens. Adicionalmente, condi¢cdes de armazenagem impréprias podem
favorecer a multiplicagdo dos SCN. Esses fatores isoladamente ou em conjunto podem permitir
que 0os SCN alcancem concentragdes no alimento capazes de causar intoxica¢do no consumidor,
o que reforca a justificativa para a utilizacdo de OE de O. vulgare na massa para embutidos.

Além da capacidade de diminuir microrganismos indesejaveis, outro aspecto a ser
considerado quando se trata da adicdo de OE em matrizes alimentares € a aceitacdo pelos
consumidores, uma vez que esses 0leos possuem alta volatilidade, forte odor e sabor, podendo
alterar as caracteristicas organolépticas da matriz no qual ele é adicionado (Bakkali et al., 2008).
Barbosa (2010) e Silva (2015) verificaram boa aceitacdo dos consumidores a adicdo de OE de

O. vulgare em carne bovina moida e hamburguer, no entanto as concentracdes utilizadas foram
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bem inferiores as utilizadas no nosso estudo, 0,08 e 0,312%, respectivamente. Mais proximo as
concentracdes por nos utilizadas, Skandamis & Nychas (2010) verificaram que o sabor de filés
de carne foi afetado positivamente pela adi¢do de 1% de OE de O. vulgare. No entanto, Vivian
et al. (2020) ao adicionarem 1,5% do 6leo em massa para embutido carneo ndo obtiveram boa
aceitacao pelos consumidores. Segundo sugerem esses estudos, a concentracao de 1%, ja efetiva
na reducdo de SCN, ndo apresentaria problemas no uso em massa para embutidos, porém se a
concentracdo for elevada para 1,5% em busca de um efeito inibitdério mais acentuado, a
aceitacdo pelos consumidores pode ser afetada. A adi¢do de outros condimentos ou ingredientes
a matriz alimentar pode ser uma alternativa para atenuar o sabor do OE nesses produtos. Outra
alternativa € o uso do OE sob outras formas de aplicagdo, como filmes comestiveis, coberturas,
ou ainda a utilizacdo dessa substancia em embalagens ou envoltorios, entretanto ainda faltam
estudos para verificar a sua eficacia sobre SCN.

Para a contagem de microrganismos mesofilos, houve diferenca estatisticamente
significativa (p<0,0001) na redugdo da contagem de mesofilos entre o tratamento com o dleo e
0 tratamento sem o uso do 6leo quando utilizada a concentracdo de 1,5% de OE. Entretanto, o
mesmo efeito ndo foi observado na concentracdo de 1% (p=0,2834). Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa (p=0,5669 na concentracdo de 1% e 0,5617 na concentracdo de

1,5%) entre as repeticOes (Figura 2).

Log UFC/g
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Figura 2. Média de trés contagens de microrganismos aerébios mesofilos em massa para embutido cérneo suino adicionado de

1,5% de 6leo essencial de Origanum vulgare, armazenados a 4°C.
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Assim como em nosso estudo, Souza et al. (2006) também verificaram diminuicéo
significativa da microbiota autoctone em carne moida bovina ap6s tratamentos com OE de O.
vulgare em altas concentracdes (cerca de 10%). Com excecdo das concentracdes utilizadas,
esse estudo e os resultados obtidos sdo bastante semelhantes ao nosso, uma vez que o 6leo
utilizado € do mesmo fabricante e a avaliacdo da ag¢do do O. vulgare se deu ao longo de trés
dias de refrigeracdo. Outra semelhanca ocorreu no ultimo dia de anélise, quando foram
constatadas mudancas sensoriais e no aspecto das amostras ndo tratadas com o OE, enquanto
as amostras tratadas com o 6leo, tanto a 1 quanto a 1,5%, ndo apresentaram mudanca de cor ou
odor perceptiveis, sugerindo que o OE de O. vulgare nessas concentracdes aparentemente foi
eficiente no controle da deterioracdo da matriz alimentar.

No entanto, Betta et al. (2013) e Barbosa et al. (2009) ndo verificaram diminuicdes
significativas desses microrganismos também em carne moida bovina, constatando apenas a
capacidade bacteriostatica do OE de O. vulgare, mesmo apds a aplicacdo do Oleo nas
concentra¢fes maximas de 2 e 0,56%, respectivamente. Diferentemente do nosso trabalho, em
ambos o0s estudos, as analises foram realizadas apds 24 h de refrigeracdo como prazo maximo,
ndo sendo possivel verificar o efeito do 6leo apdés um contato mais prolongado com 0s
microrganismos. Além disso, a carne utilizada nesses estudos foi adquirida j& moida de
mercados locais, com altas contagens iniciais de mesofilos, enquanto a carne utilizada no nosso
trabalho foi moida assepticamente em laboratério, de modo a evitar contaminacfes pela sua
manipulacdo.

Com relagdo ao comportamento do SCN na massa para embutido carneo suino apds 0s
3 dias de estocagem, esses microrganismos foram capazes de se adaptar a matriz alimentar e
manterem-se em multiplicacdo até o 2° dia de estocagem (Figura 3). Os isolados 2 e 3
mantiveram suas contagens estaveis com médias estatisticamente iguais do 2° para o 3° dia de
analise, enquanto o isolado 10 apresentou uma queda estatisticamente significativa nesse
mesmo periodo final, resultados que em conjunto, sugerem uma estabilizacdo da multiplicacdo

desses microrganismos.
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Figura 3. Comportamento de Staphylococcus coagulase negativa em massa para embutido carneo suino experimentalmente
contaminados pelos trés isolados (média de trés repeti¢des). Médias com letras iguais na mesma linha sdo estatisticamente
iguais (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Esse é o primeiro estudo documentando o comportamento de SCN em massa de
embutido carneo ao longo de trés dias de estocagem. Pereira et al. (2001) observaram o
comportamento de SCN em leite UHT (Ultra High Temperature) e presunto cozido ap6s 24 e
48 h, verificando que as contagens em ambos o0s alimentos aumentaram em média de 4 Log
UFC/mL ou g para 8 Log UFC/mL ou g ao final das 48 h. No nosso estudo, esse aumento foi
bem mais discreto ao longo dos primeiros dois dias. Além das diferencas inerentes as matrizes
alimentares trabalhadas, no estudo de Pereira et al. (2001) foram utilizados indculos iniciais de
SCN com o dobro da concentragéo utilizada em nosso trabalho, cerca de 1,0 x 10* UFC/mL ou
g, além da metodologia para a contagem de SCN em meio Baird-Parker, que foram incubadas
por até 72 h. Essas diferencas nas metodologias empregadas podem ter influenciado a

multiplicacdo desses microrganismos, implicando em altas contagens.

CONCLUSOES

O OE de O. vulgare apresenta acdo inibitoria contra SCN na técnica de disco-difuséo
em &gar, bem como efeito bactericida na concentragdo minima de 31,2 pL/mL na técnica da
CBM. Quando misturado & massa do embutido carneo suino, o OE ¢ eficaz na redugdo das

contagens bacterianas de SCN tanto na concentracéo de 1,5% como de 1%. Na concentragao
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de 1,5%, também reduz a populacdo de microrganismos aerobios meséfilos naturalmente
presentes no alimento.

SCN sdo capazes de se multiplicar no ambiente propiciado pela massa para embutido
carneo suino até o segundo dia de estocagem, apresentando aparente estabilizacdo nas
contagens apads esse periodo.

O OE de O. vulgare ¢é eficiente na reducdo das concentragdes de SCN em massa para
embutidos carneos suinos, sendo uma alternativa promissora ao uso de conservantes sintéticos
para o controle da contaminagdo por esses microrganismos. Adicionalmente, pode contribuir

para a conservacao do alimento atraves da reducdo de bactérias mesofilas.
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3 Consideracgdes Finais

O OE de O. vulgare apresenta atividade inibitéria contra isolados de SCN
potencialmente enterotoxigénicos obtidos em fluxograma de abate suino pela técnica
de disco-difusdo em agar, bem como apresenta uma baixa concentracao bactericida
minima frente a todos isolados pela técnica da CBM.

Quando aplicado na massa de embutido carneo suino, o OE é eficaz para
reduzir significativamente as contagens bacterianas dos trés isolados de SCN tanto
na concentracdo de 1,5%, quanto na concentracdo de 1%, sendo este o primeiro
trabalho relatando os efeitos da aplicagcdo do OE de O. vulgare em matriz alimentar
experimentalmente contaminada com SCN. O OE na concentracdo de 1,5% também
€ capaz de reduzir a contagem de microrganismos aerobios mesadfilos naturalmente
presentes na massa para embutido carneo suino.

SCN possuem capacidade de se multiplicar no ambiente propiciado pela massa
para embutido carneo suino até o segundo dia de estocagem, os resultados de dois
dos trés isolados estudados sugerem que entre o segundo e terceiro dia houve uma
estabilizacdo da multiplicacdo desses microrganismos, sendo este também o primeiro
estudo documentando o comportamento de SCN em massa para embutido carneo
suino ao longo de trés dias de estocagem. Porém, mais pesquisas avaliando
diferentes matrizes alimentares contaminadas por SCN devem ser desenvolvidas.

A utilizacdo do OE de O. vulgare para a reducédo das concentracées de SCN
potencialmente enterotoxigénicos em massa para embutido carneo suino é, portanto,
uma alternativa promissora ao uso de conservantes quimicos sintéticos para controlar
a contaminacao por esses microrganismos, bem como contribuir para a conservagao
da matriz alimentar por meio da reducdo de microrganismos aerdbios mesofilos,
implicando em uma prolongacédo do tempo de prateleira desse alimento. No entanto,
mais estudos relacionando a concentracdo do O. vulgare e a aceitacdo pelos
consumidores da matriz alimentar adicionada de OE devem ser realizados a fim de

tornar a incorporacéo desse aditivo aplicavel.
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