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RESUMO



Resumo

O estudo de produtos naturais com potencial de aplicacdo em alimentos tem causado
cada vez mais interesse devido a necessidade de produzir alimentos processados ao minimo,
com menos aditivos sintéticos, propriedades organolépticas preservadas e extensa vida de
prateleira. Neste contexto, Oleos essenciais de plantas condimentares ja utilizados como
flavorizantes e com elevado potencial antimicrobiano ganham uma nova perspectiva de uso.
A dissertagdo apresentada encontra-se dividida em introducdao geral e 3 manuscritos, sendo
que cada um teve como objetivos: Artigo I) verificar a atividade antimicrobiana dos 0leos
essenciais (OE) de Origanum vulgare (orégano), Thymus vulgaris (tomilho), Ocimum
basilicum (manjeri¢do) e Origanum majorana (manjerona) em amostras de carne moida e
hamburguer bovino contaminadas artificialmente com Listeria monocytogenes e Salmonella
Enteritidis em ensaios com 3 horas de contato e depois utilizando uma concentrac¢ao abaixo da
considerada eficiente em ensaios com 0, 6 , 24 e 48 horas; Artigo II) verificar o grau de
aceitacdo de hamburguer acrescidos destes mesmos Oleos através de andlise sensorial
utilizando a escala hedonica de nove pontos e Artigo III) verificar a atividade antimicrobiana
destes OE sobre a microbiota normal de carne moida obtida no varejo. Nos ensaios com 3
horas de contato, o OE de manjerona foi o que apresentou melhor eficiéncia antimicrobiana
enquanto o de manjericdo foi o menos eficiente. Nas amostras de hamburguer o NaCl
aparentemente agiu de forma sinérgica requerendo menores concentragdes de OE. Nos
ensaios de variagdo temporal o OE de orégano foi capaz de reduzir as contagens a nao
detectavel em trés dos quatro modelos de variacao temporal estudados. Em relagdo a andlise
sensorial quanto aos hamburgueres analisados crus ndo houve rejei¢do. Para as amostras
grelhadas, duas adigdes de 6leos se destacaram: manjerona a 0,03%, tendo a melhor média de
aceitacao (7,33) e tomilho (0,05%) com a pior (4,25). Assim, verificou-se que as
concentragdes aceitas nos testes sensoriais ndo correspondem as consideradas eficientes nos
testes de sensibilidade. Nos ensaios sobre a microbiota da carne verificou-se que os OE foram
ineficazes sobre os microrganismos mesofilos até a concentragdo maxima testada de 2,2%,
enquanto para os psicrotroficos, os OE mais eficientes foram o de orégano e tomilho. Quanto
a analise quimica dos OE, e respectivos compostos majoritarios, a literatura menciona
significativa influéncia sobre a membrana bacteriana alterando sua permeabilidade e estrutura.
Assim, a utilizacdo dos Oleos essenciais em alimentos ainda necessita de estudos, visando
determinar interacdes com os constituintes dos alimentos, e estabelecer modelos para
otimizagao do efeito antimicrobiano bem como os niveis tolerados para o seu consumo.

Palavras chave: acdo antimicrobiana, 6leos essenciais, carne moida, hamburguer.
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Abstract

The studies of natural products with potential applications in food has caused
increasing concern since the need to produce processed foods to a minimum, with fewer
synthetic additives, organoleptic properties preserved and extended shelf life. In this context
essential oils from plants used as condiments for flavoring and high antimicrobial potential
gain a new perspective of use. A dissertation presented is divided into 3 general introduction
and manuscripts, each one aimed respectively: Article I) to verify the antimicrobial activity
of essential oils (EOs) of Origanum vulgare (oregano), Thymus vulgaris (thyme), Ocimum
basilicum (basil) and Origanum majorana (marjoram) in samples of minced meat and
hamburger beef artificially contaminated with Listeria monocytogenes and Salmonella
Enteritidis in trials with 3 hours of contact and then using a concentration below found
effective in trials with 0, 6, 24 and 48 hours, Article IT) to check the acceptability of these
same burger plus oil by sensory analysis using a hedonic scale of nine points and Article IIT)
to verify the antimicrobial activity of EO on the normal flora of ground beef produced at
retail. In tests with 3 hours of contact, EO marjoram showed the best antimicrobial efficiency
while basil was the least efficient. Samples of hamburger NaCl apparently acted additively
requiring lower concentrations of EO. In tests of the temporal variation of oregano EO was
able to reset the scores in three of the four models of temporal variation study. For sensory
analysis with regard to raw hamburger analyzed no rejection. For grilled samples, two
additions of oil stood out: the marjoram to 0.03% with best average acceptance (7.33) and
thyme (0.05%) with the worst average (4.25). Thus, it was found that the concentrations
accepted in sensory tests do not match those considered effective in sensitivity tests. In tests
on the microbiology of meat was found that the EO have been ineffective on the
microorganisms to the highest concentration tested of 2.2%, while for the psychrotrophic, the
EO were more efficient in the oregano and thyme. As for chemical analysis of the EO, and
their major compounds, the literature suggests significant influence on the bacterial
membrane permeability and altering its structure. Thus, the use of essential oils in food still
needs to be studied in order to determine interactions with the constituents of food, and
establish models for optimization of antimicrobial effect as well as permissible levels for
drinking.

Key words: antibacterial activity, essential oils, minced meat, burguer.
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Introducio

1- Patogenos de origem alimentar: Salmonella Enteritidis e Listeria monocytogenes

As doencgas de origem alimentar, ou transmitidas por alimentos, sdo de vital interesse
para saude publica. Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Escherichia coli sao
responsaveis por um grande numero de surtos, casos e 6bitos (Oussalah, et al., 2007).

Doengas transmitidas por alimentos (DTA) sdo definidas como qualquer doenca
infecciosa ou de natureza toxica causada pelo consumo de alimentos ou 4gua contaminados
por bactérias, virus, parasitas, toxinas, prions, agrotoxicos, produtos quimicos e metais
pesados. A maioria, no entanto, sdo de origem microbiana. (World Health Organization-
WHO, 2004; Ministério da Saude, 2005).

Casos de DTA ocorrem diariamente em todos os paises, mas como a maioria ndo ¢
relatada, a verdadeira dimensao do problema ¢ desconhecida (WHO, 2009).

O Food and Drug Administration (FDA) classifica as doengas transmitidas por
alimentos como a principal preocupagdo de seguranca alimentar, visto que os episodios de
toxinfeccdo alimentar ultrapassam em numero qualquer outro tipo de contaminacdo por
alimento (Sizer & Whitney, 2003).

De acordo com Centers for Disease Control and Prevention (CDC) 2005, a maioria
das infec¢Oes de origem alimentar reconhecidas ¢ causada pelas bactérias Campylobacter,
Salmonella, e E. coli O157:H7, e por um grupo de virus conhecido como calicivirus, também
conhecido como Norwalk e Norwalk-like virus.

Salmonella pode causar doengas diarréicas em humanos e foram descobertas pelo
cientista americano Salmon. (CDC, 2009). As salmonelas sao bacilos mdveis que tipicamente
fermentam a glicose e a manose sem produ¢do de gas, mas ndo fermentam a lactose nem a
sacarose. A maioria produz H,S, é mével, com flagelos peritriquios (Brooks, et al., 2008). E
uma bactéria comum no intestino de aves, répteis € mamiferos, podendo chegar aos seres
humanos através de diferentes alimentos de origem animal. A salmonelose, normalmente
inclui febre, diarréia e colicas abdominais 12 a 72 horas ap6s a infec¢do. A doenga geralmente
dura de 4 a 7 dias, e a maioria das pessoas se recupera sem tratamento. Em pessoas com
sistema imunologico debilitado, a bactéria pode invadir a corrente sanguinea e causar
infec¢des mais graves. (CDC, 2005; CDC, 2009).

Os sorotipos desse género atravessam a camada epitelial intestinal, alcangam a lamina

propria (camada na qual as células epiteliais estdo ancoradas), onde proliferam. Sao



fagocitadas pelos mondcitos e macrofagos, resultando em resposta inflamatoria, decorrente da
hiperatividade do sistema reticulo endotelial. Ao contrario do que ocorre na febre tiféide, nas
enterocolites, a penetragao de Salmonella spp. fica limitada a lamina propria. Nestes casos,
raramente se observa septicemia ou infeccdo sistémica, ficando a infeccao restrita a mucosa
intestinal. A resposta inflamatdria estd relacionada também com a liberagdo de
prostaglandinas, que sdo estimuladoras de adenilciclase, o que resulta em um aumento de
secrecdo de agua e eletrolitos, provocando diarréia aquosa (Shinohara et al., 2008).

Na Figura 1, estdo esquematizadas as estratégias que permitem a Salmonella spp.
atravessar a barreira intestinal, sobreviver e proliferar em tecidos intestinais (Sansonetti,
2004). A Salmonella spp. atravessa as células M do epitélio folicular associada
principalmente as placas de Peyer do ileo, mas possivelmente também ao cdlon. Nesta
localizagao subepitelial, Sa/monella spp. poderia causar apoptose de macrofagos através de
efetores usando um tipo de sistema secretor III que ¢ codificado por SPI1 (ilha de
patogenicidade Salmonella 1), e desencadeando inflamagdo. Sal/monella spp. também pode
mudar a expressao de Spl2, que codifica um tipo de sistema secretor III que permite a inje¢ao
de proteinas efetoras do vacuolo endocitico para o citoplasma celular, permitindo assim que
as bactérias modifiquem o vacuolo que apoia a sobrevivéncia e multiplicacdo bacteriana. Isto
fornece as bactérias a capacidade de invadir células epiteliais basolaterais, devido a expressao
de efetores SPI1 e a disseminar sistematicamente. Alternativamente, Sa/monella spp. também
pode entrar diretamente nas células intestinais pelo polo apical da célula ou ser capturadas
pelas células dendriticas, que emitem pseudopodes entre as células epiteliais. O ultimo

processo promove a disseminacdo sistémica de Sal/monella spp.
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Figura 1. Estratégias de sobrevivéncia de Salmonella spp. no intestino. (Fonte: Sansonetti, 2004).

Em estudo realizado no México, o papel de produtos vegetais como veiculo de
transmissdo de salmonelas foi verificado. Noventa e oito amostras de um total de 100 estavam
contaminadas com Salmonella. Salmonella enterica sorovar Typhimurium foi isolada em
maior porcentagem (23,9%). Das bactérias isoladas, 27,6% eram cepas ndo tipaveis.
Salmonella foram isoladas de 12% das amostras de salsa, 11% de coentro, 9% de brocolis, 9%
de couve-flor, 9% de couve-cravinho, 9% de beldroega; salada de negro (Portulaca oleracea),
7% de alface, 7% de espinafre, 7% de agrido, 6% de salsa chinesa, 4% de beterraba, 3% de
aipo, 3% de alface lisa, 1% de repolho e 1% das amostras de batata, sendo que a presenca de
Salmonella Typhi na salsa foi significativa. Estes resultados indicaram que vegetais crus ou
minimamente processados podem ser contaminados com salmonelas, levando a infecgdo
direta do consumidor ou a contamina¢do cruzada com outros produtos alimentares (Quiroz-

Santiago et al., 2009).
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Borowsky et al. (2007) verificaram a contaminacao por Sa/monella em carne de porco,
sendo isolada em 93,3% das amostras de carne de porco picada coletadas em matadouros
apresentando contagens entre <3 e 240 Unidades Formadoras de Colonia (UFC)/g
determinado pelo método do Numero mais Provavel. Embora os valores encontrados nao
sejam altos, a contaminagdo cruzada com produtos prontos para consumo diretamente através
de matérias-primas como a carne de porco ou indiretamente, através de superficies de cozinha
contaminadas pode representar um perigo para a saude.

A Listeria monocytogenes ¢ um bastonete curto Gram-positivo com 1-2 pum de
comprimento, ndo formador de esporos, anaerobio facultativo, catalase-positivo, oxidase-
negativo e mével. A caracteristica que distingue L. monocytogenes de outros patogenos de
origem alimentar como a Salmonella e E. coli O157:H7 ¢ a taxa de mortalidade mais elevada,
além da menor dose infectante requerida (Singh et al., 2003; Brooks, et al., 2008).

A listeriose ¢ uma infec¢do grave causada pela ingestdo de alimentos contaminados
com a bactéria L. monocytogenes e afeta principalmente pessoas de idade avancada, as
mulheres gravidas, recém-nascidos e adultos com o sistema imunoldgico enfraquecido. No
entanto, pessoas sem esses fatores de risco raramente sao afetadas. Uma pessoa com listeriose
tem febre, dores musculares, e as vezes sintomas gastrintestinais, como nauseas e diarréia. Se
a infecgdo atingir o sistema nervoso, podem ocorrer sintomas como dor de cabega, rigidez do
pescogo, confusdo mental, perda de equilibrio e convulsdes. Mulheres gravidas infectadas
podem ter apenas uma leve sindrome gripal, porém, as infec¢des durante a gravidez podem
levar ao aborto ou natimorto, prematuro ou infec¢ao dos recém-nascidos (CDC, 2009).

L. monocytogenes é um patdogeno mesofilo, com tendéncia psicrotrofica. E
amplamente distribuido na natureza e seu controle nos alimentos ¢ dificil devido sua elevada
tolerancia as condigdes inibitorias, quando comparado a outros patdogenos de origem alimentar
(Farber & Peterkin, 1991). Esta bactéria ¢ encontrada no solo e na dgua, podendo os vegetais
serem contaminados pelo solo ou pelo estrume usado como adubo. Animais podem carregar a
bactéria sem apresentar a doenca e por isto contaminar os alimentos de origem animal como
carnes ¢ laticinios. A bactéria foi encontrada em uma variedade de alimentos crus, carnes mal
cozidas e legumes, bem como em alimentos industrializados que se contaminaram durante ou
apos o processamento, como queijos moles e frios (CDC, 2009).

Na Figura 2 observa-se uma representacdo esquemadtica e microscopia eletronica do
ciclo de vida da L. monocytogenes. a | L. monocytogens induz a sua entrada em um fagdcitos.
b | Bactérias sdo internalizadas em um vacuolo (também conhecido como um fagosomo). ¢, d

| A membrana do vacuolo ¢ rompida pela secrecdo de duas fosfolipases, plcA e plcB, que



formam poros para toxina listeriolisina O. As bactérias sdo liberadas para o citoplasma, onde
se multiplicam e comecam a polimerizar actina. e | Polimerizacdo da actina permite que as
bactérias passem para uma cé€lula vizinha, formando saliéncias na membrana plasmatica. f |

Com a entrada na cé€lula vizinha, as bactérias estdio em um vactiolo de membrana dupla, de

onde conseguem ser liberadas para perpetuar o ciclo.
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Figura 2. Representagdo esquematica e microscopia eletronica do ciclo de vida da L.

monocytogenes. (Fonte: Hamon, et al., 2006).

ApOs a bactéria penetrar no corpo através do trato gastrintestinal, uma proteina de

superficie da parede celular denominada internalina interage com a caderina que ¢ um
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receptor existente nas células epiteliais, ocorrendo a fagocitose. A seguir, a bactéria envolvida
num fagolisossomo, com valor baixo de pH, passa a produzir listeriolisina O, enzima que
provoca lise da membrana do fagolisossomo de modo que os microrganismos escapem para o
citoplasma da célula epitelial, proliferem e induzam a polimerizacdo da actina na célula do
hospedeiro, propelindo-os para a membrana celular. Ao serem empurrados contra a membrana
da célula hospedeira, causam a formacgao de protusdes alongadas, denominadas filépodes, que
sao ingeridos por células epiteliais adjacentes, macrofagos e hepatocitos; as listerias sdo
liberadas e o ciclo recomega (Brooks, et al., 2008).

Em pesquisa realizada por Mengesha et al. (2009) objetivando verificar a ocorréncia
de Listeria em 711 amostras de alimentos prontos para consumo, verificou-se que 189
(26,6%) amostras foram positivos para Listeria, sendo 34 (4,8%) L. monocytogenes. Carne de
porco foi a mais contaminada com Listeria (62,5%), seguido de carne picada (47,7%),
sorvetes (42,7%), queijos de pasta mole (16,8%), carcagas de frango (16%) e biscoitos
(12,1%). Todas as amostras de leite pasteurizado e queijo cottage examinadas foram
negativos para esta bactéria. Linhagens de L. monocytogenes foram isoladas em sorvetes
(11,7%), paes (6,5%), e queijos de pasta mole (3,9%) e nos produtos de carne que variam de
3,7% para 5,1%. A presenca de L. monocytogenes em alguns alimentos pronto para consumo
pode representar riscos para a saude publica para o consumidor, especialmente para os grupos
de alto risco.

O salame tem sido considerado um produtos com baixo risco de causar listeriose
devido a obsticulos criados durante o processo de fabricacdo, como baixo pH e Aa, alta
concentracdo de sal e presenca de bactérias laticas (BAL). No entanto, varios estudos tem
detectado a sobrevivéncia de L. monocytogenes nesses produtos. Degenhardt & Sant’Anna
(2007) testaram trés formula¢des do produto, sendo uma padrdo, uma com inoculacdo da
cultura Lactobacillus plantarum e outra com adi¢ao de 2% de lactato de sddio. Verificaram
que os salames contaminados naturalmente apresentaram discreto aumento da populagdo de L.
monocytogenes no inicio do processo, seguidos por reducdo até o final da maturagdo. Os
salames contaminados artificialmente tiveram reducdo consideravel da contagem de L.
monocytogenes nao havendo diferencas significativas entre os tratamentos. Os autores
concluiram que mesmo ndo havendo diferenga significativa o uso de culturas bioprotetoras
como Lactobacillus plantarum sdo altamente recomendadas em produc¢do comercial de
salames tipo italiano. No entanto, o uso lactato de sodio deve ser melhor avaliado,

principalmente quando usado com outros substancias inibidoras.
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2- Carne moida: um alimento passivel de contaminacio microbiana

A carmme ¢ um dos produtos mais consumidos no mundo. Quanto ao aspecto
nutricional, ¢ uma fonte ideal de aminoacidos essenciais e, em menor extensdo, de alguns
minerais. Entre os atributos mais positivos da carne estd a sua habilidade de suprir o ferro,
eaumentar a absorcao desse ion de fontes nao carneas consumidas concomitantemente. Seu
grande consumo também se deve a grande variedade de técnicas de preparo a que pode ser
submetida e ao seu sabor (Verruma-Bernardi, 2001; Lawrie, 2005).

Segundo a Instru¢do Normativa n° 83 de 21 de novembro de 2003, entende-se por
carne moida o produto obtido a partir da moagem de massas musculares de carcacas de
bovinos (aplica-se também ao produto obtido da carcaca de bufalos), seguido de imediato
resfriamento ou congelamento, com teor méaximo de 15% de gordura (BRASIL, 2003).

Em relacdo aos tipos de alimentos, dentre outros produtos frequentemente envolvidos
em surtos de toxinfecgdes alimentares, as carnes merecem destaque, pois possuem elevada
atividade de agua, pH favordvel ao crescimento de microrganismos e elevado percentual de
proteinas, minerais e vitaminas, tornando-as excelentes meios de cultura para o
desenvolvimento de patdogenos e deteriorantes (Cardoso & Aratjo, 2003). A carne moida, em
particular, apresenta maiores problemas microbiologicos que os cortes, por sofrer maior
manipulagdo e possuir maior relacao area/ volume (Conceigao et al., 2003).

Sendo a carne moida um alimento muito perecivel, o prolongamento de sua vida util ¢
um objetivo importante para os produtores. A perda de frescor da carne apds moagem ¢
resultado, principalmente, da atividade de enzimas enddgenas e exdgenas, oxidacdo dos
lipidios e pigmentos e putrefagdo bacteriana. Em geral, a deterioragcdo bacteriana da carne ¢
causada por microrganismos que mostram maior taxa de crescimento durante armazenamento
(Fik et al., 2008).

O potencial de crescimento dos microrganismos psicrotroficos deteriorantes durante o
periodo prolongado de armazenamento refrigerado seguido de diminui¢do das qualidades
organolépticas também sdo aspectos considerados bastante preocupantes. Com periodos de
tempo suficientes sob temperatura de refrigeragdo, varias espécies de bactérias psicrotroficas

podem atingir niveis que podem causar deterioracdo da carne (Djenane et al., 2005).
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Na Tabela 1, estd apresentada a composicdo quimica da carne antes do processo

degradativo.

Tabela 1. Composi¢do quimica de um musculo normal de mamifero adulto apos o rigor
mortis, mas antes das mudangas degradativas post mortem.

Componentes % (peso imido)
1. AGUA 75,0
2. PROTEINA 19,0
(a) Miofibrilar 11,5
(b) Sarcoplasmaticas 5,5
(c) Tecido conjuntivo e organelas 2,0
3. LIPIDEOS 2,5
4. CARBOIDRATOS 1,2
5. SUBSTANCIAS NAO-PROTEICAS SOLUVEIS 2,3
(a) Nitrogenosas 1,65

Creatina 0,55

inosina monofosfato 0,30

nucleotideos di e tri fosfopiridina 0,10 %

Aminoéacidos 0,35

carnosina, anserina 0,35 )
(b) Inorganicas -~ 0,65

fosforo soluvel total 0,20

Potassio 0,35

Sodio 0,05 (=

Magnésio 0,02

Célcio, Zinco, tragos de metais 0,03 ~

6. VITAMINAS

Vitaminas soluveis e insoluveis diversas em pequenas
quantidades

Fonte: Lawrie, 2005.

Com a industrializagdo da carne, surgiu uma alternativa para o aproveitamento dos
cortes menos nobres, aumentando o lucro dos abatedouros. A diversificacdo da oferta inclui
um grande numero de produtos como almoéndegas, hamburgueres, empanados, linguicas,
mortadelas, salames, entre outros. Nos ultimos anos, especial atencdo tem sido dada a
alimentos com menor tempo de preparo para o consumidor, de prego acessivel, sabor
agradavel, de boa qualidade e também com menor teor de gordura (Costa, 2004).

Hamburguer ¢ um produto carneo industrializado, obtido de carne moida dos animais
de agougue, adicionado ou nao de tecido adiposo e ingredientes, moldado e submetido a
processo tecnoldgico adequado”. “Trata-se de produto cru, semi-frito, cozido, frito, congelado
ou resfriado” de acordo com sua classificagio (BRASIL, 2000). Este alimento se tornou
popular pela praticidade que representa, pois possui nutrientes que alimentam e saciam a fome
rapidamente, o que combina com o estilo de vida de quem se instala em centros urbanos

(Hautrive et al., 2008). Devido a ndo ter outra protecdo eficiente além do frio e, em
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consequéncia da grande superficie exposta, este produto estd sujeito aos mesmos problemas
da carne moida.

Em estudo realizado por Concei¢ao et al.(2003) avaliacdes microbiologicas foram
realizadas em carne bovina moida, embalada em atmosfera modificada. Os resultados
mostraram que as contagens iniciais de psicrotréficos foram elevadas, variando de 10°a 10’
UFC/g. Nas temperaturas de 4 e 6°C, a carne moida em atmosfera modificada se mostrou
inadequada para o consumo por apresentar odor desagradavel e coloragdo escura, com
contagem de psicrotroficos de 10° UFC/g embora, dentro do prazo de validade estabelecido.
Os autores ressaltaram que o processo de moagem ¢ um ponto critico no controle da qualidade
microbioldgica da carne.

Em estudo para avaliacdo das condi¢des higiénico-sanitarias de maquinas de moer
carne ¢ maos de manipuladores em cinco estabelecimentos comerciais, visando diagnosticar
interferéncia na qualidade microbiologica da carne moida, verificou-se através das analises
microbioldgicas que a higienizagdo das maquinas de moer e maos dos manipuladores eram
realizadas de forma inadequada (desacordo com padrdes da American Public Health
Association). Salientaram os autores que isto seria o responsavel pelo significativo aumento
da contagem de microrganismos deteriorantes e patogénicos na maioria das amostras das
carnes ap0s a moagem e manipulacdo, tornando-as muitas vezes improprias ao consumo

humano (Oliveira et al., 2008).

Barros et al. (2007) realizaram pesquisa com o objetivo de identificar os principais
pontos de contaminagdo microbiologica na linha de processamento de carne, e analisaram 443
amostras de equipamentos, instalagdes e produtos coletados em 11 estabelecimentos, sendo 1
abatedouro e 10 agougues, todos localizados no Estado do Parana, Brasil. Os principais
pontos de contaminagao identificados em ordem decrescente nos agougues foram caixas de
a¢o inoxidavel, amaciadores de carnes, moedores, facas, misturadores, embutideiras, caixas
plésticas, pisos e ralos. No abatedouro, os principais pontos foram embutideiras, superficies
da plataforma de abate, pisos e ralos. Os produtos carneos que apresentaram maiores niveis de
contaminagdo foram linguicas frescas e carne moida. O nivel de contaminagdo média por
mesofilos aerdbios em amostras de carne de estabelecimentos de comércio e equipamentos do
matadouro foi de 4,68 log UFC/cm®. O nivel de contaminagdo média de coliformes totais foi
de 2,55 log UFC/cm® e para E. coli foi de 1,80 log UFC/cm®. A média logaritmica de bolores
foi de 3,20 log UFC/cm” e leveduras 3,21 log UFC/cm’.
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3- Métodos para conservacio de alimentos

As observagdes do homem em relagcdo aos alimentos disponiveis € o ambiente em que
viviam, muito provavelmente, possibilitaram o desenvolvimento das primeiras técnicas de
conservagdo como, por exemplo, a desidratacdo, a salga ou mesmo o resfriamento.
Atualmente, percebe-se grande evolugdo destas técnicas, embora técnicas antigas ainda sejam
empregadas isoladamente ou em associagcdes com outras mais recentes. Desta maneira, tais
procedimentos possibilitam a construcdo de barreiras efetivas para controle de
microrganismos e também no aumento da vida Util de inimeros produtos alimentares.

A conservagdo do alimento pode ser conseguida através do uso de métodos drasticos
como a esterilizacdo, que mata os microrganismos capazes de se desenvolverem em
alimentos, ou aqueles que eliminam grande parte da 4gua contida no alimento, bloqueando o
desenvolvimento de microrganismos. Entretanto, estes procedimentos acarretam uma série de
interagdes e reacdes entre substancias constituintes dos alimentos que podem dar ao produto
final gosto e aroma alterados. Por outro lado, quando se empregam métodos mais suaves de
conservagao, estes muitas vezes ndo bastam para ampliar o tempo de prateleira dos produtos,
necessitando de duas ou mais operagdes ou processos. Por isso, busca-se o emprego de
métodos mais suaves, associados ou ndo para a conservagao, visando abrir possibilidades de
colocar no mercado produtos cada vez mais frescos e processados ao minimo (Baruffaldi &
Oliveira, 1998).

Visando atender os consumidores com interesse cada vez maior por produtos frescos,
nutritivos, com alta qualidade organoléptica e tempo de prateleira aceitavel, novos
tratamentos ganham destaque como as tecnologias ndo térmicas, diferentes sistemas de
embalagens, biopreservacdo e produtos antimicrobianos naturais como sistema
lactoperoxidase, bacteriocinas, lisozima, quitosana e os derivados vegetais (Devlieghere et al.,
2004).

Em relagdo aos vegetais, sabe-se que todos sdo possuidores de vias metabodlicas
secundarias que dao origem a compostos incluindo alcaldides, flavonoides, isoflavondides,
taninos, cumarinas, glicosideos, terpenos, poliacetilenos, 6leos, dentre outros, que por sua vez
sdo especificos a determinadas familias, géneros ou espécies vegetais (Souza et al., 2003).

Os derivados do 4cido hidroxicindmico (&cido p-coumdrico, ferulico, caféico e
clorogénico), encontrados em frutas, verduras, legumes, cha e outras fontes de origem vegetal
sdo reconhecidos por apresentar atividade antibacteriana e antifingica. J4 nas plantas

cruciferas (repolho, couve, brocolis, nabo, entre outros), encontram-se os glucosinolatos, os
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quais produzem isotiocianatos apds sofrerem algum tipo de injuria mecanica, tendo alguns
atividade antifingica e antibacteriana. Outras plantas sdo conhecidas por possuir Oleos
essenciais com atividade antimicrobiana, como por exemplo o eugenol do cravo-da-india, a
alicina em alho, o aldeido cindmico e¢ o eugenol da canela, o isotiocianato de alilo em
mostarda, o eugenol e o timol em salvia e o carvocrol (isotimol) e o timol em orégano (Jay,
2005).

As especiarias sao os produtos constituidos de partes (raizes, rizomas, bulbos, cascas,
folhas, flores, frutos, sementes, talos) de espécies vegetais, tradicionalmente utilizadas para
agregar sabor ou aroma aos alimentos e bebidas (ANVISA, 2005).

No que diz respeito a atividade antimicrobiana em alimentos, estes podem servir como
substrato para o crescimento microbiano e produgdo toxinas e, de acordo com a forma
tradicional de uso, as especiarias e ervas adicionadas aos alimentos sdo geralmente em
quantidades insuficientes para evitar a deterioragdo por microrganismos (Ceylan & Fung,
2004). Entretanto, os componentes ativos em baixas concentragdes podem interagir
sinergicamente com outros fatores (NaCl, acidos e conservantes) aumentando o efeito
conservante. Sabe-se, que a diminui¢do da atividade antimicrobiana de especiarias e ervas nos
alimentos pode ser devido a compartimentacdo dos componentes ativos para a fase lipidica
(Ceylan & Fung, 2004).

Os compostos de natureza vegetal, em especial as especiarias e seus produtos
derivados (6leos essenciais e extratos), apresentam um potencial relevante como agentes de
inibicdo do crescimento de microrganismos, mostrando que elementos que se apresentavam
apenas como vetores de aromas e gostos caracteristicos, atualmente apresentam uma nova
perspectiva de emprego (Souza et al., 2003).

Estudos realizados com o6leos essenciais revelaram que as quantidades a serem
empregadas variam muito conforme o sabor e, além disso, a eficiéncia relativa muda
conforme a composi¢ao do produto, bem como a metodologia empregada nos ensaios também
geram dificuldades de comparagdo entre os resultados obtidos. Em geral bactérias Gram-
positivas sdo mais sensiveis que as Gram-negativas, enquanto as bactérias laticas sdo as mais
resistentes entre as Gram-positivas . Fungos parecem ser mais sensiveis que as bactérias
Gram-negativas (Jay, 2005).

A seguir, na Tabela 2, ¢ apresentada a eficacia de alguns agentes antimicrobianos de

derivados de plantas em alimentos.
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Tabela 2. Eficicia dos agentes antimicrobianos naturais de plantas, quando utilizados em

alimentos; (a) bactericida, (b) bacteriostatico, (¢) pouco ou nenhum efeito.

Agente Concentracdo Alimento Organismo Efeito
antimicrobiano
Manjericao 1% (w/v) Molho Shigella spp. b,c
espaguete
Oleo de manjericio 1% Suco de tomate  Lb. Curvatus a
S. cerevisiae a
Carvacrol 3% Cubos de peixe  S. Typhimurium a
Oleo de canela 1% (v/v) Queijo gordo L. monocytogenes a
Oleo de cravo 500 pg mL™! Cozido de porco  A. hydrophila b
Eugenol 2% Carne cozida A. hydrophila a,b
Alho 4% Linguica Microbiota natural b, c
Orégano 0,05% (v/v) Peixe Microbiota natural b
Orégano 1% Carne L. monocytogenes c
Orégano <0,1% Maionese E. coli O157:H7 c
Oleo de orégano 0,8% (v/w) Filé de carne S. Typhimurium a
Salvia <2,5% (w/w) Comida de bebé ¢ Typhimurium b
S. aureus b
B. cereus b
Tomilho 0,05% (v/v) Peixe Microbiota natural b
Tomilho 1% (w/v) Espaguete com Shigella ssp. b,c
salsicha
Baunilha 3mgmL’ Puré de Microbiota natural b
morango Leveduras b
Wasabi 60 mg mL" Suspensdo  de V. parahaemolyticus  a

atum gordo

Fonte: Holey & Patel, 2005.

No Brasil, 6leos essenciais e extratos estdo compreendidos dentro da classe de aditivos
como aromatizantes naturais. O uso de 6leos essenciais e extratos de fava-tonca, sassafras e
sabina devido a toxicidade. No entanto, excluem-se do regulamento da ANVISA, as matérias
de origem vegetal ou animal que possuam propriedades aromatizantes intrinsecas, quando nao

sdo utilizadas exclusivamente como fonte de aromas (ANVISA, 2007).
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4- Oleos essenciais

Os dleos essenciais sao compostos complexos naturais, volateis, caracterizados por um
forte odor e constituido por metabdlitos secundéarios de plantas aromadticas. Eles sdo
normalmente obtidos por meio de vapor ou hidro-destilagdo, sendo o primeiro desenvolvido
na Idade Média pelos arabes. Conhecido pela sua atividade anti-séptica, ou seja, bactericida,
fungicida e virucida e propriedades medicamentosas e flavorizantes, eles sdo usados em
embalsamentos, conserva¢do dos alimentos como antibioticos, analgésicos, sedativos, anti-
inflamatorio, antiespasmaddico e anestésico local. Até os dias atuais, essas caracteristicas nao
se alteraram muito, exceto que agora sdo mais conhecidos alguns de seus mecanismos de
acdo, particularmente para o efeito antimicrobiano (Bakkali et al., 2008).

Na natureza, os 0leos essenciais desempenham um papel importante na protecdo das
plantas como agentes antibacterianos, antivirais, antifingicos, inseticidas e também contra
herbivoros. Eles também servem para atrair alguns insetos que favorecem a dispersao de
polen e sementes, ou mesmo para repelir outros insetos indesejaveis. Os 0leos essenciais sao
extraidos de diversas plantas aromaticas geralmente localizadas em paises de clima temperado
para quente como Mediterraneo e nos paises tropicais, onde eles representam uma parte
importante da farmacopéia tradicional. Os 6leos sao liquidos, volateis, limpido e raramente
coloridos, lipossoluveis e soliveis em solventes organicos, com uma densidade geralmente
mais baixa do que a da 4gua. Eles podem ser sintetizados por toda a planta, como por exemplo
em brotos, flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutos, raizes, madeira ou cascas, € sdo
armazenados em células secretoras, cavidades, canais, as células da epiderme ou tricomas
glandulares (Burt, 2004; Bakkali et al., 2008).

Estudos ja revelaram que a atividade antibacteriana de o6leos essenciais pode ser
influenciada por vérios parametros, com destaque para o tipo, composicdo, concentracao,
processamento e estocagem do 6leo essencial. Por outro lado, o tipo de microrganismo e
composicdo do substrato utilizado para crescimento do microrganismo também podem
fornecer resultados distintos para esta propriedade dos 6leos (Bertini et al., 2005).

Existem varios métodos para extracdo de 6leos essenciais, como o uso de dioxido de
carbono liquido ou microondas, e, principalmente, destilagdo com alta ou baixa pressdo
empregando agua fervente ou na forma de vapor (Bakkali et al., 2008).

A técnica de destilacdo para a produgdo de dleos essenciais foi usada pela primeira vez
no Oriente (Egito, India e na Pérsia) ha mais de 2000 anos ¢ foi melhorada no século nove

pelos arabes. A primeira lingua escrita conta que a destilagdao de 6leo essencial foi atribuida a
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Villanova (1235-1311), um médico cataldao (Guenther, 1948; Bauer et al., 2001 apud Burt,
2004).

Como os compostos ativos presentes nos Oleos essenciais sdo originados nos
metabolitos das plantas, a sua composicao quimica pode variar conforme a parte da planta, o
grau de desenvolvimento, o horario do dia e o ambiente onde tais plantas se encontram. Quase
todos os Oleos tém constituintes volateis, o que possibilita alteragdes na composicdo quimica
dos 6leos mesmo apds a sua producdo, mas hd excegdes como a esséncia de flores que possui
lipidios (Maia, 2008).

Geralmente os componentes majoritarios determinam as propriedades bioldgicas dos
6leos essenciais. Os componentes abrangem dois grupos de origem biossintética distinta
(Betts, 2001; Pichersky et al., 2006). O principal grupo € composto de terpenos e terpendides
e outro de constituintes aromaticos e alifaticos, todos caracterizados por baixo peso molecular

(Figuras 3a e 3b).

1. Terpenes
-Monoterpenes
Carbure monocyclic Carbure bicyclic
Cymene ("'y") or p.cymene Sabinene Alpha-pinene Betapinene
Alcohol acyclic ]:h"'“'l
Citronellol Geraniol Carvacrol Thymol

)\/\/]\/\ h o o
=
OH
OH

-Sesquerpitenes

Carbure Aleohol
Famesol Caryophyllene

OH

Figura 3a. Estruturas quimicas selecionadas de componentes de 6leos essenciais.
Fonte: Bakkali et al., 2008.
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2, Aromatic compounds

Aldehyde Alcohol Phenol Phenol
Cinnamaldehyde Cinnamyl alcohol Chavicol Engenol
o} ~CHp
e —
= = OCH,
OH
Methoxy derivative Methoxy derivative Methylene dioxy compound
Anethole Estragole Safrole

MOCH3 :/—QOCH:, <ZD,\/%

3. Terpenoides (1soprenoides)

Ascandole Menthol
: . f OH

Figura 3b. Estruturas quimicas selecionadas de componentes de 6leos essenciais.

Fonte: Bakkali et al., 2008.

Algumas plantas apresentam um apelo considerdvel quanto utilizagdo como
condimentos, o que pode justificar a utilizagdo dos seus 6leos essenciais como aditivo em
alimentos.

Ocimum basilicum L. (Lamiaceae) conhecido popularmente como manjericdo,
basilico, erva real, alfavaca, etc., tem seu nome derivado do grego osme, odorifico, fragante. E
um subarbusto aromatico, anual, ereto, muito ramificado, de 30 a 50 cm de altura, nativo da
Asia tropical e introduzido no Brasil pela colonia italiana. Apresenta folhas simples
membranaceas, com margens onduladas e nervuras salientes, de 4-7 cm de comprimento e
flores brancas, reunidas em racemos terminais curtos. O Origanum vulgare L. (Lamiaceae)
(orégano) tem nome de origem grega oros y ganos, que significa alegria da montanha. E uma
planta herbacea, perene, ereta, aromatica, de hastes algumas vezes arroxeadas, de 30-50 cm de
altura, nativa de regides montanhosas e pedregosas do Sul da Europa e cultivadas no Brasil.
Apresenta folhas simples, esparso-pubescentes, de 1-2 cm de comprimento e as flores sdo
esbranquigadas, rosas ou violaceas, dispostas em glomérulos e reunidos em inflorescéncias
paniculadas terminais. Os seus Oleos essenciais sdo ricos em polifendis que protegem as
células e inibem o envelhecimento. De origem Mediterranea, a manjerona possui atividade
aperitiva, digestiva, antigases, diurética, anti-séptica, calmante, expectorante. O orégano ¢

muito semelhante a Origanum majorana L. (Lamiaceae) (manjerona verdadeira, manjerona
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doce), também cultivada no Brasil, com aroma mais delicado e aplicagdes similares na
medicina. E finalmente Thymus vulgaris L. (Lamiaceae) (tomilho, timo) seu nome thymus
vem do grego e significa forga ou coragem. E um subarbusto perene, ereto, ramificado,
entouceirado, muito aromatico, de 20-30 cm de altura, com base dos ramos lenhosa e rasteira,
nativo da regido Mediterranea e cultivado no sul e sudeste do Brasil. Possui folhas pequenas,
opostas, de forma variada e quase sésseis, levemente pubescentes e de coloracdo mais clara na
face inferior e flores pequenas de cor esbranquicada, reunidas em inflorescéncias espigadas
axilares (Lorenzi & Matos, 2002; Nepomuceno, 2007).

A atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de plantas aromadticas foi determinada
por Sartoratto et al. (2004) de acordo com a seguinte escala: atividade forte para valor de
Concentragao Inibitéria Minima(CIM) entre 0,05-0,50 mg/mL, atividade moderada para CIM
entre 0,6-1,50 mg/mL e atividade fraca acima de 1,50mg/mL. O T. vulgaris e O. vulgare
apresentaram atividade forte contra Enterococcus faecium ATCC10541. Os o6leos de O.
basiculum, T. vulgaris e O. vulgare apresentaram atividade moderada contra Salmonella
Choleraesuis, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis.

Busatta et al. (2008) estudaram a atividade antimicrobiana do dleo essencial de O.
majorana sobre bactérias em linguiga fresca. Os resultados mostraram que adi¢do do dleo
essencial de manjerona exerceu efeito bacteriostatico nas concentracdes abaixo do CIM
(0,069-2,3 mg/mL) e efeitos bactericidas, quando utilizadas em concentragdes elevadas do
0leo, o que provocou alteragdes no sabor da linguica. Segundo os autores, uma possivel
redu¢do da concentracdo de tempero durante a formulagdao do produto contribuiria para
alcancar um produto bem equilibrado, satisfazendo aspectos antimicrobianos e requisitos de
aceitabilidade dos consumidores.

Os 6leos essenciais de orégano e manjericao também foram estudados em relagdo a sua
atividade antimicrobiana frente a diferentes linhagens de E. coli. Obteve-se os valores de CIM
e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) de 1,8 e 2,0mL/100 mL para orégano e de 1,9 e
2,0 mL/100 mL para manjericao (Moreira et al., 2005).

A susceptibilidade de bactérias de origem alimentar também foi testada por Pasqua et
al. (2005). Os resultados mostraram que os 6leos de tomilho e orégano foram mais eficientes
contra bactérias Gram-negativas, em particular, Sa/monella na concentragao de 0,04% de 6leo,
enquanto E. coli O157:H7 foi eliminada na concentracdo de 0,15% de tomilho e 0,08% de
orégano. Em relagdo ao 6leo de manjericdo, a atividade antimicrobiana foi considerada fraca

sobre 0s microrganismos testados.
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A atividade antimicrobiana de o6leos essenciais de orégano, tomilho, manjericdo,
manjerona, capim cidreira, gengibre e cravo, também foi investigada contra linhagens Gram-
positivas (Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes) ¢ Gram-negativas (Escherichia
coli e Salmonella Enteritidis), por Barbosa et al. (2009). Os valores CIM90% foram testados
contra bactérias inoculadas experimentalmente em carne moida irradiada e contra microbiota
natural (mesoéfilos e bactérias psicrotroficas) encontrada no alimento. CIM90% variaram de
0,05% v/v (6leo de capim cidreira) a 0,46% v/v (6leo de manjerona) para bactérias Gram-
positivas e de 0,10% v/v (6leo de cravo) para 0,56% v/v (6leo de gengibre) para linhagens
Gram-negativas. No entanto, a CIM90% avaliada sobre a carne moida, com patdgenos ou
microbiota natural, ndo mostrou a mesma eficacia 1,3 e 1,0 log UFC/g foram os maiores
valores de redugdo contra os microrganismos testados.

Embora sejam encontrados resultados diferentes em alguns estudos, a susceptibilidade
dos microrganismos Gram-positivos parece ser maior do que a dos Gram-negativos em
relacdo aos 6leos essenciais, como relatado nas revisdes de Burt (2004) e Holey & Patel

(2005).

5- Mecanismos da a¢ao antimicrobiana de dleos essenciais

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais ¢ clara, mas o mecanismo de acao
antimicrobiana ainda ndo esta completamente entendido. Ha consenso de que grande maioria
dos compostos aromaticos e fenolicos exerce seus efeitos antimicrobianos diretamente na
membrana citoplasmatica, provocando alteragdes na sua estrutura e fungdes (Holey & Patel,
2005).

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 existem varios alvos na célula, como a alteragdes da
membrana citoplasmatica, perturbagdes sobre a for¢a proton motriz, no fluxo de elétrons, no
transporte ativo e coagulagdo do conteido da célula. Nem todos esses mecanismos atingem
alvos separados, podendo alguns ocorrerem em consequéncia de outro mecanismo (Burt,
2004).

A seguir, sdo citados os principais mecanismos de a¢cdo dos antimicrobianos vegetais

de acordo com as classes ja estudadas (Tabela 3).
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Tabela 3. Principais classes de compostos com atividade antimicrobiana obtidas de plantas.

Classe Subclasse Exemplos Mecanismo de aciio
Fenois simples Catecol Impedir entrada de substrato
Epicatequina Desintegragdo da membrana
Fenolicos acidos | Acido cindmico ?
Quinonas Hipericina Ligagdo com adesinas, inativa enzimas, complexo com
parede celular
Flavonoide Crisina Ligacdo com adesinas
Complexo com parede celular
Fenolicos Flavonas Abissinona Inativa enzimas e inibe HIV transcriptase reversa
Privagdo de substrato, pertubagdo da membrana,
Taninos Ellagitanina ligacdo com adesinas, ligagdo com proteinas,
complexos com ion metal
Cumarina Warfarina Interagdo com DNA eucarioto (atividade antiviral)
Terpendides, Capsaicina Desintegragdo da membrana
oleos essenciais
Alcalédes Berberina Interage com parede celular e/ou DNA
Piperina
Lecitina e Aglutina manose | Forma pontes dissulfeto e interfere com a replicagdo
Polipeptideos especifica viral
Poliacetilenos ?

Fonte: Adaptado de Cowan 1999.

Na sequéncia serdo relacionados alguns compostos € seu mecanismo de agdo sobre
microrganismos.

Carvacrol e timol: Timol possui estrutura similar ao carvacrol, diferindo pela
localidade do grupo hidroxila sobre o anel fenolico. As duas substancias parecem tornar a
membrana permeavel (Lambert et al., 2001). Ambas as estruturas desintegram a membrana
externa, presente na parede de bactérias Gram negativas, liberando os lipopolissacarideos
(LPS) e aumentando a permeabilidade da membrana citoplasmatica ao ATP (Helander et al.,
1998).

Eugenol: Concentragdes de eugenol inibiram a produgdo de amilase e protease por B.
cereus, degradacdo da parede celular e lise celular também foram encontradas (Thoroski et
al., 1989).

p-Cimeno: Precursor do carvacrol, ¢ hidrofobico e provoca maior inchago da
membrana citoplasmatica do que o carvacrol (Ultee et al., 2002).

Carvone: Quando testado em concentragdes maiores do que a sua CIM, o carvone
dissipa o pH gradiente e o potencial da membrana celular. O crescimento de E.coli,
Streptococcus thermophilus e L. lactis diminuiu de acordo com as concentra¢des de carvone,
sugerindo que ele atue perturbando o estado metabolico geral da célula (Oosterhaven et al.,
1995).

Cinamaldeido: O cinamaldeido ¢ conhecido por ter acdo inibitoria sobre E.coli e

Salmonella Typhimurium em concentracdes parecidas com as do carvacrol e timol, mas nao
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desintegra a membrana externa e nem enfraquece o ATP intracelular (Helander et al., 1998).
O grupo carbonila tem afinidade com proteinas prevenindo a ag¢do de aminoacidos
descarboxilases em Enterobacter aerogenes (Wendakoon e Sakaguchi, 1995).

Terpinen-4-ol: Acredita-se que este composto leve a inibi¢dao da respiracao oxidativa,
inducdo da deformagdo da membrana (dilatagdo) tendo como consequéncias mudangas na
permeabilidade da membrana (Cox et al., 2000).

O nivel de conservantes naturais necessarios para eficacia suficiente em produtos
alimentares, em comparagdo aos utilizados em estudos in vitro pode ser consideravelmente
maior, o que pode provocar impactos nas propriedades organolépticas dos alimentos, como
visto na Tabela 4.

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., 1984).

Por isso, a necessidade de estudos que demonstrem o impacto dos produtos naturais
utilizados como conservantes tanto em relagdao a qualidade quanto em relagdo a aceitagao dos

mesmos pelos consumidores.
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6- Analise sensorial de alimentos

A Associagao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) definiu a analise sensorial como
disciplina cientifica usada para evocar, medir, analisar e interpretar reagoes das caracteristicas
dos alimentos e dos materiais da forma que sdo percebidas pelos sentidos da visdo, do olfato,
do gosto, do tato e da audicdo (ABNT, 1993).

A avaliagdo sensorial intervem nas diferentes etapas do ciclo de desenvolvimento de
produtos; como na selecdo e caracterizagdo de matérias primas, na sele¢cdo do processo de
elaboracdo, no estabelecimento das especificacdes das variaveis das diferentes etapas do
processo, na melhoria de uma formulagdo, na selecdo dos sistemas de envase e no estudo da
vida util do produto final. As percepcdes sensoriais dos alimentos sdo interagdes complexas
que envolvem estes cinco sentidos (Geise, 1995; Penna, 1999).

De acordo com o Instituto Adolfo Lutz, IAL (2008), a forma de definir atributos
sensoriais ¢ descrever os componentes relativos as propriedades dos produtos, como os
seguintes:

Aparéncia — Refere-se as propriedades visiveis como o aspecto, cor, transparéncia,
brilho, opacidade, forma, tamanho, consisténcia, espessura, grau de efervescéncia ou
carbonatacdo e as caracteristicas de superficie. A cor, propriedade capaz de provocar
estimulacdo da retina por raios luminosos de comprimentos de onda varidveis, tem sua
percepcao limitada a fonte de luz, devendo ser avaliada com ilumina¢ao adequada como, por
exemplo, a luz do dia, natural ou artificial.

Odor e aroma — O odor € perceptivel pelo 6rgdo olfativo quando certas substancias
volateis sdo aspiradas e o aroma, via retronasal durante a degustacdo. O julgador deve
aproximar a amostra da narina e dar cheiradas curtas, evitando longas inalacdes que cansem o
olfato pela adaptacdo. O cansaco olfativo pode ser amenizado se for cheirada a pele do
proprio pulso ou por outro aroma que neutralize o anterior. Nesta avalia¢do, pode-se fazer
comparagoes com padrdes de referéncia conhecidos, que serdo identificados e descritos pelos
seus odores ou aromas peculiares.

Textura oral e manual — Refere-se as propriedades reoldgicas e estruturais
(geométricas e de superficie) dos produtos. Geralmente € percebida por trés ou quatro
sentidos: os receptores mecanicos, tateis e, eventualmente, os visuais e auditivos. Relaciona-
se com a sensibilidade térmica e cinestésica. A avaliagdo da textura ¢ mais complexa nos
alimentos s6lidos, como nos ensaios de corte, compressdo, relaxacdo, penetracao,

cisalhamento, dobramento, etc. O julgador deve utilizar a pele da mao, da face e/ou da boca
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(cavidade bucal e dentes). Quando avaliado pela boca pode ser definido como sensagao bucal,
utilizando-se também termos como: adstringente, metalico, quente, frio, etc. Algumas
sensagoes sdo também nasais, como: pungente, refrescante, etc. Uma listagem de termos
proprios pode ser utilizada para melhor definicdo das propriedades de textura.

Sabor e gosto — E considerada como uma experiéncia mista, mas unitaria de sensa¢des
olfativas, gustativas e tateis percebidas durante a degustagdo. O sabor ¢ percebido,
principalmente, através dos sentidos do gosto e olfato, também influenciado pelos efeitos
tateis, térmicos, dolorosos e/ou cinestésicos. O julgador deve tomar uma certa quantidade da
amostra, sem excessos, ¢ proceder a degluticdo, tomando o cuidado em evitar a fadiga
sensorial.

Os métodos podem ser divididos em analiticos (discriminativos e descritivos) e
afetivos. Os métodos discriminativos sdao aqueles que estabelecem diferenciacdo qualitativa
e/ou quantitativa entre amostras. Nos testes discriminativos, os provadores de uma equipe
atuam como instrumentos para detectar pequenas diferencas. Os provadores podem ser do tipo
que avalia a diferenga global entre amostras ou do tipo direcional, em que o julgador indica se
existe diferenga em determinado atributo. Os provadores sdo familiarizados com a andlise
sensorial e o seu numero pode variar de 20 a 30, dependendo do teste. Os testes
discriminativos sdo classificados em testes de diferenca entre duas ou mais amostras,
enquanto que no teste de similaridade, o objetivo ¢ determinar se ndo hé diferenca perceptivel
entre duas amostras (Nassu, 2007). Os testes discriminativos ou de diferenga mais
empregados em analise sensorial sdo o triangular, duo-trio, ordenagdo, comparagdo pareada e
comparag¢do multipla ou diferenca do controle.

Os métodos descritivos descrevem qualitativa e quantitativamente as amostras e
utilizam escalas de intervalo ou de propor¢do. Os métodos descritivos envolvem a detecgado e
a descri¢do dos aspectos sensoriais qualitativos e quantitativos de um produto por painel
(grupo de pessoas que avaliam produtos) treinado, com niimero de provadores que varia entre
cinco e dez (Nassu, 2007). As técnicas descritivas mais utilizadas sd@o o do perfil de sabor,
perfil de textura, a analise descritiva quantitativa (ADQ) e a de tempo intensidade.

No método afetivo o julgador expressa seu estado emocional ou reagdo afetiva ao
escolher um produto pelo outro. E a forma usual de se medir a opinido de um grande nimero
de consumidores com respeito as suas preferéncias, gostos e opinides. As escalas mais
empregadas sdo: de intensidade, a hedonica, do ideal e de atitude ou de intengdo. Os
julgadores ndo precisam ser treinados bastando ser consumidores frequentes do produto em

avaliacdo. Basicamente, os testes afetivos acessam diretamente a opinido (preferéncia e/ou
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aceitabilidade) do consumidor potencial de um produto, a respeito de caracteristicas
especificas desse produto, ou idéias que o consumidor tenha do produto a ser avaliado, por
1ss0, sao também chamados de testes de consumidor. Devem participar dos testes no minimo
30 provadores (Nassu, 2007; IAL, 2008).

A Tabela 5 apresenta os principais testes de andlise sensorial e quando devem ser
usados.

Tabela 5. Aplicacdes de testes sensoriais na avaliagdo de carnes.

Tipo de aplicacio Testes sensoriais aplicaveis

Desenvolvimento de novos produtos Testes discriminativos, testes descritivos e testes
afetivos

Comparacao entre um produto ja existente e outro Testes de similaridade

em desenvolvimento

Melhoria de produto Testes de diferenga, testes afetivos

Mudanca em processo de fabricagdo, redugdo de Testes de similaridade, testes afetivos

custo e/ou sele¢do de novos fornecedores

Controle de qualidade Testes de diferenga (em relagdo a um padrio), testes
descritivos

Estabilidade ou vida de prateleira Testes de diferenca, testes descritivos, testes afetivos

Aceitagdo ou opinido do consumidor Testes afetivos

Preferéncia de consumidor Testes afetivos

Correlagdo de analise sensorial e testes fisicos Testes descritivos

quimicos

Fonte: Adaptado de Meilgaard et al. (1997).

Para facilitar a visualizagdo do processo de analise sensorial pode-se seguir

fluxograma apresentado na Figura 4, de acordo com o objetivo pretendido.

Chuate 250 0z
Testes atvibuins
D escritivos arm?m? Para
guais atrinnos
exirte diferanca ?

Anilise
Sensorial

Testes
Discriminativos

E diferente?
1 Teste Triangular |~+ Ar pessoas
motarama

diferenca?
T este de Ordercario
Teste de Dierenca de
Condnle -
Gozta ou
Testes Teste de Aceitarsin desmzia ?
Afetivos Qualprefere?
Ogue nads gosta?

Figura 4. Fluxograma do processo de analise sensorial (Fonte: SGS do Brasil Ltda.)
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Para os testes de aceitagc@o por escala heddnica, o individuo expressa o grau de gostar
ou de desgostar de um determinado produto, de forma globalizada ou em relacdo a um
atributo especifico. As escalas mais utilizadas s@o as de 7 ¢ 9 pontos, que contém os termos
definidos situados, por exemplo, entre “gostei extremamente” e “desgostei extremamente”
contendo um ponto intermediario com o termo “nem gostei; nem desgostei”. E importante que
as escalas possuam numero balanceado de categorias para gosto e desgosto. As amostras
codificadas com algarismos de trés digitos e aleatorizadas sdo apresentadas ao julgador para
avaliar o quanto gosta ou desgosta de cada uma delas através da escala previamente definida
(Figura 5). Sua preferéncia é obtida por inferéncia. Os dados coletados podem ser avaliados
estatisticamente pela andlise de variancia, ANOVA, e comparagdo das médias de pares de
amostras, pelo teste de Tukey. O delineamento experimental a ser utilizado deve ser
previamente escolhido, podendo-se optar pelo de blocos completos balanceados ou

casualizados ou blocos incompletos casualizados, conforme a situagdo (IAL, 2008).

Amostra: Julgador: Data:

Vocé estd recebendo quatro amostras codificadas. Avalie globalmente cada uma segundo o
grau de gostar ou desgostar, utilizando a escala abaixo.

(9 ) gostei extremamente L)

( 8 ) gostei moderadamente

( 7 ) gostei regularmente ¢ )
6 ) gostei ligeiramente

4 ) desgostei ligeiramente
3 ) desgostei regularmente ()
( 2 ) desgostei moderadamente

(
( 5 ) nao gostei, nem desgostei & 9
(
(

(1) desgostei extremamente

Comentarios:

Figura 5. Modelo de escala hedonica (estruturada verbal, numérica, bipolar, nove pontos).
Fonte: ABNT, NBR 14141, 1998.

Tratando-se de andlise sensorial de carnes, devem ser observados os seguintes fatores:
o tempo post mortem para remog¢do da amostra da carcaga, o tempo e a velocidade de
resfriamento e/ou de congelamento; padroniza¢do do tamanho e a espessura das por¢des para

cocgdo; os métodos de cocgdo (assado, grelhado, cozido) a serem utilizados devem ser
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padronizados, a menos que o método de coccdo e o tempo de cozimento integrem o
delineamento experimental e manuten¢do da temperatura do produto servido aos provadores

(Nassu, 2007).

Objetivos:

O trabalho teve dois objetivos principais:

- Verificar a atividade antimicrobiana de oOleos essenciais de orégano, tomilho,
manjericdo e manjerona em amostras de carne bovina moida in natura e em preparacdes de
hamburguer, contaminadas com linhagens de bactérias patogénicas partindo dos valores de
CIM (Concentragao Inibitéria Minima) obtidos previamente em estudos in vitro;

- Verificar a aceitacdo do hamburguer cru e grelhado preparado com adicdo dos
respectivos 6leos essenciais.

O estudo contou ainda com dois desdobramentos com a finalidade de complementar o
trabalho: atividade antimicrobiana de o6leos essenciais sobre a microbiota normal de carne
bovina moida (mesoéfilos e psicrotroficos) e variagdo temporal na atividade antimicrobiana

dos 0Oleos essenciais.
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*Escrito segundo normas da revista Foodborne Pathogens and Disease.
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Capitulo I — Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de plantas condimentares

em carne e hamburguer bovino

Lidiane Nunes Barbosal, Bruna Fernanda Murbach Telles Machadol, Isabela Silva Probstl,
Vera Lucia Mores Rall', Ary Fernandes Junior'’
'Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias, Universidade

Estadual Paulista, Brasil. Tel (14) 38116058 fax (14) 38153744 *ary@ibb.unesp.br

Resumo

Os oleos essenciais (OE) de plantas condimentares representam alternativas
promissoras para utilizagdo em alimentos visando eliminar bactérias que normalmente os
contaminam. O objetivo do trabalho foi verificar a a¢do antimicrobiana de OE de orégano
(Origanum vulgare), tomilho (Thymus vulgaris), manjericao (Ocimum basilicum) e manjerona
(Origanum majorana) em carne e hamburguer bovino contaminados artificialmente com
Listeria monocytogenes ¢ Salmonella Enteritidis. Foram utilizadas amostras dos alimentos,
previamente irradiados para esterilizacdo, na dose meédia de 12kGY, e contaminadas
posteriormente com listeria e salmonela separadamente, seguido de adicdo dos OE em
concentragdes crescentes. Apds 3 horas de contato (6leos x bactérias) foram feitas diluigdes
seriadas (10" a 107) e plaqueamento em profundidade (Plate Count Agar) e contagem
bacteriana apds incubagdo a 37°C/24horas. O mesmo tipo de ensaio foi realizado utilizando
concentracgao fixa dos 6leos e contagens nos tempos 6, 24 e 48 horas. Sobre carne moida o OE
de manjerona em 0,8 %v/v reduziu a contagem de listeria a ndo detectavel, enquanto que para
o hamburguer, os OE de manjerona e tomilho eliminaram totalmente esta bactéria em
concentragdo também de 0,8 %v/v. Para salmonela, os Oleos de orégano e manjerona
apresentaram a mesma eficacia na carne (1,6%v/v) e no hambtrguer (1,2%v/v), o OE de
manjericdo o pior desempenho. A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais foi distinta
em funcdo do alimento, linhagem e tempo de contato, com destaque para o 6leo de manjerona
nos testes com 3 horas de contato e orégano capaz de reduzir as contagens a <10 UFC/g em
trés dos quatro modelos de variacdo temporal estudados. Isto estabeleceu o potencial de uso

dos OE em modelos carneos, visando a sua preservagao.

Palavras-chave: oOleos essenciais, atividade antimicrobiana, carne moida, hamburguer,

Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis.
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Antimicrobial activity of aromatic plant essential oils in bovine meat and burger

Lidiane Nunes Barbosal, Bruna Fernanda Murbach Telles Machadol, Isabela Silva Probstl,
Vera Lucia Mores Rall', Ary Fernandes Junior'
'Departament of Microbiology and Immunology, Biosciences Institute, Universidade

Estadual Paulista, Brazil. Tel (14) 38116058 fax (14) 38153744 * ary@ibb.unesp.br

Abstract

Aromatic plant essential oils (EO) represent promising alternatives to eliminate
bacteria that usually contaminate food. The aim of this study was to determine the
antimicrobial activity of oregano (Origanum vulgare), thyme (Thymus vulgaris), basil
(Ocimum basilicum) and marjoram (Origanum majorana) EO in bovine minced meat and
burger artificially contaminated with Listeria monocytogenes and Salmonella Enteritidis.
Samples of those foods were previously irradiated at a mean dose of 12 kGy for sterilization;
then, they were infected with salmonella and listeria separately and received increasing EO
concentrations. After 3-hour contact (oils x bacteria), serial dilutions (10™" to 10”) and deep
plating in Plate Count Agar were performed, followed by incubation at 37°C/24h and bacterial
count. The same tests were carried out with a fixed EO concentration and bacterial counts at
6, 24 and 48 hours. In minced meat, marjoram EO at 0.8% v/v eliminated listeria, whereas in
burger this bacterium was completely eliminated by marjoram and thyme EO also at 0.8%
v/v. Considering salmonella, oregano and marjoram EO had equal inhibitory potential in meat
(1.6% v/v) and burger (1.2% v/v), whereas basil EO had the lowest antimicrobial capacity.
The EO antimicrobial activity differed with the studied food, the bacterial strain and the
contact time; marjoram oil was noticeable in 3h-contact tests and oregano was capable of
reducing bacterial counts at <10 CFU/g, in three of the four time variation models studied.

These data established the potential use of EO in meat models, aiming at their preservation.

Key words: essential oils, antimicrobial activity, minced meat, burguer, Listeria

monocytogenes, Salmonella Enteritidis.
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1. Introducao

O numero crescente de surtos de doengas causadas por alguns microrganismos
patogénicos em alimentos ¢ uma preocupacdo tanto para consumidores quanto para a
industria. (Shan et al., 2007). A incidéncia global das doengas de origem alimentar ¢ dificil de
estimar, porém foi relatado que no ano de 2005 aproximadamente 1,8 milhdes de pessoas

morreram de doencgas diarréicas (WHO, 2007).

M¢étodos como o aquecimento, congelamento, secagem, liofilizagdo, irradiacdo, alta
pressao hidrostatica, fermentacao, ou a adicdo de antimicrobianos e os produtos quimicos sao
usados para controlar contaminagdo por microrganismos. Com esses tratamentos, populagdes
de microrganismos sdo destruidas, outras podem sobreviver e outras podem ser parcialmente
prejudicadas (Wu et al., 2001).

Por outro lado os consumidores vem preferindo produtos naturais e/ou minimamente
processados em vez de alimentos com aditivos sintéticos (Dadalioglu and Evrendilek, 2004).
Por isso, visando reduzir os riscos a saide e prejuizos economicos gerados pelos
microrganismos que contaminam alimentos, o uso de compostos antibacterianos naturais tem
se mostrado uma alternativa promissora (Smid & Gorris, 1999; Oussalah et al., 2007). Dentre
esses produtos naturais destacam-se os 6leos essenciais, quitosana, nisina e a lisozima como
compostos ativos com potencial de uso na preserva¢do de alimentos (Devlieghere et al.,
2004).

Oleos essenciais sdo metabolitos secundarios de diversas espécies vegetais, volateis,
de consisténcia semelhante a 6leo, obtidos de material de plantas como folhas, flores, botdes,
sementes, ramos, casca, ervas, madeira, frutas e raizes. Sao substancias que além de utilizagao
medicinal, entram na composicdo de perfumes, aromatizantes e outros produtos (Burt, 2004).
A atividade antibacteriana depende do tipo, composi¢do e concentragdo da espécie ou o 6leo
essencial, o tipo de microrganismo em questao, a composi¢ao do substrato, o processamento e
a condicao de estocagem (Bertini ef al., 2005).

Considerando o elevado numero de diferentes grupos de compostos quimicos
presentes nos oleos essenciais, ¢ mais provavel que a sua atividade antibacteriana ndo seja
atribuida a um mecanismo especifico, mas que existam varios alvos na célula (Burt, 2004).
No entanto, hd consenso de que a grande maioria dos compostos aromaticos e fendlicos
exerce seus efeitos antimicrobianos na membrana citoplasmatica, alterando a sua estrutura e

funcdes (Holey and Patel, 2005). Desta forma, elementos vegetais que se apresentavam
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apenas como vetores de aromas e gostos caracteristicos, agora apresentam uma nova
perspectiva de uso (Souza et al., 2003).

Inimeros trabalhos relataram a atividade antimicrobiana de plantas como a manjerona,
orégano, tomilho e manjericdo (Deans and Svoboda, 1990; Daferera et al., 2000; Burt and
Reinders, 2003; Nevas et al., 2004; Vagi et al., 2005; Moreira et al., 2005; Di Pasqua et al.,
2005; Oussalah et al., 2006; Souza et al., 2007; Barbosa et al., 2009).

Atualmente, vem se tornando frequente o consumo de produtos carneos de facil
preparo ou prontos para o consumo tais como almoéndegas, hamburgueres, empanados,
linguicas, mortadelas, salames, entre outros. Entretanto as carnes merecem destaque porque
estdo frequentemente envolvidas em surtos de toxinfecgdes alimentares, por possuirem
elevada atividade de agua, pH favoravel ao crescimento de microrganismos e elevado
percentual de proteinas, minerais e vitaminas, tornando-as excelentes meios de cultura para
desenvolvimento de patdgenos e deteriorantes (Cardoso and Araujo, 2003). A carne moida
apresenta maiores problemas microbioldgicos que os cortes por ser mais manipulada e
apresentar maior relagdo area/ volume. Assim sendo, ¢ um alimento muito perecivel, cujo
desenvolvimento de métodos para prolongar a sua vida de prateleira ¢ importante para seus
produtores (Conceicao et al., 2003; Fik et al., 2008).

Desta forma, o objetivo do estudo foi verificar o potencial de uso de dleos essenciais
de quatro plantas condimentares (Origanum vulgare-orégano, Thymus vulgaris-tomilho,
Ocimum basilicum-manjericdo e Origanum majorana-manjerona), como aditivo alimentar
natural em funcao da sua atividade antimicrobiana em amostras de carne moida e hamburguer

bovino contaminadas artificialmente com Listeria monocytogenes e Salmonella Enteritidis.

2. Materiais e Métodos
2.1. Obtencao dos dleos essenciais e caracterizacio quimica

Os oleos essenciais de Origanum vulgare (orégano), Thymus vulgaris (tomilho),
Ocimum basilicum (manjeri¢do) e Origanum majorana (manjerona) foram preparados de
acordo com a metodologia classica de arraste direto pelo vapor d’agua, utilizando um
equipamento tipo Clevenger, da marca Marconi modelo M480 (Bernardo-Gil et al., 2002,
Souza et al., 2004). Apds obtencdo dos OE foram determinados os valores de rendimento dos
Oleos e densidade (Fonseca and Librand, 2008).

A anélise quimica foi feita através de um espectrometro de massas acoplado a um
cromatografo gasoso (GC-MS), da marca Shimadzu, modelo QP5050A, utilizando-se uma

coluna capilar, CBP-5, de 50m de comprimento, com diametro interno de 0,25mm e 0,25um
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de espessura do filme. A temperatura do injetor e da interface foi de 250°C. O detector operou
em modo EI a 70eV e utilizando-se He como gas de arraste. As condi¢des cromatograficas
foram: orégano- temperatura inicial de 60 °C, aquecimento até 160 °C, com taxa de 3°C.min"

! aquecimento até 180 °C a uma taxa de 10°C.min"' ¢ manutencio desta temperatura por

' até 200°C e manutencio desta por 3min., e aquecimento a

Smin., aquecimento a 15°C.min”
taxa de 20 °C.min" até 220°C e mantendo-a por 10min.; tomilho, manjericiio e manjerona
- temperatura inicial de 60 °C, aquecimento até 160 °C, com taxa de 3°C.min"', aquecimento
até 220 °C a uma taxa de 15°C.min" e manutengdo desta temperatura por 10min. A
identificacdo dos componentes do dleo essencial foi feita com base na biblioteca NIST,

analise dos espectros de massas e também nos dados da literatura (Adams, 1989).

2.2. Linhagens bacterianas
Foram utilizadas linhagens bacterianas de Listeria monocytogenes e Salmonella
Enteritidis, previamente isoladas de alimentos submetidos & andlise microbioldgica no
Departamento de Microbiologia e Imunologia da UNESP - Botucatu-SP. As amostras foram
identificadas conforme Hitchins (2003) e Andrews ef al. (2001) e mantidas em agar estoque até

uso nos ensaios.

2.3. Modelos carneos

Os procedimentos de preparo e manipulacdo dos modelos carneos foram realizados no
Laboratoério de Nutri¢ao e Dietética, da UNESP, Botucatu-SP. Foi obtido um lote de carne
bovina moida in natura, do tipo cox@o mole (semimembranosus), no comércio local de
Botucatu/SP e feita contagem padrdo para mesoéfilos aerdbios com diluigdo inicial de 25g em
225 mL de 4gua tamponada estéril (10" a 107), plaqueamento em profundidade em meio de
cultura Plate Count Agar (PCA - Difco) seguido de incubagio a 35°C/24-48 horas e contagem
de coldnias (UFC) (Morton, 2001). Uma receita basica de hamburguer bovino foi preparada
com uma por¢ao da mesma amostra (carne moida (80%), sal (1,2%) e cebola picada (18,8%),
sendo na sequéncia preparadas por¢des de 10 gramas (carne e hamburguer) embaladas
individualmente e congeladas. Em seguida as amostras (carne e hamburgueres) foram
encaminhadas na forma congelada e mantidas em caixa térmica de contendo gelo para a
Companhia Brasileira de Esterilizagdo (CBE) em Jarinu/SP onde foram submetidas ao
processo de irradiagdo por raio gama, em irradiador da marca Harwell Dosimeters (UK) em

dose média de 10 kGy.



42

2.4. Analise centesimal
Para efeito de controle da atividade dos referidos OE no alimento, realizou-se também
a analise centesimal das amostras antes e apOs processo de irradiacdo visando de constatar a
ocorréncia de possiveis alteragdes nos produtos carneos. A andlise compreendeu
determinagdes de umidade, proteinas, lipidios e cinzas (IAL, 2008). As analises foram
realizadas em triplicata no Laboratério de Tecnologia dos Produtos de Origem Animal do

Departamento de Gestao e Tecnologia Agroindustrial da FCA/UNESP/Botucatu.

2.5. Determinacdo da acdo antimicrobiana dos oéleos essenciais sobre bactérias
patogénicas na carne moida in natura e hambirguer bovino

As amostras utilizadas nos ensaios eram descongeladas em temperatura de geladeira na
véspera dos experimentos seguido da realizagdo dos ensaios de contaminagdo artificial com
uma concentra¢do bacteriana ao redor de 10*-10° UFC/g de alimento, utilizando culturas de
listeria e salmonela cultivadas em Brain Heart Infusion (BHI-Difco) por 35°C/24 horas e
padronizadas na escala de 0,5 MacFarland. Foram incluidos ensaios controles para adi¢do de
bactérias nos alimentos sem adi¢do dos OE e ensaios controles da esterilidade das amostras dos
alimentos.

A adig¢do de cada bactéria foi feita diretamente no alimento contido no saco plastico,
sendo que apos homogeneizagdo da bactéria nos alimentos, foi feita adicdo dos volumes dos
respectivos de Oleos essenciais correspondente aos valores entre 0,1 até 2,2 %v/v, com
variagcoes em func¢ao dos OE e bactérias testadas. Os valores iniciais foram considerados de
acordo com estudos realizados por Barbosa et al. (2009) utilizando as mesmas espécies
bacterianas e OE. Apods adicdo e mistura dos 6leos nas amostras estas eram mantidas em
temperatura de geladeira por periodo 3 horas (Barbosa ef al., 2009). Em outra etapa do estudo,
utilizando o mesmo protocolo adotado previamente, foram realizados ensaios utilizando uma
concentracdo logo abaixo da obtida e que foi capaz de reduzir a contagem bacterianaa <10
UFC/g, porém com as contagens bacterianas realizadas nos tempos 0, 6, 24 e 48 horas de
armazenamento dos alimentos visando verificar a influéncia do tempo de contato entre OE e
bactérias diretamente nos alimentos. Para as contagens bacterianas foram utilizadas diluigdes
seriadas de cada amostra de alimento, partindo-se de uma diluicao inicial de 10g em 90 mL de
agua tamponada estéril (diluicdo entre 10" a 10”) e plaqueamento em profundidade em meio
de cultura Plate Count Agar (Difco) seguido de incubagdo a 35°C/24-48 horas e contagem de

colonias nas placas contendo entre 25 ¢ 250 coldnias, com o auxilio de um contador de colonia
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modelo Phoenix. Para o resultado final, o nimero de colonias foi multiplicado pelo fator
inverso da dilui¢do da respectiva placa de contagem e o resultado foi expresso em UFC/g. Os

ensaios foram realizados em duplicata.

2.6. Analise estatistica
Para a analise centesimal foi utilizado o teste t de Student. Nas médias dos valores de
concentragoes, 0leos e dleos versus concentragdes foi utilizada a Analise de Variancia de Dois
Fatores. Nas comparagdes entre os tratamentos (0leos e controle), concentragdes € suas
interagdes, foi utilizado o teste de Tukey. Se p>0,05; ndo existe diferenca significativa entre

os grupos. Foi utilizado o software estatistico SAS versdo 9.0, licenciado por UNESP, 2009.

3. Resultados

O lote de carne moida do qual foram retiradas as amostras apresentou contagem
padréo inicial de 6 x 10* UFC/g. Este procedimento teve por objetivo comparar contagem
antes e apos procedimento de irradiacdo das amostras de alimentos, com a finalidade de
eliminagdo total da microbiota residente no lote de carne, o que foi constatado através dos
controles realizados ao longo de todo o experimento. Desta forma, concluia-se que as
contagens bacterianas obtidas eram referentes as bactérias inoculadas artificialmente e
recuperadas posteriormente € ndo contaminantes eventuais.

Os aspectos gerais sobre as plantas utilizadas nos ensaios bioldgicos de sensibilidade
para as linhagens bacterianas em estudo estdo apresentados na Tabela 1.

Verificou-se um rendimento baixo dos OE a partir do material vegetal utilizado na sua
producdo além da confirmacdo da presenga do timol nos membros desta familia de plantas
(Lamiaceae).

A andlise centesimal (Tabela 2) objetivou verificar possiveis alteragdes nos
componentes da carne e do hamburguer em relacdo ao ndo irradiado. Foram realizadas
determinagdes de umidade, proteina, lipidios e cinzas, para se ter uma idéia geral do produto.
Foi possivel constatar que a irradiag@o nao alterou de forma significativa as amostras (p>0,05
em todas as determinagdes). A literatura mostra que a porcentagem de agua atinge 75%
enquanto que a de proteinas esta na faixa de 20%, cinzas ao redor de 1% e lipidios (gordura
intercelular) proximo de 3% (IAL, 1985). Desta forma, verificamos que o procedimento de

irradiacdo ndo alterou de forma significativa as amostras de carne e hamburguer bovino e que
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estas estavam dentro dos limites esperados. Porém, acrescentamos que o objetivo do estudo
ndo era estudar os aspectos relacionados ao processo de irradiagdo deste alimento, mas que

este parametro deve ser sempre considerado em estudos futuros.

Tabela 1- Aspectos gerais sobre as plantas condimentares utilizadas nos ensaios bioldgicos de

sensibilidade para as linhagens em estudo em carne moida e hambtrguer.

Espécies Nome Parte Densidade Rendimento Compostos
popular  utilizada (mg/mL) (%) majoritarios
Origanum y-terpineno (29,36%),
vulgare ~ Orégano Folhas, 917 0,11 p-cinemo (14,96),
caule cariofileno (7,81%)
Thymus timol (54,19%),
vulgaris ~ Tomilho Folhas, 900 0,10 y-terpineno (11,72%),
caule p-cinemo (7,39%)
Ocimum linalol (38,07%),
basilicum Manjericio  Folhas, 867 0,07 eugenol (10,06%),
caule canfora (2,00%)
Origanum terpineol (15,60%),
majorana  Manjerona Folhas, 870 0,07 timol (9,66%),
caule y-terpineno (9,20%)

Tabela 2- Percentuais obtidos na andlise centesimal de amostras de carne e hamburguer antes

e depois da irradiacao.

Amostras Umidade(%) | Proteina(%) | Gordura(%) | Cinzas(%)
Carne moida 73,1 a* 22,3 a* 2,2 a* 1,1 a*
Carne moida irradiada 73,6 a* 23,3 a* 1,9 a* 1,1 a*
Hamburguer 75,6 a** 19,2 a** 2,5 a** 2,0 a**
Hamburguer irradiado 75,3 a** 18,0 a** 2,3 a** 2.4 a**

*Letras iguais nas colunas para os parametros carne moida e carne moida irradiada nao diferem entre si (p>0,05)
**Letras iguais nas colunas para os parametros hambtirguer ¢ hambtrguer irradiado ndo diferem entre si (p>0,05)

Baseado nos resultados obtidos por Barbosa et al. (2009), optou-se por utilizar as
concentragdes 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2,0 e 2,2 %v/v objetivando a padronizagdo das
analises e permitir a comparagdo da eficacia entre os 6Oleos estudados, sendo o valor de
0,1%v/v um valor obtido préximo daquele obtido in vitro.

Na Figura 1 estdo apresentados os valores médios de Log/UFC por grama de alimento
frente a Listeria monocytogenes (azul) e Salmonella Enteritidis (vermelho) em fungdo das
concentragdes de dleo essencial de orégano, tomilho, manjericio e manjerona. Verificou-se

que até a concentracdo maxima de 2,2 %v/v todos os OE possibilitaram redu¢do completa, ou
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seja, ndo houve contagem bacteriana definida em log de UFC/g. Também percebeu-se que a

linhagem de L. monocytogenes foi mais sensivel, em alguns casos, a acdo dos OE em carne e

no hamburguer que a Salmonella.
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Figura 1. Numeros de Log de UFC/g de L. monocytogenes (azul) e S. Enteritidis (vermelho)

recuperados de carne moida (tridngulos) e hamburguer (quadrados) em fungdo de

diferentes concentragdes de 6leo essencial.

Na Tabela 3 sdo apresentados os valores de CIM (%v/v) obtidos nos ensaios de

sensibilidade para carne e hamburguer bovinos.
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Tabela 3-Valores de CIM obtidos para L. monocytogenes ¢ S. Enteritidis nos ensaios de

sensibilidade para carne e hamburguer adicionados de OE.

Linhagem Alimento Orégano Tomilho Manjericio Manjerona

L. monocytogenes Carne 1,6 b 1,6 b 1,6 ¢ 0,8a
Hamburguer 1,2b 0,8a 1,6 ¢ 0,8a

S. Enteritidis Came 1,6a ,6b  22¢ 1.6a
Hamburguer 1,2b 1,2a 20c 1,2 ab

*Valores seguidos de mesma letra na mesma linha ndo diferem estatisticamente (p<0,05)

Na verificagao da influéncia do tempo de contato entre os 6leos essenciais e bactérias,
utilizou-se as concentragdes imediatamente inferiores aquelas capazes de reduzir as contagens
microbianas a <10 UFC/g nos tempos de 0, 6, 24 e 48 horas, sendo as amostras mantidas em
temperatura de geladeira durante todo o experimento. Os valores de Log de UFC/mL para
contagens das bactérias em relagdo aos Oleos estdo apresentados nas Figuras 2 e 3. De
maneira geral, verificou-se a maior sensibilidade de listeria e melhor eficacia do dleo de

orégano em func¢do do tempo de contato entre bactérias e os respectivos OE.

50

0,0 -

TOh T6h T24h T48h
Tempos (horas)
B controle came m orégano 1,2% came @ tomilho 1,2% came O manjerona 0,4% came
0O manjericdo 1,2% came B controle hamblrguer | orégano 0,8% hamburguer @ tomilho 0,4% hamburguer
@ manjerona 0,4% hamblrguer 0 manjericdo 1,2% hambrguer

Figura 2- Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais frente a Listeria monocytogenes, em

carne e hamburguer, nos tempos 0, 6, 24 e 48h.
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Figura 3- Atividade antimicrobiana de oleos essenciais frente a Sa/monella Enteritidis, em

carne ¢ hamburguer, nos tempos 0, 6, 24 ¢ 48h.

4. Discussao

Verificou-se que a concentracdo inicial utilizada dos 6leos ndo foi eficiente sobre as
linhagens de listeria e salmonela, confirmando assim os resultados de estudos que relatam que
diretamente no alimento, os OE apresentam um perfil de agdo inibidora diferente dos
verificados in vitro, cuja explicagdo ¢ a complexidade do sistema alimentar e as interagdes
possiveis entre OE e os constituintes dos alimentos. Segundo Burt (2004), dentre os
componentes presentes nos produtos carneos, o elevado teor de gordura representa um redutor
consideravel da a¢do de OE. Em estudo realizado em queijos observou-se que a composi¢ao
do alimento pode ser determinante na eficiéncia dos 6leos essenciais de plantas, frente a L.
monocytogenes € Salmonella Enteritidis (Smith-Palmer et al., 2001). Desta forma, justifica-se
o fato de optarmos por uma preparacdo de hamburguer bovino simples, visando reduzir ao
maximo a quantidade de nutrientes que pudessem de alguma forma interagir com o 6leo
essencial comprometendo sua ag¢do. Mesmo assim, estudos devem ser realizados com
finalidade de testar a acdo antimicrobiana de OE em modelos alimentares para determinar
interagdes possiveis destes com aditivos e/ou ingredientes nos alimentos.

Skandamis and Nychas (2000) relataram que o OE de orégano pode contribuir com a
seguranga intrinseca de salada de berinjela, agindo sinergicamente com baixo pH e
temperatura devido ao fato de que o 6leo essencial torna-se mais hidrofébico em baixo pH e,

portanto, pode interagir de forma mais eficiente na fase lipidica da membrana bacteriana.
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Segundo Mejlholm and Dalgaard (2002) a aplicagdo de OE como antimicrobianos em
alimentos pode ser bem sucedida se usado em conjunto com niveis elevados de sal, reduzida
atividade de agua e pH e se sua adigdo respeitar os niveis palataveis.

Em relacdo listeria na carne moida, verificou-se que o 6leo de manjerona foi o mais
eficiente reduzindo a contagem bacteriana inicial a <10 UFC/g na concentragao de 0,8%. Os
outros trés Oleos possibilitaram a redu¢do na contagem em concentragdo de 1,6%, porém
apenas orégano ¢ tomilho apresentaram a mesma eficacia considerando-se a contaminagao
inicial das amostras. Desta forma, e com atividade antimicrobiana decrescente dos OE, temos
que manjerona > orégano = tomilho > manjericdo. Nas amostras de hamburguer, manjerona e
tomilho foram os dleos mais eficientes reduzindo a contagem de listeria a ndo detectavel em
0,8%, enquanto que o Oleo de manjericdo s6 mostrou eficiéncia com o dobro desta
concentragdo (manjerona = tomilho > orégano > manjericao).

Nos ensaios com salmonela, o dleo essencial de manjericdo apresentou a menor
eficiéncia inibitdria na carne (2,2%) e em hamburguer (2,0%). Assim, na carne moida os
resultados foram manjerona=orégano>tomilho>manjericdo enquanto para o hamburguer os
manjerona=orégano>manjericao e manjerona=tomilho>manjericao, sendo orégano=tomilho.

De maneira geral, as bactérias mostraram maior sensibilidade aos OE na preparagao de
hambtrguer. Conforme ja mencionado, o sal de cozinha (NaCl) em concentracdo suficiente,
funciona como agente antimicrobiano, retardando a subsequente deterioragio como
consequéncia do aumento da pressdo osmotica do meio, que se reflete na diminuicdo da
atividade de agua e dificultando a sua utilizacdo pelas bactérias. Por isso, a presenga deste
ingrediente na formulagdo do hamburguer pode ter funcionado como uma barreira adicional
ao crescimento dos microrganismos estudados, quando comparada a carne moida in natura, o
que se torna muito interessante uma vez que as carnes preparadas para consumo sao sempre
adicionadas de algum tipo de tempero e, dentre eles, algum teor de sal para realgar seu sabor.

A concentracdo de 6leos essenciais consideradas eficientes reduziram em pelo menos
3,7 Log as contagens iniciais nos ensaios submetidos a contaminacdo artificial dos produtos
carneos, sendo esta reducdo na contagem obtida de forma bem pontual, com algumas quedas
progressivas no numero de unidades formadoras de colonias, quando o periodo de agdo de
6leo essencial foi de 3 horas. Por isso, considerou-se necessaria a realizagdo dos ensaios
visando elucidar se um tempo maior de contato poderia reduzir a quantidade de OE necessaria
nos alimentos estudados, partindo-se novamente de uma contaminagao artificial ao redor de 4

log/UFC/g para ambas bactérias (listeria e salmonela).
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Quanto a associacao listeria e carne, o 6leo de manjericdo, na concentragao 1,2%v/v,
reduziu a contagem a <10 UFC/g no tempo de 24 horas, enquanto OE de orégano, tomilho
(1,2%v/v) e manjerona (0,4%v/v) reduziram as contagens a <10 UFC/g em periodo de 6
horas. Para listeria e hamburguer, os OE de orégano e manjericio mantiveram a mesma
eficiéncia enquanto tomilho e manjerona ndo foram capazes de reduzir as contagens a <10
UFC/g ao final de 48 horas de experimentacdo. Quanto a salmonela e carne, os dleos de
orégano ¢ tomilho foram capazes de reduzir as contagens a <10 UFC/g nos tempos 24 e 6
horas respectivamente, enquanto manjerona € manjericdo proporcionaram discretas redugoes
ao final de 48 horas de experimentacdo. Para salmonela e hamburguer, tomilho e manjericao
foram os mais eficientes, com reducdo total na contagem ao final de 6 horas de contato,
enquanto orégano € manjerona promoveram apenas discreta redu¢do durante o periodo de
contato de 48 horas.

A atividade antimicrobiana ndo depende apenas da composi¢ao quimica, mas também
de sua configuragdo estrutural, grupos funcionais e possiveis interagdes sinérgicas entre seus
componentes (Dorman and Deans, 2000). A composi¢do quimica também ¢ estudada para
melhorar a compreensdo sobre os alvos celulares das moléculas encontradas nas plantas
(Souza et al., 2005).

Verificou-se que no periodo de 3 horas, o 6leo de manjerona exibiu expressiva
eficiéncia contra os microrganismos testados, seguido de tomilho e orégano, sendo que este
ultimo apresentou os melhores resultados nos testes com variacdo de tempo. Acredita-se que o
terpineol, maior componente encontrado no 6leo de manjerona leve a inibigdo da respiracao
oxidativa, indu¢do da deformacdo da membrana (dilatagdo) tendo como consequéncias
mudangas na permeabilidade da membrana (Cox ef al., 2000), enquanto que o timol (tomilho)
desintegra a membrana externa, presente na parede de bactérias Gram negativas, liberando os
lipopolissacarideos (LPS) e aumentando a permeabilidade da membrana citoplasmatica ao
ATP (Helander et al., 1998). O p-cinemo (orégano/tomilho) ¢ hidrofébico e provoca

importantes perturbagdes na membrana citoplasmatica (Ultee ef al., 2002).

5. Conclusoes

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais foi distinta em fun¢do do alimento,
linhagem e tempo de contato. De forma geral, embora todos os 6leos tenham demonstrado
atividade antimicrobiana nos ensaios com 3 horas de contato, o OE de manjerona foi o que
apresentou melhor efici€éncia antimicrobiana enquanto o de manjericao foi o menos eficiente.

J& nos ensaios de variagdo temporal, o OE de orégano foi capaz de reduzir as contagens a <10
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UFC/g em trés dos quatro modelos de variacdo temporal estudados. Como recomendacao
sugere-se que a utiliza¢do destes produtos antimicrobianos de plantas em alimentos deve ser
pautada nos niveis tolerados pelos consumidores e que este procedimento ndao deve ser
utilizado como unico meio de conservacao de alimentos de qualquer natureza. Vale salientar
que estudos futuros sdo necessarios, em particular sobre aceitacdo dos dleos essenciais como

aditivo nos alimentos testados.
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*Escrito segundo normas da revista LWT- Food Science and Technology.
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Capitulo IT —Atividade antimicrobiana e teste de aceitacio de 6leos essenciais em

hamburguer bovino

Lidiane Nunes Barbosal, Cristiane Mengue Fenimanl, Nathalia Cristina Cirone Silva' ,
Ary Fernandes Junior'
'Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias, Universidade

Estadual Paulista, Brasil. Tel (14) 38116058 fax (14) 38153744 *ary@ibb.unesp.br

Resumo

Virios estudos ressaltam a propriedade antimicrobiana de dleos essenciais (OE) de
plantas contra microrganismos veiculados por alimentos. No entanto, o potencial
antimicrobiano dos OE tem sido diferente nos ensaios in vitro e em modelos alimentares.
Objetivou-se verificar o efeito inibidor dos OE de Origanum vulgare, Thymus vulgaris,
Ocimum basilicum e Origanum majorana sobre Listeria monocytogenes € Salmonella
Enteritidis inoculadas artificialmente em amostras de hamburguer. Foram determinados os
valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) dos OE em hamburguer contaminado e
posteriormente, foram realizados estudos de andlise sensorial (escala hedonica de nove
pontos) para verificar a aceitagdo dos OE adicionados no alimento. Nos ensaios para listeria
os OE de manjerona e tomilho foram os mais eficientes, reduzindo as contagens a <10 UFC/g
em 0,8%, enquanto que para salmonela o OE de manjericao foi o menos eficiente obtendo a
mesma reducdo nas contagens bacterianas somente quando em 2,0%. Na analise sensorial,
verificou-se que o valor maximo aceito para os OE ficou entre 0,03 a 0,08%, com melhor
indice de aceitacdo a adicdo de 0,03% para o OE de manjerona (7,33+1,875/Gostei
moderadamente). Embora os OE apresentem um potencial antimicrobiano, as concentragdes
possiveis divergem daquelas necessdrias para obter a¢do inibidora sobre microrganismos
patogénicos, ndo devendo ser usados isoladamente para garantir a qualidade microbiologica

em alimentos.

Palavras chave: hamburguer, 6leos essenciais, aceitacao.
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Antimicrobial activity and acceptance testing of essential oils in meat burger

Lidiane Nunes Barbosal, Cristiane Mengue Fenimanl, Nathalia Cristina Cirone Silva' ,
Ary Fernandes Junior'
'Departament of Microbiology and Immunology, Biosciences Institute, Universidade

Estadual Paulista , Brazil. Tel (14) 38116058 fax (14) 38153744 * ary(@ibb.unesp.br

Abstract

Several studies emphasize the antimicrobial property of extracts and essential oils
(EOs) of plants against microorganisms carried by food. However, the antimicrobial potential
of OE has been different in vitro and in food models. Aimed to verify the inhibitory effect of
OE of Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Ocimum basilicum and Origanum majorana on
Listeria monocytogenes and Salmonella Enteritidis in artificially inoculated samples of
hamburger. The values were determined minimum inhibitory concentration (MIC) of
contaminated hamburger in OE and later, studies of sensory analysis (hedonic scale of nine
points) to verify acceptance of the OE added to food. Tests for listeria in the OE of marjoram
and thyme were the most efficient, capable of reducing bacterial count at <10 CFU/g by 0.8%,
while for salmonella OE basil was the least efficient bacterial reducing counts at <10 CFU/g
when only 2.0%. In the sensory analysis it was found that the maximum value accepted for
the OE was from 0.03 to 0.08%, with better acceptance rate the addition of 0.03% for the OE
marjoram (7.33 + 1.875 / Gostei moderately). Although the OE offering potential
antimicrobial concentrations possible differ from those needed for an inhibitory action on
pathogenic microorganisms and should not be used in isolation to ensure the microbiological

quality of food.

Keywords: burger, essential oils, acceptance.
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1. Introducao

A incidéncia global das doencas de origem alimentar ¢ de dificil estimativa, mas tem
sido relatado que apenas em 2005, 1,8 milhdes de pessoas morreram de doengas diarréicas.
Normalmente este quadro ¢ resultado de contaminagdes com agentes extrinsecos, quimicos ou
biologicos e, as vezes, a partir da toxicidade intrinseca associada com os proprios alimentos.
Porém, a maioria ¢ de origem microbiana que essencialmente utiliza-se de dois mecanismos,
ou seja, ou refere-se a uma infec¢ao ou intoxicagdo (WHO, 2004; WHO, 2007).

As tecnologias para conservagao e extensdo da vida de prateleira de alimentos incluem
aditivos quimicos, processamento térmico, embalagem com atmosfera modificada,
embalagem a vacuo ou refrigeracao. De forma geral, essas técnicas ndo eliminam totalmente
os microrganismos patogénicos e deteriorantes, sendo que técnicas alternativas como
tecnologias ndo-térmicas e adi¢cdo de antimicrobianos naturais tem sido desenvolvidas e com
aplicagdo em produtos alimenticios (Gutierrez, Barry-Ryan, & Bourke, 2009).

Recentemente, aditivos quimicos tém tido certa restrigdo por parte de alguns
consumidores, o que tem levado a industria alimentar e pesquisadores desta area a buscar
conhecimentos sobre usos dos compostos antimicrobianos naturais (Devlieghere, Vermeulen,
& Debevere, 2004). A industria alimentar tem procurado satisfazer as expectativas dos
consumidores com produtos de sabor natural inalterado, valor nutricional e
microbiologicamente seguros (Marsellés-Fontanet, Puig, Olmos, Minguez-Sanz & Martin-
Belloso, 2009). Neste contexto, as exigéncias dos consumidores quanto ao menor uso de
aditivos conservantes motivam a criacdo de novos obstaculos para o desenvolvimento de
patogenos nos alimentos (Hugas, 1998).

Os o6leos essenciais (OE) sdo obtidos de plantas, geralmente por destilagdo, sendo
constituidos de misturas variadas compostas principalmente por terpenodides e inumeros
hidrocarbonetos alifaticos de baixo peso molecular, acidos, alcoois, aldeidos, ésteres aciclicos
ou lactonas, sendo os terpenos, dentre os compostos quimicos, o principal responsavel pelos
usos medicinal, culinério e flavorizante (Dorman, 2000).

A literatura ¢ ampla quanto aos relatos de agdo antimicrobiana in vitro de OE de
plantas (Farag, Daw, Hewedi, & El-Baroty, 1989; Smith-Palmer, Stewart, & Fyfe, 1998;
Cosentino, et al., 1999; Juliano, Mattana, & Usai, 2000; Lambert, Skandamis, Coote, &
Nychas, 2001; Delaquis, Stanich, Girard, & Mazza, 2002; Moreira, Ponce, Valle, & Roura,
2005; Solomakos, Govaris, Koidis, & Botsoglou, 2008; Barbosa, Rall, Fernandes, Ushimaru,
Probst, & Fernandes Junior, 2009).
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Quanto ao mecanismo de a¢do antimicrobiana dos OE, este depende de compostos
naturalmente presentes no vegetal e originados durante o metabolismo secundario, e que no
caso dos condimentos, como por exemplo, orégano, tomilho e cravo sdo geralmente
hidrofébicos e podem causar distarbios ou ruptura da membrana de microrganismos
(Helander et al., 1998).

Entretanto, para se obter o mesmo efeito antimicrobiano de OE em alimentos, sdo
necessarias concentragdes bem maiores que as verificadas nos ensaios in vitro. Segundo alguns
relatos, o elevado teor de gordura em produtos carneos apresenta-se como um marcante redutor
da acdo dos 6leos essenciais (Burt, 2004).

A carne crua pode ser facilmente contaminada por microrganismos, além de
possibilitar o crescimento de patdgenos, o que a torna importante veiculo de graves doencas
de origem alimentar (Solomakos et al., 2008). Em contrapartida, o hamburguer, se tornou
popular pela praticidade que representa, atendendo as necessidades de quem vive em centros
urbanos (Hautrive, Oliveira, Silva, Terra, & Campagnol, 2008). Devido a ndo ter outra
protecao eficiente além do frio e, em consequéncia da grande superficie exposta, este produto
esta sujeito aos mesmos problemas de carater microbioldgico que os da carne moida.

Para o sucesso da aplicacdo dos Oleos essenciais em sistemas alimentares, estudos
preliminares em alimentos devem ser realizados para determinar as potenciais interagdes entre
o6leos e alimentos e como isto pode impactar na sua eficacia antimicrobiana (Gutierrez, Barry-
Ryan, & Bourke, 2008).

Feitas tais consideragdes, o objetivo do trabalho foi verificar a atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais de quatro plantas condimentares em hamburguer bovino
artificialmente inoculado com linhagens bacterianas patogénicas. Numa segunda etapa do
estudo foi avaliado o grau de aceitagdo de hamburguer acrescidos destes mesmos Oleos

através de andlise sensorial utilizando a escala hedonica de nove pontos.

2. Materiais e Métodos
2.1. Plantas e o6leos essenciais

Os dleos essenciais de Origanum vulgare (orégano), Thymus vulgaris (tomilho),
Ocimum basilicum (manjericdo) e Origanum majorana (manjerona), foram preparados de
acordo com a metodologia cléssica de arraste direto pelo vapor d’4gua, utilizando um
equipamento tipo Clevenger, da marca Marconi modelo M480 sobre amostras das plantas
obtidas diretamente no mercado local de Botucatu/SP. As plantas, obtidas e utilizadas na

forma fresca, eram introduzidas no compartimento préprio do equipamento ¢ depois de
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fechado, o equipamento era ligado e com ebulicdo e formacdo do vapor d’agua, este
atravessava a coluna do material vegetal provocando destrui¢do celular do vegetal e arraste
dos compostos volateis presentes e posteriormente separados apos condensagao do vapor
d’agua e recuperacao do 6leo (Bernardo-Gil, Ribeiro, & Esquivel, 2002, Souza, Pereira,
Angélico, & Pimenta, 2004). Apds a producdo dos Oleos, foram realizados calculos de
produtividade (gramas de OE por grama de planta) e determinacdo de densidade dos OE
(Fonseca & Librand, 2008).

2.2. Composi¢io quimica
A anélise quimica dos 6leos essenciais foi realizada por cromatografia gasosa acoplada

a espectrometria de massa (GCMS), da marca Shimazu, modelo QP5050A (Adams, 1989).

2.3. Modelos carneos

A formulagdo para o preparo do hamburguer consistiu numa mistura de carne moida
do tipo coxdo mole (semimembranosus) (80%), sal (1,2%) e cebola picada (18,8%). A partir
da formulagdo base o lote foi subdividido em por¢gdes de 10 gramas, seguido de
congelamento, para a realizacdo dos ensaios de inoculagdo artificial das bactérias e acréscimo
das diferentes concentracdes de 6leos essenciais.

Para os testes de acdo antimicrobiana dos Oleos essenciais no modelo carneo, as
amostras de hamburguer congeladas foram previamente irradiadas com uma dose de 10 kGy
(Companhia Brasileira de Esterilizagdo — CBE, Jarinu/SP) para eliminacdo da microbiota
natural e dos microrganismos contaminantes durante o preparo do alimento. As amostras
foram encaminhadas em caixa térmica contendo gelo, visando ndo ocorrer mudangas quanto
ao estado de congelamento das amostras durante o processo de transporte e de esterilizagao.

Para analise sensorial, foram utilizados lotes de carne bovina moida, obtidos no
comercio local de Botucatu/SP, para preparo do hamburguer de acordo com a formulagdo ja

citada anteriormente no dia em que os testes de analise sensorial eram realizados.

2.4. Linhagens bacterianas

Foram testadas linhagens bacterianas de Listeria monocytogenes e Salmonella
Enteritidis, isoladas de alimentos submetidos a analise microbioldgica no Departamento de
Microbiologia e Imunologia da UNESP - Botucatu-SP. Estas linhagens foram identificadas e

estocadas em Agar nutriente até a realizagdo dos ensaios.
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2.5. Testes de sensibilidade no modelo carneo

As amostras utilizadas nos ensaios eram descongeladas em temperatura de geladeira na
véspera dos experimentos seguido da contaminagdo artificial ao redor de 10*-10°. UFC/g de
alimento. As linhagens utilizadas foram previamente cultivadas em Brain Heart Infusion (BHI-
Difco) por 35°C/ 24 horas e padronizadas em solug¢do salina estéril (0,85%) utilizando a escala
de 0,5 MacFarland, que permite padronizar a suspensdo bacteriana ao redor de 1,5 x 10*
UFC/mL. Foram realizados ainda ensaios controles com adi¢do de bactérias no hambtrguer
sem adicao dos OE além de controles da esterilidade das amostras de hamburguer.

A adicdo de cada bactéria, a partir das suspensdes padronizadas, foi feita diretamente no
alimento contido no saco plastico, sendo que apds homogeneizacdo da bactéria nos alimentos,
foi feita adicdo dos volumes dos respectivos de Oleos essenciais correspondente aos valores
entre 0,1 até¢ 2,2 %v/v, com variagdes em fungdo dos OE e bactérias testadas. Apos
homogeneizagao dos 6leos nas amostras, estas foram mantidas em temperatura de geladeira por
periodo de 3 horas (Barbosa et al., 2009) seguido de diluicdo em agua peptonada estéril
(10g/90mL) para dilui¢io seriada (10" a 10°) e plaqueamento em profundidade em Plate
Count Agar (PCA). Estas placas foram incubadas a 35°C/24-48 horas e contagem de colonias
feita nas placas contendo entre 25 e 250 UFC. Para o resultado final, o nimero de UFC foi
multiplicado pelo fator inverso da diluicdo da respectiva placa de contagem e o resultado foi

expresso em UFC/g.

2.6. Analise sensorial

As amostras de hamburguer bovino cru sem e com a adi¢cdo de 6leos essenciais, foram
avaliadas apenas quanto a aparéncia enquanto que as amostras de hamburguer bovino
grelhado e hamburguer bovino grelhado com adicdo de Oleos essenciais foram avaliadas
quanto a sua aceitacdo geral, incluindo o sabor. Foi utilizada ficha de avaliagdo (Poste,
Mackie, Butler, & Larmond, 1991), com escala hedonica de 09 pontos, sendo 1= desgostei
extremamente, 2=desgostei moderadamente, 3=desgostei regularmente, 4=desgostei
ligeiramente, 5=ndo gostei, nem desgostei, 6=gostei ligeiramente. 7=gostei regularmente, 8=
gostei moderadamente e 9=gostei extremamente.

As amostras foram codificadas com trés digitos aleatorios e servidas em blocos
incompletos, devido ao grande numero de amostras e fadiga sensorial revelada pelo atributo
testado. A andlise incluiu um total de 60 provadores nao-treinados de ambos os sexos,
consumidores habituais de carne. Todos os participantes assinavam duas vias do

consentimento esclarecido, e parecer do Comité de Etica em Pesquisa obtido em 04/07/2005.
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2.7. Analise estatistica

Nas médias dos valores de concentragdes, Oleos e Oleos versus concentragdes foi
utilizada a Analise de Variancia de Dois Fatores. Nas comparagdes entre os tratamentos
(6leos e controle), concentragdes e suas interacdes, foi utilizado o teste de Tukey. Se p>0,05;
ndo existe diferenca significativa entre os grupos. Na analise sensorial foram calculadas as
médias dos provadores e aplicada a andlise de varidncia (p< 0,05) e teste de Student. Foi

utilizado o software estatistico SAS versao 9.0, licenciado por UNESP, 2009.

3. Resultados

A partir de controles realizados ao longo de todo o experimento, verificou-se que as
amostras de hamburguer utilizadas nos testes de sensibilidade tiveram eliminagdo total de sua
microbiota pela irradiacdo, o que restringe a recuperagdo bacteriana a apenas as linhagens
artificialmente inoculadas.

Informacdes sobre a densidade, rendimento e composicdo quimica dos o6leos
essenciais, estdo apresentados na Tabela 1. Notou-se o baixo rendimento dos OE que variou
de 0,07 a 0,11%, como também confirmou-se a presen¢a de um dos principais compostos

quimicos, o timol, comum nos membros desta familia de plantas.

Tabela 1- Aspectos gerais sobre as plantas condimentares utilizadas nos ensaios bioldgicos de

sensibilidade e anélise quimica de hamburguer.

Plantas Densidade = Rendimento Compostos majoritarios
(mg/mL) (%)
Orégano y-terpineno (29,36%), p-cinemo
917 0,11 (14,96), cariofileno (7,81%)
Tomilho timol (54,19%), y-terpineno (11,72%),
900 0,10 p-cinemo (7,39%)
Manjericao linalol (38,07%), eugenol (10,06%),
867 0,07 canfora (2,00%)
Manjerona terpineol (15,60%), timol (9,66%),y-
870 0,07 terpineno (9,20%)

Na Tabela 2, os valores de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) obtidos nos testes

de sensibilidade para os OE em fung¢do da espécie bacteriana estudada.
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Tabela 2-Valores de CIM obtidos para L. monocytogenes ¢ S. Enteritidis nos ensaios de

sensibilidade e hamburguer adicionados de OE.

Microrganismos Orégano Tomilho Manjericio = Manjerona
L. monocytogenes 1,2b 0,8 a 1,6 0,8 a
'S. Enteritidis 12b 12a 20c 1,2ab

*Valores seguidos de mesma letra na mesma linha ndo diferem estatisticamente (p<0,05)

Em relagdo a presenga de listeria nas amostras de hamburguer, verificou-se que a
manjerona e tomilho foram os OE mais eficientes reduzindo a contagem a <10 UFC/g na
concentragao de 0,8%, enquanto que o OF de manjericao s6 mostrou eficiéncia com o dobro
desta concentracdo, sendo que, em ordem decrescente de atividade antimicrobiana,
manjerona=tomilho>orégano>manjericdo. Para os ensaios com salmonela o OE de manjericdo
foi o menos eficiente pois reduziu contagem bacteriana a <10 UFC/g em concentragdo de
2,0% no alimento, sendo manjerona=orégano>manjericdo e manjerona=tomilho>manjericao,
porém com orégano#tomilho.

Nas Figuras 1 e 2 estdo apresentados os valores médios das notas atribuidas nos testes
de aceitagdo de hamburguer cru e grelhado respectivamente. Para as amostras cruas nao

houve diferenca de aceitagdo (p>0,05 em todos os tratamentos).
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Figura 1 — Valores médios atribuidos nos testes de aceitagdo global das amostras de

hamburguer cru.
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Figura 2 — Valores médios atribuidos nos testes de aceitacdo global das amostras de

hamburguer grelhado.
4. Discussiao

Embora em valores distintos, todos os OE apresentaram atividade antimicrobiana
quando acrescentados no hamburguer. Para a listeria verificou-se uma maior eficiéncia dos
OE de manjerona e tomilho, que possibilitaram reducdo total na contagem deste
microrganismo com a adi¢cdo de 0,08%, enquanto que para salmonela, a eficiéncia do OE de
manjerona foi equivalente a dos oleos de tomilho e orégano, com a¢do melhor na
concentracao de 1,2%.

Conforme descrito por Shelef (1983); Farag et al., (1989); Smith-Palmer (1998);
Cimanga et al., (2002); Harpaz, Glatman, Drabkin, & Gelman (2003) sdo frequentes os relatos
de agdo antimicrobiana mais efetiva dos 6leos essenciais sobre linhagens de bactérias Gram-
positivas quando comparados a linhagens de Gram-negativas.

De acordo com a analise quimica, o OE de manjerona apresentou grande quantidade
de terpineol (15,6%), composto capaz de aumentar a permeabilidade celular e se acumular na
membrana citoplasmatica até niveis toxicos (Mann, Cox, & Markham, 2000). O timol
presente no tomilho ¢ no orégano tem a capacidade de desintegrar a membrana externa de
bactérias gram-negativas, liberando lipopolissacarideos e aumentando a permeabilidade da

membrana citoplasmatica para o ATP (Helander et al., 1998). Em estudo realizado por Di
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Pasqua, De Feo, Villani, & Mauriello (2005), o OE de manjericao foi pouco ativo, entretanto,
as bactérias Gram-negativas foram mais sensiveis do que as Gram-positivas. Segundo
Gutierrez et al. (2008), o linalool, maior composto encontrado no OE de manjericao
(38,07%), quando combinado com o 4-thujanol presente na manjerona pode contribuir para
uma consideravel atividade antimicrobiana, sendo esta combinagdo uma alternativa possivel
para reduzir os impactos organolépticos indesejaveis no alimento.

Nenhuma das concentracdes utilizadas nos testes de sensibilidade pode fazer parte dos
testes de aceitagdo, pois embora os OE tenham mostrado atividade antimicrobiana evidente,
sua adicdo no hamburguer provocou efeitos sobre o aroma e no sabor do alimento. Entdo, a
partir de resultados de testes preliminares optou-se por valores das concentragdes de 0,03;
0,05 e 0,08%. Em estudo realizado por Solomakos et al. (2008), a aceitabilidade de amostras
de carne tratadas com OE de tomilho a 0,9% esteve entre 4,5 e 4,8, ou seja, abaixo da nota
cinco.

Quanto a andlise sensorial, quando as amostras eram servidas cruas, portanto nao
disponivel para degusta¢dao dos provadores, ndo houve diferenca de aceitagdo do hamburguer,
ficando a andlise restrita a avaliagdo de aspectos como odor e aparéncia geral. Tal analise foi
realizada a fim de identificar possiveis alteracdes na aparéncia e textura que pudessem
contribuir para a rejeicdo do produto pelos consumidores, o que ndo foi constatado uma vez
que a média das notas ficou ao redor de 6,5.

Quando consideramos os valores atribuidos as amostras grelhadas, duas adi¢des de
Oleos se destacam: a manjerona a 0,03% com a melhor média de aceitagdo (7,33) e tomilho a
0,05% obtendo a pior média (4,25) enquanto que o hambtrguer ndo adicionado de OE obteve
média e mediana 6.

De acordo com Skandamis & Nychas (2000), a utilizagdo 6leos essenciais pode ser
considerada uma barreira adicional no controle de microrganismos em alimentos, uma vez
que o seu uso ¢ limitado pelos aspectos sensoriais e pela menor atividade quando comparado
aos ensaios microbioldgicos in vitro. Nossos resultados mostraram o potencial antimicrobiano
dos OE e em contrapartida revelaram que os valores de CIM ndo se equivalem aos niveis
tolerados pelos consumidores em hamburguer. Tomando como exemplo o 6leo de manjerona,
a maior concentra¢dao de OE aceito (0,08%) ¢ cerca de dez e quinze vezes menor do que o
valor de CIM obtido para listeria e salmonela, respectivamente. Quando a mesma comparagao
¢ feita com a concentragdo de 0,03%, que mostrou a maior média de aceitagdo, a proporgao €
de 26,7 e 40 vezes. Também vale a pena lembrar que os resultados dos testes de sensibilidade

foram obtidos em condi¢cdes experimentais, onde as linhagens patogénicas nido estavam
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expostas a competicdo microbiana e que foram consideradas eficientes valores de CIM
capazes de eliminar por completo as contagens.

Contudo, observa-se a necessidade de estudos que visem a utiliza¢ao conjunta de dleos
essenciais e outras barreiras que possam atuar sinergicamente, visando garantir a seguranga

microbioldgica de alimentos sem, no entanto afetar seus aspectos organolépticos.
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a microbiota de carne bovina moida - mesoéfilos e psicrotroficos
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Resumo

A atividade antimicrobiana de produtos vegetais tem se mostrado uma alternativa
potencial para uso em alimentos. A carne moida ¢ considerada um alimento muito perecivel
sendo sua microbiota constituida principalmente de microrganismos mesofilos e
psicrotroficos. Objetivamos caracterizar quimicamente (cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa -CG-SM) amostras de 6leos essenciais (OE) de Origanum vulgare
(orégano), Thymus vulgaris (tomilho), Ocimum basilicum (manjericao) e Origanum majorana
(manjerona) e estabelecer o potencial antimicrobiano destes OE sobre a microbiota natural de
carne moida apo6s 6 horas da adi¢do de OE, nas concentragdes de 0,8; 1,2; 1,6; 2,0; e 2,2%
diretamente no alimento. A metodologia da contagem padrdo de mesoéfilos foi a da diluigdo
seriada e plaqueamento em profundidade em meio Plate Count Agar (PCA) seguido de
incubagdo a 37°C/48 horas. Para psicrotréficos, foi realizado plaqueamento em superficie em
PCA e incubagdo a 5°C/7 dias. Segundo CG-SM, o OE de orégano apresentou como
compostos majoritarios: y-terpineno (29,36%), p-cinemo (14,96) e cariofileno (7,81%);
tomilho: timol (54,19%), y-terpineno (11,72%) e p-cinemo (7,39%); manjericdo: linalol
(38,07%), eugenol (10,06%) e canfora (2,00%) e manjerona: terpineol (15,60%), timol
(9,66%) e 7y-terpineno (9,20%). Quanto aos ensaios microbiologicos verificou-se para
mesofilos redugdo de 1,1 Log (UFC/g) quando adicionado 2,2% de OE de orégano, enquanto
para psicrotroficos, o OE de orégano reduziu contagem microbiana a ndo detectavel (redugao
de 5,4 Log/UFC) em 2,2% e o OE de tomilho reduziu em 2,9 Log/UFC quando adicionado na
mesma concentragdo. Assim, concluiu-se que os dleos essenciais apresentaram potencial
antimicrobiano em modelo carneo, porém as concentragdes utilizadas merecem atencdo
especial com finalidade de ajustd-las para que ndo venham a atingir valores que influenciem
em aspectos relativos a aceitabilidade do alimento.

Palavras chave: 6leos essenciais, carne moida, mesofilos, psicrotréficos.
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Abstract

The antimicrobial activity of plant products has shown a potential alternative for use in
foods. The minced meat is considered a highly perishable food, which encourages microbial
contamination and multiplication, and its flora consists mainly of mesophilic and
psychrotrophic. We aim to characterize chemical (gas chromatography-mass spectrometry
and GC-MS) samples of essential oils (EOs) of Origanum vulgare (oregano), Thymus
vulgaris (thyme), Ocimum basilicum (basil) and Origanum majorana (marjoram) and set the
the antimicrobial effects of EO on the natural microflora of minced meat after 6 hours of the
addition of EO, at concentrations of 0.8, 1.2, 1.6, 2.0, and 2.2% directly in food. The
methodology for mesophilic count was of the serial dilution and plate in the middle Plate
Count Agar (PCA) followed by incubation at 37°C/48 hours, and to psychrotrophic, surface
plating on PCA and incubated at 5°C/ 7 days. According to GC-MS, EO oregano presented as
the main compounds: y-terpinene (29.36%), p-cineme (14.96) and caryophyllene (7.81%);
thyme: thymol (54.19%), y-terpinene (11.72%) and p-cineme (7.39%); basil: linalool
(38.07%), eugenol (10.06%) and camphor (2.00%)p and marjoram: terpineol (15.60%),
thymol (9.66%) and y-terpinene (9.20%). The microbiological testing was found for bacteria
reduction of 1.1 log (CFU / g) added 2.2% while EO oregano, while for psychrotrophic, EO
oregano reducing at <10 CFU/g microbial contamination (5.4 log reduction / CFU) in 2.2%
and EO thyme reduced by 2.9 log / CFU when added at the same concentration. Thus, it
appears that the essential oils showed antimicrobial activity in model meat product, but the
concentrations used deserve special attention in order to adjust them so they do not reach

values that influence in matters relating to acceptability of food.

Keywords: essential oils, micend meat, mesophilic, psychrotrophic.
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1. Introducao

A carne ¢ um dos produtos mais consumidos no mundo. Analisada pelo aspecto
nutricional ¢ uma fonte ideal de aminodcidos essenciais €, em menor extensdo, de alguns
minerais. Entre os atributos positivos da carne estd a sua habilidade de suprir o ferro, como
também aumentar a absorc¢ao de ferro de fontes ndo carneas consumidas concomitantemente.
Seu grande consumo também se deve a grande variedade de técnicas de preparo a que pode
ser submetida e ao seu sabor (Verruma-Bernardi, 2001; Lawrie, 2005).

A carne crua pode ser facilmente contaminada por microrganismos, além de
possibilitar o crescimento de patdgenos, o que a torna importante veiculo de graves doencas
de origem alimentar (Solomakos ef al., 2008). A carne moida, em particular, apresenta
maiores problemas microbioldgicos que os cortes, por sofrer maior manipulagdo e possuir

maior relagdo area/ volume (Conceigao et al., 2003).

O~

Sendo a carne moida um alimento muito perecivel, o prolongando de sua vida util

O~

um objetivo importante para produtores. A perda de frescor da carne apds moagem
resultado, principalmente, da atividade de enzimas enddgenas e exdgenas, oxidacdo dos
lipidios e pigmentos e putrefagdo bacteriana. Em geral, a contamina¢do bacteriana da carne ¢
causada por microrganismos que mostram maior taxa de crescimento durante armazenamento.
(Fik et al., 2008).

Altos niveis de contaminagdo microbiana, usualmente encontrados em alimentos de
origem animal e nos ambientes de processamento, podem inibir a multiplicagdo de
microrganismos patogénicos nesses produtos e interferir nos resultados das analises
laboratoriais para o isolamento desses patogenos (Barros et al., 2007).

Alguns pesquisadores verificaram a influéncia da microbiota autoctone sobre a
sobrevivéncia de microrganismos patogénicos como a Escherichia coli (Saad and Franco,
1999) e a Listeria monocytogenes (Buchanan and Bagi,1999; Marshall et al., 1992). A
dindmica da interferéncia depende da presenga de microrganismos antagonistas e também de
sua capacidade de produzir substancias inibitorias. Em carne e produtos carneos, a microbiota
autoctone inclui a microbiota natural da carne e os contaminantes determinados pelas
condi¢des higiénicas durante o processamento (Jay, 1996; Bagge-Ravn et al., 2003).

De acordo com Nortjé ef al. (1989), uma boa refrigeracdo ird preservar a qualidade da
carne, mas nao servirda de garantia de sua qualidade se a contagem microbiana inicial for
elevada.

As especiarias, como todos os vegetais, sdo possuidoras de vias metabolicas

secundarias que dao origem a compostos antimicrobianos especificos a determinadas familias,
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géneros ou espécies (Souza et al., 2003). No que diz respeito a atividade antimicrobiana em
alimentos, ndo se deve esquecer que as especiarias e ervas podem portar contaminantes
microbianos, podem servir como substrato para o crescimento microbiano e produgdo toxinas,
e que os montantes de especiarias e ervas adicionadas aos alimentos sdo geralmente muito
baixos para evitar deterioragdo por microrganismos (Ceylan and Fung, 2004).

A literatura ¢ ampla quanto aos estudos sobre acdo antimicrobiana de 6leos essenciais
de plantas condimentares (Dorman and Deans, 2000; Burt and Reinders, 2003; Harpaz ef al.,
2003; Dadalioglu and Evrendilek, 2004; Moreira et al., 2005; Busatta et al., 2008; Barbosa et
al., 2009) sobre microrganismos de interesse em alimentos tanto in vitro quanto em sistemas
alimentares.

A expressdo da atividade antimicrobiana dos OE destas plantas ¢ bem estabelecida. Ha
consenso de que maioria esmagadora dos compostos aromaticos e fendlicos exerce seus
efeitos antimicrobianos na membrana citoplasmatica, alterando a sua estrutura e fungdo
(Holey and Patel, 2005).

Algumas espécies de plantas sdo conhecidas por possuir OE com atividade
antimicrobiana. Entre eles pode-se citar terpinen-4-ol, y-terpineno, a-terpineno de Origanum
majorana (Daferera et al., 2000; Busatta et al., 2008), 1,8 cineol, a-pineno de Rosmarinus
officinalis (Daferera et al., 2000); metil eugenol, B-carofileno e eugenol de Laurus nobilis
(Dadalioglu and Evrendilek, 2004); eucaliptol, B-thujone, a- thujone e borneol de Salvia
officinalis (Hayouni et al., 2008) e linalool do Ocimim basilicum, citral de Melissa officinalis,
carvacrol de Origanum vulgare e thymol de Thymus vulgaris (Gutierrez et al., 2008).

Assim objetivamos caracterizar quimicamente os OE através de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-MS) e verificar a influencia da adi¢do de OE de
plantas utilizadas na culindria sobre a microbiota natural de carne bovina moida vendida

comercialmente, apds o contato de 6 horas sob temperatura de refrigeragao.

2. Materiais e Métodos
2.1. Obtencao dos dleos essenciais e caracteriza¢do quimica

Os oleos essenciais de Origanum vulgare (orégano), Thymus vulgaris (tomilho),
Ocimum basilicum (manjeri¢do) e Origanum majorana (manjerona), foram preparados de
acordo com a metodologia classica de arraste direto pelo vapor d’agua, utilizando um

equipamento tipo Clevenger, da marca Marconi modelo M480 (Bernardo-Gil et al., 2002,
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Souza et al., 2004). Apds obtengdo dos OE foram determinados os valores de rendimento dos
6leos e densidade (Fonseca and Librand, 2008).

A analise quimica foi feita através de um espectrometro de massas acoplado a um
cromatografo gasoso (GCMS), da marca Shimadzu, modelo QP5050A, utilizando-se uma
coluna capilar, CBP-5, de 50m de comprimento, com diametro interno de 0,25mm e 0,25um
de espessura do filme. A temperatura do injetor e da interface foi de 250°Co detector operou
em modo EI a 70eV e utilizando-se He como gas de arraste. As condi¢des cromatograficas
foram: orégano- Temperatura inicial de 60 oC, aquecimento até 160°C, com taxa de 3°C.min’
! aquecimento até 180°C a uma taxa de 10°C.min"" e manutengdo desta temperatura por
5min., aquecimento a 15°C.min" até 200°C e manutencio desta por 3min., e aquecimento a
taxa de 20°C.min™" até 220°C e mantendo-a por 10min.; tomilho, manjericiio e manjerona-
Temperatura inicial de 60 °C, aquecimento até 160°C, com taxa de 3°C.min™', aquecimento até
220°C a uma taxa de 15°C.min" e manutencfo desta temperatura por 10 min. A identifica¢io
dos componentes do 6leo essencial foi feita com base na biblioteca NIST, andlise dos

espectros de massas e também nos dados da literatura (Adams, 1989).

2.2. Modelos carneos

Utilizou-se carne bovina moida in natura, do tipo coxdao mole (semimembranosus),
obtida no comercio local de Botucatu-S.P. As amostras eram obtidas no mesmo dia da
realizacdo dos ensaios e mantidas sob refrigera¢do até o momento das analises. Em capela de
fluxo laminar, a partir de um lote Gnico, eram retiradas por¢des de 25g de carne que eram
colocadas em placas de Petri estéreis onde recebiam os respectivos volumes de Oleos
essenciais. A homogeneizacdo, feita de forma a obter uma perfeita distribui¢cdo de cada um

dos OE na carne, foi realizada com o auxilio de bastdo de vidro em L também estéril.

2.3. Analise centesimal

A andlise compreendeu determinacdes de umidade, proteinas, lipidios e cinzas (IAL,
2008). As andlises foram realizadas em triplicata no Laboratorio de Tecnologia dos Produtos
de Origem Animal do Departamento de Gestao e Tecnologia Agroindustrial, da Faculdade de

Ciéncias Agronomicas, UNESP-Botucatu.


http://dgta.fca.unesp.br/carnes/index.php
http://dgta.fca.unesp.br/carnes/index.php
http://dgta.fca.unesp.br/carnes/index.php
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2.4. Determinacao da acido antimicrobiana dos oleos essenciais sobre a microbiota de

carne bovina moida in natura

Foi realizada a adi¢do dos respectivos de 6leos essenciais em mostras de carne bovina
moida, nas concentra¢des 0,8; 1,2; 1,6; 2,0; e 2,2%. Apdés homogeneizagdo estas foram
mantidas em temperatura de geladeira. Os ensaios foram realizados para amostras controles, ou
seja, sem adicdo de 6leos e para as amostras que receberam os 6leos essenciais. Apos o periodo
de 6 horas para contato bactérias da microbiota da carne x OE, procedeu-se a dilui¢ao seriada
das amostras, iniciando 25 gramas em 225 mL de agua peptonada estéril, seguido de dilui¢des
(10" a 10®) e plaqueamento em profundidade em PCA (Plate Count Agar) para contagem
padrao de mesofilos facultativos e plaqueamento em superficie em PCA, com auxilio de bastao
em L estéril, para contagem de psicrotroficos. O procedimento de incubagdo foi a 37°C/48
horas para contagem padrdo e temperatura de geladeira (+ 5°C/7 dias). Apds o periodo de
incubagdo foram realizadas as leituras através da contagem de colonias (UFC), de placas
contendo entre 25 ¢ 250 UFC, com o auxilio de um contador de coldnia digital marca Phoenix.
Para os resultados finais, o nuimero de UFC foi multiplicado pelo fator inverso da diluicao da
respectiva placa de contagem e o resultado foi expresso em UFC/g. (Morton, 2001),
posteriormente transformados nos respectivos valores de Log. Todos os ensaios foram

realizados em duplicata.

3. Resultados

Na Tabela 1 sdo apresentados dados gerais das plantas utilizadas nos ensaios de
sensibilidade. Como ¢ verificado para muitas plantas, mesmo as arométicas, nota-se que o
rendimento (massa de matéria prima/massa de Oleo essencial) foi extremamente baixo, com
valores entre 0,07 para manjericdio ¢ manjerona ¢ 0,10 e 0,11% para tomilho e orégano
respectivamente.

Tabela 1- Aspectos gerais das plantas utilizadas nos testes de sensibilidade frente a

microbiota da carne moida.

Espécies Nome popular Densidade Rendimento
(mg/mL) (%)
Origanum vulgare Orégano 917 0,11
Thymus vulgaris Tomilho 900 0,10
Ocimum basilicum Manjericao 867 0,07

Origanum majorana Manjerona 870 0,07
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Os valores obtidos na analise centesimal das amostras estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2- Percentuais obtidos na analise centesimal de amostras de carne.

Determinacoes Umidade Proteina Gordura Cinzas

Porcentagem 73,1 223 2,2 1,1

Nas Figuras 1, 2, 3 e 4 sdo apresentados os cromatogramas dosOE de orégano, tomilho,

manjericdo e manjerona, respectivamente, com destaque para os compostos identificados.
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Figura 1- Cromatograma para o OE de Orégano, com destaque para compostos identificados
e respectivos percentuais na composi¢ao do 6leo. 3- a-pineno (0,84%); 5- 1-octen-
3-0l (3,88%); 7-mirceno (3,44%); 11- a-terpineno (2,99%); 12- p-cinemo (14,96);
13- limoneno (0,76%); 16- y-terpineno (29,36%); 18- linalol (7,13%); 20- borneol
(0,66%); 25- timol (5,93%); 27- cariofileno (7,81%); 29- germacreno (0,25%); 31-
bisabolol (0,25%).
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Tomilho

Figura 2- Cromatograma para o OE de Tomilho, com destaque para compostos identificados
e respectivos percentuais na composicao do 6leo: 2- B-pineno (0,32%); 3- 1-octen-
3-0l (2,13%); 8- p-cinemo (7,39%); 10- y-terpineno (11,72%); 12- linalol (3,86%);
17- timol (54,19%); 18- cinerona (0,46%); 21- trans-cariofileno (4,94%); 22- o-
cariofileno (0,49%); 23- germacreno D (0,74%).
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Figura 3- Cromatograma para o OE de Manjericdo, com destaque para compostos
identificados e respectivos percentuais na composi¢do do o6leo: 1- a-pineno
(0,41%); 2- B-pineno (0,40%); 3- mirceno (0,75%); 5- limoneno (0,68%); 8-
linalol (38,07%); 9- canfora (2,00%); 13- eugenol (10,06%); 14- cepaeno
(0,36%); 17- B-cariofileno (0,93%); 24- germacreno (0,64%).
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Figura 4- Cromatograma para o OE de Manjerona, com destaque para compostos
identificados e respectivos percentuais na composi¢do do 6leo: 2- a-pineno
(0,23%); 3- B-pineno (2,86%); 5- mirceno (1,47%); 6- a-terpineno (2,32%); 8-
limoneno (1,07%); 10- ocimeno (3,67%); 12- y-terpineno (9,20%); 15- linalol
(7,39%); 19- terpineol (15,60%); 26- timol (9,66%); 30- B-cariofileno (4,11%);
34- germacreno (2,56%).

Na Figura 5 os valores médios de Log/UFC/g de microrganismos meso6filos e na Figura
6 os valores médios de Log/UFC/g de microrganismos psicrotroficos, em fungdo das

concentracoes de OE, ambos em carne moida.
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Figura 5- Valores médios de Log/UFC/g de microrganismos mes6filos em carne moida em

funcdo das concentragdes de dleos essenciais.
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Figura 6- Valores médios de Log/UFC/g de microrganismos psicrotroficos em carne moida

em funcao das concentragdes de dleos

4. Discussao

A contaminagao inicial das amostras de carne moida obtidas no comercio local foi de
5,6 Log de UFC/g para microrganismos mesofilos e de 5,4 log de UFC/g para os
psicrotroficos. Sabe-se que as condi¢cdes de armazenamento, o tipo e o niimero inicial de
microrganismos influenciam diretamente na qualidade da carne. Segundo Ercolini et al.
(2009) a principal diferenca entre a capacidade de crescimento de bactérias mesofilas e
psicrotroficas € o fato de que estas ultimas sdo desfavorecidas no crescimento a 30°C.

A atividade dos OE sobre os microrganismos mesofilos foi inexpressiva uma vez que
até a maior concentracdo testada (2,2%) as contagens microbianas ndo reduziram ao menos
em 1 Log/UFC/g.

Quanto a agdo inibidora sobre as bactérias psicrotroficas, verificou-se resultados mais
promissores. Em concentra¢do de 1,6%, o OE de orégano foi capaz de reduzir as contagens
em 2,6 Log/UFC/g e eliminagdo completa desta populagdo microbiana em concentragdo de
2,2% na carne. Para os demais OE ndo foram obtidas reducdes totais nas contagens, sendo
que na maior concentragdo (2,2%) do tomilho este possibilitou reducao de 2,9 log, o
manjericao 1,6 e manjerona 1,1 Log/UFC/g.

Em relacdo a eficiéncia dos OE, alguns estudos destacam a semelhan¢a na composi¢ado
quimica de orégano e tomilho pela presenca de timol, p-cinemo e y-terpineno entre os seus
compostos majoritarios (Daferera et al., 2000; Sartoratto et al., 2004; Gutierrez et al., 2008),

assim como o encontrado neste estudo. O mecanismo de acdo destes compostos parece estar
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ligado a alteragdes da membrana citoplasmatica dos microrganismos alterando sua
permeabilidade (Cox et al., 2000; Lambert et al., 2001; Ultee et al.,2002).

Segundo Holey and Patel (2005) e Hayouni ef al. (2008), a presenca de nutrientes como
gordura e proteina podem reduzir a eficiéncia de OE de condimentos em relagdo aos ensaios
feitos em meios de cultura. A carne moida estudada possuia em sua constituicdo cerca de
73,1% de umidade, 22,3% de proteina, 2,2% de gordura e 1,1% de cinzas, valores estdo que
estao dentro dos limites esperados para este tipo de alimento mas que no entanto justificariam a
baixa eficiéncia dos 6leos em relagdo aos estudos de acdo antimicrobiana realizados in vitro.

De acordo com os resultados obtidos verificou-se um maior potencial antimicrobiano
dos OE frente as bactérias psicrotroficas do que frente as mesofilas. Apesar dos
microrganismos psicrotréficos como Brochothrix thermosphacta e Pseudomonas spp
causarem maior preocupacdo em alimentos refrigerados por periodo prolongado de
armazenamento (Djenane et al., 2005) ¢ do conhecimento que alguns microrganismos
causadores de doencas de origem alimentar também sdo capazes de se desenvolver ou
produzir toxinas em temperaturas de refrigeragdo como, por exemplo, a Yersinia
enterocolitica, Listeria monocytogenes e Clostridium botulinum tipo E (Franco and Landgraf,
2003). Existe, portanto, a necessidade de outros estudos que visem aperfeicoar a acdo destes
compostos verificando também a possibilidade de sinergismo entre eles, assim como aplica-
los associados com outras técnicas de preservagdo ja conhecidas como o diminui¢do da
atividade de agua, embalagem com atmosfera modificada, pH, uma vez que a carne moida por
ter uma composicao rica em nutrientes, pode de alguma forma requerer métodos combinados
para haver aumento do tempo de prateleira. Dois exemplos sdo os estudo realizados por
Kostaki et al.(2009) onde foi verificado que o dleo essencial de tomilho aumentou a vida de
prateleira de robalo de 6 para 17 dias quando associado a embalagem com atmosfera
modificada (EAM) e o de Chouliara et al. (2007) onde OE de orégano ¢ EAM também

apresentaram efeito aditivos na preservagao de carne de frango.

5. Conclusdes

Os OE foram ineficazes contra os microrganismos mesofilos até a concentragdo de
2,2%. Em relagdo aos microrganismos psicrotroficos os OE mais eficientes foram o de
orégano capaz de eliminar as contagens na maior concentragdo testada e tomilho que reduziu

as contagens em 2,9 Log/UFC/g de carne.
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Abstract

The antimicrobial activity of essential oils of oregano, thyme, basil, marjoram, lemongrass, ginger, and clove was
investigated in vitro by agar diluion method and minimal inhibitory concentration (MIC) determination against
Gram-positive (Staphylococcus aurens and Listeria monocytogenes) and Gram-negative strains (Escherichia coli and
Salmonella Enteritidis). MICqg., values were tested against bacterial strains inoculated experimentally in irradi-
ated minced meat and against natural microbiota (aerobic or facultative, mesophilic, and psychrotrophic bac-
teria) found in minced meat samples. MlCqg+, values ranged from 0.05%v /v (lemongrass oil) to 0.46%v/v
(marjoram oil) to Gram-positive bacteria and from 0.10%v/v (dove oil) to 0.56%v /v (ginger oil) to Gram-
negative strains. However, the MICq., assessed on minced meat inoculated experimentally with foodborne
pathogen strains and against natural microbiota of meat did not show the same effectiveness, and 1.3 and 1.0

were the highest log CFU /g reduction values obtained against tested microorganisms.

Introduction

THE NEW TECHNOLOGIES of food preservation include
nonthermal inactivation, such as ionization radiation,
high hydrostatic pressure, and pulsed electric fields; modified
atmosphere and active packaging biopreservation; and nat-
ural antimicrobial compounds (Devlieghere et al, 2004).
Plants are a source of bicactive molecules and have been
widely used both traditionally and commercially to increase
the shelf-life and safety of foods (Sasidharan et al., 2008).
Biological properties of essential oils and their antimicrobial
activity have been attributed to phenolic compounds, such as
the carvacrol, eugenol (2-methoxy-442-propenyl) phenol), and
thymol (Seydim and Sarikus, 2006). These compounds have
hydrophobic characteristics and interact with different sites of
microbial cell (eg, cell wall and cytoplasmic membrane),
causing loss of cellular constituents, collapse of membrane
structure, and cell death (Burt, 2004). Bactericidal or bacterio-
static activity of essential oils, in vitro and in food assays, against

Salmanella enterica, Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus au-
reus, Listeria monocytogenes, Lactobacillus plantarum, Sacchar-
amiyces cerevisiae, and Candida albicans strains has been reported
(Lambert ef al., 2001; Choranopoulos et al, 2004; Friedman
efal, 2A0H; Kim etal, 2004). Studies in vitro have used spices as
antimicrobials in laboratory media although the levels of spices
and their essential oils to inhibit micoorganisms in food have
been found to be higher than those assays performed using
culture media (Burt and Reinders, 2003; Uhart ef al., 2006).

Thus, we aimed to d etermine in vitro the minimal inhibitory
concentration (MIC) of essential oils from Thymus mulgaris
(thyme), Origanum majorana (marjoram), Origmmm oulgare
{vregano), Ocimum basilicunt (basil), Zingiber officinale (ginger),
Cymbopogon citratus (lemon grass), and Caryophyllus ar-
omaticus (clove) against E. colt, S. aureus, L. monocytogenes, and
Salmonella Enteritidis strains. M1Cqge, values were evaluated
in minced meat irradiated and experimentally inoculated
with these pathogenic bacteria and against natural microbiota
of minced meat (mesophiles and psycrotrophs).

Departments of Microbiology and Immunology and “Chemistry and Biochemistry, Biosciences Institute, Sdo Paulo State University, Sao

Paulo, Brazil.,

725



726

Materials and Methods
Plants and essential oils

Fresh leaves of oregano, thyme, basil, marjoram, and lemon
grass; thizome of ginger; and dried inflorescence clove were
purchased from the local market. Steam distillation using the
Clevenger system was used to obtain the essential oils, which
were stored at 5°C in sealed glass vials before use.

Bacterial strains

Five strains of L. monecytogenes, S. aureus, E. coli, and Sal-
monella Enteritidis isolated from food samples were used.
ATTC strains of each bacterial species (Lm ATTC 7644,
Sa ATCC 25923, SE ATCC 13076, and Ec ATCC 25922) were
also tested.

In vitro antibacterial assay: MIC test

Mueller—Hinton agar (Difeo, Sparks, NV) plates containing
essential oils  (0.025%v/v, 0058%v/v, 01%wv/v, 03%v/v,
0.5%wv/v, 0.7%v /v, 1.0%v/v, 1.5%v/v, 20%v/v, and 3.(Mv/v)
and Tween 80 ((.2%) were inoculated by Sterr’s inoculator with
bacterial strains incubated overnight at 36°C in brain heart in-
fusion (Difco) and standardized in sterile saline (10°-10°
CFU/mL). The bacterial growth was indicated as the presence
and /or absence of colonies on media after at 37°C /24 h, and the
MIC was the lowest concentration showing no growth at
Mueller—Hinton agar (NCCLS, 2004). Afterward, MICyy., values
were calculated.

Oils' antimicrobial activity in minced meat assay

Two anfimicrobial tests were carried out on minced meat:
(1) antimicrobial activity of essential oils against pathogenic
bacterial strains (L. monocytogenes, 5. aureus, E. coli, and Sal-
monella Enteritidis) experimentally inoculated on irradiated
meat and (2) antimicrobial activity against the natural mi-
crobiota (mesophilic and psychrotrophic bacteria) of meat.
MICaqy;, values achieved i vitro tests according to the Gram-
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positive bacteria (L. monocyfogenes and S. aureus) and Gram-
negative bacteria (E. coli and Salmonella Enteritidis) were
tested in meat because the susceptibility profile was similar
among the essential oils.

Minced meat samples (25 g) were packaged in individual
portions, frozen (—21°C), and irradiated with 102 kGy, aiming
to eliminate natural microbial populations. The irradiated meat
samples were experimentally inoculated (10*-10°CFU/g) with
bacterial strains, and essential oils (%v/g) were added to meat
and maintained at 5C/3h. Serial dilutions and pour plate
method were performed with plate count agar (PCA) (Difco),
and after 35°C/2448h the CFU/g was recorded. Tests were
performed in duplicate,

The mesophilic and psychrotrophic enumeration were
performed on minced meat, and individual samples (25g)
were tested with or without essential oils according to the
MICo, values fromin vitro sensibility tests. Themeat samples
with oils and the controls were kept at 5°C, and serial dilu-
tions were performed at Oh (sample without cil) and 6 and
24 h (samples with and without oil) counting CFU/g in PCA.
The psychrotrophics were recorded at (1 and 24 h after contact
with essential oils using serial dilution and moculation on
PCA and incubation at 5°C/7 days.

Statistical analysis

The nonparametric test of Kruskal-Wallis was employed to
compare independent treatments. Student-Newman-Keuls
test was applied to multiple comparisons. To meat assays,
nonparametric test of Mann—-Whitney was used for groups
(with or without oil), while the nonparametric variance
analysis and Kruskal-Wallis was performed to bacteria.

Results and Discussion

All strains were susceptible to essential oils, and clove showed
the highest antimicrobial activity (MICep, =0.09%v/v), fol-
lowed by lemongrass ((125%v /v) and thyme (0.26%v/v). Lemon
grass was the most effective against Gram-positive (0.05%v/v),
followed by dove, ginger ((.09%v /v), and thyme (0.10%v /v)

coccusaures, Escherichia coli, Listeria Monocytogenes,
and Salmonella Enteritidis experimentally inocu-
lated in irradiated minced meat added with es-
sential oils and maintained at 5°C/3h.

£
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FIG. 2. Log of CFU/g of standard plate count (SPC) values
recorded on minced meat samples after 5°C/6 and 24h of
essential oil addition.

oils and dove oil for Granrnegative strains (0L10%v,v). In vitro
studies have demonstrated the antibacterial activity of essential
oils against L. monocytogenes, Salmonella Typhimurium, E. coli
O157:H7, Shigella dysenteria, Bacillus ceveus, and S, aureus, and
Gram-negative bacteria were less suscepiible than Gram-
positive bacteria (Burt, 2004).

The CFU /g (log) values of 5. aureus, L. monocytogenes, E. coli,
and Salmonella Enteritidis assays with or without essential
oil zacontact in meat experimentally inoculated are shown in
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FIG. 3. Log of CFU/g for psychrotrophic microorganism
values recorded on minced meat samples after 5°C/24 h of
essential oil addition.
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Fig. 1. The reduction between tests and control treatments was
not significant, and the oils were able to reduce 1 log com-
pared with the control. Although no significant differences
were found, the bacteniostatic effect of oils was venfied, and
no bacterial developments were recorded at 5°C/3 h for all
bacterial strains.

The log CFU/g values for mesophilic aerobic bacteria from
minced meat recorded at O h (positive control) and 6 and 24 h
after adding oil to meat are presented in Fig. 2. No significant
differences were verified, and 1.3 and 1.0 were log CFU/g
reduction values to ginger and thyme cils, respectively. The
psychrotrophic reduction tests (Fig. 3) after 24 h of vils and
meat contact produced the highest log reduction with oreg-
ano oil (0.4).

Although the antimicrobial activity in ity of oils has been
moderately effective on meat model, the potential use of these
oils in food preservation technologies should be found in
optimal concentrations to ensure the safety of the food, ap-
propriated organoleptical characteristics, and accepted by
consumers. Studies aiming to elucidate the interaction be-
tween essential oils and components of food matrices or ad-
ditives, stability of ocils during food processing, and the
standardization of antibacterial methods are siill needed.
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Abstract

Aromatic plant essential oils (EO) represent promising alternatives to eliminate
bacteria that usually contaminate food. The aim of this study was to determine the
antimicrobial activity of oregano (Origanum vulgare), thyme (Thymus vulgaris), basil
(Ocimum basilicum) and marjoram (Origanum majorana) EO in bovine minced meat and
burger artificially contaminated with Listeria monocytogenes and Salmonella Enteritidis.
Samples of those foods were previously irradiated at a mean dose of 10 kGy for sterilization;
then, they were infected with salmonella and listeria separately and received increasing EO
concentrations. After 3-hour contact (oils x bacteria), serial dilutions (10'1 to 10) and deep
plating in Plate Count Agar were performed, followed by incubation at 37°C/24h and bacterial
count. The same tests were carried out with a fixed EO concentration and bacterial counts at
6, 24 and 48 hours. In minced meat, marjoram EO at 0.8% v/v eliminated listeria, whereas in
burger this bacterium was completely eliminated by marjoram and thyme EO also at 0.8%
v/v. Considering salmonella, oregano and marjoram EO had equal inhibitory potential in meat
(1.6% v/v) and burger (1.2% v/v), whereas basil EO had the lowest antimicrobial capacity.
The EO antimicrobial activity differed with the studied food, the bacterial strain and the
contact time; marjoram oil was noticeable in 3h-contact tests and oregano was capable of
reducing total bacterial counts in three of the four time variation models studied. These data

established the potential use of EO in meat models, aiming at their preservation.

Keywords: essential oils, antimicrobial activity, minced meat, burger, Listeria

monocytogenes, Salmonella Enteritidis.

1. Introduction

The increasing number of outbreaks of diseases caused by foodborne pathogenic and
spoilage microorganisms is a concern for both consumers and industries (Shan et al., 2007).
The global incidence of foodborne illness is difficult to assess, but in 2005 an estimated 1.8
million people died of diarrheal diseases (WHO, 2007).

Methods like heating, freezing, drying, lyophilization, irradiation, high hydrostatic
pressure, fermentation, or addition of antimicrobials and chemical products are used to control

contamination by microorganisms. However, after these treatments some microorganism
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populations are destroyed, others can survive and others can be partially damaged (Wu et al.,
2001).

In addition, consumers have preferred natural and/or minimally processed products to
foods containing synthetic additives (Dadalioglu and Evrendilek, 2004). Thus, aimed at
reducing health risks and economic losses caused by microorganisms contaminating foods,
the use of natural antibacterial compounds has been shown a promising alternative (Smid and
Gorris, 1999; Oussalah et al., 2007). Among such natural products, essential oils, chitosan,
nisin and lysozyme are active compounds of potential use for food preservation (Devlieghere
et al.,2004).

Essential oils are volatile secondary metabolites of several plant species and present a
consistency similar to that of oil; they are obtained from plant material like leaves, flowers,
buds, seeds, branches, bark, herbs, wood, fruits and roots. These substances are used in
perfumes, flavorings and other products, besides presenting medicinal use (Burt, 2004).
Antibacterial activity depends on the plant species, the essential oil type, composition and
concentration, the microorganism type, the substrate composition, the processing and the
storage condition (Bertini et al., 2005).

Considering the different groups of chemical compounds present in essential oils, the
antibacterial activity of the latter is probably not attributed to a specific mechanism but to the
presence of several targets in the cell (Burt, 2004). However, the consensus is that most
aromatic and phenolic compounds exert their antimicrobial effects on the cell membrane,
altering its structure and functions (Holey and Patel, 2005). Thus, plant elements previously
considered only vectors of characteristic aroma and flavor now have a new perspective of use
(Souza et al., 2003).

Several studies have reported the antimicrobial activity of plants such as marjoram,
oregano, thyme and basil (Deans and Svoboda, 1990; Daferera et al., 2000; Burt and
Reinders, 2003; Nevas ef al., 2004; Vagi et al., 2005; Moreira et al., 2005; Di Pasqua et al.,
2005; Oussalah et al., 2006; Souza et al., 2007; Barbosa et al., 2009).

Nowadays, there is an increasingly frequent consumption of easy-to-prepare or ready-
to-consume meat products such as meatballs, burgers, breaded, sausages, mortadella and
salami. However, meats are often involved in outbreaks of foodborne toxinfections due to
their high activity of water, favorable pH to the growth of microorganisms and high
percentage of proteins, minerals and vitamins, making them excellent culture media for the
development of pathogens and spoilage bacteria (Cardoso and Araujo, 2003). Minced meat

has greater microbiological problems than sliced meat since the former is more handled and
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presents higher area/volume ratio. Thus, the development of methods to lengthen the useful
life of this highly perishable food is important for producers (Conceigdo et al., 2003; Fik et
al., 2008).

Therefore, the aim of this study was to test four spice plants (Origanum vulgare-
oregano, Thymus vulgaris-thyme, Ocimum basilicum-basil and Origanum majorana-
marjoram) for the potential use of their essential oils as natural food additives based on their
antimicrobial activity in bovine minced meat and burger samples artificially contaminated

with Listeria monocytogenes and Salmonella Enteritidis.

2. Materials and Methods
2.1. Essential oil collection and chemical characterization

Essential oils (EO) of Origanum vulgare (oregano), Thymus vulgaris (thyme),
Ocimum basilicum (basil) and Origanum majorana (marjoram) were prepared according to
the classic methodology of steam distillation using Clevenger-type equipment, brand
Marconi, model M480 (Bernardo-Gil et al., 2002, Souza et al., 2004). After EO were
obtained, oil yield and density values were determined (Fonseca and Librand, 2008).

Chemical analysis was done by using a mass-spectrometer attached to a gas
chromatograph (GC-MS), brand Shimazu, model QP5050A, and a capillary column, CBP-5,
50m length, 0.25mm inner diameter and 0.25um film thickness. The temperature of the
injector was 250°C and that of the interface was 250°C; the detector operated in mode EI at
70eV and He was the carrier gas. Chromatographic conditions were: oregano - initial
temperature of 60 °C, heating at a rate of 3°C.min™" up to 160°C, heating at 10°C.min™" up to
180°C, maintenance of this temperature for 5min, heating at 15°C.min™ up to 200°C,
maintenance of this temperature for 3min, heating at a rate of 20°C.min™" up to 220°C, and
maintenance of this temperature for 10min; thyme, basil and marjoram - initial temperature
of 60°C, heating at 3°C.min”" up to 160°C, heating at 15°C.min™" up to 220°C, and
maintenance of this temperature for 10min. Essential oil compounds were identified based on

NIST library, mass spectra and data available in literature (Adams, 1989).

2.2. Bacterial strains
The used bacterial strains were Listeria monocytogenes and Salmonella Enteritidis
isolated from foods subjected to microbiological analysis in the Department of Microbiology

and Immunology, Sao Paulo State University-UNESP, Botucatu, Sdo Paulo State, Brazil. The
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samples were identified according to Hitchins (2003) and Andrews et al. (2001) and kept in

agar stock until used.

2.3. Meat models

The meat models were prepared and handled in the Laboratory of Nutrition and
Dietetics, UNESP, Botucatu. One lot of bovine minced meat in natura (semimembranosus)
was obtained at the local commerce in Botucatu; the standard count of total aerobic
mesophiles was done using an initial dilution of 25g in 225 ml sterile buffered water (10" to
10”) and deep plating in Plate Count Agar culture medium (PCA - Difco), followed by
incubation at 35°C/24-48 hours and count of colonies (CFU) (Morton, 2001). A basic recipe
of bovine burger was prepared by using a portion of the same sample of minced meat (80%),
salt (1.2%) and chopped onion (18.8%); then, two portions of 25 grams (meat and burger)
were prepared, individually packed and frozen. The frozen samples (meat and burgers) were
forwarded in a thermal box containing ice to the Brazilian Company of Sterilization (CBE) in
Jarinu, Sao Paulo State, where they were subjected to the process of gamma ray irradiation at

a mean dose of 12 kGy in an irradiator, brand Harwell Dosimeters (UK).

2.4. Proximate analysis
To control EO activity in the foods, samples were also subjected to a proximate
analysis before and after the irradiation process in order to detect possible changes in the meat
products. The analyses included moisture, protein, lipid and ash assessment (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985) and were performed in triplicate in the Laboratory of Technology for
Products of Animal Origin, Department of Management and Agroindustrial Technology,

College of Agronomical Sciences, UNESP, Botucatu.

2.5. Determination of the antimicrobial action of essential oils against pathogenic
bacteria in bovine burger and minced meat in natura

The samples were thawed at refrigerator temperature on the day before the experiments;
then, artificial contamination assays were carried out with a bacterial concentration around 10°-
10* CFU/g food, using listeria and salmonella cultured in Brain Heart Infusion (BHI-Difco) at
35°C/24 hours and standardized according to 0.5 McFarland scale. Control assays were done

for bacterium addition to the foods without EO addition and for sterility of food samples.
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Each bacterium was directly added to the food inside a plastic bag and homogenized,
followed by addition of the respective essential oil volumes corresponding to values between
0.1 and 2.2 %v/v, with variations according to the tested EO and bacteria. The initial values
were adopted based on the studies of Barbosa et al. (2009), who used the same bacterial
species and EO. After the addition and mixture of oils, the samples were kept at refrigerator
temperature for 3 hours (Barbosa et al., 2009). In another step of this study, using the protocol
that was previously adopted, assays were done with a concentration just below the one at
which bacterial count was <10 CFU/g; however, counts were done at 0, 6, 24 and 48 hours of
food storage, aimed at verifying the direct influence of the time of contact between EO and
bacteria on foods. For bacterial counts, serial dilutions of each food sample were done from an
initial dilution of 25g in 225 ml sterile buffered water (dilution between 10" and 107),
followed by deep plating in PCA culture medium (Difco), incubation at 35°C/24-48 hours and
count of colonies in the plates containing between 25 and 250 colonies by using a colony
counter, model Phoenix. The final result, expressed as CFU/g, was obtained by multiplying the
number of colonies by the inverse factor of the dilution of the respective count plate. Assays

were done in duplicate.

2.6. Statistical analysis
For the proximate analysis, Student’s t test was employed. As regards the mean values
of concentrations, oils, and oils versus concentrations, a two-way analysis of variance was
adopted. To compare treatments (oils and control), concentrations and their interactions,
Tukey’s test was used. A value of p>0.05 indicates no significant difference between groups.

The statistical software SAS version 9.0, licensed by UNESP in 2009, was employed.

3. Results

The lot of minced meat from which the samples were separated had standard initial
count of 6 x 10* CFU/g. Counts before and after the irradiation of food samples were
compared aimed at the complete elimination of the microbiota residing in the lot of meat,
which was confirmed through controls prepared over the experiment for the sterility of the
used food samples. Thus, the obtained bacterial counts only contained the artificially

inoculated bacteria subsequently recovered rather than eventual contaminants.
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The general aspects of the plants used in the biological assays of sensitivity to the
studied bacterial strains are shown in Table 1. The yield of EO from the plant material used in
its production was extremely low, and the presence of thymol in the members of this plant

family (Lamiaceae) was confirmed.

Table 1- General aspects of the spice plants used in the biological assays of sensitivity to the

studied bacterial strains in bovine minced meat and burger.

Species Common Used part Density  Yield (%) Major compounds

name (mg/mL)
Origanum y-terpinene (29.36%),
vulgare Oregano Leaves, o7 0.11 p-cymene (14.96),
steam caryophyllene (7.81%)
Thymus thymol (54.19%),
vulgaris Thyme Leaves, 900 0.10 y-terpinene (11.72%),
steam p-cymene (7.39%)
Ocimum linalool (38.07%),
basilicum Basil Leaves, 867 0.07 eugenol (10.06%),
steam camphor (2.00%)
Origanum terpineol (15.60%),
majorana  Marjoram  Leaves, 870 0.07 thymol (9.66%),
steam y-terpinene (9.20%)

Proximate analysis (Table 2) was done to verify possible changes in meat and burger
compounds, compared to non-irradiated samples. Moisture, proteins, lipids and ash were
determined to learn about the general aspects of the product. The irradiation did not alter the

samples significantly (p>0.05 in all assays). Literature indicates that the percentage of water
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reaches 75%, proteins around 20%, ash around 1%, and lipids (intercellular fat) close to 3%
(IAL, 1985). Thus, the irradiation process did not significantly alter the bovine meat and
burger samples, which were within the expected limits. It must be emphasized that the aim of
our work was not to study the aspects related to the irradiation process of such foods;

however, this parameter must be considered in future studies.

Table 2- Percentages obtained in the proximate analysis of bovine minced meat and burger

samples before and after irradiation.

Samples Moisture (%)  Protein (%) Fat (%) Ash (%)
Minced meat 73.1 a* 22.3 a* 2.2 a* 1.1a*
Irradiated minced meat 73.6 a* 23.3 a* 1.9 a* 1.1a*
Burger 75.6 a** 19.2 a** 2.5 a** 2.0 a**
Irradiated burger 75.3 a** 18.0 a** 2.3 a** 2.4 a**

*The same letters in lines for the parameters minced meat and irradiated minced meat do not differ statistically (p>0.05)

**The same letters for the parameters burger and irradiated burger do not differ statistically (p>0.05)

Based on the results obtained by Barbosa et al. (2009), the concentrations 0.1, 0.2, 0.4,
0.8, 1.2, 1.6, 2.0 and 2.2%v/v were adopted to standardize the analyses and allow the
comparison among the efficacies of oils; the value 0.1%v/v was close to that obtained in vitro.

The mean values of log/CFU per gram of food against Listeria monocytogenes (closed
symbols) and Salmonella Enteritidis (open symbols) subjected to different concentrations of
oregano, thyme, basil and marjoram EO are shown in Figure 1. Up to the maximal
concentration of 2.2 %v/v, all EO led to a complete reduction, i.e. the bacterial count defined
as log of CFU/g was <10. In addition, the strain L. monocytogenes was more sensitive to the
action of EO than Salmonella in both meat and burger.

The MIC values (%v/v) obtained in the sensitivity assays for bovine meat and burger

are shown in Table 3.
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Table 3- MIC values obtained for L. monocytogenes and S. Enteritidis in the sensitivity

assays with bovine minced meat and burger added of essential oils.

Strain Food Oregano Thyme Basil Marjoram

L. monocytogenes Meat 1.6b 1.6b 1.6 c 0.8a
Burger 1.2b 0.8a 1.6 ¢ 0.8a

S. Enteritidis ~~ Meat 1.6a 1.6b  22c¢ ] 1.6a
Burger 1.2b 1.2a 20c 1.2 ab

*Values followed by the same letter in the same line do not differ statistically (p<0.05)
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Figure 1. Numbers of log CFU/g for L. monocytogenes (closed symbols) and S. Enteritidis
(open symbols) recovered from bovine minced meat (triangles) and burger
(squares) subjected to different essential oil concentrations.

To verify the influence of the time of contact between essential oils and bacteria,
concentrations immediately inferior to those at which microbial counts were <10 CFU/g at 0,

6, 24 and 48 hours were tested, and the samples were kept at refrigerator temperature
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throughout the experiment. The values of log CFU/ml for bacterial counts relative to oils are
presented in Figures 2 and 3. In general, listeria had higher sensitivity and oregano oil was

more effective considering time of contact between bacteria and the respective EO.

50

40

3,04

Log/CFU/g «

2,0

1,0 1

0,0

TOh T6h T24h T48h

Time (hours)
@ control & oregano 1.2% meat a thyme 1.2% meat m marjoram 0.4% meat
3 basil 1.2% meat B control burguer R oregano 0.8% burguer @ thyme 04% burguer
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Figure 2- Antimicrobial activity of essential oils against Listeria monocytogenes in bovine

minced meat and burger at 0, 6, 24 and 48h.
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Figure 3- Antimicrobial activity of essential oils against Sa/monella Enteritidis in bovine

minced meat and burger at 0, 6, 24 and 48h.
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4. Discussion

The initial oil concentration adopted was not efficient against listeria and salmonella
strains, which confirms the results of studies reporting that, when applied directly on the food,
EO present an inhibitory action profile different from that observed in vitro; this is explained
by the complexity of the food system and the possible interactions between EO and food
compounds. According to Burt (2004), among the compounds present in meat products, a
high fat content represents a considerable impairment for EO action. A study performed with
cheese indicated that food composition can determine the efficiency of plant essential oils
against L. monocytogenes and Salmonella Enteritidis (Smith-Palmer et al., 2001). This
justifies our choice for preparing a simple bovine burger in order to minimize the quantity of
nutrients that could interact with the essential oil, compromising its action. Nevertheless,
further studies must be carried out in order to test EO antimicrobial action in food models,
verifying possible interactions between EO and additives and/or ingredients in the foods.

Skandamis and Nychas (2000) reported that oregano oil can contribute to the intrinsic
safety of eggplant salad, synergistically acting under low pH and at reduced storage
temperatures since the essential oil becomes more hydrophobic under low pH and, therefore,
can interact more efficiently in the lipid phase of the bacterial membrane. According to
Mejlholm and Dalgaard (2002), EO can be successfully used as antimicrobials in foods if
applied together with high salt levels, reduced water activity, low pH, and at palatable levels.

As regards listeria in minced meat, marjoram oil was the most efficient, leading initial
bacterial counts to <10 CFU/g at the concentration of 0.8%. The remaining three oils allowed
total count reduction at the concentration of 1.6%; however, only oregano and thyme had the
same efficiency concerning the initial contamination of samples. Considering these data and
the decreasing antimicrobial activity of EO, marjoram > oregano = thyme > basil. In burger
samples, marjoram and thyme were the most efficient oils, leading listeria counts to <10
CFU/g at 0.8%, whereas basil oil was only efficient at the double this concentration
(marjoram = thyme > oregano > basil).

In the assays with salmonella, basil oil had the lowest inhibitory efficiency in meat
(2.2%) and burger (2.0%). Thus, for minced meat the results were the following:
marjoram=oregano>thyme>basil, whereas for burger, marjoram=oregano>basil and
marjoram=thyme>basil, and oregano#thyme.

In general, the bacteria had higher sensitivity to EO in burger samples. As already

mentioned, salt (NaCl) at sufficient concentration acts as an antimicrobial agent, delaying the
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subsequent spoilage due to the increase in the osmotic pressure of the medium, which results
in decreased water activity, making difficult its use by bacteria. Thus, the presence of this
ingredient in burger formulation may have functioned as an additional barrier to the growth of
the studied microorganisms, compared to minced meat in natura. This is very interesting
since meat prepared for consumption is always added of a type of spice such as a certain salt
content to intensify the flavor.

The EO considered most efficient reduced by at least 3.7 log the initial counts in meat
products subjected to artificial contamination, and this reduction was punctual, presenting
some progressive falls in the number of colony forming units when the essential oil period of
action was 3 hours. Thus, there was the need of assays to elucidate whether a longer contact
period could reduce the EO quantity necessary for the studied foods, adopting an initial
artificial contamination around 4 log/CFU/g for both bacteria (listeria and salmonella).

As regards the association between listeria and meat, basil oil at the concentration
1.2%v/v led the count to <10 CFU/g at 24 hours, whereas oregano, thyme (1.2%v/v) and
marjoram (0.4%v/v) oils led the counts to <10 CFU/g at 6 hours. For listeria in burger,
oregano and basil EO kept the same efficiency, whereas thyme and marjoram were not
capable of leading counts to <10 CFU/g at the end of 48 hours of experiment. For salmonella
in minced meat, oregano and thyme oils were capable of leading counts to <10 CFU/g at 24
and 6 hours, respectively, whereas marjoram and basil caused discreet reductions at the end of
48 hours of experiment. For salmonella in burger, thyme and basil EO were the most efficient,
leading to total count reduction at the end of 6 hours of contact, whereas oregano and
marjoram caused only a discreet reduction during the 48h-contact period.

The antimicrobial activity of EO depends not only on their chemical composition but
also on their structural configuration, functional groups and possible synergistic interactions
among their compounds (Dorman and Deans, 2000). Chemical composition is also studied to
better understand the cell targets of the molecules found in plants (Souza et al., 2005).

In a 3-h period, marjoram oil had noticeable efficiency against the tested
microorganisms, followed by thyme and oregano, the latter presenting the best results in the
tests with time variation. Terpineol, the major compound found in marjoram oil, is believed to
inhibit the oxidative respiration and induce the membrane deformation (expansion) having as
consequences changes in the membrane permeability (Cox et al., 2000), whereas thymol
(thyme) disintegrates the outer membrane present in the wall of Gram-negative bacteria,

releasing lipopolysaccharides (LPS) and increasing the permeability of the cytoplasm
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membrane to ATP (Helander et al., 1998). p-Cymene (oregano/thyme) is hydrophobic and

causes important disturbances in the cytoplasm membrane (Ultee ef al., 2002).

5. Conclusions

The antimicrobial activity of essential oils differed with the food, the strain and the
contact time. Although all oils had antimicrobial activity in 3h-contact assays, marjoram
essential oil had the best antimicrobial efficiency, whereas basil oil was the least efficient. In
assays of time variation, oregano oil was capable of leading counts to <10 CFU/g in three of
the four studied models of time variation. It is recommended that the use of these
antimicrobial products from plants in foods be guided by the levels tolerated by consumers,
and this procedure should not be the only means to preserve foods of any nature. Future
studies are needed, specially about the acceptance of essential oils used as additives in the

tested foods.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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