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Resumo

RESUMO

Salmonella é um dos patégenos mais importantes relacionados a surtos de origem alimentar
que tém como veiculos carnes vendidas prontas para o consumo. A contaminac¢do destes
produtos pode ocorrer durante o processamento em operagdes como o fatiamento,
embalagem e outros procedimentos que requerem manipulagdo. O aumento do consumo de
produtos a base de carne de peru tem sido verificado mundialmente, pois estes aliam a
praticidade dos chamados produtos “ready-to-eat” com o fato de que as carnes de aves sdo
reconhecidas como sauddveis. Outro fator importante que influencia na escolha do
consumidor € a presenca de conservantes quimicos nos produtos alimenticios. A
substitui¢do de conservantes quimicos por substincias naturais, como os 6leos essenciais, €
a incorporacdo destas em sistemas de embalagens ativas, representa uma alternativa
interessante e atende a demanda por produtos mais naturais. Este estudo teve como objetivo
desenvolver e aplicar um revestimento incorporado com d6leo essencial como
antimicrobiano em produtos carneos a base de peito de peru e avaliar sua atividade contra
Salmonella Enteritidis, simulando um sistema de embalagem ativa. Além disso, foi
estudada a transferéncia desta bactéria a produtos de peito de peru durante o fatiamento,
para simular a contaminac¢do cruzada em equipamentos utilizados para este procedimento.
Também fo1 avaliado o comportamento de S. Enteritidis durante a vida util de fatias
contaminadas dos produtos cdrneos, contendo ou ndo revestimento de 6leo essencial,
armazenadas a diferentes temperaturas (10 e 25 °C). Quatro formula¢des dos produtos
carneos (A, B, C e D) foram estudadas para que fosse possivel avaliar como a composi¢ao
da matriz alimentar influencia no comportamento de S. Enteritidis. Dos quatro 6leos
essenciais testados in vitro, o 6leo essencial de Thymus vulgaris (tomilho) foi o que
apresentou menor concentracdo minima inibitéria (MIC) contra S. Enteritidis, sendo
selecionado para ensaios posteriores. Baseando-se em andlise sensorial e nos testes de
triagem antimicrobiana, uma concentracao de 0,08 % (v/m) de 6leo essencial de T. vulgaris
foi aplicada nos revestimentos para os produtos carneos. Observou-se transferéncia de S.
Enteritidis durante o fatiamento, a partir das laminas de corte artificialmente contaminadas
(~ 8 log UFC/lamina) a todas as fatias analisadas (n = 20), de produtos revestidos ou ndo
com emulsdo de 6leo essencial de T. vulgaris. Diferencas estatisticas foram detectadas em
relacio a transferéncia do patégeno nos diferentes tratamentos (p < 0,05). O
comportamento de S. Enteritidis nas fatias durante o armazenamento foi fortemente
dependente da temperatura e da composicao dos produtos, sendo verificado o crescimento a
25 °C em todas as formulacdes e tratamentos avaliados. Apenas o produto A propiciou o
crescimento do patégeno a 10 °C. Nas fatias dos demais produtos foi verificado um perfil
de sobrevivéncia, com redu¢do das contagens ao longo da vida util. O 6leo essencial de T.
vulgaris foi efetivo contra S. Enteritidis, durante o armazenamento de fatias revestidas a 10
‘C. Testes finais indicaram que a adicdo e mistura do 6leo essencial juntamente com os
outros ingredientes, no processo industrial para obten¢@o dos produtos carneos processados,
possivelmente resultaria em maior atividade antimicrobiana do mesmo contra S. Enteritidis.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, embalagem ativa, alimentos prontos para o
consumo, seguranc¢a alimentar, contaminagdo cruzada.
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Abstract

ABSTRACT

Salmonella is one of the most important pathogens involved in foodborne outbreaks related
to the consumption of ready-to-eat meat products. The contamination of these products can
occur during processing operations like slicing, packaging or other handling procedures.
The increase in demand for turkey breast based products has been verified worldwide since
they combine the convenience of ready-to-eat-products with the fact that poultry meat is
recognized as healthy by consumers. The presence of chemical preservatives in food
products is another important factor that influences consumer’s choice. The use of natural
substances as antimicrobials, such as essential oils, and their incorporation in active
packaging systems represents an interesting alternative to the use of chemical preservatives.
The aim of this study was to develop and implement an edible coating incorporated with
essential oil as a natural antimicrobial to turkey breast products and to assess its activity
against Salmonella Enteritidis, in order to simulate an active packaging system. This study
also aimed to evaluate the transfer of S. Enteritidis to turkey breast products during the
slicing procedure, simulating a cross-contamination scenario. Pathogen behavior during
sliced turkey breast products’ shelf-life at different storage temperatures (10 e 25 °C) was
also evaluated. Four different formulations of products (A, B, C and D) were studied in
order to evaluate how the composition of these food matrices can influence the behavior of
S. Enteritidis. Among the four essential oils tested in vitro, Thymus vulgaris (thyme)
essential oil exhibited the lowest minimum inhibitory concentration (MIC) against the
pathogen and it was selected to subsequent assays. Based on sensory analysis and
antimicrobial screening tests, 0.08 % (v/w) of T. vulgaris essential oil was applied on the
edible coatings to be tested on turkey breast meat products. S. Enteritidis could be
transferred during the slicing procedure, from artificially contaminated slicer blades (~ 8
log CFU/blade) to all slices microbiologically analyzed (n = 20), of products previously
coated and not coated with 7. vulgaris essential oil. Statistical differences were detected
regarding pathogen transfer in the different treatments (p < 0.05). S. Enteritidis behavior on
slices during storage was strongly dependent on temperature and products composition.
Growth was verified in slices of all formulations and treatments during storage at 25 °C.
Only one product was susceptible to pathogen growth at 10 °C (product A). In the slices of
the other three products (B, C and D) a survival pattern was observed, with reductions of S.
Enteritidis counts during shelf-life. 7. vulgaris essential oil was effective against S.
Enteritidis during storage of slices at 10 °C. Final tests indicated that the addition of T.
vulgaris essential oil with the other ingredients, during the industrial manufacture process
of turkey breast products, probably would result in higher antimicrobial activity against S.
Enteritidis.

Keywords: antimicrobial activity, active packaging, ready-to-eat foods (RTE), food safety,
cross-contamination.
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"To those who devote their lives to science, nothing can give
more happiness than making discoveries, but their cups of joy
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Introducdo

1. Introducao

O aumento do consumo de produtos cdrneos processados prontos para 0 consumo
tem sido verificado mundialmente nas ultimas décadas (BASU, 2014; WANG et al.,
2014b). Este aumento se justifica pelo fato de que estes produtos representam praticidade
ao consumidor, que em um mundo cada vez mais globalizado, prima pela conveniéncia e
economia de tempo em realizar operacdes como desossa, cozimento e fatiamento de carnes
obtidas in natura (SORIANO-SANTOS, 2010).

Paralelamente, os consumidores estdo cada vez mais preocupados com 0s aspectos
nutricionais dos alimentos, optando por produtos mais naturais, que possuam concentragoes
reduzidas de ingredientes como o sal e a gordura em suas formulagdes (ZANELLO et al.,
2014). A presenga ou auséncia de aditivos quimicos como conservantes também sdo fatores
fundamentais para a escolha do consumidor (HYGREEVA; PANDEY;
RADHAKRISHNA, 2014).

Neste contexto, produtos carneos processados a base de peito de peru sio
enquadrados como produtos mais saudaveis e naturais. Carnes de aves, como o peito de
peru, sdo uma boa escolha de fonte proteica para uma alimentagdo sauddvel e, produtos a
base destas matérias-primas geralmente sdao formulados com reduzidas concentracdes de sal
e gordura, para atender a demanda por produtos mais sauddveis (SORIANO-SANTOS,
2010).

No entanto, produtos processados e que possuem concentragdes reduzidas de
ingredientes e aditivos que atuam como conservantes, s20 mais susceptiveis a contaminagao

por micro-organismos deterioradores e patogénicos, o que diminui a vida util dos produtos
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e coloca em risco a seguranga do consumidor. As operacdes realizadas em plantas de
processamento de alimentos exigem a manipulacdo excessiva das matérias-primas e
procedimentos como os cortes levam ao extravasamento de fluidos internos, favorecendo a
contaminacao cruzada (ABADIAS et al., 2008).

Procedimentos de limpeza e desinfeccao em superficies, equipamentos e instalagdes
de processamento muitas vezes nio sdo realizados apropriadamente, o que também facilita
a contamina¢do de alimentos (CARRASCO; MORALES-RUEDA; GARCIA-GIMENO,
2012). Particularmente, a etapa de fatiamento de produtos cdrneos, etapa prévia ao envase,
merece atencdo devido ao risco de contaminacdo cruzada, ji que posteriormente 0s
produtos fatiados ndo sdo submetidos a nenhum tratamento letal para micro-organismos
patogénicos (CHEN; ZHAO; DOYLE, 2014).

A Salmonella, bactéria geralmente patogénica ao homem, é comumente isolada de
carnes de aves, como a carne de peru, e € um dos principais micro-organismos relacionados
a surtos de origem alimentar que t€ém como veiculos carnes vendidas prontas para o
consumo (MCKEE, 2012). Por ser uma bactéria muito adaptavel € capaz de sobreviver em
equipamentos e demais superficies que entram em contato com alimentos, sendo facilmente
transferida destas a produtos nido contaminados (CARRASCO; MORALES-RUEDA;
GARCIA-GIMENO, 2012).

Neste cendrio, estratégias sdo necessdrias para aumentar a vida util de produtos
carneos processados a base de peito de peru, bem como a seguranca associada ao seu
consumo. O uso de conservantes naturais em detrimento do uso de substancias quimicas e o
desenvolvimento de embalagens ativas sao alternativas interessantes e atendem a demanda
do consumidor por produtos mais naturais (JAYASENA; JO, 2013). As embalagens ativas,

dentre elas os revestimentos biodegraddveis, além de proteger os produtos das influéncias
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ambientais externas, interagem com eles, conferindo uma caracteristica desejivel no intuito
de preservar a sua qualidade (CAMILLOTO et al., 2009).

A incorporagdo de substincias naturais em revestimentos comestiveis, para a
preservacdo da qualidade de produtos cdrneos, vem sendo investigada atualmente
(GOSWAMI; HAN; HOLLEY, 2009). Oleos essenciais, produtos do metabolismo
secunddrio de plantas, apresentam importantes propriedades funcionais ja reconhecidas,
como a antimicrobiana e antioxidante, de extremo interesse para a industria de alimentos
(BURT, 2004; HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

O desenvolvimento de um revestimento incorporado com Oleo essencial, para ser
aplicado a produtos a base de peito de peru, € justificado para atender a demanda do
consumidor por produtos mais saudaveis, naturais e seguros. O potencial antimicrobiano
deste contra micro-organismos patogé€nicos que representam ameagas a saude publica,
como a S. Enteritidis, pode diminuir o risco de ocorréncia de doengas de origem alimentar.
Além disso, a avaliacdo e modelagem da transferéncia de S. Enteritidis aos produtos
carneos durante o fatiamento e o estudo do comportamento deste micro-organismo nas
fatias durante a vida util, podem ser inseridos nas anélises de riscos associados ao consumo

destes produtos, contribuindo para a seguranca do consumidor.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Desenvolver e aplicar um revestimento incorporado com 6leo essencial como
antimicrobiano em produtos cirneos a base de peito de peru e avaliar sua atividade contra
Salmonella enterica sorovar Enteritidis, simulando um sistema de embalagem ativa. Além
disso, quantificar a transferéncia deste patégeno por contaminagdo cruzada durante o
fatiamento dos produtos (revestidos ou ndo) e avaliar o seu comportamento nas fatias

durante armazenamento a diferentes temperaturas.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro contra S. Enteritidis de quatro 6leos
essenciais extraidos de espécies de plantas aromaéticas;

e Aplicar e avaliar a atividade de revestimento incorporado com o6leo essencial em
produtos carneos a base de peito de peru.

e Avaliar a aceitacdo de produtos cdrneos a base de peito de peru contendo o
revestimento incorporado com Oleo essencial, por meio de andlise sensorial
realizada por potenciais consumidores;

e Avaliar a capacidade de sobrevivéncia de S. Enteritidis em superficies de aco
inoxidavel, simulando condi¢des de limpeza e ndo higienizacdo na industria de
produtos carneos;

e Quantificar e modelar a transferéncia de S. Enteritidis a produtos carneos, revestidos

e ndo revestidos, durante a etapa de fatiamento;
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Estudar o comportamento de S. Enteritidis em produtos cdrneos fatiados a base de
peito de peru, revestidos e ndo revestidos, durante vida titil a diferentes temperaturas
de armazenamento;

Avaliar o efeito de diferentes composi¢des de produtos cirneos a base de peito de
peru no comportamento de S. Enteritidis durante armazenamento de fatias a

diferentes temperaturas.
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3. Revisao de Literatura

3.1. Salmonella

A Salmonella é uma bactéria do tipo bastonete, Gram-negativa, ndo esporulada,
geralmente mesoéfila, anaerdbia facultativa, pertencente a familia Enterobacteriaceae. Seus
principais reservatorios sdo o homem e os animais (JAY, 2005). Este micro-organismo
causa infeccdo veiculada por alimentos, a chamada salmonelose, caracterizada por causar
sintomas como a gastroenterite, dor de cabeca, dores abdominais, diarreia, calafrios e
vomitos (JAY, 2005). Manifestacdoes menos comuns de infeccdes por Salmonella sdo
septicemia e infec¢des focais como endocardite e meningite (KRTINIC; DURIC; ILIC,
2010).

O nivel de infeccdo minimo necessario para causar uma salmonelose varia em torno
de 10° células e depende do hospedeiro e do tipo de alimento ingerido. Porém surtos
ocasionados por uma quantidade relativamente baixa de células ja foram registrados (JAY,
2005; KRTINIC; DURIC; ILIC, 2010). O periodo de incubagio para Salmonella é de 12 a
72 horas apds a exposi¢do. O tempo de recuperagdo €, em média, de 4 a 7 dias. Casos em
que a bactéria perfura a parede intestinal e migra até a corrente sanguinea podem ser fatais,
se ndo houver tratamento adequado, geralmente realizado pelo uso de antibidticos (JAY,
2005; WHO, 2015).

Salmonella é um dos principais patdgenos relacionados a surtos de doengas de
origem alimentar, representando uma séria ameaca a salde publica em paises
desenvolvidos e nao desenvolvidos (AKBAR; ANAL, 2014). Por ser uma bactéria muito

adaptdvel, é capaz de sobreviver em condi¢cdes ambientais extremas, expressando diversos
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mecanismos como resposta ao estresse ambiental, ou seja, a condi¢des de adversidade
(SHEN; FANG, 2012; SPECTOR; KENYON, 2012). Atualmente, ja foram identificados
mais de 2500 sorotipos de Salmonella, sendo que destes os mais comumente associados a
doengas transmitidas por alimentos sdo Salmonella. enterica serovar Enteritidis e
Salmonella enterica sorovar Typhimurium (LEE et al., 2015).

Na industria de alimentos, salmoneloses sdo transmitidas quando células vidveis de
Salmonella sao introduzidas em ambientes de processamento (CARRASCO; MORALES-
RUEDA; GARCfA—GIMENO, 2012). Alimentos frequentemente envolvidos em surtos
causados por esta bactéria sdo alimentos de origem animal, como produtos lacteos, carneos
e ovos, ainda que nas ultimas décadas o nimero de surtos relacionados a frutas e hortalicas
tenha aumentando consideravelmente (IMEN et al., 2012; SAGDIC; OZTURK; TORNUK,
2013). Fatores como multiplicacdo em alimentos devido a temperaturas inadequadas de
estocagem, tempo de cozimento insuficiente e contaminacdo cruzada sdo frequentemente
relacionados a ocorréncia de surtos de origem alimentar causados por este micro-organismo
(DE SOUZA SANT’ANA, 2012; NORRUNG; BUNCIC, 2008).

Muitos estudos mostram que Salmonella spp. € comumente isolada de carnes e
produtos cdrneos, incluindo produtos de delicatessen prontos para o consumo. Salmonella
Enteritidis € o principal sorovar isolado de produtos carneos (AKBAR; ANAL, 2014;
SREY; JAHID; HA, 2013). Além disso, estudos mostram que carnes de aves representam
uma fonte importante deste patégeno e a sua recontaminacdo durante o processamento pode
ser considerada um fator de risco ao consumidor (FOLEY et al., 2011). Exemplos de
autores que conduziram estudos recentemente para avaliar a presenca e prevaléncia deste

patégeno em produtos carneos sdo Kramarenko et al. (2014), Sallam et al. (2014) e Wang et

al. (2015).
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3.2. Contaminacao cruzada

Segundo o Centro de Controle e Preven¢do de Doencas (CDC, EUA) existem cinco
fatores de risco principais que contribuem para a ocorréncia de surtos de origem alimentar.
Incluem-se a obtencdo de alimentos de fontes ndo seguras, higiene pessoal precdria de
manipuladores, cozimento inadequado, manipulacdo inadequada de alimentos e,
finalmente, contaminacdo de superficies e equipamentos utilizados para o processamento
(SREY; JAHID; HA, 2013). Estes tultimos fatores estao relacionados ao risco de ocorréncia
de contaminacdo cruzada de alimentos.

De acordo com Pérez-Rodriguez e Valero (2008) o termo contaminac¢do cruzada €
“um termo geral que se refere a transferéncia, direta ou indireta, de micro-organismos de
um produto contaminado para um produto ndo contaminado”.

Micro-organismos em alimentos ou ingredientes podem ser transferidos durante o
contato com equipamentos ou superficies em plantas de processamento e, posteriormente,
produtos isentos de tais micro-organismos podem ser contaminados ao serem processados
nestes ambientes (GIBSON et al., 2013).

Manipuladores de alimentos exercem um papel critico na transmissdo de patégenos
durante operagdes em estabelecimentos de processamento, sendo a fonte priméria do
patégeno quando entram no ambiente de trabalho portando bactérias (GIBSON et al.,
2013). Estudos de praticas de manipulagdo em plantas de processamento identificaram
comportamentos que contribuem para a ocorréncia de contaminagdo cruzada e incluem:
lavagem de maos ndo adequada, manipulacio de produtos crus ou matérias-primas,
manipulacdo de utensilios, e uso de balancas para pesagem de matérias-primas (GIBSON et

al., 2013; SOARES et al., 2012).
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A contaminacdo cruzada € um dos fatores mais importantes que contribuem para a
ocorréncia de surtos de origem alimentar originados em plantas de processamento de
alimentos. Nestes ambientes, o risco de contaminagdo é elevado devido ao contato de
alimentos com superficies contaminadas, como laminas de corte, facas e demais
equipamentos (CARRASCO; MORALES-RUEDA; GARCIA-GIMENO, 2012).

Na industria de produtos carneos, o corte das matérias-primas € reconhecido como
uma das principais etapas em que ocorre contaminagdo cruzada, especialmente no caso de
produtos que podem ser vendidos ja fatiados, como presuntos, mortadelas e demais carnes
processadas (CHEN; ZHAO; DOYLE, 2014). Estima-se que a maioria dos casos de
contaminacdo de carnes de delicatessen ocorre durante o fatiamento nos ambientes de
processamento (FDA, 2013).

O fatiamento é uma etapa que deve ser bem controlada para prevenir a
contaminac¢do cruzada, pois no caso de produtos carneos vendidos prontos para o consumo
ela representa a ultima etapa do processamento (SHEEN; HWANG, 2008). Porém, o
fatiamento realizado em ambientes como supermercados, acougues € outros
estabelecimentos geralmente € realizado a temperatura ambiente, em equipamentos
higienizados de maneira aleatéria e ndo frequente (CHEN; ZHAO; DOYLE, 2014;
SHEEN; HWANG, 2008).

Andlises das superficies de laminas de corte por Microscopia Eletronica de
Varredura revelaram que, at€é mesmo as laminas de ago inoxiddvel novas que ainda nao
foram utilizadas para o fatiamento, possuem numerosas microcavidades, e que o uso
repetido e os procedimentos de limpeza aumentam ainda mais sua rugosidade (VORST;

TODD; RYSER, 2006). Estas cavidades possibilitam a adesdo e multiplicacdo de micro-
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organismos com a consequente formagdo de biofilmes, o que permite a transferéncia deles
aos alimentos durante o fatiamento de produtos nao contaminados (GIBSON et al., 2013).

Listeria monocytogenes, Salmonella spp. e Escherichia coli O157:H7 sdo os
patégenos mais comumente transferidos durante a contaminac¢io cruzada que ocorre em
ambientes de processamento (CARRASCO; MORALES-RUEDA; GARCfA—GIMENO,
2012). Surtos causados por estes micro-organismos, devido ao consumo de produtos
carneos contaminados durante o fatiamento ja foram registrados mundialmente
(CAMPBELL; HOWLETT; EL AKKAD, 2008; CHEN; ZHAO; DOYLE, 2014;
WILLIAMS et al., 2000).

De acordo com rastreabilidade realizada para a determinacdo da fonte de
contaminag@o apos a ocorréncia de surtos, a transferéncia de Salmonella spp. presente em
biofilmes de superficies de contato com alimentos tém sido considerada uma das principais
causas da ocorréncia de doencas de origem alimentar associados ao consumo de carnes de
aves (SREY; JAHID; HA, 2013; WANG et al., 2015).

A importancia da contaminacdo cruzada durante o fatiamento e demais operagoes
realizadas em plantas de processamento de alimentos levou pesquisadores a quantificar e
modelar a transferéncia de patdégenos de superficies aos alimentos e, inserir estes modelos
nas chamadas AvaliacOes Quantitativas de Risco Microbiolégico (AQRM), para reduzir o
risco de exposicdo dos consumidores a estes micro-organismos durante o consumo de
produtos processados (GIBSON et al., 2013; LIN et al., 2006; SHEEN; HWANG, 2008).

Modelos que descrevem o comportamento de patégenos em produtos contaminados
durante vida util e armazenamento a diferentes temperaturas, também sdo inseridos nas
AQRM, tendo sempre em vista a seguranca do consumidor (PEREZ-RODRIGUEZ;

VALERO, 2008).
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3.3. Produtos prontos para o consumo

Atualmente, existe uma crescente demanda por produtos vendidos prontos para o
consumo, os chamados produtos “ready-to-eat” (CAMPOS et al., 2013). As matérias-
primas in natura sio transformadas, processadas e os produtos deste processamento sao
disponibilizados no mercado, prontos para serem consumidos. Incluem-se nesta modalidade
de alimentos os pratos prontos, frutas e verduras minimamente processados, carnes de
delicatessen, entre outros. A obten¢do de alimentos prontos para o consumo representa
economia de tempo para realizacdo de operagdes como desossa, corte e cozimento de
carnes, bem como operacOes de lavagem, descascamento e corte de frutas e verduras,
sendo, portanto, conveniente para os consumidores (ABADIAS et al., 2008; CAMPOS et
al., 2013).

O processamento de alimentos realizado para obtencdo de produtos prontos para o
consumo exige a manipulacdo excessiva das matérias-primas e operacdOes como O corte
expdem a estrutura das mesmas, rompendo tecidos e causando a liberagdo de fluidos
internos de carnes, frutas e vegetais (MURIEL-GALET et al., 2012). Dessa forma, o corte
pode facilitar a contaminacdo por micro-organismos deterioradores, bem como acelerar
outros processos de deterioragdo como a oxidagdo lipidica, com consequente reducdo da
vida de prateleira dos alimentos processados (FRANCIS et al., 2012).

Além disso, estes produtos geralmente ndo sdo submetidos a tratamentos letais para
patégenos previamente ao consumo e a recontaminac¢do deles por micro-organismos
patogénicos apds o processamento representa um risco para o consumidor (SREY; JAHID;
HA, 2013). Por esta razdo, a ingestdo de produtos prontos para o consumo contaminados

com micro-organismos patogénicos, incluindo produtos de origem animal ou vegetal, ja foi
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relacionada a um grande nimero de surtos de origem alimentar (CDC, 2015; CAMPOS et

al., 2013; GIBSON et al., 2013).

3.4. Carne de peru

O consumo per capita de carne de peru aumentou de 0,5 para 1,8 kg/pessoa no
Brasil, entre os anos de 2003 e 2012. Além disso, o Brasil ¢ um dos cinco paises que mais
produzem carne de peru no mundo. No cendrio mundial, o consumo de carne de frango e de
peru, aumentou aproximadamente em 7 %, de 2010 a 2013. As carnes de aves, em geral,
estdo se popularizando devido ao preco mais baixo e por serem consideradas carnes mais
sauddveis, em relacdo a outras carnes disponiveis no mercado (SORIANO-SANTOS,
2010).

O crescimento no consumo também foi facilitado pela diversificagdo da forma do
produto, obtido a partir da carcaga inteira tradicional para muitos tipos de itens in natura e
processados encontrados no varejo. Muitos destes produtos sdo vendidos prontos para o
consumo € atendem aos requerimentos dos consumidores por produtos sauddveis, e,
geralmente, possuem concentragdes reduzidas de sal e gordura, sendo muitas vezes isentos
de conservantes quimicos em suas formulacdes (KARADAL et al. 2014, SMITH, 2012).

Nutricionalmente, a carne de peru, com excec¢do da pele, possui alto teor de
proteinas de elevado valor. Carne de frango e peru possuem niveis mais elevados de
proteinas e niveis mais reduzidos de gordura, em comparagdo as carnes vermelhas. A carne
de peru, também € uma boa fonte de selénio, zinco, niacina, vitaminas B6 e B12
(SORIANO-SANTOS, 2010).

A perecibilidade da carne de peru, como também de outros tipos de carne, tornou
necessdria a busca por alternativas para o aumento da sua vida ttil. As principais causas da
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deterioragdo da qualidade desta carne sdo a contaminacdo microbiana e a oxidagao.
Embalagens que ajudam a prevenir a contaminagdo por micro-organismos deterioradores e
patogénicos tém sido desenvolvidas para manter a qualidade da carne de peru durante o
armazenamento. Tecnologias desenvolvidas recentemente, incluindo o uso de compostos
naturais, como antioxidantes e antimicrobianos, e aplicacdo de pressdo hidrostatica,
também estdo sendo aplicadas 2 carne de peru e produtos a base de carne de peru (PEREZ-
CHABELA, 2012).

Micro-organismos deterioradores comumente isolados de carne de peru pertencem
aos géneros Pseudomonas e Lactobacillus. Micro-organismos patogénicos de preocupagao
pertencem aos géneros/espécies Campylobacter spp., L. monocytogenes, E. coli O157:H7,
Salmonella spp., entre outros. Estudos mostram que um grande numero de sorotipos de
Salmonella isolados de carne de peru € resistente a antibidticos, o que traz a tona

novamente a necessidade de investigacdo de novas substancias antimicrobianas (PEREZ-

CHABELA, 2012).
3.5. Embalagens ativas

Embalagem ativa é definida como uma embalagem que além de promover uma
barreira contra influéncias externas, confere aos alimentos alguma caracteristica desejavel.
Portanto, além de proteger os produtos, uma embalagem ativa interage com eles, com o
objetivo de manter a qualidade nutricional, sensorial, o frescor e a seguranga (SANCHEZ-
ORTEGA et al., 2014).

O desenvolvimento de embalagens ativas para a preservacdo da qualidade de
produtos prontos para o consumo ¢ de grande importancia, j& que a demanda por estes
produtos processados, tem imposto novos requerimentos as embalagens, que devem
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assegurar a eles uma vida de prateleira adequada. Em particular, filmes e revestimentos
comestiveis sdo tipos de embalagens ativas que tém demonstrado proteger alimentos da
deteriorag@o precoce e do crescimento de patdgenos (MURIEL-GALET et al., 2010, 2012;
RAYBAUDI-MASSILIA; MOSQUEDA-MELGAR; MARTIN-BELLOSO, 2008).

Revestimentos comestiveis sdo camadas finas de solucdes de material comestivel,
constituidas por substancias GRAS (Geralmente Reconhecidas como Seguras), aprovadas
pela “Food and Drug Administration” (FDA) e que estejam em conformidade com os
regulamentos aplicados aos produtos a serem revestidos (CAMPOS; GERSCHENSON;
FLORES, 2010). Eles podem representar uma barreira a umidade, ao oxigénio e impedir a
perda de massa, contribuindo para a manutencdo das caracteristicas do produto fresco.
Materiais comumente empregados no desenvolvimento destas embalagens ativas sdo
amidos, quitosana, celulose, alginato, emulsificantes, entre outros. Os revestimentos sao
aplicados diretamente na superficie do produto por imersdo, aspersdo ou espalhamento,
para criar uma atmosfera modificada (SANCHEZ—ORTEGA etal., 2014).

A quitosana € a base mais comumente utilizada para a confeccdo de revestimentos
comestiveis para aplicagdo em produtos carneos (DUAN; CHERIAN; ZHAO, 2010).
Porém, o amido, polissacarideo de reserva de cereais, raizes e tubérculos, possui algumas
vantagens em relacdo a outras bases comumente utilizadas, por se tratar de um material
renovavel e altamente disponivel, além de largamente utilizado industrialmente. Além
disso, o amido € biodegraddvel, apresenta baixo custo e boas propriedades mecanicas
(CAMPOS; GERSCHENSON; FLORES, 2010). Muitos autores tém experimentado o uso
de emulsdes que também atuam como um revestimento para manter a qualidade do produto
fresco por um periodo de tempo maior, além de manté-lo seguro para o consumidor

(LANDRY et al., 2014; OTONI et al., 2014).
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Embalagens ativas também podem ser carreadoras de substancias antimicrobianas.
Nestes casos, € possivel verificar o efeito inibitério destas substdncias contra micro-
organismos deterioradores e patogénicos. Componentes antimicrobianos sdo embutidos na
matriz dos revestimentos e filmes de onde migram até a superficie do alimento, ou para o
“headspace” da embalagem primaria do produto no caso de compostos volateis, interagindo
com o0s micro-organismos durante a vida util do produto ou parte dela. Agentes
antimicrobianos geralmente empregados em revestimentos sdo: acidos organicos, ésteres de
acidos graxos, polipeptidios, 6leos essenciais, nitritos e sulfatos, entre outros (CAMPOS;
GERSCHENSON; FLORES, 2010).

A eficiéncia de embalagens ativas contendo substancias antimicrobianas,
desenvolvidas para preservar a qualidade de produtos carneos e manté-los seguros para o
consumidor, j& foi documentada por muitos autores (JUCK; NEETOO; CHEN, 2010;

LIANG et al., 2011; SANCHEZ-ORTEGA et al., 2014).
3.6. Oleos essenciais como antimicrobianos naturais

De acordo com Solérzano-Santos e Miranda-Novales (2012), os dleos essenciais sao
produtos do metabolismo secundério de plantas que podem ser extraidos de frutas, flores,
cascas, ou de plantas inteiras. Metabdlitos secundérios sdo compostos presentes em células
especializadas que ndo sdo diretamente essenciais ao metabolismo das plantas, mas podem
ser requeridos para a sua sobrevivéncia no ambiente em que se encontram (CHEYNIER et
al., 2013).

Os 6leos essenciais podem ser extraidos por diferentes métodos como a utilizacao
de solventes organicos, gorduras, CO, supercritico, hidrodestilacdo e destilacao por arraste
de vapor (SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012). A caracterizacio
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quimica dos 6leos essenciais pode ser realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas — CG-EM. Estes podem ser constituidos por mais de 45
compostos diferentes (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

O acimulo de O6leos essenciais nos tecidos das plantas é uma estratégia de
adaptacgdo, sobretudo em condi¢des de estresse. A nivel celular, o acimulo dos compostos
presentes nos o6leos essenciais € devido ao aumento da atividade de enzimas como a
fenilalanina amonia liase, a chalcona sintase, entre outras. A atividade de fosfoenolpiruvato
carboxilase também aumenta, sugerindo sua atuacdo em processos no apoio a defesa e
reparagdo das plantas. Portanto, os compostos presentes em Oleos essenciais conferem
varias fungOes fisioldgicas para que as plantas possam sobreviver e se adaptarem a
distdrbios ambientais (CHEYNIER et al., 2013).

Muitos fatores interferem na producdo de dleos essenciais pelas plantas, bem como
em sua composi¢do. Dentre os fatores abidticos podem-se destacar a temperatura,
mudancas climéticas como variagdes de pluviosidade, quantidade e comprimento de onda
da luz incidida, disponibilidade de 4gua e poluentes presentes na atmosfera. O ataque as
plantas por insetos ou micro-organismos representa um fator bidtico que também interfere
na composicao e producdo de dleos essenciais. Portanto, o dleo essencial produzido por
plantas de mesma espécie pode sofrer variacdes na composi¢do, de acordo com fatores
bidticos e abidticos (SILVA et al., 2011).

Na inddastria de alimentos, os Oleos essenciais sdo usados como aromatizantes. Na
inddstria farmacéutica sdo utilizados na formulacdo de medicamentos analgésicos,
antissépticos, sedativos, expectorantes, estimulantes, estomdquicos, etc. As atividades
bioldgicas dos Oleos essenciais, dentre elas a antimicrobiana, sdo atribuidas a grande

variedade de compostos que os constituem (CHEYNIER et al., 2013).
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Os compostos ativos presentes em 6leos essenciais podem ser divididos em quatro
grupos principais: terpenos, terpenoides, fenilpropanoides e outros. A atividade
bacteriostatica e/ou bactericida € exercida principalmente pelos compostos terpenoides.
Particularmente, a a¢do antimicrobiana dos compostos fenélicos monoterpenoides timol e
do seu isdmero carvacrol tem chamado a aten¢do de microbiologistas. Acredita-se que o
efeito antimicrobiano de O6leos essenciais é potencializado pelo sinergismo entre os
diferentes compostos que os constituem (BURT, 2004; HYLDGAARD; MYGIND;
MEYER, 2012).

A hidrofobicidade dos 6leos essenciais permite que 0s mesmos interajam com OS
lipideos da membrana celular bacteriana e mitocondrial, alterando a organizacdo das
estruturas celulares, tornando-as permeéveis. Esta alteragcdo leva ao intenso extravasamento
de moléculas, prejudica o metabolismo energético, a entrada de nutrientes, o transporte de
elétrons e influencia a sintese do material genético, fatores que levam a morte celular dos
micro-organismos (BURT, 2004; GIBRIEL et al., 2013).

Estudos desenvolvidos no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biologicas e Agrarias (CPQBA/UNICAMP) mostraram que 6leos essenciais apresentaram
capacidade de controlar o crescimento de diversos micro-organismos (DUARTE et al.,
2005, 2007, 2012). Em geral, o uso de produtos naturais de plantas tem recebido atencao,
porque muitos deles apresentam propriedades funcionais adicionais ja reconhecidas, como
atividade anticancer e antioxidante (JAYASENA; JO, 2013, 2014).

As espécies aromdticas selecionadas para este estudo serdo brevemente descritas a

seguir.
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3.6.1. Thymus vulgaris L.

O Thymus vulgaris é uma planta aromdtica da familia Lamiaceae, popularmente
conhecida como tomilho, origindria da Europa e cultivada no sul e sudeste do Brasil. Esta
planta, que € aplicada na inddstria de alimentos como condimento, apresenta sabor muito
pronunciado, balsamico e picante (ROCHA, 2012). A aplicagdo do 6leo essencial do T.
vulgaris em alimentos como um aditivo natural, individualmente ou associado a outros
tratamentos que obejtivam impedir o crescimento microbiano, tem sido explorada por
muitos autores em virtude do seu potencial antimicrobiano ja comprovado (HAN et al.,
2015; HYUN et al., 2015; JAYASENA; JO, 2013; KARABAGIAS; BADEKA;
KONTOMINAS, 2011; KOSTAKI et al., 2009). O elevado potencial antioxidante do 6leo
essencial de T. vulgaris também € de grande interesse, sobretudo na industria de produtos

carneos (JAYASENA; JO, 2014)
3.6.2. Cymbopogon martinii (Roxb.) Will. Watson

O Cymbopogon martinii, popularmente conhecido como palmarosa, € um capim
origindrio da India pertencente a familia Poaceae e possui aroma floral semelhante ao
aroma do Oleo de rosas. O oOleo essencial de C. martinii € amplamente usado em
perfumaria, na producio de sabdes, aroma para perfumes, preparagdes de cosméticos, para
mascarar o odor de pesticidas e na fabricacdo de produtos repelentes para insetos. Na
medicina, o 6leo volatil é usado como um medicamento natural contra uma série de
moléstias (RAO et al., 2005). Poucos autores documentaram estudos de aplica¢do de dleo
essencial de C. martinii em alimentos. Raybaudi-Massilia et al. (2008) estudaram a

aplicacdo deste 6leo em um sistema de embalagem ativa para meldes e obtiveram
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resultados positivos contra S. Enteritidis e micro-organismos deterioradores, além do

aumento da vida de prateleira destes frutos.
3.6.3. Cymbopogon citratus (DC.) Stapf

O Cymbopogon citratus, pertence a familia Poaceae, é origindrio da India e
cultivado em todos os paises na regido dos trépicos (MARTINS, 2000). O nome popular
desta espécie aromdtica no Brasil é capim-limao. Estudos que avaliaram a aplicacao do dleo
essencial de C. citratus em produtos alimenticios j4 foram relatados. Por exemplo, Barbosa
et al. (2009) estudaram a atividade antimicrobiana do O6leo essencial desta espécie
aromdtica contra micro-organismos patogénicos e deterioradores em carne moida. Leandro
et al. (2013) e Ahmad et al., (2012) também avaliaram a atividade antimicrobiana de 6leo
essencial de C. citratus em produtos cdrneos e verificaram a extensdo da vida util dos

produtos devido a a¢do antimicrobiana desta substancia.

3.6.4. Ocimum gratissimum L.

7z

O alfavacado, alfavaca ou alfavaca-cravo, € uma planta aromatica pertencente a
familia Lamiaceae, provavelmente origindria da India e subespontinea em todo o Brasil.
Extratos obtidos da planta t€ém sido usados popularmente para fins medicinais. Por
apresentar sabor e odor semelhantes ao do cravo-da-india, € utilizado também como
condimento na culindria (MORAES et al., 2011). Estudos que visam a aplica¢do do 6leo
essencial de O. gratissimum em alimentos sdo necessarios, tendo em vista que o seu

potencial antimicrobiano in vitro ja foi extensamente avaliado e reconhecido (DUARTE et

al., 2005; JAYASENA; JO, 2013; SARTORATTO et al., 2004).
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4. Material e Métodos

4.1. Matéria-prima vegetal

A atividade antimicrobiana in vitro dos 6leos essenciais das espécies aromaticas
exoticas Thymus vulgaris (tomilho), Ocimum gratissimum (alfavacdo), Cymbopogon
martinii (palmarosa) e Cymbopogon citratus (capim-limao), contra S. Enteritidis foi
estudada. As plantas escolhidas para estudo (Figura 1) pertencem a Colecdo de Plantas
Medicinais e Aromdticas (CPMA/CPQBA) e foram selecionadas por apresentarem
atividade contra outras cepas de Salmonella spp. em estudos conduzidos anteriormente por
outros autores (AKIN-OSANAIYE; AGBAJI; DAKARE, 2007; LEANDRO et al., 2013;

SARTORATTO et al., 2004; SCHERER et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2013).

Figura 1- Plantas aromaticas estudadas. (a) 7. vulgaris; (b) C. martinii; (c) C. citratus; (d) O.
gratissimum. (Fonte: CPMA)
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4.2. Extracao e determinaciao da composicao quimica dos 6leos essenciais

Os o6leos essenciais utilizados nos ensaios foram obtidos por hidrodestilagdo em
sistema do tipo Clevenger no CPQBA (DUARTE et al., 2007). Em seguida, foram
submetidos a andlise por Cromatografia Gasosa acoplada a detector seletivo de massas
(CG-EM). A composi¢do quimica deles foi determinada em cromatégrafo a gas “Hewlett-
Packard” 6890, equipado com detector seletivo de massas “Hewlett-Packard” 5975, injetor
split/splitless, utilizando-se uma coluna capilar “Hewlett-Packard”-5MS (30 m x 0,25 mm x
0,25 pum). Temperaturas: injetor = 220 °C, detector = 250 °C, coluna = 60 °C, 3 °C/min, 240
°C. Vazio do gés de arraste (gds hélio super seco) = 1,0 mL/min.

Uma amostra de 6leo essencial foi solubilizada em acetato de etila (15 mg/mL) para
a analise. Os indices de retencdo (IR’s) foram determinados por meio da injecao de padrdes
de hidrocarbonetos e amostras de O6leos essenciais nas mesmas condi¢des descritas
anteriormente. Os componentes dos oOleos essenciais foram identificados por comparacao
com os dados descritos na literatura e os perfis na biblioteca espectral de massa NIST 05,
bem como a comparacdo do indice de retencdo de dados e espectros de massa relatados na
literatura (ADAMS, 2007).

Os o6leos essenciais foram transportados ao Departamento de Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos da Universidade de Cérdoba (Espanha) (DCTA/UCO) (“Material Transfer
Agreement n° 25/2013/CPQBA”). Todos os ensaios microbioldgicos deste trabalho foram

realizados no Laboratério de Higiene de Alimentos, da referida universidade espanhola.
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4.3. Micro-organismo e preparacao do inéculo

A cepa Salmonella enterica sorovar Enteritidis ATCC13076, referéncia para UNE-
CEN ISO/TS 11133 (Microbiologia de Alimentos para Consumo Humano e Animal) e ISO
6579 (Microbiologia de Alimentos e Racdes para Animais), foi selecionada para os
experimentos e fornecida pela Colecao Espanhola de Cultivos Tipo (CECT). A cepa foi
mantida a -18 °C em tubos criogénicos (Microbank®), contendo esferas pldsticas
(migangas) e crioprotetores.

Dois dias antes de cada experimento, uma esfera foi transferida para um tubo
contendo 4,5 mL de Caldo Triptona de Soja (TSB, Oxoid) e este foi entdo incubado a 37 °C
por 24 h. Em seguida, um volume de 0,5 mL da cultura inicial foi transferido a outro tubo
contendo 4,5 mL de TSB e a incubagdo feita nas mesmas condicdes que a primeira (37 °C)
até que a bactéria atingisse a fase estaciondria de crescimento (~ 20 h). Em seguida, o TSB
foi removido por meio de trés lavagens consecutivas utilizando-se 5,0 mL de Solugdo
Tampao Fosfato (PBS, Oxoid). Uma aliquota de 1,0 mL da solucdo foi diluida em 4gua
peptonada (0,1 % m/v) (Oxoid) e semeada em superficie em placas contendo o meio
seletivo dgar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD, Oxoid) e o Agar Padrio para Contagem
(PCA, Oxoid).

Foi utilizada a metodologia de contagem em placas para determinar a concentracio
inicial da cultura utilizada (aproximadamente 10° UFC/mL). Diferentes concentracdes de
in6culo foram utilizadas nos diferentes experimentos descritos a seguir. Em todos os casos,
para a obten¢do do nivel de indculo desejado, dilui¢des apropriadas foram realizadas em

agua peptonada (0,1 % m/v).
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4.4. Testes de triagem de atividade antimicrobiana
4.4.1. Teste de Difusao em disco

Os 6leos essenciais foram inicialmente submetidos ao teste qualitativo de Difusao
em disco de acordo com metodologia de Burt e Reinders (2003). Para isto, 15 uL de cada
6leo essencial foram pipetados em discos de papel de filtro estéreis de 6 mm de didmetro
cada, que foram posteriormente alocados em placas de dgar XLLD e PCA. Tais placas foram
inoculadas previamente, por semeadura em superficie, com 0,1 mL de uma cultura de S.
Enteritidis com concentragdo de 10° UFC/mL. Um disco de papel de filtro sem adi¢do de
Oleo essencial foi utilizado como controle negativo.

ApOs incubacdo a 37 °C por 24 h, os didmetros dos halos de inibicdo foram

medidos. Este teste foi conduzido em duplicata, com duas repeti¢des.
4.4.2. Teste de Microdiluicao em caldo

Para a determinacdo da Concentragdo Minima Inibitéria (MIC) dos 6leos essenciais
disponiveis contra a cepa de S. Enteritidis escolhida para este estudo foi realizado o teste de
Microdilui¢io em Caldo segundo a Norma CLSI (2005). Nos orificios de microplacas
estéreis de 96 pocos foram depositados 100 uL de caldo TSB. Na linha A foram
adicionados 100 uL de solugdes estoque dos 6leos essenciais preparadas em caldo TSB
contendo polisorbato 80 (Tween 80, Panreac) na concentracdo de 5,0 % (v/v).

Com o auxilio de uma pipeta multicanal, 100 pL do contetido dos orificios
homogeneizado da linha A foi transferido para os orificios da linha seguinte (B), repetindo-
se este procedimento até a linha H, de modo a obter-se uma concentracao decrescente do

material em cada coluna (1,0 a 0,0078 % v/v ou 10.000 a 78 uL/L). Os 100 pL finais foram
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desprezados. Em seguida, 100 pL. do inéculo do micro-organismo, na concentracdo de 10°
UFC/mL, foram adicionados nos orificios.

Depois de homogeneizadas, as placas foram seladas com parafilm® e incubadas por
24 h a 37 °C. Ap6s o periodo de incubagdo, foram adicionados nos orificios 50 uLL de uma
solugdo “reveladora” de cloreto de trifenil tetrazolio - CTT (0,1 %) e as placas reincubadas
por 3 h. A MIC foi definida como a menor concentracdo da amostra, capaz de impedir o
aparecimento de coloracdo vermelha, conferida ao meio quando as células apresentam
atividade respiratoria, isto €, quando houver crescimento do micro-organismo.

Foram também incluidos nos testes, controle do antibidtico cloranfenicol, bem como
controle para confirmacio da esterilidade do meio de cultura e do crescimento dos micro-
organismos. De modo a confirmar o crescimento de S. Enteritidis, uma aliquota de 100 uLL
do primeiro orificio que apresentou coloragdo vermelha de cada coluna foi semeada em
placas de XLD. Da mesma forma, o mesmo volume do udltimo orificio de cada coluna em
que nao houve mudanca de coloracdo foi semeado, para confirmar a inibicdo do micro-
organismo pelo 6leo essencial. Este teste foi realizado em triplicata para cada amostra de

6leo essencial e em trés repeticoes. A temperatura de realizacao dos testes foi 25 °C.
4.5. Produtos carneos

Quatro formulagdes diferentes de produtos carneos cozidos a base de peito de peru,
produzidos pelas principais distribuidoras da Espanha, foram obtidas em supermercados
locais de Cordoba (ES) e armazenadas a 4 °C até a realizacdo dos experimentos. Os quatro
produtos (Figura 2), identificados como Produtos A, B, C e D para fins comparativos,

diferem em relacdo as suas concentracdes de ingredientes como o sal e a gordura, bem
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como em relacdo a presenca de aditivos alimentares como conservantes, emulsificantes e

antioxidantes.

Figura 2- Produtos carneos a base de peito de peru utilizados no estudo.

Todos os produtos possuem entre 55 e 65 % de peito de peru em suas formulagdes.
A composicao centesimal de acordo com informagdo dos fabricantes, o pH e a atividade de
agua (Ay) dos produtos cdrneos sdo apresentados na Tabela 1. O pH foi determinado com
auxilio de pHmetro (Basic 20, CRISON) e a Ay foi determinada utilizando-se o

equipamento “Aqualab” (Lab Ferrer, Decagon Devices Inc.).

Tabela 1- Composic¢do centesimal e caracteristicas dos diferentes produtos cirneos a base
de peito de peru selecionados para este estudo.

Composicao centesimal Produto
A B C D
Valor energético (Kcal/100 g) 67,7 62,5 70,9 71,0
Lipidios (%) 0,5 0,5 0,5 1,0
Sal (NaCl) (%) 1,5 2,1 1,8 2,5
Carboidratos (%) 1,8 2,5 1,6 1,5
Proteinas (%) 14,0 12,0 15,0 14,0
Aw 0,97 £0,00 0,98+0,02 098+0,02 0,98+0,00
pH 6,45+£0,02 6,23+0,01 6,34+0,01 6,15+0,03

+ Representa o desvio padrao da média.
Aw e pH monitorados neste estudo, previamente ao inicio dos experimentos.
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Os principais aditivos presentes em cada produto, de acordo com informagdes

fornecidas pelos fabricantes sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2- Aditivos contidos nos produtos carneos a base de peito de peru de acordo com

informacodes dos fabricantes.

Produto Estabilizantes Antioxidantes Conservantes Flavorizantes
Carragena Eritorbato de sédi
. ritorbato de s6dio . . 4.

A Sorbitol Citrato de s6dio Nitrito de s6dio NA
Trifosfatos
Carragena Glutamato

B Sorbitol NA NA monossédico
Trifosfatos
Carragena

C Sorbitol Er1t.0rbato de /so.dlo Nitrito de sédio Glutan}at.o
Trifosfatos Citrato de sédio monossodico

Goma xantana
D Carragenas Ascorbato de sédio NA NA

Quantidade de cada aditivo nio especificada.
NA= ndo adicionado.

Apenas o produto D j4 foi obtido na forma fatiada, porém envasado em atmosfera

modificada. Os demais produtos carneos (A, B e C) foram obtidos embalados a vicuo e a

massa de cada peca foi igual a 0,4 kg.

Nos rétulos dos produtos A, B e C ¢ exibida a informagdo “sem gordura”. Nos

rotulos dos produtos A e C consta também a informacdo de que eles possuem uma

29 ¢

concentracdo reduzida de sal. As informagdes “sem conservantes”, “sem fosfatos” e “sem

corantes” sdo apresentadas no rétulo do produto D. Estas informagdes atraem a ateng@o dos

consumidores ao aspecto saudavel destes produtos.
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Durante os ensaios microbiolégicos conduzidos com os produtos cdrneos neste
trabalho foram feitas andlises para verificar se estes se encontravam isentos do micro-

organismo em estudo, como serd descrito posteriormente.

4.6. Avaliacao sensorial dos produtos tratados com 6leo essencial

Ambas as andlises sensoriais descritas a seguir foram realizadas em cabines
individuais construidas apropriadamente no Laboratério de Andlise Sensorial no
DCTA/UCO (ES). O local era silencioso, bem iluminado e livre de odores, de modo a
favorecer a concentracdo dos julgadores. A temperatura ambiente durante a realizagdo das

analises foi mantida a 25 °C.

4.6.1. Analise sensorial preliminar

Previamente ao inicio dos ensaios microbioldgicos de aplicagdo do 6leo essencial
em produto carneo de peito de peru foi realizada uma andlise sensorial preliminar. Esta
andlise foi feita para verificar se os julgadores seriam capazes de distinguir sensorialmente
as amostras tratadas com diferentes concentragdes do dleo essencial com maior atividade
antimicrobiana em testes in vitro. Além disso, esta analise visou verificar a viabilidade
sensorial da aplicacdo do 6leo essencial de acordo com a opinido dos julgadores em relacao
ao aroma e sabor das amostras tratadas.

Fatias do produto cdrneo de peito de peru (produto A) de aproximadamente 3 mm
de espessura foram imersas em emulsdes de 6leo essencial de concentracdes equivalentes a
MIC, duas vezes a MIC (2MIC) e cinco vezes a MIC (SMIC). Apés os tratamentos, as
fatias foram mantidas acondicionadas em um recipiente com tampa, sob-refrigeracdo a 4

°C. Transcorrido um intervalo de aproximadamente 2 h as fatias foram entdo cortadas em
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quatro partes iguais com auxilio de uma faca de ago inoxiddvel. Cada uma das quatro partes
representou uma amostra e foi envolta em papel aluminio individualmente. Também foram
preparadas amostras controle, ou seja, amostras das fatias que ndo receberam nenhum
tratamento com 6leo essencial. As amostras de cada tratamento foram atribuidos cédigos de
trés numeros, selecionados aleatoriamente (MINIM, 2013).

Os julgadores foram submetidos a dois testes discriminativos, o triangular e o de
ordenacao (MINIM, 2013). No teste triangular, os julgadores receberam trés amostras: duas
amostras com o mesmo tratamento e uma diferente. Cada julgador deveria identificar entre
as trés amostras provadas qual era a amostra diferente. O formuldrio utilizado pelos
julgadores para este teste se encontra no Apéndice A (Figura 25).

No segundo teste, o de ordenacdo, cada julgador recebeu quatro amostras, uma de
cada tratamento (IMIC, 2MIC, SMIC, controle). Apds provar as amostras, os julgadores
tiveram que ordend-las de acordo com a intensidade de 6leo essencial aplicada nas mesmas.
O formulario utilizado pelos julgadores neste teste também se encontra no Apéndice A
(Figura 26).

Os julgadores analisaram as amostras sem saber que a substincia que agregava
sabor e aroma as mesmas era um Oleo essencial. Foram fornecidos 4dgua e pao aos

participantes para a limpeza do palato entre a avaliagdo de amostras (EMBRAPA, 2007).
4.6.2. Analise sensorial

Foi conduzida uma andlise sensorial dos produtos carneos tratados com emulsiao do
6leo essencial que apresentou maior atividade antimicrobiana na triagem realizada

previamente. O objetivo desta andlise foi verificar a aceitacdo de consumidores pela
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combinacdo “Oleo essencial + produto carneo a base de peito de peru”, por meio de um
método sensorial afetivo (MINIM, 2013).

Para o preparo das amostras os produtos cirneos foram tratados com emulsdes de
diferentes concentragdes de 6leo essencial, partindo-se da MIC determinada previamente. O
tratamento consistiu do espalhamento de 10 mL de emulsdao de 6leo essencial de diferentes
concentracdes na superficie dos produtos cdrneos, seguido por “massageamento” do
produto por 5 min. Apds o tratamento, os produtos foram armazenados em recipientes com
tampa, sob-refrigeracdo a 4 °C por 2 h e entdo submetidos ao fatiamento, obtendo-se fatias
de aproximadamente 3 mm de espessura. Cada fatia foi cortada em quatro partes iguais e
cada uma das partes foi envolvida em papel aluminio e mantida a 4 °C até o momento da
andlise, representando uma amostra. As amostras de um mesmo tratamento foi atribuido um
cddigo de trés nimeros, selecionados de forma aleatdria.

O teste sensorial foi um teste de aceitagdo utilizando-se de uma escala hedonica
linear de 9 cm, na qual as respostas dos julgadores poderiam variar dos extremos
“Desgostei extremamente” (menores notas) a “Gostei extremamente” (maiores notas). A
ficha de avaliacdo preenchida pelos julgadores durante a andlise sensorial se encontra no
Apéndice A (Figura 27).

Cada julgador recebeu trés amostras de cada produto (A e B), uma tratada com
emulsdo de concentragdo SMIC, outra de concentracdo SOMIC (50 vezes a MIC) e uma
amostra controle, totalizando seis amostras. Para a realizacdo da anélise, as amostras foram
organizadas ao acaso. Foram fornecidos dgua e pao aos julgadores para a limpeza do palato

entre a avaliagdo de amostras (EMBRAPA, 2007).

30



Material e Métodos

Os dados de aceitabilidade foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). A
andlise comparativa dos resultados foi realizada por meio do teste Tukey HSD, ao nivel de

5 % de significancia, utilizando-se o software Statistica®, versao 8 (Statsoft, Portugal).

4.7. Preparo dos revestimentos contendo dleo essencial e testes preliminares

O amido de milho foi selecionado inicialmente como base para o revestimento
comestivel, neste estudo. Foram testadas solu¢cdes de amido de milho de diferentes
concentracoes (2,5; 5,0; 7,5 %), de acordo com metodologia de Bitencourt et al. (2014). As
solucdes foram aquecidas até gelatinizacdo e reducdo da opacidade. Apds o resfriamento a
temperatura ambiente (25 °C), o 6leo essencial foi adicionado.

Outro revestimento foi preparado e constituia-se de uma mistura obtida partindo-se
de agua esterilizada e de um emulsificante, o polisorbato 80, comumente utilizado na
inddstria de alimentos, a uma concentracdo de 1,0 % (v/v). Esta substancia foi utilizada
apenas para promover a mistura do 6leo essencial e da dgua, levando a sua dilui¢cdo. Apés
agitacdo vigorosa, por 2 min em vortex, obteve-se uma emulsao.

A concentracdo do dleo essencial de maior atividade contra S. Enteritidis aplicada
nos revestimentos foi a mdxima concentracao sensorialmente aceita pelos consumidores,
partindo-se do valor da MIC determinado previamente.

Os produtos cédrneos foram introduzidos em bolsas de “stomacher” contendo 10 mL
dos revestimentos e massageados por 10 min, para promover a interacao do 6leo essencial
com a carne. Os produtos permaneceram dentro das bolsas, hermeticamente fechadas,
armazenados sob-refrigeracao a 4 °C, até o momento dos experimentos. O intervalo de

tempo entre o revestimento dos produtos e o fatiamento foi de 2 h. As pecas ndo foram

31



Material e Métodos

submetidas a nenhum processo mecanico de secagem, ja que isto poderia levar a perda de
compostos antimicrobianos por volatilizagao.

Os produtos revestidos foram fatiados, transferidos a placas de Petri estéreis e
armazenados a 25 °C, por 10 dias, com o objetivo de avaliar o efeito dos revestimentos
sobre a aparéncia das fatias. Produtos fatiados nao revestidos também foram armazenados
para que fosse possivel comparar a aparéncia das fatias de ambos os tratamentos ao longo
do periodo de armazenamento. Apenas as duas formulacdes dos produtos a base de peito de

peru analisadas sensorialmente (A e B) foram revestidas.

4.8. Contaminacao cruzada artificial dos produtos

4.8.1. Capacidade de sobrevivéncia de S. Enteritidis em superficies de

aco inoxidavel

Neste teste, trés diferentes substratos (solucdo salina, caldo nutritivo e caldo de
carne) foram utilizados para contaminar superficies de aco inoxiddvel, simulando diferentes
condi¢des em plantas de processamento de produtos cédrneos, segundo metodologia de
Pérez-Rodriguez et al. (2013). Soluc¢do salina (0,85 % m/v) (Oxoid) foi usada para simular
uma condi¢do de limpeza da superficie, enquanto o caldo Infusdo de Cérebro e Coracao
(BHI, Oxoid) e caldo de carne foram utilizados para simular condi¢des de ndo higienizagao.
O BHI foi utilizado para avaliar se ele pode ser usado como modelo para reproduzir a
sobrevivéncia bacteriana em superficies nao higienizadas, na industria de produtos carneos.

Para obter o caldo de carne, cortes em cubos dos produtos a base de peito de peru (2
X 2 x 2 cm) foram transferidos a uma bolsa de “stomacher” juntamente com 20 mL de

solucdo salina e submetidos a homogeneiza¢do em equipamento “Stomacher” (400, IUL
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Instruments), por 2 min. O caldo obtido foi esterilizado por filtracdo em filtros de 0,22 um
de diametro (Millipore). Duas formulagdes dos produtos foram utilizadas para obtengao do
caldo de carne, A e B, com base em testes preliminares que indicavam que nestes produtos
o comportamento de S. Enteritidis era diferente, em determinadas condigdes.

Placas de aco inoxiddvel foram esterilizadas em autoclave e setores de 10 cm? (2 x 5
cm) foram delimitados nas mesmas. Uma placa foi utilizada para cada substrato
separadamente. Nos setores delimitados foram adicionados 100 pL dos substratos contendo
o inéculo (~10® UFC/cm?). Um nivel alto de inéculo foi fixado neste teste baseado para que
fosse possivel obter contagens de S. Enteritidis durante maior periodo de amostragem. Em
seguida, os substratos foram coletados dos setores com auxilio de “swabs” de alginato de
calcio (Calgiswab, Puritan Medical Product LLC.), em diferentes tempos de amostragem
apds a inoculagdo das superficies (0; 0,5; 1; 2; 6; 24 e 48 h). Os “swabs” foram entio
transferidos a tubos contendo dgua peptonada (0,1 % m/v) e agitados vigorosamente por 2
min em vortex para proporcionar o desprendimento das células para o meio.

O material foi semeado em placas de XLLD e PCA utilizando-se o equipamento
“Spiral Plater” (Eddy Jet, IUL), seguido por incubacdo (37 °C/24 h) e as contagens
bacterianas foram determinadas para a obten¢do e avaliagdo das curvas de sobrevivéncia de
S. Enteritidis nas superficies de aco inoxidavel. Também foi feita semeadura em
profundidade para diminuir o limite de deteccdo do micro-organismo nas superficies
inoculadas.

Os dados de sobrevivéncia foram expressos em log UFC/cm? versus tempo (h) e,
subsequentemente o modelo Weibull foi ajustado aos mesmos, usando o GInaFiT toolbox,
add-in implementado para Excel (GEERAERD; VALDRAMIDIS; VAN IMPE, 2005). Os

valores de reducdo das concentra¢cdes do micro-organismo nos diferentes intervalos de
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amostragem foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e os grupos homogéneos
foram estimados pelo teste Tukey HSD (a = 0,05), por meio do software Statistica, versao

8.
4.8.2. Maquina fatiadora e contaminacio artificial das laminas de corte

Para os experimentos de contaminagdo cruzada foi utilizada uma maquina fatiadora
doméstica (MAS6200, Bosch, Alemanha). Antes de utilizadas, a maquina e suas laminas de
corte de aco inoxiddavel foram lavadas, desinfetadas com etanol 70 % (v/v) (Panreac)
(PEREZ—RODRfGUEZ et al., 2007) e submetidas a radiagdo ultravioleta (UV- 254 nm) por
10 min em camara de fluxo laminar. Caldo de carne foi utilizado como veiculo do in6culo
para contaminacao artificial das laminas de corte, simulando condicdes de ndo higienizacio
nas plantas de processamento. Para isso, caldo de carne foi obtido como descrito no item
4.8.1. e o ind6culo adicionado ao mesmo, de modo a obter-se uma concentracdo de 108
UFC/mL. Este estudo foi desenhado para simular o pior cenario possivel de contaminac¢ao
cruzada do equipamento para o produto, durante o fatiamento (elevado nivel de inéculo nas
laminas de corte).

Polisorbato 80 foi adicionado ao caldo de carne previamente a uma concentragdo de
10 % (v/v) para facilitar a dispersdao do indculo nas laminas. Aliquotas de 0,5 mL do caldo
contendo S. Enteritidis foram distribuidas uniformemente com auxilio de uma pipeta nas
extremidades das ldminas de corte, que foram alocadas em camara de fluxo laminar por 30
min, para que o inéculo pudesse aderir s mesmas (Figura 3) (PEREZ-RODRIGUEZ et al.,

2007).

34



Material e Métodos

Figura 3- Contaminagdo artificial das ldminas de corte.

4.8.3. Transferéncia de S. Enteritidis de laminas contaminadas para

produtos carneos a base de peito de peru durante o fatiamento

Depois de secas, as 1aminas foram colocadas na maquina fatiadora, e os produtos
cérneos fatiados 21 vezes (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2007), para que fossem obtidas
fatias uniformes (14—16 g cada). A primeira fatia de cada produto ndo entrava em contato
com o lado contaminado da lamina, ou seja, com o indculo e, portanto foi descartada
durante as andlises microbioldgicas. Produtos revestidos e ndo revestidos, das formulacdes
A e B, foram submetidos ao fatiamento.

O fatiamento dos produtos foi realizado em ambiente devidamente higienizado e
bem controlado. A temperatura foi mantida a 25 °C e a umidade relativa variou entre 35 e

40 % no ambiente onde foram conduzidos os ensaios.
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4.8.4. Quantificacio da transferéncia de S. Enteritidis

Para estimar o ndmero de células viaveis transferidas durante o fatiamento, cada
fatia foi inserida independentemente em bolsas de “stomacher”. Agua peptonada (1,0 %
m/v) foi introduzida nas bolsas com auxilio do equipamento “Dilutor” (IUL, Instruments),
de maneira que uma diluicdo decimal fosse alcancada. O conteido das bolsas foi
homogeneizado em “‘stomacher” por 2 min. O material homogeneizado das primeiras seis
fatias de cada produto foi diluido serialmente, previamente a semeadura. Em todos os
casos, o material foi semeado em placas de XLD utilizando-se o equipamento “Spiral
Plater”. O homogeneizado das tdltimas fatias foi submetido a filtracdo utilizando-se filtros
de 0,22 pm. Os filtros foram entdo colocados em placas de XLD e incubados (24 h/ 37 °C),
para que fosse possivel enumerar o micro-organismo. Em todos os casos o nimero de
células foi determinado. O limite de deteccdo do micro-organismo variou de acordo com o
método de semeadura empregado.

A concentracdo do patdégeno nas fatias foi expressa por cm? de drea e
logaritmicamente transformada no software Excel® (Microsoft Corporation). Os dados
foram expressos em concentracdo versus numero sequencial da fatia e posteriormente
modelados usando o GInaFiT toolbox. A modelagem foi realizada para facilitar a
observacdo da tendéncia dos dados de transferéncia. As taxas de transferéncia (TT) do
patégeno das laminas de corte aos alimentos foram calculadas de acordo com a Equacio 1

(PEREZ-RODRIGUEZ; VALERO, 2008).
TT = z—; x 100 Equacio (1)
Onde Nt representa o nimero de células transferidas as fatias e Np o ndmero de
células total presente na superficie doadora.
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Os dados de transferéncia foram analisados estatisticamente utilizando-se o software

Statistica, versdo 8.

4.9. Estudo do comportamento de S. Enteritidis em fatias de produtos carneos

a base de peito de peru durante vida util

Antes de cada experimento a mdquina fatiadora foi higienizada e desinfetada (item
4.8.2.). Os produtos foram submetidos ao fatiamento (com exce¢do do produto D, ja obtido
na forma fatiada), obtendo-se fatias uniformes com massa variando entre 14 e 16 g. Cada
fatia foi transferida independentemente a uma placa de Petri estéril com o auxilio de pingas
de aco inoxidavel, logo apds o fatiamento. As fatias do produto D também foram inseridas
em placas de Petri estéreis previamente a inoculagao.

O fatiamento dos produtos carneos foi realizado em ambiente controlado e
apropriadamente higienizado. A superficie de contato com a mdquina fatiadora foi
desinfetada previamente com etanol (70 %). A temperatura ambiente foi mantida a 25 °C e
a umidade relativa variou entre 35 e 40 %.

Aliquotas de 100 uLL de uma cultura de S. Enteritidis, de concentragdo ajustada a 10°
UFC/mL foram dispersas nas superficies das fatias utilizando-se uma pipeta e, finalmente,
o indculo foi distribuido uniformemente com o auxilio de al¢a de Drigalski. A inoculacio
das fatias foi feita em cdmara de fluxo laminar.

As fatias inoculadas foram entdo armazenadas, em condicdes de assepsia, a duas
diferentes temperaturas, 10 °C e 25 °C. As condi¢cdes de temperatura fixadas para o
armazenamento das fatias refletem as condi¢des observadas em ambientes domésticos e em
estabelecimentos como supermercados, acougues ou demais cendrios de processamento de
produtos carneos, onde ocorre o fatiamento.
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Um esquema do procedimento experimental € apresentado na Figura 4.

Figura 4- Procedimento experimental para o estudo do comportamento de S. Enteritidis nas fatias
dos produtos carneos. (a) fatiamento dos produtos; (b) fatias obtidas; (c) fatias em placas de petri
previamente a inoculagao.

Quatro formulagdes (A, B, C e D) ndo revestidas foram utilizadas nos ensaios
descritos neste tépico, para que fosse possivel avaliar como a composicdo do produto
interfere no comportamento de S. Enteritidis durante a vida util. Além disso, os produtos
carneos A e B revestidos foram submetidos aos ensaios, para que fosse possivel comparar o
comportamento do patégeno nos diferentes tratamentos (com revestimento e sem

revestimento).

4.9.1. Analises microbiolégicas das fatias armazenadas a diferentes

temperaturas

As fatias armazenadas a diferentes temperaturas foram recolhidas e analisadas em
diferentes intervalos durante a vida util (0, 1, 2, 5, 8, 12, 15 e 18 d). Para isso, elas foram
colocadas em bolsas de “stomacher” e, d4gua peptonada (0,1 % m/v) foi introduzida nas
bolsas com auxilio do equipamento “Dilutor”, alcancando uma diluicdo decimal. Apds

homogeneizag¢do em “‘stomacher” por 2 min e dilui¢des apropriadas, o homogeneizado foi

38



Material e Métodos

semeado em placas de XLD com o equipamento “Spiral Plater”. Testes preliminares
indicaram que a 10 °C ocorria a diminuicdo da concentracdo de S. Enteritidis em fatias de
alguns produtos durante o armazenamento. Portanto, o método de semeadura em
profundidade também foi empregado para andlises das fatias armazenadas a esta
temperatura, com o objetivo de diminuir o limite de deteccdo (1 log UFC/g). Células
vidveis foram enumeradas por contagem em placas posteriormente a incubacio a 37 °C, por
24 h. Analises foram conduzidas em duplicata para cada temperatura de armazenamento e
os experimentos realizados trés vezes em dias diferentes, para capturar a variabilidade
bioldgica.

Fatias que ndo foram inoculadas com S. Enteritidis foram analisadas no tempo 0 de
amostragem, para verificar se inicialmente os produtos cirneos estavam isentos do micro-
organismo de interesse. Nestes casos, as andlises microbioldgicas foram realizadas de
maneira semelhante a descrita para as fatias inoculadas com o patdgeno, com semeadura
em superficie de 0,1 mL do material diluido e homogeneizado em placas de 4gar XLD. Em
casos em que foi verificado o crescimento de coldnias ndo caracteristicas em meio XLD
apos 24 h de incubagdo a 37 °C (colonias amarelas ou sem cor), estas foram coletadas das
placas com auxilio de uma alg¢a bacterioldgica de platina estéril e imediatamente realizou-se
o espalhamento do coletado em placas contendo dgar Vermelho Violeta Bile Lactose
(VRBL, Oxoid) formando-se estrias, para verificar a presenca de coliformes totais. As
placas foram incubadas por 24 h, a 35 °C. Da mesma forma, em todos os tempos de
amostragem durante o periodo de armazenamento, foi realizada a semeadura em placas de
PCA, para quantificagdo de mesofilos aerébios em fatias dos produtos nao inoculados com

S. Enteritidis.
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4.9.2 Analise dos dados de comportamento de S. Enteritidis em fatias

armazenadas a diferentes temperaturas

Os dados de concentracdo de S. Enteritidis foram logaritmicamente transformados
em Microsoft Excel 2010® (Microsoft Corporation, EUA) e expressos em fun¢do do tempo
de armazenamento. Modelos matemadticos foram ajustados aos dados, para facilitar o
entendimento do comportamento do patogeno a diferentes temperaturas de estocagem, para
todas as formulacdes avaliadas, revestidas ou ndao com O6leo essencial. Diferentes
ferramentas foram utilizadas para modelar os dados de acordo com o perfil dos mesmos,
como serd descrito a seguir. Além disso, os dados obtidos para todos os diferentes
tratamentos foram submetidos a analises estatisticas utilizando o software Statistica, versao

8.
4.9.2.1. Dados de crescimento durante vida util

O modelo primario de crescimento de Baranyi e Roberts (1994) foi ajustado aos
dados de crescimento, por meio do DMFit Add-In desenvolvido para o software Excel
(Institute of Food Research, Reino Unido). Esta ferramenta estima trés parametros cinéticos
de crescimento: tempo de duracdo da fase de laténcia (lag, h), taxa méxima de crescimento
(Umax ) e a densidade populacional méxima (Sy, log UFC/g). Os pardmetros estatisticos
MSE (“Mean square error” - Erro quadrado médio) e o R? (Coeficiente de determinagdo)
foram analisados, para determinar se o modelo se ajustou ou ndo bem aos dados
experimentais. Quanto maior o valor do R? (quanto mais préximo de 1), mais adequado é o
modelo. Em relacdo ao MSE, quanto menor for o seu valor, melhor é o ajuste do modelo

aos dados.
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4.9.2.2. Dados de sobrevivéncia durante vida util

O modelo Weibull foi ajustado aos dados de sobrevivéncia do patégeno nas fatias
durante armazenamento, para descrever o decréscimo da concentragdo como fungdo do
tempo. A ferramenta GInaFiT, citada anteriormente (item 4.8.4.), foi utilizada para o ajuste.
Os parametros estatisticos MSE e R2? foram analisados para verificar se o modelo

selecionado foi adequado aos dados obtidos.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Composicao quimica dos éleos essenciais utilizados

Os resultados de composi¢do quimica dos dleos essenciais, obtidos por meio da
andlise por CG-EM estdao apresentados na Tabela 3. Os compostos majoritdrios estao
destacados em negrito. Os cromatogramas e as estruturas moleculares dos compostos
presentes em maior concentracao nos 6leos essenciais se encontram no Apéndice B (Figura
28 e Tabela 16, respectivamente).

De acordo com os resultados obtidos por CG-EM o geraniol constituiu quase 80 %
da composicao total do dleo essencial de C. martinii, sendo o acetato de geranila o segundo
composto presente em maior concentracdo (12,80 %). Estes dados estdo de acordo com os
dados de Rao et al. (2005) e Scherer et al. (2009), que encontraram concentragdes entre 78
e 85 % de geraniol e entre 3,0 e 12 % de acetato de geranila, em diferentes amostras de 6leo
essencial de C. martinii. Duarte et al. (2005) avaliaram a composicao do dleo essencial de
C. martinii e, diferentemente dos resultados determinados neste estudo, autores detectaram
o geraniol na concentracio de 63 % do total e 28 % de acetato de geranila.

Em estudo anterior conduzido no CPQBA (DUARTE et al., 2007) constatou-se que
o geraniol, quando utilizado isoladamente apresenta atividade similar a do antibidtico
cloranfenicol, apresentando elevada atividade antimicrobiana contra diferentes sorotipos da
bactéria E. coli. Por ser o constituinte majoritario no 6leo essencial de C. martinii, acredita-

se que o potencial antimicrobiano deste dleo € fortemente ligado a presenca do geraniol.
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Tabela 3- Compostos presentes nos Oleos essenciais utilizados neste trabalho, de acordo
com andlise por CG-EM.

tg (min.) MM

% relativa

Compostos identificados

C. martinii  C. citratus T. vulgaris O. gratissimum
492 136 - - 0,645 0,283 a—tujeno
5,09 136 - - 0,333 - o—pineno
6,17 128 - - 0,984 0,532 1-octen-3-ol
6,40 126 - 0,596 - - 6-metil-5-hepten-2-ona
6,51 136 . 12,598 0,878 0,299 mirceno
7,55 134 - - 16,961 - p—cimeno
7,75 154 B - - 1,932 1,8-cineol
7,98 136 B - - 13,570 (Z)-ocimeno
8,30 136 1,221 0,359 i} 0,508 (E)-ocimeno
8.67 136 - - 6,628 0,369 y—terpineno
10,13 154 3,874 - 2,083 - linalol
11,85 152 - 0,361 ) ) exo-isocitral
12,18 154 - 0,540 0,825 - iso-mentona
12,64 154 - - 0,881 - borneol
13,12 154 - - 0,685 0,949 terpinen-4-ol
13,37 152 - 1,816 - - (E)-isocitral
15,25 154 - 1,113 - - nerol
15,87 152 - 31,431 - - neral
16,41 154 79,652 9,28 - - geraniol
17,15 152 - 39,129 - - geranial
15,87 164 - - 1,153 - metil éster carvacrol
18,03 150 - - 60,594 - timol
18,33 150 - - 3,801 - carvacrol
20,75 164 - - - 70,452 eugenol
21,29 204 - - - 1,087 o—copaeno
21,71 196 12,803 - - acetato de geranila
23,02 204 2,450 - 1,488 2,288 (E)-cariofileno
25,51 204 } - } 5,742 y-muroleno
25,68 204 - - - 0,489 v-himachaleno
27,19 204 - - - 0,485 o-cadineno

T, = tempo de reten¢cdo na coluna em min.; MM = massa molecular do composto identificado; Compostos
majoritdrios presentes nos 6leos essenciais indicados em negrito.
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O linalol e o (E)-cariofileno também foram os compostos majoritdrios presentes no
6leo essencial de C. martinii. A presenga de linalol também foi relatada por Rao et al.
(2005) neste dleo, em concentragdo equivalente a 2,3 % do total. No 6leo utilizado neste
trabalho, o linalol representou cerca de 4,0 % da composi¢do total. Quando avaliado
isoladamente, este composto apresentou atividade antimicrobiana contra Candida albicans,
Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, E. coli, L. monocytogenes, Staphylococcus aureus e
Salmonella Typhimurium (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

O oleo essencial de C. citratus utilizado neste trabalho apresentou como
constituintes majoritarios os compostos geranial (39,13 %) e neral (31,43 %). De acordo
com Martins (2000), o principal componente do 6leo essencial de C. citratus € o citral, que
se constitui de uma mistura de isdmeros, conhecida como citral A ou isomero E (geranial) e
citral B ou isdmero Z (neral).

O citral atua causando danos nas membranas celulares microbianas e, sua a¢do ja foi
comprovada por uma série de autores, contra fungos, leveduras e bactérias, como o
Aspergillus fumigates, C. albicans, E. coli, L. monocytogenes, S. Typhimurium e S. aureus
(HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012). O citral apresentou ainda propriedade
larvicida e repelente de insetos (MARTINS, 2000).

A concentra¢do de mirceno presente no 6leo de C. citratus (12,6 %) foi cerca de trés
vezes superior a concentracdo deste composto relatada em um estudo similar (3,9 %)
(HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012). Porém, como citado anteriormente, a
composi¢do quimica do 6leo pode ser bastante varidvel em funcdo das condigdes
ambientais, da diversidade genética, do cultivo da planta, entre outros fatores. Como

exemplo, podemos citar que, em fun¢do da maior ou menor concentragdo de mirceno no
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6leo essencial de C. citratus, distinguem-se dois tipos comerciais do mesmo, o “East
Indian” e 0 “Weast Indian” (MARTINS, 2000).

Além disso, na descri¢do dos constituintes do 6leo essencial de C. citratus originério
da Etiépia foi mencionado como principal constituinte do 6leo, o geraniol e ndo o citral,
correspondendo a 40 % da composi¢ao total do 6leo (MARTINS, 2000). No entanto, no
6leo utilizado neste trabalho, o geraniol, apesar de ser um dos compostos majoritdrios (9,28
%), ndo foi o constituinte predominante.

O timol, o carvacrol, o y- terpineno e o p-cimeno foram os quatro compostos
presentes em maior concentracdo no 6leo essencial de 7. vulgaris (Tabela 3). A composi¢ao
deste Oleo foi semelhante a composicdo relatada na literatura por outros autores
(HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

O timol, composto majoritario (~ 60 %) do dleo essencial do T. vulgaris, exibiu
atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas e foi constatado também que, este
composto, assim como seu isOmero carvacrol, interage com a membrana celular
microbiana, causando danos estruturais e funcionais (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER,
2012). A importancia da presenca do grupo hidroxila nestes compostos ja foi confirmada e
parece ser fundamental para sua atividade microbiana (BURT, 2004).

O monoterpeno p-cimeno ndo € um eficiente antimicrobiano quando avaliado
separadamente in vitro, porém acredita-se que ele potencia o efeito de outros compostos
que possuem ag¢ao antimicrobiana como o carvacrol (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER,
2012; RATTANACHAIKUNSOPON; PHUMKHACHORN, 2010). O y-terpineno, assim
como o p-cimeno, ndo ¢é efetivo como antimicrobiano. Em ensaios in vitro onde foi

avaliado separadamente, este composto nao foi efetivo contra E. coli e S. aureus, o que foi
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evidenciado pelos elevados valores de MIC verificados (HYLDGAARD; MYGIND;
MEYER, 2012).

Entre os constituintes quimicos do dleo essencial de O. gratissimum, extraido para
ser testado neste trabalho, foi observada alta concentracdo de eugenol (70,45 %). Elevada
concentracdo deste composto também foi detectada por Borges et al. (2012) em 6leo
essencial extraido desta planta (87,38 %).

O eugenol quando testado individualmente exibiu atividade contra muitos micro-
organismos de interesse em alimentos, como Aspergillus niger, C. albicans, Saccharomyces
cerevisiae, E. coli, L. monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, S.
Typhimurium, entre outros. Dentre os mecanismos de acdo do eugenol em células
microbianas foi observada a inibi¢do de enzimas como a ATPase e o extravasamento de
ATP e ions de potassio, causado por alteragdes na permeabilidade da membrana
(HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

Oliveira (2011) determinou a composicdo do Oleo essencial de O. gratissimum,
sendo que os compostos majoritdrios detectados foram o eugenol (61,28 %) e o timol (8,07
%). Além destes compostos, o y-terpineno € 0 p-cimeno estavam presentes nas
concentragcdes de 8,88 % e 5,23 %, respectivamente. De acordo com Hyldgaard et al.
(2012), os compostos y-terpineno e o p-cimeno também estiveram entre 0os majoritirios no
6leo essencial de O. gratissimum, em concentracdes 25,7 % e 7,3 %.

Apesar do eugenol ter sido o composto majoritdrio identificado no dleo essencial de
O. gratissimum usado neste trabalho, os demais compostos majoritdrios detectados por
outros autores e mencionados anteriormente (timol, y-terpineno € p-cimeno) nao estavam

presentes no mesmo em concentracdes significativas ou detectdveis. Outros compostos
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presentes em maiores quantidades foram o (Z) ocimeno, o y- muroleno e o (E) cariofileno,

em concentragdes apresentadas na Tabela 3.

5.2. Atividade anti-S. Enteritidis dos oleos essenciais

5.2.1. Teste de Difusao em disco

Inicialmente, a atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais estudados foi
confirmada por teste de difusdo em disco. Os tamanhos dos halos de inibi¢do formados,
expressos em mm (incluindo o didmetro do papel de filtro), nas placas dos diferentes meios
de cultura utilizados durante o teste de difusdo em disco sdo exibidos na Tabela 4.

Pode-se perceber por meio deste teste qualitativo que, entre os quatro Oleos
avaliados, o 0leo essencial de T. vulgaris foi o mais ativo contra a cepa de S. Enteritidis, € o
6leo essencial de C. martinii foi o segundo mais ativo. Os demais Oleos avaliados, de O.
gratissimum e C. citratus, também exibiram atividade antimicrobiana, porém menores

halos de inibi¢do foram verificados.

Tabela 4- Didmetros dos halos de inibi¢dao formados no teste de difusdo em disco.

Diametro dos halos de inibicao (mm)
Espécie medicinal

Meio geral (PCA) Meio seletivo (XLD)
T. vulgaris (tomilho) 37,0+14 42,5 +0,7
C. martinii (palmarosa) 230+1,4 250+x14
C. citratus (capim-limao) 155+3,5 14,0 £2,8
0. gratissimum (alfavacao) 11,0+£0,0 11,5+2,1

Os halos de inibicdo do crescimento de S. Enteritidis formados em placa contendo

agar PCA podem ser visualizados na Figura 5.
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Figura 5- Halos de inibicdo formados devido a acfo dos Oleos essenciais em meio PCA
previamente inoculado com S. Enteritidis. (TV= 6leo essencial de T. vulgaris; OG= 6leo essencial
de O. gratissimum; CC= 06leo essencial de C. citratus; CM= 6leo essencial de C. martinii; C=
controle negativo).

Em placas contendo dgar XLD (meio seletivo), os halos de inibi¢do formados foram
ligeiramente maiores (exceto C. citratus) que os halos formados em meio PCA. Um micro-
organismo submetido a condi¢des de estresse, como a presenca de substancias
antimicrobianas, € recuperado mais facilmente em meio geral que em meio seletivo.
Células de Salmonella injuriadas, como resultado da exposicdo ao estresse, tem a
permeabilidade da membrana citoplasmética aumentada, tornando-se mais susceptiveis aos

agentes seletivos presentes no meio XLD, que t€ém a func¢do de suprimir o crescimento de

outros micro-organismos competidores (WESCHE; RYSER, 2013).

5.2.2. Teste de Microdiluicao em caldo

Em seguida, a atividade anti-S. Enteritidis dos 6leos essenciais foi avaliada por meio

do teste de Microdilui¢do em caldo. Os valores de MIC obtidos estdo apresentados na
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Tabela 5. Pode-se notar por meio do teste quantitativo que, de fato, o 6leo essencial de 7.
vulgaris foi o mais ativo, sendo que a MIC deste dleo, necessdria para inibir o crescimento
de S. Enteritidis foi menor que as concentracdes empregadas dos demais 6leos essenciais
estudados. O segundo 6leo mais ativo contra a bactéria foi o dleo essencial de C. martinii,

também em conformidade com o teste de difusdo em disco.

Tabela 5- Concentracdo Minima Inibitéria — MIC dos 6leos essenciais contra S. Enteritidis.

Espécie medicinal MIC (uL/L)
T. vulgaris (tomilho) 625
C. martinii (palmarosa) 1250
C. citratus (capim-limao) 2500
0. gratissimum (alfavacio) 10000

O dleo essencial de T. vulgaris é reconhecido por sua atividade antimicrobiana
contra uma grande variedade de micro-organismos. Em estudo de Burt e Reinders (2003), a
atividade antimicrobiana de cinco O6leos essenciais oriundos de diferentes espécies
arométicas foi avaliada contra E. coli O157:H7. Entre todos os 6leos avaliados o mais ativo
contra este patégeno foi o 6leo essencial de 7. vulgaris.

Em um estudo realizado por Rota et al. (2008), a atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais extraidos de trés diferentes espécies de Thymus foi avaliada contra 10 espécies
de micro-organismos patogé€nicos. Dentre as espécies, a T. vulgaris foi a mais ativa. Porém,
o valor de MIC do 6leo essencial de T. vulgaris contra S. Enteritidis reportado no estudo foi
menor que o determinado neste trabalho. Isto pode ser devido a diferencas na resisténcia
das cepas utilizadas em ambos os ensaios, bem como diferentes propor¢cdes de compostos

antimicrobianos presentes nos diferentes 6leos avaliados.
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Dentre as espécies de Cymbopogon estudadas, o 6leo essencial de C. martinii foi o
que apresentou maior atividade antimicrobiana. A maior atividade do 6leo essencial de C.
martinii contra S. Enteritidis pode ser devida a elevada concentracio de geraniol encontrada
no 6leo essencial desta espécie (79,65 %) em comparagdo a concentragdo do mesmo
composto encontrada no 6leo essencial de C. citratus utilizado neste trabalho (9,28 %).

Finalmente, o 6leo essencial de O. gratissimum foi o menos ativo contra S.
Enteritidis (Tabela 6). A MIC foi verificada a uma alta concentracdo deste 6leo e,
provavelmente, sua aplicacio em uma matriz alimentar seria invidvel por alterar
demasiadamente as caracteristicas sensoriais do produto, o que também ocorreria no caso
da aplicacdo dos 6leos essenciais de C. citratus e C. martinii.

E importante salientar neste ponto, que os testes utilizados para a triagem da
atividade antimicrobiana sdo rdpidos e préticos para verificar a atividade de um grande
nimero de compostos antimicrobianos potenciais, além de Oleos essenciais. Porém, estes
testes ndo levam em consideracdo os efeitos da matriz alimentar. Matrizes alimentares
atuam como barreiras para proteger as células bacterianas de substancias inibidoras. Além
disso, a variedade de nutrientes disponivel nos alimentos em comparacdo a meios de cultura
permite a recuperacdo de células bacterianas danificadas. Portanto, a concentracdo de dleos
essenciais necessdria a ser incorporada em um alimento para inibir o crescimento
microbiano €, geralmente, muito maior que a MIC determinada in vitro, como ja foi
relatado por diversos autores (BURT, 2004; RATTANACHAIKUNSOPON;
PHUMKHACHORN, 2010).

Por exemplo, Rattanachaikunsopon e Phumkhachorn (2010) relataram que foi

necessaria uma concentracao de 6leo essencial de coentro equivalente a 17 vezes a sua MIC

determinada in vitro, para inibir o crescimento de C. jejuni em carne de frango. Em outros
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alimentos essa concentracdo pode chegar até 100 vezes a MIC verificada em ensaios in
vitro (BURT, 2004).

Devido a maior atividade antimicrobiana do 6leo essencial de T. vulgaris, este foi
selecionado para os ensaios posteriores em carne de peru processada. A menor MIC
observada para este 6leo essencial indicou que seu emprego seria o que menos alteraria a
qualidade sensorial do produto cdrneo. Além disso, esta espécie ja é empregada como
aromatizante, ou como erva fina, em produtos carneos, mostrando que a combinacdo “carne

e tomilho” ja € aceita pelos consumidores.

5.3. Analise sensorial dos produtos tratados com 6leo essencial de 7. vulgaris

5.3.1. Analise sensorial preliminar

Os 10 julgadores que foram submetidos aos testes sensoriais triangular e de
ordenacdo afirmaram que o sabor e o aroma das amostras de produto cidrneo de peito de
peru que continham o 6leo essencial eram agraddveis. Alguns julgadores ndo reconheceram
o sabor de tomilho inicialmente, por ndo terem hébito de consumir esta planta aromatica.
Por outro lado, alguns julgadores reconheceram o sabor e afirmaram consumir,
frequentemente, produtos cdrneos contendo tomilho, ou aromatizados com tomilho.

Os julgadores ndo foram capazes de diferenciar as amostras nos testes triangular e
de ordenagdo. Nenhum deles foi capaz de ordenar todas as amostras em ordem crescente de
concentracdo de Oleo essencial de 7. vulgaris aplicada, e tampouco de diferenciar uma
amostra diferente entre trés amostras avaliadas durante o teste triangular. Portanto,

pequenos incrementos na concentracdo de 6leo essencial de 7. vulgaris aplicada nos
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produtos cdrneos ndo causaram alteragdes perceptiveis nas caracteristicas sensoriais das
amostras.

A partir dos resultados desta andlise sensorial preliminar, concluiu-se que a
aplicacdo do 6leo essencial de T. vulgaris em produtos cirneos a base de peito de peru
poderia ser bem sucedida, por ndo ter causado nenhuma sensacdo desagraddvel aos
julgadores. Decidiu-se entdo conduzir uma andlise sensorial com ndmero maior de
julgadores, ou seja, um numero representativo de consumidores. Conduzir uma anélise
sensorial com um numero grande de julgadores para avaliar a aceitacdo da combinacdo
“6leo essencial + produto carneo de peito de peru”, antes que fosse realizada uma andlise
sensorial preliminar como a descrita, poderia representar uma perda desnecessdria da

substancia antimicrobiana avaliada, em caso de ma aceitacdo por parte dos julgadores.

5.3.2. Analise sensorial

Esta andlise sensorial contou com um numero de 74 julgadores, com as
caracteristicas exibidas na Tabela 6.

Em relacdo ao sexo, o nimero de julgadores selecionados para a andlise sensorial
foi homogéneo. Ja em relacdo a idade, houve a participacdo de pessoas de diferentes idades,
sendo a idade mais frequente entre 20 e 24 anos. Apenas um dos julgadores afirmou ndo
consumir o produto, sendo sua frequéncia de consumo representada pelo grupo “nunca”. A
maioria das pessoas selecionadas para a andlise sensorial afirmou consumir o produto
frequentemente, o que € representativo, ja que estes ja estavam habituados ao produto e,
consequentemente notariam se a presenca do 6leo essencial contribuiria de forma positiva

ou negativa sensorialmente.
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Tabela 6- Caracteristicas dos julgadores participantes da andlise sensorial.

Niimero Porcentagem
Sexo Masculino 39 52,7
Feminino 35 473
15-19 15 20,27
20-24 38 51,35
Idade 25-29 7 9,46
30-40 9 12,16
>40 S5 6,76
Nunca 1 1,35
Frequéncia de consumo De vez em quando 20 27,03
Frequentemente 44 59,46
Sempre 9 12,16

Os escores médios atribuidos pelos julgadores na andlise sensorial de produtos
carneos de peito de peru tratados com Oleo essencial de T. vulgaris sdo apresentados na
Tabela 7. Nao houve diferencas significativas (p > 0,05) entre a aceitacdo das tr€s amostras
de um mesmo produto (A ou B). O fato de ndo haver diferencgas significativas entre a
aceitabilidade dos consumidores pelas amostras sem 6leo essencial e as amostras com 6leo
essencial demonstra a viabilidade da aplicagdo deste nos produtos cérneos de peito de peru,

do ponto de vista sensorial.

Tabela 7- Escores médios atribuidos pelos julgadores as amostras durante o teste de
aceitacao de produtos carneos de peito de peru tratados com 6leo essencial de 7. vulgaris.

Amostras
Produto Controle SMIC S50MIC
A 5,34 + 1,66 5,57 +£1,71* 5,11 +1,76*
B 544 +2,01* 5,68 +1,80** 5,23 +1,90*

+ Representa o desvio padrdo da média.

Letras minudsculas (a) em uma mesma linha e letras maidsculas (A) em uma mesma coluna representam os
grupos homogéneos de acordo com o teste Tukey HSD (o = 0,05).

SMIC e S0MIC = amostras dos tratamentos equivalentes a 5 e 50 vezes a MIC de 6leo essencial de T. vulgaris
determinada in vitro contra S. Enteritidis.
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Apesar de ndo diferir significativamente dos outros tratamentos, a amostra tratada
com emulsdo contendo SMIC apresentou maior indice médio de aceitacdo, para as duas
formulacdes avaliadas, o que mostra que a combinagdo “produto carneo de peito de peru +
tomilho” foi bem aceita pelos consumidores. Em relagdo as amostras tratadas, verificou-se
que o aumento da concentragdo de 6leo essencial aplicada ocasionou a reducao dos escores
médios atribuidos pelos consumidores (Tabela 7) e, provavelmente, concentragdes maiores
que SOMIC aplicadas aos revestimentos levariam a rejei¢do dos produtos céarneos tratados,
pelo forte sabor e odor conferidos aos produtos por esta substancia.

De acordo com a Tabela 7, também nao foram detectadas diferencas significativas
entre os escores de aceitacdo atribuidos para amostras de mesmo tratamento, porém de
formulacdes diferentes (p > 0,05), ou seja, diferencas na composi¢do dos produtos A e B
ndo interferiram na aceitabilidade das amostras. Todavia, verificou-se que os escores
médios atribuidos as amostras do produto B foram um pouco maiores que os observados
para as amostras do produto A. O produto B € aromatizado e contém especiarias. A
combinacdo dos componentes aromatizantes presentes neste produto com o 6leo essencial
de T. vulgaris parece ser satisfatoria, sensorialmente.

Na Figura 6 sdo apresentados os histogramas de frequéncia relativa (%) de notas
atribuidas durante a andlise sensorial das amostras dos produtos A e B. Para as amostras
dos produtos A e B revestidas com emulsdao contendo SMIC os escores mais frequentes
atribuidos pelos julgadores situaram-se na faixa entre 6,0 e 6,9 (na escala heddnica: gostei
ligeiramente a gostei moderadamente).

Em relagdo as amostras tratadas com SOMIC de 6leo essencial de 7. vulgaris, nota-
se que para o produto A, as notas mais frequentes variaram entre 5,0 a 5,9 enquanto para o

produto B, as notas mais frequentes para esta amostra variaram entre 5,0 e 6,9 (Figura 6).
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Figura 6- Histograma de frequéncia relativa (%) de valores heddnicos atribuidos no teste de
aceitacdo de amostras dos produtos cirneos de diferentes tratamentos de Oleo essencial de T.
vulgaris. (&) amostra controle (&) SMIC (B) S0MIC.

Outro aspecto interessante € que alguns julgadores rejeitaram as amostras com
nenhum tratamento de O6leo essencial, ou seja, as amostras controle de ambas as
formulacdes avaliadas, ainda que estes tenham alegado consumir produtos a base de peito
de peru. Nestes casos, os escores atribuidos variaram entre 0 e 4,9 (Figura 6). Na escala

hedonica estes valores estdo na faixa entre “desgostei extremamente” e “indiferente”.
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Na Figura 7 sdo apresentados os histogramas de frequéncia relativa (%) de notas
atribuidas pelos julgadores durante a andlise sensorial das amostras de um mesmo
tratamento, porém de formulacdes diferentes. Verifica-se que em relacdo as amostras
controle (Figura 7a), a frequéncia de atribui¢c@o de notas entre 4,0 - 4,9; 5,0 - 5,9; 6,0 - 6,9 ¢
7 - 1,9 variou entre 15 e 20 %, para ambos os produtos avaliados, o que mostra a
variabilidade do indice de aceitacdo destas amostras pelos diferentes consumidores
considerados.

A frequéncia relativa de notas dadas pelos julgadores as amostras tratadas com
SMIC de 6leo essencial de 7. vulgaris nos diferentes blocos (intervalos de valores
heddnicos) foi praticamente igual para as duas formulacdes A e B, como pode ser
verificado na Figura 7b. Pode-se observar também que a maior diferenca entre a frequéncia
relativa de atribuicdo de notas as amostras tratadas com S0MIC de 6leo essencial de T.
vulgaris de ambos os produtos considerados se encontra no bloco correspondente a 6,0- 6,9
dos valores hedonicos (Figura 7c).

No geral, os escores médios atribuidos durante a avaliacdo sensorial foram baixos e
isto pode estar relacionado ao fato de que 36 % dos julgadores afirmaram “nao ter fome” no
momento da andlise sensorial. Porém, como as notas atribuidas para as diferentes amostras
tratadas com O6leo essencial de 7. vulgaris ndo diferiram estatisticamente (p > 0,05) das
notas verificadas para as amostras controle, conclui-se que a aceitabilidade das mesmas foi
semelhante.

Portanto, definiu- se que a concentracdo correspondente a SOMIC seria aplicada nos

revestimentos para os produtos cirneos. A concentragdo definida representa, de acordo com
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as pecas de produtos carneos de peito de peru obtidos para este trabalho e o volume de

emulsdo aplicado, um total de 0,08 % (v/m) dos produtos.
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Figura 7- Histograma de frequéncia relativa (%) de valores heddnicos atribuidos no teste de
aceitacdo das amostras de diferentes tratamentos de 6leo essencial de 7. vulgaris. (a) amostra
controle; (b) amostra tratada com 5SMIC; (c) amostra tratada com 50MIC; (8) produto A; (®)
produto B.
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5.4. Testes dos revestimentos contendo odleo essencial de 7. vulgaris em

produtos carneos fatiados

As fatias revestidas ou ndo revestidas com solucdo de amido a diferentes
concentracoes (2,5; 5,0; 7,5 %), contendo 6leo essencial de T. vulgaris (0,08 %), ap6s 10

dias de armazenamento estdo ilustradas na Figura 8.

Figura 8- Fatias revestidas com solugdes contendo diferentes concentracdes de amido de milho
(2,5;5,0; 7,5 %), apos 10 dias de armazenamento a 25 °C. (a) revestimento sem 6leo essencial de T.
vulgaris; (b) revestimento com 6leo essencial de T. vulgaris (0,08 % v/m).

Os resultados deste teste mostraram que os revestimentos de amido de milho quando

aplicados aos produtos carneos causavam uma impressdo visual desagraddvel, pois
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independente da concentracdo de amido experimentada, eles conferiam as fatias um aspecto
limoso.

Além disso, os revestimentos de amido de milho incorporados com o 6leo essencial
de T. vulgaris ndo contribuiam para a melhoria da aparéncia das fatias ao longo da vida util,
pois a presenca do amido pareceu favorecer o crescimento de micro-organismos
deterioradores. O fato de que ndo foi feita a secagem das pecas apds a aplicacdo do
revestimento de amido de milho também pode ter favorecido o crescimento de micro-
organismos deterioradores, devido a umidade remanescente nos produtos carneos fatiados.

Resultados satisfatérios foram obtidos por outros autores, ao aplicarem
revestimentos de amido incorporados com 6leo essencial de T. vulgaris para a preservacao
da qualidade de peito de frango, durante vida util (GOSWAMI; HAN; HOLLEY, 2009).

Por outro lado, a emulsdo contendo 6leo essencial de 7. vulgaris nao alterou
negativamente o aspecto das fatias dos produtos cdrneos e, 2 horas apds o revestimento as
pecas ja se encontravam visualmente secas.

Descartou-se entdo o uso do revestimento a base de amido de milho e optou-se pelo
uso da emulsdo de Oleo essencial de 7. vulgaris para revestir os produtos carneos
processados a base de peito de peru. E vilido ressaltar que o uso destes revestimentos nio
dispensa a embalagem primadria do produto, eles sio um complemento para conferir uma

caracteristica de interesse.
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5.5. Contaminacao cruzada dos produtos carneos

5.5.1. Capacidade de sobrevivéncia de S. Enteritidis em superficies de

aco inoxidavel

As redugdes nas contagens de S. Enteritidis nos substratos avaliados nos ensaios de
“swab”, nos diferentes tempos de amostragem, bem como os resultados das andlises

estatisticas dos dados estdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8- Sumario dos dados de sobrevivéncia (log UFC/cmz) de S. Enteritidis obtidos nas
superficies de aco inoxidavel contendo diferentes substratos, nos diferentes tempos de
amostragem.

Substrato
Parametro Produto A Produto B Caldo BHI Solucio salina
Si 5,89 + 0,08" 5,93 +0,07° 6,05 +0,04"  6,12+0,05"
St 1,74 + 0,37 1,82 + 0,45 0,74 +0,00° 0,96 + 0,00°
AS0,17h 0,64 + 0,47 0,61 +0,16 0,15 +0,02° 0,36 + 0,39
AS0,50h 1,42 + 0,23 2,22 +0,38" 0,69 + 0,13 2,01 £0,15%
AS1h 2,72 +0,18" 2,57 +0,31° 1,97 + 0,65 4,52 +0,11°
AS2h 3,36 +0,22° 2,98 + 0,07 4,67 +0,68" 5,16 + 0,05
AS6h 4,10 + 0,38 4,06 + 0,42 5,32 +0,04° -
R? 0,94 0,94 0,97 0,94
MSE 0,26 0,22 0,20 0,33

+ Representa o desvio padrdo da média.

As letras (a, b, ¢) em uma mesma linha representam os diferentes grupos homogéneos reportados pelo teste
Tukey HSD (a = 0,05).

Si e Sf correspondem as concentracdes (log UFC/cm?) detectadas no tempo inicial e final de amostragem,
respectivamente; AS0,17h, ASO,5h, AS1h, AS2h, AS6h sdo as reducdes logaritmicas nos diferentes tempos de
amostragem (0,17h; 0,5h; 1h; 2h; 6h).

R? e MSE sao os parametros estatisticos de ajuste do modelo Weibull aos dados experimentais.
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Por meio dos resultados de andlises de superficies de aco inoxiddvel (Tabela 8), S.
Enteritidis pode ser detectada durante vérias horas nas superficies de aco inoxidavel, o que
demonstra que em ambientes de processamento de carnes e alimentos em geral este micro-
organismo pode permanecer vidvel por muito tempo e ser transferido a alimentos ndo
contaminados, representando um risco a seguranca do consumidor.

Quando o substrato utilizado foi o caldo de carne, preparado a partir dos produtos A
e B, S. Enteritidis pdode ser detectada nas superficies durante as primeiras 6 horas de
amostragem, apresentando niveis finais de 1,74 + 0,37 e 1,82 + 0,45 log UFC/cm?,
respectivamente. Isso significa que nas seis primeiras horas houve uma reducido de
aproximadamente 4,08 log UFC/cm? nos niveis do micro-organismo contido nos substratos
de ambas as formulagdes, em relacio aos niveis detectados no tempo inicial.

De acordo com a ANOVA, ndo houve diferencas significativas nas redugdes da
bactéria nos diferentes substratos de caldo de carne (produtos A e B), durante todo o
periodo de amostragem, com excecdo do tempo 0,5 h. Estes resultados sugerem que a
formulacao dos produtos utilizados para a obten¢do do caldo de carne ndo foi um fator
determinante para a capacidade de sobrevivéncia do patdégeno em superficies de aco
inoxidavel.

Na Figura 9 estdo representados graficamente os dados de sobrevivéncia de S.
Enteritidis nas superficies de aco inoxiddvel em log UFC/cm? versus tempo (h), além do
ajuste do modelo Weibull aos dados experimentais. Os parametros estatisticos de ajuste do

modelo aos dados experimentais, R e MSE estdo apresentados na Tabela 8.
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Figura 9- Representacdo grifica da reducdo dos niveis de S. Enteritidis nas superficies de ago
inoxiddvel inoculadas com os diferentes substratos, apds ajuste do modelo Weibull aos dados de
sobrevivéncia. (a) caldo de carne, produto A; (b) caldo de carne, produto B; (¢) caldo artificial BHI;
(d) solugdo salina; (#) dados experimentais; ( ) modelo Weibull ajustado aos dados.

O modelo Weibull tem sido aplicado para representar o processo logaritmico de
inibicdo microbiana. De acordo com este modelo, a sobrevivéncia bacteriana pode ser vista
como uma falha dos micro-organismos em resistir a condi¢des de adversidade. Além disso,
este modelo leva em consideracdo a existéncia de subpopulacdes dentro de uma populagdo
bacteriana, que apresentam diferentes niveis de sensibilidade a agentes letais, ou seja,
diferentes resisténcias a condi¢des de adversidade (PELEG, 2006).

Quando o caldo BHI foi utilizado como substrato, S. Enteritidis também foi

detectada até o tempo 6 h de amostragem, em uma concentracdo final de 0,74 + 0,00 log

63



Resultados e Discussdo

UFC/cm?. Andlises estatisticas indicaram que a redug¢do do patégeno neste substrato é
significativamente diferente (p < 0,05) das reducdes verificadas em caldo de carne e
solugdo salina, em quase todos os tempos de amostragem. Isto demonstra que o caldo BHI
nao pode ser usado satisfatoriamente para reproduzir a sobrevivéncia desta cepa, em
superficies comumente utilizadas na industria de produtos carneos.

A solugdo salina foi o que proporcionou menor sobrevivéncia de S. Enteritidis,
sendo que esta pode ser detectada até as duas primeiras horas de amostragem. Deve-se
considerar que os outros substratos apresentam maior concentracdo de nutrientes, que
podem ser utilizados pelo patégeno para o seu metabolismo e aumentam sua capacidade de
sobrevivéncia, atuando como protetores por reduzir a intensidade do processo de dissecacao
devido as condi¢cdes do ambiente.

Uma visdo geral dos resultados obtidos € apresentada no grafico de concentragdo
(log UFC/g) em func¢do do tempo (h) (Figura 10), que representa apenas o modelo Weibull
ajustado aos dados, onde se pode ver claramente a diferenca de comportamento do
patdgeno nos diferentes substratos.

No geral, a capacidade de sobrevivéncia da cepa de S. Enteritidis foi baixa quando
comparada a outros estudos (PEREZ—RODRfGUEZ et al., 2013; DE CESARE et al., 2003),
em todos os substratos avaliados. No entanto, a maioria dos resultados obtidos por outros
autores para a capacidade de sobrevivéncia de micro-organismos patogénicos em
superficies de aco inoxidavel, ndo sdo compardveis aos dados obtidos nos ensaios
conduzidos neste trabalho, em virtude de que as condi¢cdes experimentais e os métodos de

amostragem utilizados sdo diferentes.
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Figura 10- Visdo geral dos dados de sobrevivéncia de S. Enteritidis em diferentes substratos
inoculados em superficies de aco inoxiddvel. ( = = = ) caldo de carne, produto A; ( ====: ) caldo
de carne, produto B; ( — - -) caldo artificial, BHI; ( ====== ) solucdo salina.

A menor capacidade de sobrevivéncia de S. Enteritidis verificada neste trabalho
pode estar relacionada a baixa umidade relativa no ambiente experimental (35-40 %) e
também a uma temperatura ambiente elevada (entre 25 e 30 °C) que levam a secagem
rapida das superficies. O processo de secagem implica na reducio do conteudo de dgua que
causa a morte ou injurias nas células (PEREZ—RODRfGUEZ et al., 2013.

Além disso, € possivel que a propria cepa de S. Enteritidis utilizada possa ser mais
sensivel ao estresse ambiental, em comparacio a cepas de patégenos utilizadas em outros
estudos (POSADA-IZQUIERDO et al., 2013; DE CESARE et al., 2003).

A filtragdo do caldo de carne previamente a inoculacdo também pode ter reduzido a
capacidade de sobrevivéncia do micro-organismo nas superficies de aco inoxidavel. A
filtracdo remove pequenas particulas organicas (insoliveis) do caldo de carne, que

poderiam exercer um efeito protetor contra o estresse hidrico sofrido pelas células.
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Os resultados apresentados neste topico reforcam a importancia da realizacao de
procedimentos de limpeza e desinfeccdo para reduzir ou eliminar micro-organismos
patogénicos em ambientes de processamento de alimentos. Estudos devem ser conduzidos
neste sentido, para que seja possivel analisar e reduzir os riscos associados a contaminagao

cruzada de alimentos.

5.5.2. Contaminacdo cruzada artificial dos produtos

Na Figura 11 estdo expressos os resultados de transferéncia de S. Enteritidis (log
UFC/cm?) em fun¢do do nimero da fatia analisada (n = 20), durante o fatiamento dos
produtos A e B ndo revestidos com emulsdo de 6leo essencial. Estes dados sdo relevantes,
pois refletem uma situacdo que poderia ocorrer rotineiramente em estabelecimentos onde é

feito o fatiamento destes alimentos.
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Figura 11- Transferéncia (log UFC/cm?) de S. Enteritidis de laminas de corte inoculadas a
produtos cérneos a base de peito de peru, ndo revestidos. (a) produto A; (b) produto B; (a)
dados experimentais; ( ) ajuste do modelo Weibull aos dados.
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Optou-se pelo ajuste do modelo Weibull também aos dados de transferéncia de S.
Enteritidis por contaminacdo cruzada durante o fatiamento. Este modelo apresentou
melhores indices estatisticos de ajuste (R? ajustado > 0,9 e MSE < 0,1) aos dados
experimentais obtidos. Além disso, escolheu-se o modelo Weibull porque este €
fundamentado em conceitos que permitem a modelagem dos processos que ocorrem
durante a transferéncia de bactérias entre superficies.

Para facilitar o entendimento, distribuicdes de Weibull sdo geralmente aplicadas a
objetos com um grande ndmero de ligagdes, cada uma das quais tem certa probabilidade de
serem rompidas. Em muitos casos, quando apenas uma ligacdo se rompe, o objeto pode
apresentar falhas (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2007; ALBERT; MAFART, 2005).

A populacdo bacteriana inicial sobre uma superficie estabelece interacdes com o
substrato através de contato. No caso de biofilmes bacterianos essas interacdes sao
reforcadas pela producdo de exopolissacarideos (EPS). Para que haja a transferéncia
bacteriana entre a superficie de contato e um alimento, por exemplo, € necessario que estas
interacOes do micro-organismo com o substrato deixem de existir, e as bactérias possam ser
transferidas a partir de uma superficie para outra, ou seja, € necessdrio que as interacoes
falhem (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2007).

Na Figura 11 observou-se que o nimero de células transferidas decresceu em cada
fatia analisada sequencialmente para cada produto, ou seja, ao longo dos ensaios. A mesma
tendéncia foi observada em outros estudos de transferéncia de patégenos de superficies a
produtos carneos (SHEEN; HWANG, 2008; WANG et al., 2014a). Uma possivel
explicacdo para isto, é que ocorra simultaneamente a transferéncia, a reducdo logaritmica

da concentracdo de micro-organismos presentes na superficie doadora, ou seja, nas
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superficies das laminas de corte. Portanto, a tendéncia verificada pode ser o resultado de
dois fendmenos, transferéncia e inativacdo microbiana na superficie.

A média dos valores de transferéncia do patégeno as cinco primeiras fatias do
produto A ndo revestido foi de 4,26 + 0,29 log UFC/cm?, para o produto B ndo revestido
este valor foi de 4,49 + 0,19 log UFC/cm?. Nao houve diferencas significativas (p > 0,05)
entre os niveis de S. Enteritidis transferidos das laminas de corte as primeiras cinco fatias
dos produtos A e B ndo revestidos, fatias que apresentaram maiores niveis de
contaminacdo. O risco de ocorrer infeccdo no hospedeiro seria maior ao ingerir tais fatias,
em comparacdo as fatias subsequentes. Este fato é ainda mais relevante no caso de
patogenos como S. Enteritidis, que devem ser ingeridos em elevadas concentragdes para
que ocorra infec¢dao no hospedeiro.

As taxas de transferéncia médias para a primeira e a ultima fatia do produto A nao
revestido foram 0,79 e 0,01, respectivamente, o que indica que de todo o indculo presente
na lamina de corte, 0,79 % foi transferido a primeira fatia em média, e apenas 0,01 % foi
transferido a ultima. Para o produto B, estes valores médios foram de 0,84 e 0,02, para a
primeira e a ultima fatia, respectivamente.

E perceptivel também que nas dltimas fatias de um mesmo produto nio houve
diferengas significativas entre os niveis de S. Enteritidis transferidos (p > 0,05). Este efeito
¢ mais facilmente visualizado nas fatias do produto A, em que os niveis oscilaram entre
valores médios de 2,40 a 2,50 log UFC/cm?, da fatia nimero 15 até a fatia nimero 20. Em
virtude deste efeito, o modelo Weibull modificado com uma cauda se adequou melhor aos
dados experimentais (Figura 11).

As caracteristicas do produto cdarneo podem influenciar no processo de

transferéncia. Entre elas se enquadram a textura, umidade, concentracdo de gordura e

68



Resultados e Discussdo

ingredientes presentes na formulagdo. Wang et al. (2015) estudaram a transferéncia de
Salmonella spp. presentes em biofilmes formados em superficies de agco inoxiddvel a cinco
diferentes produtos cdrneos. Os resultados sugeriram que as taxas de transferéncia do
patégeno por contaminagdo cruzada foram significativamente dependentes do tipo de
produto carneo considerado.

No produto carneo B foi verificada maior transferéncia de S. Enteritidis (p < 0,05)
em relagdo ao produto A, em 8 das 20 fatias avaliadas. Isto ndo foi verificado em uma
sequéncia definida de fatias (por exemplo, da fatia 2 a 9), mas sim aleatoriamente, o que
leva a crer que esta diferenca parece nao estar relacionada a composi¢do do produto, mas as
condig¢des experimentais.

Além da composi¢ao do produto, outros fatores podem influenciar na transferéncia
de micro-organismos para um alimento durante o fatiamento. Vorst; Todd e Ryser (2006).
avaliaram a transferéncia de L. monocytogenes durante o fatiamento de peito de peru,
mortadela tipo “bologna" e salame. Além da composi¢do dos produtos, a forca aplicada
durante o fatiamento também afetou significativamente a transferéncia do patdgeno.

A forca aplicada se encaixa em uma série de fatores que interferem na transferéncia
de micro-organismos aos alimentos durante o fatiamento, chamados de parametros de
operacdo. Outros parametros de operacdo sdo a velocidade da lamina de corte (nimero de
rotacdes por minuto), o didmetro da lamina de corte, a sua rugosidade e o material que a
constitui, o angulo de contato do produto com a lamina, drea e espessura da fatia. Por
exemplo, para a obtencdo de fatias mais finas € necessdrio que uma forca maior seja
aplicada durante o fatiamento, além de que o tempo de contato entre o produto e a lamina
de corte € maior, favorecendo a transferéncia (CHAITIEMWONG et al., 2014; SHEEN;

HWANG, 2008).

69



Resultados e Discussdo

As caracteristicas do micro-organismo talvez sejam os principais fatores que
influenciam na contaminacao cruzada durante o fatiamento. A fase de crescimento na qual
este se encontra na lamina de corte contaminada, concentracdo em que estd presente na
superficie, tipo da cepa, a capacidade de adaptagcao a diferentes situagdes de estresse e a
capacidade de adesdo do micro-organismo a superficie sdo alguns fatores que interferem na
transferéncia (SHEEN; HWANG, 2008). Por exemplo, Pérez-Rodriguez et al. (2007) apds
avaliarem a transferéncia de S. aureus e E. coli O157:H7 a presunto cozido durante o
fatiamento, verificaram que o tipo de micro-organismo interferiu significativamente nas
taxas de transferéncia verificadas.

No presente estudo, partiu-se de um nivel elevado de contaminagdo das laminas de
corte (~ 8 log UFC/lamina). E possivel presumir, com base no que é relatado na literatura,
que menores niveis de contaminagdo inicial levariam a menor transferéncia do patégeno
das laminas as fatias (AARNISALO et al., 2007; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2007;
SHEEN; HWANG, 2008).

As condi¢Oes ambientais de temperatura e umidade sdo também fundamentais para
o perfil de transferéncia de um micro-organismo de uma superficie a um produto. Tais
condi¢des podem influenciar na capacidade de sobrevivéncia dos micro-organismos na
superficie de aco inoxidavel, como citado anteriormente, levando ao estresse hidrico das
células, causando injurias, interferindo na adesdo microbiana e, portanto, na transferéncia
de micro- organismos a alimentos ndo contaminados (SHEEN; HWANG, 2008).

Se as condi¢des de realizagdo dos experimentos nao sao reproduzidas fielmente em
cada repeticdo, maior variabilidade dos dados € verificada. Porém, ainda que todas as
condi¢cdes sejam controladas e reproduzidas fielmente, trata-se uma situacdo em que €

dificil controlar todos os fatores que podem interferir na transferéncia. Isto é comprovado
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pela alta variabilidade dos dados observada nestes ensaios (Figura 11), que foi também
verificada em ensaios similares, realizados por outros autores (AARNISALO et al., 2007;
CHAITIEMWONG et al., 2014; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2007; SHEEN; HWANG,
2008).

Provavelmente, nem todos os fatores mencionados interferem conjuntamente na
transferéncia de um patégeno durante o fatiamento ou eventos de contaminagdo cruzada, e
€ dificil afirmar com certeza quais irdo influenciar e em qual grau, dependendo de cada
situagdo. Para ilustrar esta afirmac¢do pode-se citar o estudo de Sheen e Hwang (2008), que
ndo verificaram diferencas significativas dos niveis de L. monocytogenes transferidos a
fatias de diferentes espessuras (1,0 a 3,0 mm) durante o procedimento de fatiamento,
demonstrando que em seu estudo o fator espessura da fatia ndo foi determinante para a
transferéncia.

Outro fator que pode interferir na recuperagdo das células de micro-organismos
transferidos aos produtos carneos durante o fatiamento € a presenca de substancias
antimicrobianas, por representar um fator de estresse adicional. Devido a pressdo e a forca
aplicadas sobre os produtos contra as laminas durante o procedimento mecanico para
obtencdo das fatias, as células das bactérias podem sofrer injurias (LIN et al., 2006). Nesta
situagdo, o ndmero de células vidveis que podem ser contadas em placas apds a incubacao,
provavelmente seja menor que o nimero de células que é realmente transferido. Quando ha
a presenca de substancias como um 6leo essencial, € como se um obstdculo a mais fosse
imposto as células injuriadas, o que pode levé-las a morte.

Na Figura 12, além da representacdo grafica de produtos nao revestidos ja

apresentados anteriormente, estdo representados graficamente os dados de transferéncia de
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S. Enteritidis (log UFC/cm?) em funcdo do nimero da fatia analisada (n = 20), durante o
fatiamento dos produtos A e B, revestidos com emulsdo de 6leo essencial de T. vulgaris.

Diferencas significativas entre os niveis da bactéria ndo foram detectadas (p > 0,05)
em fatias dos produtos A, revestidos e ndo revestidos com emulsao de 6leo essencial de 7.
vulgaris (Figura 12). As médias dos dados de transferéncia as fatias do produto A ndo
revestido foram maiores, porém a grande variabilidade dos dados impediu que diferencas
significativas fossem detectadas. Diferencas significativas foram detectadas (p < 0,05) entre
os dados de transferéncia de S. Enteritidis as fatias do produto B nao revestido e revestido
com emulsdo de 6leo essencial de T. vulgaris (Figura 12).

A média dos niveis de bactéria detectados nas cinco primeiras fatias do produto A
revestido foi de 3,58 + 0,09 log UFC/cm?. Este valor foi de 4,26 + 0,29 log UFC/cm? nos
ensaios com o produto A ndo revestido, ou seja, houve uma diferenca de mais de 0,5 log
UFC/cm? entre os tratamentos aplicados em uma mesma formulagao.

Nas ultimas fatias do produto A revestidos também ocorreu o efeito de cauda,
discutido para os produtos ndo revestidos, com concentragdes de S. Enteritidis nas ultimas
fatias variando em torno de 2,24 + 0,40 UFC/cm?2.

As taxas de transferéncia médias de S. Enteritidis para a primeira e a ultima fatia do
produto A revestido foram de 0,41 e 0,003, respectivamente, valores menores em relacdo
aos observados para os produtos ndo revestidos, citados anteriormente (0,79 e 0,01,
respectivamente). Para o produto B, as diferencas entre as taxas de transferéncia médias
verificadas entre os tratamentos com revestimento e sem revestimento foram ainda maiores.
Para os produtos revestidos, os valores foram 0,19 (primeira fatia) e 0,001 (dltima fatia),
enquanto que para os produtos ndo revestidos esses valores foram de 0,84 e 0,02,

respectivamente.
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Figura 12- Transferéncia (log UFC/cm?) de S. Enteritidis de 1aminas de corte inoculadas a
produtos cdrneos a base de peito de peru revestidos e nao revestidos. (a) produto A; (b)
produto B; (4 ) dados experimentais de produtos nio revestidos previamente com emulsao
de Oleo essencial de T. vulgaris; (®) dados experimentais de produtos previamente
revestidos (0,08 % v/m); ( ----- ) ajuste do modelo Weibull aos dados de fatias com
revestimento; ( ) ajuste do modelo Weibull aos dados de fatias sem revestimento.
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Os valores de concentracdo do patégeno nas fatias do produto B revestido e ndo
revestido diferiram estatisticamente (p < 0,05) durante todo o ensaio. Ao contrdrio dos
outros tratamentos, o modelo Weibull ndo apresentou bons indices de ajuste aos dados de
transferéncia de S. Enteritidis ao produto B revestido previamente com emulsdo de 6leo
essencial de T. vulgaris (R? = 0,69 e MSE = 0,10). A transferéncia de células, neste caso,
ndo seguiu uma tendéncia clara.

No caso do produto B revestido com emulsdo de 6leo essencial de 7. vulgaris pode-
se inferir que, menores contagens microbianas foram devidas a presenca do 6leo essencial
aliada a composi¢do do produto, ja que nos ensaios discutidos nos topicos subsequentes
serd demonstrado que esta composi¢cdo foi a que menos propiciou o crescimento de S.
Enteritidis, em diferentes condi¢des.

Os valores dos indices estatisticos de ajuste dos modelos ajustados para os dados de
transferéncia, dos produtos A e B, revestidos e ndo revestidos com emulsdo de o6leo
essencial de T. vulgaris se encontram no Apéndice C (Tabela 17).

De modo geral, todas as fatias foram contaminadas durante o fatiamento,
independente da formulagdo avaliada e presenca de revestimento. O risco de ocorréncia de
doenca ao ingerir fatias contaminadas seria aumentado se as condi¢des de armazenamento
das fatias, como temperatura, umidade e tempo possibilitassem o crescimento do patégeno,
até mesmo nas fatias com menor nivel de contaminacdo (geralmente as dltimas fatias).

A aplicacdo de modelos de transferéncia, como o modelo Weibull ajustado aos
dados obtidos no presente estudo pode contribuir para uma melhor quantificacdo da
influéncia e do impacto que a transferéncia de patégenos causa no risco final associado ao

consumo de determinado alimento. A compreensdo do risco envolvido ajuda no
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desenvolvimento de medidas higiénico-sanitdrias de controle para reduzir a contaminacao
cruzada dos alimentos (CHAITIEMWONG et al., 2014).

Diante dos dados obtidos neste e em outros trabalhos, algumas informacdes
merecem atengdo. Baseado no guia “Food Code” do FDA, os equipamentos utilizados para
a preparacao de alimentos, ou seja, que entram em contato direto com o alimento devem ser
limpos a cada 24 h se sdo manipulados a temperaturas menores que 5 °C, ou a cada 10 h se
manipulados a temperaturas entre 10 °C e 12,8 °C (VORST; TODD; RYSER, 2006). Estes
intervalos claramente permitem que a bactéria encontre condi¢des para se aderir as
superficies, cresca e seja transferida subsequentemente a produtos ndo contaminados.
Fatiadores de frios demandam atencdo redobrada quanto a higienizagdo, pois possuem
inimeros componentes, que sdo dificeis de limpar e onde a presenca de sujidades e
contaminac¢do ndo € facilmente visualizada.

No Brasil, alguns estudos indicam falhas nas condi¢des de higiene durante o
processamento e distribui¢do de produtos cérneos fatiados. Fai et al. (2011), ao avaliarem a
ocorréncia de Salmonella spp. em presunto suino cozido, comercializado fatiado em
supermercados de Fortaleza (CE), constataram que 30 % do total de amostras analisadas
(40 amostras de 8 diferentes marcas comerciais, obtidas em 26 estabelecimentos distintos)
estavam contaminadas com Salmonella spp..

Pires et al. (2005) avaliaram a superficie de fatiadores de frios de estabelecimentos
de Vicosa (MQG) e concluiram, através de andlises microbioldgicas tradicionais, que todas
apresentavam condi¢des higi€nicas insatisfatorias. As elevadas contagens de
Staphylococcus spp. verificadas indicaram més condicdes higi€nicas dos manipuladores e a

possibilidade de contaminag@o dos alimentos fatiados.
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No referido estudo também foi constatado que em muitos estabelecimentos a
higienizacdo de fatiadores era realizada apenas uma vez ao dia. Uma minoria utilizava cloro
no processo de desinfeccdo. Em quase todos os estabelecimentos, 0 mesmo pano utilizado
na limpeza dos fatiadores era também utilizado para a limpeza de outras superficies,
balcoes e balangas, além de que os panos utilizados eram trocados com pouca frequéncia.

Serio et al. (2009) avaliaram presuntos fatiados refrigerados vendidos em 10
estabelecimentos de Fortaleza (CE), em embalagens de polietileno envoltas por filme PVC.
Todos os presuntos avaliados continham coliformes a 35 °C. Estes valores indicam
condi¢des higi€nico-sanitdrias inadequadas durante o processamento, transporte ou
distribuicdo dos presuntos. O mesmo foi verificado por Fachinello e Casaril (2013) ao
avaliarem a qualidade microbioldgica de presuntos comercializados em Francisco Beltrao
(PR). Por eletromicrografias detectou-se a presenca de um espesso biofilme recobrindo as
superficies das fatias dos presuntos, constituido de mucilagem e de numerosas bactérias de
diferentes arranjos e formas.

Programas efetivos de seguranga alimentar devem ser colocados em pratica para
reduzir a ocorréncia de casos de doencas relacionados a contaminagdo cruzada de
alimentos, além de programas efetivos de limpeza e desinfeccao. Neste cendrio, a educacao
e mudancgas de comportamento de manipuladores sdo os mais importantes pré-requisitos

para a redugdo dos riscos associados ao consumo deste tipo de alimentos.

5.6. Comportamento de S. Enteritidis nas fatias dos produtos armazenados a

diferentes temperaturas durante a vida util

A seguir, serdao apresentados e discutidos os dados de comportamento de S.

Enteritidis durante a vida util das fatias oriundas dos produtos A e B, revestidos ou ndo com
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emulsdo de dleo essencial de T. vulgaris previamente ao fatiamento, e armazenadas a 10 e
25 °C. Além disso, informagdes acerca da microbiota dos produtos fatiados nao inoculados
com S. Enteritidis serdo apresentadas.

Optou-se por estudar também o comportamento do patégeno em outras duas
formulacdes de produtos cdrneos a base de peito de peru, identificados e descritos
anteriormente como produtos C e D. A andlise do comportamento da bactéria em um
nimero maior de formulacdes permite correlacionar mais precisamente a composi¢do do
produto com varia¢des nos parametros de crescimento e sobrevivéncia do micro-organismo
de interesse. Porém, o comportamento de S. Enteritidis foi avaliado nas formulac¢oes C e D
apenas no que diz respeito a influéncia da temperatura, ji que tais produtos ndo foram
revestidos com emulsdo de 6leo essencial de 7. vulgaris. Um resumo do perfil dos dados

experimentais obtidos € apresentado na Tabela 9 a seguir.

Tabela 9- Perfil observado para os dados experimentais obtidos durante o estudo do
comportamento de S. Enteritidis nos diferentes produtos carneos avaliados.

Perfil observado

Temperatura Produto Tratamento* Crescimento Sobrevivéncia

Nio revestido v
Revestido
N3ao revestido
Revestido
N3ao revestido
Nao revestido

A

25 °C

Na3ao revestido

> | W
AN N NI NI NI N

Revestido

10 °C N3ao revestido

oo

Revestido
C Nao revestido

AN

D Nao revestido
* Refere-se a aplicacdo da emulsdo de dleo essencial de T. vulgaris (0,08 % v/m).
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De acordo com o comportamento exibido por S. Enteritidis (crescimento ou
sobrevivéncia) decidiu-se criar subtépicos para facilitar o entendimento. Inicialmente, serao
descritos os dados de crescimento e, em seguida, os dados de sobrevivéncia, onde se
verificou reducdo da concentragdo de S. Enteritidis ao longo do periodo de armazenamento

dos produtos carneos fatiados.

5.6.1. Comparacao do comportamento de S. Enteritidis nos quatro
produtos carneos de peito de peru fatiados, nao revestidos com emulsio de 6leo

essencial de T. vulgaris, armazenados a 25 °C

Os parametros cinéticos de crescimento estimados apds ajuste do modelo
matematico de Baranyi e Roberts (1994) aos dados de crescimento de S. Enteritidis nas
fatias a 25 °C estdo apresentados na Tabela 10. Os parametros estatisticos de ajuste, MSE e
R2, também se encontram na Tabela 10. Pode-se perceber que o modelo se ajustou
satisfatoriamente aos dados obtidos, com R? > 0,96 e MSE < 0,4 para todos os casos, apesar
de que um ndmero maior de pontos analiticos seria mais adequado para descrever o
comportamento do patégeno ao longo da vida util, sobretudo nas primeiras 24 horas de
andlises, em que € verificado o crescimento exponencial.

Nao foram detectadas diferengas estatisticas, ao nivel de 5 % de significancia, entre
a concentracdo inicial detectada nas fatias das quatro formulacdes avaliadas. Isto sugere
que no curto periodo entre a inoculacio das fatias e as analises microbioldgicas no tempo 0

de amostragem, a composi¢ao do produto ndo influenciou nas contagens de S. Enteritidis.
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Tabela 10- Parametros cinéticos de crescimento de S. Enteritidis nas fatias dos produtos A,
B, C e D, nao revestidos, armazenados a 25 °C.

Produto
Parametro A B C D
Mmax (K1) 1 0,24 +0,07° 0,12 +0,02° 0,16 +0,00™ 0,12 +0,02°
S, (log UFC/g) 2 4,73 0,57 4,02 +0,06° 4,22 + 0,03 4,61 +0,38"
Smix (log UFC/g)* 9,83 +0,25° 9,12 +0,24 9,55 + 0,05 9,29 +0,07°
MSE 0,25 0,36 0,13 0,4
R? 0,98 0,98 0,99 0,96

ITaxa de crescimento maxima; 2Concentragdo inicial detectada nas fatias; 3Densidade populacional maxima.

+ Representa o desvio padrao da média.

As letas (a, b) na mesma linha correspondem a diferentes grupos homogéneos de acordo com o teste Tukey
HSD (a = 0,05).

R2 e MSE s@o os pardmetros estatisticos de ajuste do modelo de Baranyi e Roberts aos dados experimentais.

A taxa de crescimento de micro-organismos € limitada pela disponibilidade de
nutrientes no meio em que se encontram (FDA, 2003). Fatores intrinsecos como a Ay, e pH
dos produtos também interferem nos parametros de crescimento de micro-organismos em
alimentos (JAY, 2005). Os produtos carneos utilizados neste estudo possuem pH entre 6 e
7, valor situado préximo a faixa 6tima de pH para o crescimento do patégeno em estudo (7-
7,5). Os valores da A, dos produtos (Tabela 1), observados durante os estudos, também sio
préoximos ao valor 6timo para o crescimento de S. Enteritidis (0,99).

Pode-se verificar, através da Tabela 10, que o produto A foi o mais susceptivel ao
crescimento do patdgeno, sendo verificado neste produto o maior valor médio de taxa de
crescimento maxima (0,24 + 0,07 h‘]).

A maior taxa de crescimento no produto A pode estar associada a sua baixa
concentracdo de sal (Tabela 1). A auséncia de flavorizantes e antioxidantes, que poderiam
atuar indiretamente como antimicrobianos, pode ter também facilitado o crescimento do
patégeno (Tabela 2). Além disso, o nitrito de sédio empregado como conservante no

produto A é considerado por alguns autores como sendo ineficaz contra enterobactérias,

79



Resultados e Discussdo

como a Salmonella (JAY, 2005). O pH desta formulacdo também é ligeiramente mais
elevado que o das demais formulagdes, sendo mais préximo da faixa de pH 6timo para o
crescimento de S. Enteritidis.

Curiosamente, as taxas de crescimento nas fatias dos produtos B e D foram iguais
em valor médio e assumem os menores valores, em compara¢ao as formulacdes A e C.
Nestes produtos também foram verificadas menores densidades populacionais maximas de
S. Enteritidis ap0s o estabelecimento da fase estaciondria de crescimento (p < 0,05). Nao
houve diferencas significativas entre as taxas de crescimento médias nos produtos B, C e D,
de acordo com o teste Tukey (p > 0,05).

O produto B apresenta maior concentracdo de sal em comparagdo aos produtos A e
C e € o que apresenta maior concentracdo de carboidratos (Tabela 1). Acucares e sais
podem atuar de maneira a dificultar o crescimento bacteriano, ocasionando a redugdo da Ay,
das fatias ao longo do tempo de armazenamento (JAY, 2005). Apesar desta formulacdo nio
possuir conservantes e antioxidantes segundo informacOes do fabricante, ela possui
glutamato monossddico, presente como realcador de sabor, especiarias e aromas nao
especificados, que também poderiam exercer atividade antimicrobiana. A concentracdo de
proteina no produto B também é menor em relacdo a concentracdo presente nas demais
formulacdes (Tabela 1), o que implica em menor quantidade de aminoécidos disponiveis
como nutrientes no produto. Os fatores mencionados podem ter levado a uma menor taxa
de crescimento de S. Enteritidis nas fatias deste produto.

O produto D € o que apresenta maior concentracdo de sal dentre os produtos carneos
estudados, fator limitante para o crescimento microbiano. Além disso, este produto possui o
dobro de gordura em relagdo aos demais (1,0 %), o que provavelmente dificulta o acesso do

micro-organismo aos nutrientes presentes no mesmo, representando uma barreira ao
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crescimento. A presenca do antioxidante ascorbato de sédio neste produto também pode
influenciar nos pardmetros cinéticos de crescimento de S. Enteritidis, j4 que este, por se
tratar de um sal, também atua indiretamente como antimicrobiano.

Os parametros de crescimento de S. Enteritidis no produto C pertencem aos dois
grupos homogéneos identificados pelo teste de Tukey (a0 = 0,05), ou seja, a taxa de
crescimento mdxima, concentra¢do inicial e densidade populacional maxima do micro-
organismo de interesse nas fatias, ndo diferiram estatisticamente dos valores destes
parametros verificados para as demais formulacdes em estudo (p > 0,05).

O ajuste do modelo de crescimento de Baranyi e Roberts aos dados de concentracio
de S. Enteritidis (log UFC/g), nas primeiras 72 horas ap0s inoculagdo das fatias, pode ser

visualizado na Figura 13.
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Figura 13- Representacdo do crescimento de S. Enteritidis nas primeiras 72 horas de andlises, nos
diferentes produtos carneos fatiados estudados: (— - - ) produto A; (===« )produto B; ( === )
produto C; ( =— - — ) produto D.
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A fase exponencial de crescimento nos quatro diferentes produtos, bem como
diferencas entre as taxas de crescimento miximas podem ser observadas na Figura 13.

Na Figura 14 se encontram os gréficos de concentragdo média de S. Enteritidis (log
UFC/g) versus tempo (h), para cada produto separadamente, apds ajuste do modelo de

crescimento de Baranyi e Roberts aos dados experimentais.
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Figura 14- Dados de crescimento (log UFC/g) de S. Enteritidis em fatias dos produtos cirneos em
fungdo do tempo (h). (a) produto A; (b) produto B; (¢) produto C; (d) produto D; (a) dados
experimentais ( ) ajuste do modelo de crescimento de Baranyi e Roberts aos dados.
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Nota-se que para os produtos B e D os graficos ilustram somente os resultados de
andlises conduzidas nas primeiras 192 horas (8 dias) de armazenamento. Apds este periodo
verificou-se uma diminui¢cdo da concentracdo de S. Enteritidis nas fatias, o que interferia
negativamente nos indices estatisticos de ajuste do modelo matematico de crescimento.

Em ensaios conduzidos pela FSA (“Food Standards Agency”), inoculou-se um
coquetel contendo cinco cepas de Salmonella spp. (~ 10° UEC/g) em peru cozido fatiado e
observou-se que a concentragdo do patégeno também aumentou aproximadamente 6,0
unidades logaritmicas nas primeiras 72 horas de armazenamento, a 25 °C. Ainda no
referido estudo, a taxa de crescimento maxima de Salmonella spp. nas fatias foi 0,24 + 0,00
h™', de acordo com o ajuste do modelo de Baranyi e Roberts aos dados (COMBASE, 2014).

Ilustracdes das fatias ndo inoculadas com S. Enteritidis, apdés 12 dias de

armazenamento a 25 °C estdo apresentadas na Figura 15.

Figura 15- Fatias dos produtos avaliados, ndo inoculadas com S. Enteritidis, ap6s 12 dias de
armazenamento a 25 °C. (a) produto A; (b) produto B; (c) produto C; (d) produto D.
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A fatia do produto A destaca-se pelo alto grau de deterioragdo, ou seja, este produto
também € o mais susceptivel ao crescimento de micro-organismos deterioradores. De todas
as fatias, a menos deteriorada no fim do periodo de armazenamento foi a fatia do produto

B, o que pode ser evidenciado na Figura 15 (b).

5.6.2. Comparacao do comportamento de S. Enteritidis nos produtos
carneos fatiados A e B, com revestimento e sem revestimento de oleo essencial de 7.

vulgaris, armazenados a 25 °C

Os parametros cinéticos de crescimento € 0s parametros estatisticos de ajuste
estimados apOs ajuste dos dados de crescimento de S. Enteritidis a 25 °C, nas fatias dos
produtos A e B, revestidos e ndo revestidos com emulsio de 6leo essencial de 7. vulgaris,

sdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11- Pardmetros cinéticos de crescimento de S. Enteritidis nas fatias dos produtos A
e B, revestidos e ndo revestidos com emulsdo de 6leo essencial de T. vulgaris (0,08 % v/m),
armazenadas a 25 °C.

Produto A Produto B
Parametro Nao revestido Revestido Nao revestido Revestido
Mmax (') 1 024+007°  028+001° 0,12+0,02° 0,10+0,01°

S (log UFC/g) 2 4,73 0,57 4,26 £ 0,25 4,02 + 0,06 3,80 + 0,22°
Smix (log UFC/g)* 9.83 £ 0,25° 9,97 £ 0,09 9,12 +0,24* 9,03 +0,15*
MSE 0,25 0,17 0,36 0,51
R? 0,98 0,99 0,98 0,95

ITaxa de crescimento méaxima; 2Concentragdo inicial detectada nas fatias; “Densidade populacional méxima.

+ Representa o desvio padrao da média.

As letas (a, b) em uma mesma linha, para um mesmo produto, correspondem a diferentes grupos homogéneos
de acordo com o teste Tukey HSD (a = 0,05).

R? e MSE sao os parametros estatisticos de ajuste do modelo de Baranyi e Roberts aos dados experimentais.
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Nao houve diferencas estatisticas entre os parametros cinéticos de crescimento nas
fatias do produto A revestido e ndo revestido (p > 0,05), armazenadas a 25 °C. O mesmo
foi observado para o produto B. Isto pode ser justificado pelo fato de que a 25 °C pode
ocorrer perda por volatilizagdo de compostos presentes nos 6leos essenciais que exercem
atividade antimicrobiana. Nestes casos, a elevada temperatura de armazenamento aliada a
um elevado nivel inicial de inéculo possibilitou o crescimento acelerado do micro-
organismo (altas taxas de crescimento maximas).

Portanto, a aplicacao do 6leo essencial ndo foi vantajosa para as fatias dos produtos
armazenados a 25 °C, do ponto de vista microbiolégico. Em relagdo a aparéncia, apds 12
dias de armazenamento a 25 °C as fatias de ambos os produtos A e B (Figura 16),
revestidas com emulsdo de Oleo essencial, apresentavam um aspecto de produto
conservado, enquanto as fatias dos produtos ndo revestidos ja se encontravam visualmente
deterioradas. O crescimento de micro-organismos na fatia do produto A nao revestida e a
alteracdo da cor e perda de massa da fatia do produto B sdo visiveis.

Entre fatias ndo inoculadas com S. Enteritidis (Figura 15) e fatias inoculadas,
ilustradas na Figura 16 a seguir, ha uma grande diferenca de aparéncia ao final do periodo
de armazenamento. Esta bactéria parece competir com a microbiota deteriorante dos
produtos quando presente nas fatias, fazendo com que o aspecto delas apds 12 dias de
armazenamento nao seja tdo ruim como no caso de fatias ndo inoculadas. A deterioracio
dos produtos € muito maior e visivel quando ndo ha a presenca de S. Enteritidis como

competidora.
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Figura 16- Fatias do produto A e B inoculadas com S. Enteritidis, ap6s 12 dias de armazenamento a
25 °C. (a) produto nao revestido; (b) produto revestido com emulsdo de dleo essencial de T.
vulgaris (0,08 % v/m).

A taxa de crescimento maxima média de S. Enteritidis nas fatias do produto A
revestido foi significativamente maior que nas fatias do produto B revestido (p < 0,05),
resultado coerente de acordo com o discutido em tépico anterior, relacionando a
composi¢do dos produtos com a velocidade de crescimento do patégeno. A densidade
populacional maxima de S. Enteritidis (Smsx) também diferiu estatisticamente entre os
produtos A e B revestidos, sendo maior nas fatias do produto A (Tabela 11). A
concentracdo inicial de inéculo (S;) detectada nas fatias ndo foi diferente estatisticamente

entre os produtos A e B revestidos.
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Os grificos de crescimento de S. Enteritidis nas fatias dos produtos A e B, com ou
sem revestimento de 6leo essencial de T. vulgaris, em funcdo do tempo de armazenamento

podem ser visualizados na Figura 17.

0 48 96 144 192 240 288 0 48 96 144 192
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 17- Representacdo grafica dos dados de crescimento de S. Enteritidis (log UFC/g) nas fatias
dos produtos revestidos ou ndo com emulsdo contendo dleo essencial de 7. vulgaris (0,08 % v/m),
armazenadas a 25 °C. (a) produto A; (b) produto B; (a) dados experimentais de produtos nao
revestidos; (®) dados experimentais de produtos revestidos; ( ----- ) ajuste do modelo aos
dados de fatias com revestimento; ( ) ajuste do modelo aos dados de fatias sem revestimento.

A partir da andlise visual dos graficos pode-se concluir que realmente o efeito da
temperatura no crescimento foi significativo e fez com que o 6leo essencial ndo exercesse

atividade antimicrobiana nas fatias armazenadas a 25 °C.
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5.6.3. Comparaciao do comportamento de S. Enteritidis no produto
carneo fatiado A com revestimento e sem revestimento de éleo essencial de 7. vulgaris,

armazenado a 10 °C

Os parametros cinéticos de crescimento de S. Enteritidis nas fatias do produto A
armazenadas a 10 °C, revestidas e ndo revestidas com emulsido de 6leo essencial de 7.
vulgaris, bem como os parametros estatisticos de ajuste do modelo de crescimento de
Baranyi e Roberts aos dados experimentais, estdo organizados na Tabela 12.

O produto A foi o tnico dos produtos avaliados que possibilitou o crescimento de S.
Enteritidis durante 18 dias de armazenamento a 10 °C, demostrando que este produto foi o

mais susceptivel ao crescimento de micro-organismos.

Tabela 12- Parametros cinéticos de crescimento de S. Enteritidis nas fatias do produto A,
revestidas e ndo revestidas com emulsdao de 6leo essencial de 7. vulgaris (0,08 % v/m),
armazenadas a 10 °C.

Tratamento
Parametro Nao revestido Revestido
lag (h) ! 31,56 +16,37* 48,70 + 8,98*
Hmax (h™) 2 0,04 +0,01° 0,09 +0,02°
S (log UFC/g) 3 4,81 £0,62* 4,75 £0,67*
Smax (log UFC/g)* 7,75 +0,36° 6,97 £0,15°
MSE 0,16 0,16
R? 0,99 0,98

IFase lag de crescimento; 2Taxa de crescimento médxima; 3Concentrag¢do inicial de indculo; *Densidade
populacional maxima.

+ Representa o desvio padrao da média.

As letas (a, b) em uma mesma linha correspondem a diferentes grupos homogéneos de acordo com o teste
Tukey HSD (a = 0,05).

R2 e MSE sdo os parametros estatisticos de ajuste do modelo de Baranyi e Roberts aos dados experimentais.
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As curvas de crescimento de S. Enteritidis nas fatias do produto A apresentaram um
periodo de adaptacdo, referente a fase lag, a 10 °C. Esta temperatura de armazenamento,
por ser mais baixa, representa uma condi¢do adversa para o crescimento do patégeno, que
necessita adaptar-se antes de comecar a multiplicar-se exponencialmente.

De acordo com os resultados de ANOVA, ndo hd diferenca significativa entre a
duracdo da fase lag a 10 °C, ao nivel de 5 % de significancia, nas fatias do produto A
revestido (48,70 h) e ndo revestido (31,56 h) com emulsdo de 6leo essencial de 7. vulgaris.
Na maioria das repeticdes a fase lag foi mais longa para os casos em que os produtos
estavam revestidos com emulsdo de Oleo essencial de T. vulgaris, porém a grande
variabilidade dos dados ndo permitiu que diferencas estatisticas significativas fossem
detectadas (p > 0,05).

A maior duragdo da fase lag em produtos revestidos com emulsdo de 6leo essencial
de T. vulgaris € justificada pelo fato de que, além da temperatura baixa, a presenca de
substancias antimicrobianas representa uma barreira adicional para a adaptacdo do micro-
organismo ao meio, que demanda mais tempo para adaptar-se ao ambiente. Apds adaptado,
0 micro-organismo se multiplica exponencialmente mais rapidamente, o que pode ser
verificado pelas taxas de crescimento maxima do patdgeno nas fatias do produto A,
armazenados a 10 °C (0,09 em 0,04 h! em fatias ndo revestidas e revestidas,
respectivamente).

A andlise estatistica mostrou também que nao houve diferenca significativa (p >
0,05) entre o nivel de indculo inicial detectado nas fatias revestidas e ndo revestidas do
produto A, ou seja, no curto periodo de tempo transcrito entre a inoculacdo e as andlises
microbioldgicas das fatias conduzidas no tempo 0, o 6leo essencial ndo exerceu atividade

antimicrobiana.
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Com relacdo a densidade populacional midxima de S. Enteritidis nas fatias, houve
diferenca significativa entre os niveis observados para o produto revestido e ndo revestido
com emulsdo contendo Sleo essencial de 7. vulgaris, de acordo com a ANOVA (p < 0,05),
sendo que uma menor concentracdo do patégeno foi verificada nas fatias contendo o
revestimento. Esta diferenca equivale a mais de 0,5 unidade logaritmica.

Juneja (2007) avaliaram o crescimento de um coquetel de 5 cepas de Salmonella
spp. inoculado em peito de frango, durante 7 dias de armazenamento a 10 °C. A taxa de
crescimento maxima no referenciado estudo foi 0,03 + 0,00 h™' e a densidade populacional
méaxima foi 7,54 + 0,25 log UFC/g, resultados bastante similares aos obtidos para este
trabalho nas fatias ndo revestidas do produto A (0,04 £ 0,01 h Te 7,75 = 0,36 log UFC/g,
respectivamente), considerando também que a concentragdo inicial de inéculo no produto
carneo foi a mesma inoculada nas fatias no presente estudo.

As fatias dos produtos ndo revestidos com emulsdo de 6leo essencial de 7. vulgaris
se encontravam visualmente mais deterioradas do que as fatias dos produtos revestidos, ao
final do periodo de armazenamento (Figura 18). Isto demonstra que a aplicacdo do 6leo

essencial seria vantajosa nos produtos em relagc@o ao aspecto sensorial.

Figura 18- Fatias do produto A inoculadas com S. Enteritidis, ap6s 18 dias de armazenamento a 10
°C. (a) produto ndo revestido; (b) produto revestido com emulsdo de dleo essencial de T. vulgaris
(0,08 % v/m).
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O gréfico de crescimento de S. Enteritidis (log UFC/g) em fun¢do do tempo (h) nas
fatias do produto A € apresentado na Figura 19.

Nota-se que nas fatias do produto revestido, ainda que também tenha sido verificado
crescimento, a densidade populacional méxima foi menor. Além disso, a densidade
populacional maxima verificada para produtos revestidos e nao revestidos com emulsao de
6leo essencial de 7. vulgaris, armazenados a 10 °C, foi menor em relacdo ao valor
verificado durante o armazenamento das fatias deste produto a 25 °C, mostrando que,
obviamente, o crescimento de S. Enteritidis € mais propicio a temperaturas mais elevadas

de armazenamento.
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Figura 19- Representagdo grafica dos dados de crescimento de S. Enteritidis nas fatias do produto
A revestido ou ndo com emulsdo de Oleo essencial de T. vulgaris (0,08 % v/m), armazenadas a 10
°C. (a) dados experimentais de produtos ndo revestidos; (®) dados experimentais de
produtos revestidos; ( ----- ) ajuste do modelo aos dados de fatias com revestimento; ( )
ajuste do modelo aos dados de fatias sem revestimento.
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Observa-se que o grafico ilustra somente os resultados para os primeiros 12 dias
(288 h) de armazenamento, apesar de que andlises foram feitas até o décimo oitavo dia de
armazenamento a 10 °C. Novamente foi verificada uma diminuicdo da concentracdo de
salmonela apds 12 dias de andlise, o que interferia negativamente nos indices estatisticos de
ajuste do modelo matematico de crescimento de Baranyi e Roberts.

Baseando-se nestes resultados € possivel concluir que se este produto carneo for
contaminado durante alguma etapa do processamento, como o fatiamento, e nio for
submetido a tratamentos letais para eliminar micro-organismos patogénicos, o
armazenamento em ambientes domésticos poderia permitir o crescimento destes micro-
organismos, ainda que estivessem presentes em concentracdes menores que a concentragao
inicial avaliada neste trabalho.

O crescimento microbiano pode ser facilitado por oscilagcdes nas temperaturas de
armazenamento, que geralmente sdo baixas em ambientes domésticos, bem como pela
propria composi¢do do produto. Portanto, o armazenamento de produtos fatiados em
refrigeradores domésticos por longos periodos de tempo pode representar um risco a saude
do consumidor quando estes estiverem contaminados com micro-organismos patogénicos

(VORST; TODD; RYSER, 20006).

5.6.4. Comparacao do comportamento de S. Enteritidis nos produtos
carneos fatiados B, C, D, nao revestidos com emulsio de dleo essencial de 7. vulgaris,

armazenados a 10 °C

Como ja discutido anteriormente, as fatias do produto A foram susceptiveis ao

crescimento de S. Enteritidis a 10 °C, portanto, esta formulacdo ndo serd citada neste
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tépico, que discute particularmente a reduc¢do dos niveis do patégeno nas fatias das demais
formulacdes durante armazenamento a esta temperatura.

Na Tabela 13 sdo apresentadas as redugdes dos niveis S. Enteritidis nas fatias dos
produtos B, C e D, armazenadas a 10 °C, durante 18 dias. Este periodo de armazenamento
foi fixado com base em informacdes dos fabricantes em relagdo ao prazo de validade dos
produtos. Andlises de variancia procedidas pelo teste Tukey (a = 0,05) foram realizadas,
para que fosse possivel identificar os grupos homogéneos estatisticamente, de acordo com

as formulac¢des dos produtos.

Tabela 13- Sumario dos dados de sobrevivéncia de S. Enteritidis nas fatias dos diferentes
produtos, armazenados durante 18 dias, a 10 °C.

Produto
Parametro B C D
Si 4,63 +0,17° 4,55 +0,09° 4,49 + 0,42
St 1,00 + 0,00 2,17 +£0,23 1,33 +0,33
Ald 0,95 + 0,00 0,91 +0,01° 0,19 0,35
A2d 1,21 £0,14 1,14 £0,12° 0,99 + 0,45
A5d 2,32 +0,12° 1,50 + 0,09 1,69 +0,4®
A8d 2,94 +0,08* 2,02 +0,03° 2,04 £0,65°
Al12d 3,03 +0,17° 2,31 0,09 2,62 +0,50°
A15d 3,63+0,17° 2,36 +0,03" 2,90 +0,30°
A18d ND 2,37 +0,14° 3,16 £ 0,09
R? 0,98 0,98 0,95
MSE 0,04 0,02 0,11

+ Representa o desvio padrdo da média.

As letras (a, b) em uma mesma linha representam os diferentes grupos homogéneos de acordo com o teste

Tukey HSD (o = 0,05).

Si e Sf correspondem as concentragdes (log UFC/g) detectadas no tempo inicial e final de amostragem,
respectivamente; AS1d, AS2d, AS5d, AS8d, AS12d, AS15d, AS18d sdo as redugdes logaritmicas em

diferentes dias durante a vida 1til (1d, 2d, 5d, 8d, 12d, 15d, 18d).

ND = Nio detectado.

R? e MSE sao os parametros estatisticos de ajuste do modelo Weibull aos dados experimentais.
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De acordo com os resultados da Tabela 13, ndo houve diferencas significativas (p >
0,05) entre a concentracdo de S. Enteritidis detectada nas fatias no tempo inicial (tempo O
de amostragem) dos produtos B, C e D armazenadas a 10 °C, o que indica que houve um
ajuste adequado do nivel de in6culo e homogeneidade nas condi¢cdes experimentais, além
de que a composicao dos produtos neste tempo de amostragem ndo interferiu na contagens
de S. Enteritidis.

ApOs 24 h de armazenamento, verificou-se uma redugdo de aproximadamente 1,0
unidade logaritmica na concentragdo de S. Enteritidis detectada nos produtos cérneos
fatiados B e C. No produto fatiado D néo foi verificada reducdo dos niveis do patégeno no
primeiro dia de armazenamento.

No tempo 2d ndo houve diferencas significativas nas redugdes observadas nas fatias
dos produtos B, C e D (Tabela 13). Porém, as redu¢des de concentracdo de S. Enteritidis
foram estatisticamente maiores (p < 0,05) nas fatias do produto B, nos tempos de
amostragem 8d e 15d. Esta formulagdo, além de ser menos susceptivel ao crescimento de S.
Enteritidis a 25 °C é a menos propicia a sobrevivéncia deste patégeno a 10 °C. A elevada
concentracdo de sal e acicares do produto, que leva a uma diminuicdo da A, parece
exercer um efeito inibidor sobre o micro-organismo durante todo o periodo de
armazenamento das fatias, a 10 °C.

Andlises microbioldgicas indicaram que no tempo 18d ndo foram quantificadas
células nas fatias do produto B, devido ao fato de que o nimero de células provavelmente
estava abaixo do limite de deteccdo da técnica empregada (plaqueamento em
profundidade). Neste caso, pode-se afirmar que as células ndo puderam ser quantificadas,

porém poderiam estar presentes nas fatias.
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Em relacdo aos produtos C e D, ndo foram detectadas diferencas estatisticas (p >
0,05) entre as reducdes dos niveis de S. Enteritidis nas fatias destes produtos, em
praticamente todos os intervalos de tempo considerados durante a vida util. Diferengas nas
formulacdes destes produtos parecem ndo interferir no comportamento de S. Enteritidis,
durante o armazenamento das fatias a 10 °C, assim como nao foram detectadas diferencas
estatisticas dos parametros de crescimento destas formulacdes armazenadas a 25 °C (p >
0,05).

A Tabela 14 apresenta a taxas de redugdao médias (log UFC/g.h) de S. Enteritidis nas

fatias, nos diferentes tempos de amostragem, durante armazenamento a 10 °C.

Tabela 14- Taxas de reducdo média dos niveis de S. Enteritidis nas fatias, nos diferentes
tempos de amostragem, durante o armazenamento a 10 °C, em log UFC/g.h.

Taxa de reducao média (log UFC/g.h)

Produto Ald A2d ASd A8d Al2d Al15d Al18d
B 0,040 0,025 0,019 0,015 0,011 0,010 -
C 0,038 0,024 0,012 0,011 0,008 0,007 0,005
D 0,009 0,012 0,010 0,009 0,008 0,008 0,007

reducio ao longo do tempo

Nos produtos carneos fatiados B e C foram verificadas taxas de redu¢cdo médias de
0,040 e 0,038 log UFC/g.h, respectivamente, apds 24 horas da inoculag¢do das fatias, as
maiores taxas de reducdo verificadas durante toda a vida ttil dos produtos em estudo. Na
formulacdo C, a presenca de sal, conservantes e antioxidantes contendo sédio em sua
estrutura exerceu um forte efeito inibidor sobre o patégeno durante armazenamento a 10
°C, sobretudo nas primeiras 24 horas de andlises, assim como ocorreu nas fatias do produto

B.
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Na Figura 20 podem ser observadas as diferencas no comportamento de S.
Enteritidis nas fatias dos produtos B, C e D, nas quais foi verificada redu¢ao do nivel do

patégeno ao longo dos 18 dias de armazenamento a 10 °C. Apenas os dados de ajuste do

modelo Weibull estdo ilustrados.
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Figura 20- Perfil de sobrevivéncia de S. Enteritidis nas fatias dos produtos, armazenados a 10 °C,
apo6s ajuste do modelo Weibull aos dados experimentais. ( ======== ) produto B; ( ==== ) produto C;
( =— - — ) produto D.

Os resultados obtidos sugerem que o padrao de sobrevivéncia de S. Enteritidis nas
fatias dos diferentes produtos avaliados neste topico foi similar e reflete um decréscimo
mais pronunciado dos niveis do micro-organismo nos primeiros dias de armazenamento a
10 °C, com maiores taxas de redugdo verificadas nas primeiras 48 horas de amostragem,

seguido por uma desaceleragcdo na reducdo nos dias subsequentes (menores taxas de

reducgdo).
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O padrao observado reflete a existéncia de duas subpopulagdes dentro de uma
mesma populacdo microbiana. A primeira constituida por células mais sensiveis ao estresse
aos quais foram expostas, neste caso a temperatura baixa, caracterizadas pelas elevadas
taxas de reducdo (primeiras 48 h, Tabela 14). Por outro lado, as menores taxas de redugao
de S. Enteritidis nos dltimos dias de amostragem, também apresentadas na Tabela 14,
refletem a presenca de outra subpopulagcdo, porém mais resistente ao estresse conferido
pelo ambiente e que conseguiu sobreviver por maior periodo de tempo. De fato, em um
inoculo que consiste apenas de uma cepa de um determinado micro-organismo, as células
podem apresentar diferentes resisténcias a situacoes de estresse (RODRIGUEZ-CATURLA
et al., 2012).

De forma geral, as taxas de reducdo de S. Enteritidis sofreram um decréscimo
durante toda a vida util das fatias dos produtos B, C e D armazenados a 10 °C (Tabela 14),
confirmando o perfil de sobrevivéncia discutido anteriormente, que pdde ser representado
pelo modelo Weibull com bons indices de ajustes estatisticos (Tabela 13) em todos os
casos.

Na Figura 21 sdo apresentados os graficos de concentragdo de S. Enteritidis (log

UFC/g) em func¢do do tempo de armazenamento (h).
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Figura 21- Representagdo grafica dos dados de sobrevivéncia de S. Enteritidis (log UFC/g) nas
fatias dos produtos armazenados a 10 °C em funcio do tempo de armazenamento (h). (a) produto B;
(b) produto C; (c) produto D; (a) dados experimentais; ( ) ajuste do modelo Weibull aos
dados experimentais.
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5.6.5. Comparacao do comportamento de S. Enteritidis no produto
carneo fatiado B com revestimento e sem revestimento de 6leo essencial de T. vulgaris,

armazenado a 10 °C

Como comentado anteriormente, a temperatura influenciou consideravelmente o
comportamento de S. Enteritidis durante a vida util das fatias dos produtos A e B,
revestidos e nao revestidos com emulsdo de 6leo essencial de T. vulgaris, a 10 °C. Foram
discutidos anteriormente os dados de crescimento do patégeno nas fatias do produto A,
revestidos e ndo revestidos com emulsdao de 6leo essencial de T. vulgaris. Nas fatias do
produto B, a cepa em questdo ndo foi capaz de crescer durante a vida util a 10 °C, ao
contrério, exibiu um perfil de sobrevivéncia, em todos os tratamentos avaliados.

A Tabela 15 apresenta as redugdes dos niveis de S. Enteritidis (log UFC/g) nas
fatias do produto B ao longo da vida util e armazenamento a 10 °C. Andlises estatisticas
foram realizadas para comparar as reducdes verificadas em todos os tempos de amostragem
(ANOVA, seguida de teste Tukey).

Primeiramente, € vdlido mencionar que o patégeno pdde ser detectado nas fatias do
produto ndo revestido apenas nos primeiros 15 dias de amostragem, enquanto que para o
produto revestido o tempo de deteccao foi reduzido para 12 dias. Isto significa que nos
tempos posteriores em que foram realizadas andlises microbioldgicas para avaliar o
comportamento do patégeno, este nao foi detectado nas fatias.

Nao houve diferencas estatisticas entre o nivel inicial do patégeno detectado nas
fatias, ou seja, do nivel presente nas fatias no tempo 0, entre o produto B revestido e nao

revestido com emulsdo de 6leo essencial de 7. vulgaris (p > 0,05). Foi verificado que as
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reducdes dos niveis de S. Enteritidis nas primeiras 24 horas e 48 horas de andlises foram

estatisticamente diferentes para ambos os tratamentos (p < 0,05).

Tabela 15- Reducdes nos niveis de S. Enteritidis (log UFC/g) verificados nos diferentes
dias da vida util das fatias do produto B, revestidas e ndo revestidas com emulsao de 6leo
essencial de T. vulgaris (0,08 % v/m), armazenadas a 10 °C.

Tratamento
Parametro Sem revestimento Com revestimento

Si 4,63 +0,17* 4,40 +£0,36*

St 1,00 £ 0,00 1,48 £0,00
Ald 0,95 + 0,00" 1,58 +£0,17°
A2d 1,21 £0,14° 2,17 +0,21°
ASd 2,32 £0,12° 2,42 +0,56
A8d 2,94 £ 0,08 2,80 £ 0,36
Al2d 3,030,177 2,92 £ 0,36
Al15d 3,63 +£0,17 ND
A18d ND ND

R? 0,98 0,97
MSE 0,04 0,06

+ Representa o desvio padrdo da média.

As letras (a, b) representam os diferentes grupos homogéneos reportados pelo teste Tukey HSD (o = 0,05).

Si e Sf correspondem as concentragdes (log UFC/g) detectadas nas fatias nos tempos inicial e final de
amostragem, respectivamente; AS1d, AS2d, AS5d, AS8d, AS12d, AS15d sdo as reducdes logaritmicas em
diferentes dias durante a vida util (1d, 2d, 5d, 8d, 12d, 15d, 18d).

ND = Nao detectado.

R2 e MSE sdo os parametros estatisticos de ajuste do modelo Weibull aos dados experimentais.

Nas fatias contendo o revestimento de 6leo essencial de 7. vulgaris, a redugao de S.
Enteritidis nas primeiras 24 horas de andlise foi de 1,58 + 0,17 log UFC/g, enquanto que
nas fatias do produto ndo revestido a reducdo foi de apenas 0,95 + 0,00 log UFC/g. A

diferenca na reducdo foi mais discrepante apds 48 horas de armazenamento, sendo que a
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reducdo dos niveis do patégeno nas fatias revestidas foi de 2,17 + 0,21 log UFC/g e nas
fatias ndo revestidas foi de 1,21 + 0,14 UFC/g.

Os resultados indicaram que a 10 °C, o 6leo essencial atuou na superficie das fatias,
exercendo efeito antimicrobiano. Novamente o efeito da temperatura foi determinante, ja
que esta, aliada a presenca de substancias antimicrobianas do 6leo essencial de T. vulgaris e
também da prépria formulagdo do produto B, as chamadas barreiras para o crescimento
microbiano, resultaram na inibi¢cdo de S. Enteritidis nas fatias.

Os resultados obtidos sdo positivos ja que a formulacdo do produto B ndo apresenta
conservantes quimicos, ou seja, a atividade antimicrobiana verificada é devida a presenca
de uma substincia natural, o 6leo essencial de 7. vulgaris, aspecto que desperta interesse
por parte dos consumidores e que caracterizaria um produto mais saudavel.

No entanto, nos tempos de anélises subsequentes a 48 h, as reducdes dos niveis da
bactéria ndo foram estatisticamente diferentes nas fatias revestidas e ndo revestidas com
emulsdo de oleo essencial de 7. vulgaris, o que também pode ser visto na Tabela 15. Isto
pode ter ocorrido pela presenca de uma subpopulagdo de células mais resistente ao estresse,
como mencionado anteriormente.

O modelo Weibull se ajustou bem aos dados de sobrevivéncia obtidos também nas
fatias do produto B revestido com emulsdo de 6leo essencial de T. vulgaris, exibindo bons
valores estatisticos de ajuste (Tabela 15). No estudo de Leandro et al. (2013) o modelo
Weibull também foi adequado para descrever a cinética de inativacdo dos 6leos essenciais
de Origanum vulgare (orégano) e C. citratus contra S. Enteritidis inoculada em carne
moida, durante armazenamento a 4 °C.

As fatias do produto B, apds 18 dias de armazenamento a 10 °C estdo ilustradas na

Figura 22. Nota-se que a fatia sem o revestimento comestivel sofreu também perda de dgua,
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com reducdo da massa final, além de alteracdo da cor. Essa perda de 4gua também
influencia na sobrevivéncia do patégeno, que cresce preferencialmente em produtos com
Ay > 0,95. A fatia do produto revestido se apresentava sem sinais de deterioracio

microbiana.

Figura 22- Fatias do produto B inoculadas com S. Enteritidis, apds 18 dias de armazenamento a 10
°C. (a) Fatia de produto ndo revestido; (b) Fatia de produto revestido com emulsao de 6leo essencial
de T. vulgaris (0,08 % v/m).

As diferencas de coloracdo entre as fatias do produto B (Figura 22) parecem estar
relacionadas a desidratacdo das mesmas durante o periodo de armazenamento a 10 °C.
Ainda que a principal causa da alteracdo da cor em carnes e produtos cdrneos seja a
oxidagao lipidica, os produtos carneos avaliados neste trabalho apresentam baixo teor
lipidico e, por isso, sdo pouco susceptiveis ao escurecimento devido as reacdes de oxidagao.

Porém, € valido mencionar que os efeitos positivos do 6leo essencial de 7. vulgaris
na extensdo da vida de prateleira, por meio de controle das reagdes de oxidacdo em carnes e
produtos carneos, ja foram documentados (JAYASENA; JO, 2014). Os compostos
fendlicos presentes nos 6leos essenciais atuam como estabilizadores de radicais livres e

doadores de hidrogénio, prevenindo a oxidagdo lipidica e consequentes alteragdes nas
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caracteristicas sensoriais de alimentos, incluindo-se alteracdes na coloracdo. (JAYASENA;
JO, 2014).

Na Figura 23 ¢ exibido um grafico dos dados de sobrevivéncia de S. Enteritidis (log
UFC/g) em fun¢do do tempo (h) de armazenamento, nas fatias do produto B, revestido e

nao revestido com emulsao de 6leo essencial de 7. vulgaris.
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Figura 23- Representagdo grafica dos dados de sobrevivéncia de S. Enteritidis nas fatias do produto
B revestido ou ndo com emulsido contendo 6leo essencial de T. vulgaris (0,08 % v/m), armazenadas
a 10 °C. (a) dados experimentais de produtos ndo revestidos; (®) dados experimentais de
produtos revestidos; ( ----- ) com revestimento; ( ) sem revestimento.

Para estes ensaios foi fixado um nivel inicial de in6culo elevado, para que fosse
possivel acompanhar a redugdo das contagens do patégeno a baixa temperatura. A precisiao

dos métodos microbioldgicos utilizados poderia ser reduzida ao optar-se por menor
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concentracdo inicial de in6culo (PEREZ—RODRfGUEZ et al., 2007), o que dificultaria a
detec¢do de S. Enteritidis em fatias armazenadas a 10 °C.

Em casos em que o armazenamento a baixas temperaturas ndo propicia o
crescimento de micro-organismos patogénicos e hd um menor nivel de contaminagdo dos
produtos, o tratamento com emulsdo de 6leo essencial poderia ser bem sucedido e até levar
a eliminagdo da contaminagdo dos alimentos em questdo. Portanto, os resultados obtidos
nestes ensaios, sobretudo os que se referem ao produto B, foram satisfatérios, por
demonstrarem que ha a atuacio do 6leo essencial como agente antimicrobiano, durante o

armazenamento das fatias a 10 °C.

5.6.6. Monitoramento da microbiota presente nos produtos carneos

prontos para o consumo durante o armazenamento

Nao foi detectada a presenga de Salmonella spp. nos produtos carneos obtidos para
os experimentos, como indicado pelas andlises microbioldgicas de fatias ndo inoculadas
com S. Enteritidis. Isto significa que todas as colOnias quantificadas durante as andlises
microbioldgicas foram provenientes do indculo ajustado para os experimentos.

Em todos os produtos estudados, em algum ponto de amostragem durante o
armazenamento, foi constatada a presenca de coliformes totais, de acordo com o
crescimento de colOnias caracteristicas em placas de 4gar VRBL. Porém, neste trabalho ndo
foi feita a quantificacdo do nimero de coliformes, apenas constatou-se a presenca dos
mesmos.

A presenga de coliformes em produtos carneos processados, ainda que permitida
pela legislagao (BRASIL, 2001) em determinados niveis (Apéndice D — Tabela 18), pode

indicar condi¢des inadequadas de processamento. No caso especifico destes produtos, que
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sdo submetidos a tratamentos térmicos apOs serem embalados, a presenga de coliformes
pode indicar que tal tratamento ndo foi realizado de forma adequada, permitindo a
persisténcia destes micro-organismos (JAY, 2005).

Elevadas contagens de meséfilos aerébios foram verificadas durante toda a vida qtil
dos produtos (10° a 10’ UFC/g), portanto a utilizagdo de um meio de cultura seletivo para
Salmonella spp. (XLD) foi pertinente, para quantificacdo apenas de coldnias caracteristicas
presentes no indculo puro.

Finalmente, verificou-se o crescimento de fungos filamentosos e leveduras nas
fatias durante o armazenamento, sobretudo a 25 °C. O crescimento de fungos filamentosos
foi facilmente perceptivel visualmente e a presenca de leveduras nos produtos carneos foi
constatada por meio de coloracio Gram e identificacdo de morfologia caracteristica em
microscopio, apds ter sido verificado crescimento de colonias em meio PCA.
Possivelmente, a presenca de tais micro-organismos foi proveniente de contaminagdo

ambiental, visto que eles podem estar presentes no ambiente e serem dispersos pelo ar.
5.7. Aplicacao do dleo essencial por imersao das fatias

Neste estudo avaliou-se a aplicacdo do 6leo essencial, simulando-se o que ocorreria
em um sistema de embalagem ativa, ou seja, aplicando-o externamente ao produto. Outra
maneira de aplicar o 6leo essencial em produtos cirneos a serem fatiados, seria durante a
etapa de mistura de ingredientes, no processo industrial para obten¢do dos produtos. Testes
complementares realizados neste estudo mostraram que resultados satisfatérios de atividade
antimicrobiana foram obtidos ao realizar-se a imersdo das fatias em emulsdo de dleo
essencial de 7. vulgaris, 0,08 % (v/m) por 1 min, antes de inoculd-las com cultura de S.

Enteritidis.
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A representagdo grafica dos resultados obtidos por meio do teste descrito é
apresentada na Figura 24, em que a concentra¢do de S. Enteritidis (log UFC/g) é expressa

em funcao do tempo (h).

log UFC/g

Tempo (h)

Figura 24- Crescimento de S. Enteritidis nas fatias do produto A imersas em 6leo essencial de 7.
vulgaris, armazenadas a 10 °C. (a) dados experimentais de produtos ndo revestidos; (®) dados
experimentais de produtos revestidos com emulsdo de 6leo essencial de 7. vulgaris (0,08 % v/m).

Pode-se perceber que houve reducio da concentracdo de S. Enteritidis nas fatias do
Produto A imersas em O6leo essencial de 7. vulgaris, nos primeiros 5 dias (72 h) de
armazenamento. O contato direto do 6leo essencial com o micro-organismo parece inibir o
mesmo, durante vida util do produto fatiado armazenado a 10 °C. Se o dleo fosse
adicionado como um dos ingredientes e misturado durante o processamento, supde-se que
ocorreria o contato direto entre o 6leo e qualquer micro-organismo contaminante, durante o
fatiamento e vida util dos produtos fatiados, levando a uma maior inibi¢io microbiana.

Porém, a viabilidade tecnolégica desta aplica¢do deve ainda ser investigada.
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6. Conclusoes

Neste estudo o 6leo essencial de 7. vulgaris foi o mais ativo contra S. Enteritidis,
dentre os quatro Oleos essenciais testados in vitro. A atividade antimicrobiana de 6leos
essenciais deve ser cuidadosamente avaliada in vitro previamente a qualquer aplicagdo em
alimentos, ja que o potencial antimicrobiano destes € determinado pela sua composicao.

Além disso, ainda que a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais tenha sido
comprovada in vitro, a sua aplicagdo tecnoldgica na inddstria de alimentos é justificada
desde que ndo acarrete em alteragdes sensoriais desagraddveis. Os produtos carneos de
peito de peru revestidos com emulsdao de 6leo essencial de 7. vulgaris foram tdo bem
aceitos quanto os produtos sem nenhum tratamento durante a andlise sensorial conduzida
com consumidores, o que demonstrou que este estudo foi vidvel do ponto de vista sensorial.

De forma geral, os resultados obtidos neste trabalho reforcam a necessidade da
implantacio de procedimentos de limpeza e desinfeccio eficientes na industria de produtos
carneos e no varejo, devido a capacidade de sobrevivéncia de micro-organismos
patogénicos em superficies e equipamentos. Estes micro-organismos, quando presentes em
superficies, podem ser transferidos a produtos ndo contaminados durante as etapas do
processamento, como foi verificado nos ensaios de contaminag¢do cruzada de produtos
carneos a base de peito de peru durante o fatiamento.

O estudo do comportamento de S. Enteritidis durante o armazenamento indicou que
a temperatura pode favorecer a sua prevaléncia e crescimento durante a vida util de
produtos cdrneos fatiados armazenados em ambientes domésticos e em estabelecimentos

comerciais ou industriais, expondo os consumidores a riscos microbiolégicos.
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Além da influéncia da temperatura, observou-se que a composi¢do e o tratamento
com emulsdao de Oleo essencial de T. vulgaris influenciaram no comportamento do
patégeno durante o armazenamento dos produtos cdrneos fatiados. O tratamento com
emulsdo de 6leo essencial levou a redugdes significativas dos niveis de S. Enteritidis em
produto carneo fatiado armazenado a baixa temperatura e, menores niveis de transferéncia
do patégeno durante o fatiamento de produtos revestidos foram quantificados.

No entanto, constatou-se que o Oleo essencial de 7. vulgaris ndo deve ser aplicado
isoladamente para garantir a seguranca microbioldgica de produtos cdrneos a base de peito
de peru em sistemas de embalagem ativa como o simulado neste trabalho. Sendo assim,
estudos devem ser conduzidos para avaliar a utilizacio de barreiras que atuem
sinergisticamente com os Oleos essenciais, como a temperatura ou tecnologias emergentes
que controlem o crescimento microbiano em produtos carneos, sem afetar negativamente
suas caracteristicas sensoriais.

Uma alternativa de aplicacdo do 6leo essencial de T. vulgaris como antimicrobiano
seria inclui-lo como aditivo durante o processo de obten¢do de produtos carneos a base de
peito peru, promovendo o contato direto do mesmo com micro-organismos em situagdes de
risco de contaminagdo, como o fatiamento. A viabilidade tecnoldgica e sensorial desta
aplicacdo deve ainda ser investigada.

Finalmente, a obtencdo e validacio de modelos matemdticos que descrevem o
comportamento microbiano durante toda vida ttil de alimentos, incluindo as etapas de
processamento destes, como os modelos Weibull e de Baranyi e Roberts, e a inser¢io
destes nas AQRM sido fundamentais para reduzir o risco de exposicdo dos consumidores a

micro-organismos patogénicos.
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Apéndice A

APENDICE A- Fichas utilizadas em anélise sensorial

FORMULARIO DE LA PRUEBA TRIANGULAR

NOMBRE Y APELLIDOS:
FECHA:

PRODUCTO A EXAMINAR:

Instrucciones:

Probar las muestras de izquierda a derecha: dos muestras son iguales v una es
diferente. Escribir el numero de la muestra que difiere de las otras. 5i no esta

seguro, haga una propuesta. Puede indicar en comentarios que se trata de una
suposicion.

CLAVE DE LAS MUESTRAS CLAVE MUESTRA DISTINTA

COMENTARIOS

iIMUCHAS GEACIAS!

Figura 25- Ficha utilizada para o teste triangular.
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FORMULARIO DE LA PRUEBA DE ORDENACION

Nombre:
Fecha (dia/mes/afio)

Por favor, pruebe las 4 muestras presentadas de izquierda a derecha. Puede
probarlas varias veces.

Escriba en la casilla correspondiente los codigos de las muestras en orden
CRECIENTE de sabor de aceite esencial de tomillo

MENOS SABOR MAS SABOR

Comentarios:

jMUCHAS GRACIAS!

Figura 26- Ficha utilizada para o teste de ordenag@o.
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CATA DE CONSUMIDORES
Estamos haciendo un trabajo da investigacion, en donds proponemos 2l uso de un acedits
esencial sobre productos camicos cocidos de pechuga de pavo para sumentar su vida
comearcial. Estamos interesados en saber el grado ds aceptacion de la propussts en los
consumidoras; para ello, te presentamos dos gruposdas 3 muestras, ¥ una escala que va del
muy dasapradabls a muv apradabla.
Por favoer marcar com una X la informacion solicitcada.
El procedimiento mas adecuado para realizar la cata es probar una mmesiva, valorar v luezo
pasar a la sisuiente mmestra, sin importar €l orden.
Muchas gracias

Sewe: _ masculineg © _ femening,
Edad: 1518, 2024, 2520 3044, 41-50 atos.
Consumo de pachuga de pavo: DUNCE slpuna vaz freopemta, siempde.
;Tismaz hambra? oo o,
Auestras del Grupo 1

muy dasapradabla muy agradabla
Nuestra 957 | : i t : ' : !

muy desagradabls muy agradabls
hinsstra 360 ! } f f f f t !

muy dasagradabls muy agradabla
hinsstra T34 ! ; ; ; ; f f !
Muestray del Grupo 2

muy desagradabls muy agradabls
hinsstra 059 ! ; ; ; ; f f !

muy desagradabls muy agradabla
hinsstra 251 ! ; ; ; ; f f !

muv dasagradabls muy acradabls
Muestra 648 ! i i t ] ' ! !

Figura 27- Ficha utilizada para a andlise sensorial.
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Apéndice B

APENDICE B- Composi¢ao quimica dos 6leos essenciais estudados
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Figura 28- Cromatogramas obtidos por CG para os 6leos essenciais extraidos das plantas em
estudo. (a) T. vulgaris; (b) C. martinii; (c) C. citratus; (d) O. gratissimum.
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Tabela 16- Principais compostos presentes nos Oleos essenciais das plantas aromaticas
utilizadas no estudo.

Composto Classe Planta aromatica Estrutura Molecular
T. vulgaris
timol terpenoides
O. gratissimum OH
p-cimeno terpenos T. vulgaris ?
Y-terpineno terpenos T. vulgaris \(@/
OH
carvacrol terpenoides T. vulgaris
\ \0
geranial terpenoides C. citratus
C. martinii N oH
geraniol terpenoides
C. citratus ‘
(o]
neral terpenoides C. citratus

s
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linalol

cariofileno

mirceno

acetato de
geranila

eugenol

ocimeno

y-muroleno

terpenoides

terpenos

terpenos

terpenoides

fenilpropranoides

terpenos

terpenos

C. martinii

C. martinii

0. gratissimum

C. citratus

C. martinii

0. gratissimum

0. gratissimum

0. gratissimum

OH

Aol

N
>
<
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APENDICE C- Parimetros estatisticos de ajuste dos modelos pelo software GIna FiT®

Tabela 17- Parametros estatisticos de ajuste dos modelos de transferéncia por contaminacao cruzada.

Produto A Produto B
Modelo indice de ajuste  Com revestimento Sem revestimento Com revestimento Sem revestimento
. R? 0,79 0,84 0,68 0,90
Log-linear
MSE 0,08 0,10 0,10 0,05
. R? 0,83 0,92 0,68 0,91
Log-linear + cauda
MSE 0,07 0,06 0,10 0,04
2
Weibull R 0,81 0,87 0,69 0,90
MSE 0,08 0,09 0,10 0,05
2
Weibull + cauda R 0.87 0,93 0,69 0,92
MSE 0,06 0,05 0,10 0,04
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APENDICE D- Legislacdes vigentes para produtos carneos

Tabela 18- Regulamento técnico sobre o padrdo microbiolégico de produtos carneos, de acordo com RDC n° 12, da ANVISA (BRASIL).

Tolerancia para a Tolerancia para amostra representativa

Grupo de Alimentos Micro-organismo o de .
amostra indicativa n c m M

Coliformes a 45 °C/g 103 5 2 102 103

Produtos carneos cozidos  Eafijococos coagulase positiva
ou nao, embutidos ou nao (UFc;gg) p 3x 103 5 1 102 3x 103

(mortadela, salsicha,

presunto, fiambre, morcela Clostridios sulfito redutores S % 102 5 1 102 S 102
e outros) (UFC/g)
Salmonella sp./25g Auséncia 5 0 Auséncia -
Coliformes a 45 °C/g 10° 5 2 102 103
Produtos ciarneos cozidos  Estafilococos coagulase positiva 5 5 103 5 1 108 5 4 103
ou nio, maturados ou nio, (UFC/g)
fracionados ou fatiados, Clostridios sulfito redutores
mantidos sob-refrigeracio (UFC/g) Sx 102 5 1 102 Sx 102
Salmonella sp./25g Auséncia 5 0 Auséncia -

n= € o ndmero de unidades a serem colhidas aleatoriamente de um mesmo lote e analisadas individualmente; c= é o nimero maximo aceitdvel de unidades de amostras
com contagens entre os limites de m e M; m= € o limite que, em um plano de trés classes, separa o lote aceitavel do produto ou lote com qualidade intermedidria aceitdvel;
M= ¢ o limite que, em plano de duas classes, separa o produto aceitdvel do inaceitdvel. Em um plano de trés classes, M separa o lote com qualidade intermedidria aceitavel
do lote inaceitavel. Valores acima de M sao inaceitaveis.
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Tabela 19- Padrao microbiolégico de produtos cérneos, de acordo com Regulamento1441/2007 (ESPANHA).

.. Método
. . . . Plano de amostragem Limites fee Fase em que se
Categoria de alimentos Micro-organismo analitico de . s
. aplica o critério
N C m M referéncia

Produtos carneos feitos a base de coml)err(;?:ltizz dos

carne de aves, destinados a serem Salmonella sp. 5 0 Ausénciaem 25 g EN/ISO 6579 .
. . durante sua vida

consumidos cozidos atil

n= € o nimero de unidades a serem colhidas aleatoriamente de um mesmo lote e analisadas individualmente; c= € o ndmero maximo aceitavel de unidades de amostras
com contagens entre os limites de m e M; m= € o limite que, em um plano de trés classes, separa o lote aceitdvel do produto ou lote com qualidade intermedidria aceitavel,
M= ¢ o limite que, em plano de duas classes, separa o produto aceitdvel do inaceitdvel. Em um plano de trés classes, M separa o lote com qualidade intermedidria aceitavel
do lote inaceitavel. Valores acima de M sdo inaceitaveis.
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