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RESUMO

A carne de frango e seus produtos sdo altamente propensos a contaminacéo
microbiana, devido a alta concentracdo de nutrientes, pH e atividade de agua que
favorecem a presenca de micro-organismos deteriorantes e patogénicos, acarretando
problemas econémicos e de saude publica. Por outro lado, h4 uma alta demanda dos
consumidores por produtos de facil preparo e rapidos para o consumo, que sejam
livres de conservantes sintéticos. Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a
sobrevivéncia de Pseudomonas aeruginosa ATCC 13388 e Listeria innocua ATCC
33090 em carne de peito de frango adicionada de uma blenda de Oleos essenciais
(BOE) de Thymus vulgaris e Ocimum gratissimum (1:3), combinada a Alta Presséo
Isostética. Foram inicialmente determinadas as concentracfes minima inibitéria (MIC)
e bactericida minima (MBC) da BOE contra os micro-organismos. A partir dos
resultados de MIC e MBC foi avaliada a sobrevivéncia dos micro-organismos em carne
de peito de frango adicionada da BOE (0,75 e 1,20 mg/g) e alta pressdo isostatica
(500 e 600 MPa x 5min x 25 °C), isoladamente e em combinacdo, durante o
armazenamento da carne em temperatura de refrigeracdo (3 °C). Para L. innocua, a
BOE apresentou MIC de 0,31 mg.mL?*e MBC de 1,25 mg.mL™, enquanto para P.
aeruginosa a MIC e MBC foram de 2,5 e 5,0 mg.mL™, respectivamente. Quando a
BOE foi adicionada nas concentragdes de 0,75 mg/g e 1,20 mg/g de carne, houve
uma diminuicdo gradativa do niumero de células viaveis de L. innocua apoés 42 dias,
de 0,89 log UFC/g e 1,16 log UFC/g de carne, respectivamente, em relacdo a
concentracéo inicial do inéculo. Por outro lado, no ensaio controle (sem adicdo da
BOE) ocorreu um aumento do numero de células viaveis de 1,07 log UFC/g de carne,
apos 42 dias. Para P. aeruginosa, os resultados mostraram que houve diferenca
significativa entre a amostra controle e com 0,75 mg/g da BOE a partir do 7°. dia até
0 36°. dia de ensaio. Quando 1,20 mg/g da BOE foi empregada, apenas no tempo
inicial ndo houve diferenca significativa entre a amostra controle e a adicionada da
BOE, e quando utilizada esta concentragcao ocorreu uma redugéo de 0,74 log UFC/g
de P. aeruginosa na carne. Posteriormente, quando empregado 0 processamento por
alta presséo, todas as amostras apresentaram contagem microbiana abaixo do limite
de deteccdo do método, sendo que, para controle de ambos 0s micro-organismos, o
tratamento mais eficiente foi aquele onde 1,20 mg/g da BOE e 600 MPa x 5min x 25
°C foram empregados. Nessas condi¢fes, foi possivel manter o numero de células



abaixo do limite de deteccdo do método até 36 dias de estocagem. Os resultados
demonstraram que o uso associado da BOE e alta pressao foi capaz de reduzir a

populacdo microbiana e estender a vida de prateleira da carne de peito de frango.

Palavras-chave: conservante natural, processamento néo térmico, peito de frango,
Listeria innocua, Pseudomonas aeruginosa.



ABSTRACT

Chicken meat and its products are highly prone to microbial contamination, due to the
high concentration of nutrients, pH, and water activity that favor the presence of
spoilage and pathogenic microorganisms, causing economic and public health
problems. On the other hand, there is high consumer demand for products that are
easy to prepare and quick to consume, which are free from synthetic preservatives.
Thus, this work aimed to evaluate the survival of Pseudomonas aeruginosa ATCC
13388 and Listeria innocua ATCC 33090 in chicken breast meat added with a blend of
essential oils (BOE) of Thymus vulgaris and Ocimum gratissimum (1:3), combined with
High Isostatic Pressure. The minimum inhibitory (MIC) and minimum bactericidal
(MBC) concentrations of BOE against the microorganisms were initially determined.
From the results of MIC and MBC, the survival of microorganisms in chicken breast
meat added with BOE (0,75 and 1,20 mg/g) and high isostatic pressure (500 and 600
MPa x 5min x 25 °C) was evaluated. alone and in combination, during meat storage
at refrigerated temperature (3 °C). For L. innocua, BOE presented MIC of 0.31 mg/mL
and MBC 1.25 mg/mL, while for P. aeruginosa the MIC and MBC were 2.5 and 5.0
mg/mL, respectively. When BOE was added at concentrations of 0,75 mg/g and 1,20
mg/g of meat, there was a gradual decrease in the number of viable L. innocua cells
after 42 days, from 0.89 log CFU/g and 1.16 log CFU/ g of meat, respectively, in
relation to the initial concentration of the inoculum. On the other hand, in the control
assay (without the addition of BOE) there was an increase in the number of viable cells
of 1.07 log CFU/g of meat after 42 days. For P. aeruginosa, the results showed a
significant difference between the control sample and with 0,75 mg/g of BOE from the
7th. day to the 36th. rehearsal day. When 1,20 mg/g of BOE was used, only at the
initial time there was no significant difference between the control sample and the one
added with BOE, and when this concentration was used, there was a reduction of 0.74
log CFU/g of P. aeruginosa in the meat. Subsequently, when using high pressure
processing, all samples showed microbial counts below the detection limit of the
method, and, for the control of both microorganisms, the most efficient treatment was
the one where 1,20 mg of BOE and 600 MPa x 5min x 25 °C were used. Under these
conditions, it was possible to keep the number of cells below the detection limit of the

method for up to 36 days of storage. The results showed that the combined use of



BOE and high pressure was able to reduce the microbial population and extend the

shelf life of chicken breast meat.

Keywords: natural preservative, non-thermal processing, chicken breast, Listeria
innocua, Pseudomonas aeruginosa.
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1. INTRODUCAO GERAL

No Brasil, a regido sul é a maior produtora de frango de corte do pais e de
acordo com o relatorio anual de 2022 da Associagdo Brasileira de Produto Animal
(ABPA) é responséavel por quase 64 % da producgéo nacional, totalizando em torno de
9,18 milhdes toneladas (ABPA, 2022). Em relacdo ao mercado mundial, o Brasil é o
maior exportador e o segundo maior produtor, atrds somente dos EUA (USDA, 2022).

A fim de diminuir as alteragBes bioquimicas e microbiolégicas que podem
ocorrer nas carnes e produtos carneos sao utilizadas as operacdes unitarias de
congelamento e resfriamento, que consistem na reducdo da temperatura dos
alimentos. No congelamento, uma porcao da dgua muda seu estado formando cristais
de gelo, resultando na concentragdo de solutos e alteragbes nas propriedades
nutricionais e nas caracteristicas sensoriais, além de possuirem um preco
relativamente maior devido a necessidade de manter a temperatura baixa constante.
No entanto, no resfriamento ndo ocorrem mudancas no estado da agua, e, dessa
forma, os danos provocados aos alimentos sdo minimos, sendo percebidos pelos
consumidores como alimentos frescos, saudaveis e de facil preparo (FELLOWS,
2006).

Por apresentarem alta atividade de agua (aw) (0,96- 0,98) e pH normalmente
de 5,7 e 5,9; as carnes e os produtos carneos sdo susceptiveis a contaminacao
microbiolégica. Na natureza, encontra-se uma ampla variedade de patdégenos que
podem se desenvolver em alimentos, 0os quais continuam sendo uma das maiores
causas de problemas mundiais de saude publica em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (FRANTAMICO et al., 2007; NEDOROSTOVA et al., 2009).

As industrias de alimentos possuem critérios rigidos quanto ao prazo de
validade e a qualidade microbiolégica de seus produtos. Assim, agentes
antimicrobianos sintéticos tém sido comumente e amplamente utilizados em produtos
alimenticios. Contudo, o uso destes compostos resulta na resisténcia microbiana, em
um acumulo de residuos quimicos na cadeia alimentar (AKINYEMI et al., 2006;
BIALONSKA et al., 2010; CUEVA et al., 2011).

Dessa forma, nas duas ultimas décadas uma série de medidas de restricao ao
uso de conservantes sintéticos vem sendo realizadas tanto pelo Ministério da

Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA- BRASIL) quanto pelo Food and Drug
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Administration (FDA — EUA) e European Food Safety Autoroty (EFSA — Unido
Europeia). Ainda, mudancas no contexto socioecondmico e cultural pelos
consumidores ocasionaram uma demanda por produtos mais saudaveis, e com iSso
a reducdo de conservantes sintéticos. Por consequéncia, ha uma tendéncia industrial
e académica de desenvolver produtos e estratégias alternativas a utilizacdo de
conservantes sintéticos, sendo viavel tanto em termos de funcionalidade quanto de
custos de producao.

De acordo com os autores Filoche et al. (2005) e Nedorostova et al. (2009) o
uso da adi¢édo de conservantes com atividade antimicrobiana em alimentos parece ser
uma forma interessante de controlar o desenvolvimento de bactérias patogénicas e
aumentar a vida de prateleira de alimentos processados, incluindo produtos carneos.
Dentre esses compostos naturais encontram-se os 6leos essenciais, 0s quais sdo
formados a partir do metabolismo secundario das plantas e constituidos por uma
mistura de compostos, principalmente monoterpenos, sesquiterpenos e derivados
oxigenados (BAJPAI et al., 2008). Devido as suas propriedades antimicrobianas e
antioxidantes comprovadas (SMITH-PALMER, 1998), varios estudos sobre a
utilizacdo de Oleos essenciais como conservante natural vém sendo realizados ao
longo das duas ultimas décadas (DOBRAVALSKYTE et al., 2012; ROGINSKY e LISSI,
2005; SUHAJ 2006).

Outra estratégia promissora seria utilizar 6leos essenciais associados a uma
outra tecnologia de conservacdo de alimentos, buscando a inativacdo de micro-
organismos por meio de reducado da intensidade de cada barreira, de acordo com a
teoria dos obstaculos proposta por Leistner e Gorris (1995), resultando na
preservacdo das propriedades nutricionais e sensoriais dos alimentos. Como
exemplo, foram estudadas embalagens com atmosfera modificada (MARINO et al.,
1999), alta presséo isostatica (DEVLIEGHERE et al., 2004), baixas temperaturas e
acidez (AL-REZA et al., 2010; SKANDAMIS e NYCHAS, 2001). Alguns trabalhos
foram realizados visando avaliar o efeito sinérgico da combinacao de 6leos essenciais
e processamento por alta pressdo em bebidas a base de iogurte (EVRENDILEK e
BALASUBRAMANIAM, 2011) e em sucos de frutas (ESPINA et al., 2013). No entanto,
ainda sdo necessarios estudos em carnes e produtos carneos especialmente contra

Pseudomonas spp. e Listeria, micro-organismos de grande importancia na
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deterioracéo e seguranca dos mesmos, uma vez que 0s principais estudos abordam
Salmonella e E. coli.

Portanto, o desenvolvimento de um produto carneo refrigerado e tratado com
Oleos essenciais, aliado ao tratamento com uma tecnologia que preserve as
caracteristicas nutricionais e sensoriais dos alimentos, como €& o caso do
processamento por alta presséo, € desejavel de modo a prolongar a vida de prateleira

durante a producado e comercializacao da carne de frango.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de uma blenda de 6leos essenciais (BOE) e da alta presséo
isostética (500 e 600 MPa x 5min x 25 °C) isoladamente e em combinagdo, na
sobrevivéncia de P. aeruginosa (ATCC 13388) e L. innocua (ATCC 33090), em carne

de peito de frango a temperatura de refrigeracao.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar a atividade antimicrobiana in vitro de uma blenda contendo 6leos
essenciais de Thymus vulgaris e Ocimum gratissimum na por¢ao 1:3, frente as cepas
de P. aeruginosa ATCC 13388 e L. innocua ATCC 33090.

¢ Verificar se ha efeito sinérgico entre os dois métodos de conservacédo (BOE e
alta presséao hidrostatica) em carne de peito de frango resfriada.

e Analisar a sobrevivéncia de P. aeruginosa (ATCC 13388) e L. innocua (ATCC
33090) durante a estocagem a temperatura de refrigeracao de peito de frango, quando
adicionado da BOE e submetido a diferentes pressdes (500 e 600 MPa), e tempo e
temperatura constantes (5 min x 25 °C).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Carne de frango

3.1.1 Carne de frango: histérico, producao e consumo no Brasil e no mundo

Em 1930 teve inicio no Brasil a producéo de frango em larga escala e a partir
de 1950, para melhor abastecer o comercio houve necessidade de avangos na
genética, nutricdo, equipamentos e manejo, resultando na reducdo do tempo para
abate de 6 meses para 40 dias (FURTADO, 2002). De acordo com Ritchie e Roser
(2017) a produgédo global de carne de frango aumentou rapidamente nos ultimos 50
anos, crescendo 12 vezes entre 1961-2014.

A cadeia avicola por apresentar alto nivel de coordenacdo se mantém
competitiva no mercado mundial (CARLETTI FILHO, 2005), sendo dividida em trés
grandes etapas: producdo de insumos, industrializacdo e comercializacdo e
distribuicdo (VOILA e TRICHES, 2015).

Dessa forma, a carne de frango se tornou uma fonte proteica com preco
acessivel, de ciclo rapido e de alta producéo se comparada a carne bovina. Com isso,
passou a ter grande importancia tanto para a economia brasileira quanto mundial.
Segundo a USDA (2019), é a segunda carne mais produzida e consumida no mundo,
e possui tendéncia de expansdo devido as novas tecnologias desenvolvidas que
possibilitam o aumento de produtividade.

Atualmente, os maiores produtores mundiais de frango séo Estados Unidos,
seguidos de Brasil e China. No entanto, o Brasil € o maior exportador, com 3,85
milhdes de toneladas exportadas, e apresenta consumo per capita de 45,56 kg/ por
ano (EMBRAPA, 2022; USDA, 2022). De acordo com as projecdes da FAO (2021)
deve haver um aumento de 14% no consumo global de proteinas da carne até 2030
em comparacao ao periodo de 2018-2020, impulsionado principalmente pelo aumento
da renda e da populacédo, sendo a carne de aves responsavel por 17,8 % desse
aumento.

A perspectiva da populagdo mundial divulgada pela Organizagdo das Nagodes
Unidas (ONU) em 2019, é de 8,8 bilhdes de habitantes em 2030 e 9,8 bilhdes em
2050. Devido a este aumento, segundo estatistica da FAO (Organizacdes das Na¢ces
Unidas para Alimentacdo e Agricultura) para o periodo de 2017 a 2026, a demanda

por consumo de carne devera crescer de forma constante e a carne de frango seré a
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responsavel por quase metade desta expansdo ao longo da década, por ser
considerada fonte proteica de alta qualidade, apresentar vitaminas B, minerais e um
teor de gordura relativamente baixo. Associado a estes fatores e a composicao
quimica da carne de frango, a Associacao Americana do Cora¢do (AHA) recomenda
a substituicdo de carne vermelha por carnes de frango devido a sua composicao
lipidica possuir menor teor de gordura saturada e colesterol em relacdo as carnes
bovinas e suinas (AHA, 2014).

3.1.2 Caracteristicas da carne de frango

Diversos fatores podem influenciar a composicao e a qualidade da carne, o que
pode variar de acordo com a regido geografica, estagio de desenvolvimento
tecnologico do setor e a cultura do consumidor (BLISKA, 2000). Segundo Baracho et
al. (2006) o bem-estar animal, as boas praticas de manejo e processamento devem
ser verificadas em todos os momentos da producéo, a fim de garantir a qualidade do
produto.

A composicado quimica da carne de frango, quanto a umidade, proteina e
gordura pode variar de acordo com o corte (SOUZA, 2004). De modo geral, a carne
de frango € composta de 60 a 80 % de &gua, e 15 a 25 % de proteina. A composi¢ao
de lipideos pode ser alterada de acordo com sexo, idade, ambiente de criagcdo e a
composicdo da dieta, ou seja, conforme o perfil de acidos graxos presentes
(ALVARADO, 2004; JULIAO, 2003; MURAKAMI et al., 2010). Assim, os valores de
lipideos presentes na carne de peito variam de 1,5 a 5,3%, sendo esses valores mais
elevados para a carne da coxa (BRAGAGNOLO, 2001; CASTELLINI et al., 2002). Os
demais nutrientes encontrados na carne de frango sdo vitaminas, especialmente as
do complexo B, sais minerais, sendo mais predominante o ferro (ALVARADO, 2004,
CASTELLINI et al., 2002; SOUZA-SOARES e SIEWERDT, 2005).

Além da composigéo nutricional, as caracteristicas fisicas da carne de frango
influenciam no poder de deciséo de compra do consumidor, estando relacionadas as
propriedades sensoriais, como coloracéo, pH, capacidade de retencdo de agua, entre
outras. A coloragdo da carne de frango in natura € importante, pois esta entre os

parametros de aceitacdo dos consumidores, uma vez que a associam com produtos
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frescos de boa qualidade (CONTRERAS et al., 2002; OLIVO et al., 2006; SOUZA,
2010).

O pH da carne é um dos principais fatores a afetar a coloracdo da carne e
exerce impacto na qualidade da carne e dos produtos derivados. O musculo vivo
possui valor de pH médio de 7,2. Logo apds o abate, ocorrem processos bioquimicos,
transformacao do musculo em carne, em que as reservas energéticas do musculo séao
convertidas em &acido latico, provocando a queda nos valores de pH apés 6 a 8 h,
apresentando pH final entre 5,7 e 5,9 (OSORIO e OSORIO, 2000; ORDONEZ, 2005).

No entanto, podem ocorrer processos post-mortem andmalos, chamadas
carnes PSE (Pale, soft, exudative — palida, mole e exsudativa) e DFD (dark, firm, dry
—escura, dura e seca). A primeira é caracterizada por uma glicolise post-mortem muito
rapida, ocasionando queda brusca de pH quando a temperatura da carne ainda é
elevada, encontrando-se abaixo de 5,8 em menos de 4 h. A carne DFD ocorre devido
a queda de pH pouco acentuada devido a baixa concentracao de glicogénio muscular,
e apos 24 h o pH devera estar acima de 6,2. Devido ao seu pH mais elevado, séo
mais susceptiveis a contaminac¢do microbiolégica (ORDONEZ, 2005; VENTURINI et
al., 2007).

Assim, o pH final do musculo apresenta influéncia nas mudancas quimicas e
fisicas, principalmente reflectancia da luz, capacidade de retencéo de agua, maciez,

e estabilidade microbiologica.

3.1.3 Contaminantes presentes na carne de frango e medidas de controle

A carne de frango apresenta alta atividade de agua (0,96 — 0,98) e pH proximo
a neutralidade, por esta razdo é perecivel e possui alto potencial como veiculo de
doengas transmitidas por alimentos (DTA’s), devido a presenca e persisténcia de
micro-organismos patogénicos (BARROUG et al., 2021; MIN e AHN, 2005).

Durante e apos o abate do animal, bactérias presentes em sua microbiota, bem
como o0 ambiente de abate e o0s equipamentos utilizados, podem contaminar as
carcacas, seus cortes e produtos processados. Assim, alguns micro-organismos
podem crescer ou sobreviver durante o processamento e armazenamento dos
produtos, caso encontrem condi¢des favoraveis (ROUGER, 2017).

De acordo com Jayasena e Jo (2013), os principais micro-organismos

vinculados a DTA’s s&o Listeria, Salmonella, Campylobacter jejuni e Escherichia coli.
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Nesse sentido, vale ressaltar que, mesmo o consumo de carne de frango totalmente
cozida desencadeou um surto associado a DTA’s quando L. monocytogenes se
multiplicou durante a distribuicdo e armazenamento (CDC, 2021).

Nos EUA e na Uni&do Europeia os surtos de DTA'’s estéo ligados principalmente
a produtos avicolas. Portanto, as DTA’s surgiram como um problema econémico e de
saude publica importante e crescente nas ultimas décadas (BARROUG et al., 2021;
TAUXE et al.,, 2010). O governo dos EUA estima que 1 em cada 6 americanos
adoecem por ano, o que equivale a cerca de 48 milhdes de casos de DTA’s
anualmente, resultando em aproximadamente 128.000 hospitalizacbes e 3.000
mortes (FDA, 2019).

Assim, devido ao risco a saude publica, as autoridades de paises importadores
de carnes exigem a verificacdo das boas préaticas higiénicas e das condi¢bes de
armazenamento, sendo 0s principais micro-organismos utilizados como controle a
Campylobacter jejuni, Listeria spp. e Salmonella spp., e micro-organismos
psicrotréficos como Pseudomonas (ICMSF, 2007). Para realizar o monitoramento e
controle, as amostras devem ser coletadas em etapas especificas e criticas da cadeia
produtiva, e os resultados obtidos representam as condi¢cdes primarias de abate e
resfriamento, de acordo com o tempo e temperatura de armazenamento (ICMSF,
2011).

A fim de evitar a deterioracdo dos alimentos por essas bactérias e prolongar
sua vida de prateleira, devem ser adotadas medidas preventivas e corretivas higiénico
sanitarias ao longo de toda a cadeia produtiva, desde o produtor até o consumidor
(LOGUE et al., 2003).

Assim, para manter a qualidade e seguranca dos alimentos pereciveis, as
industrias utilizam o gerenciamento da cadeia de frio para conservacao, por meio da
refrigeracéo e/ou o congelamento, de acordo com as caracteristicas do produto.

A cadeia de frio consiste em um sistema de transporte e armazenamento com
temperatura controlada de forma ininterrupta, desde o fornecedor até o consumidor.
Usualmente, utiliza-se temperatura de resfriamento e congelamento comercial entre -
1l e 8°Ce-15e-30 °C, respectivamente (MONTANARI, 2008).

O congelamento é uma das técnicas mais empregadas nas industrias de carnes
e produtos carneos para manter a niveis aceitaveis a qualidade, entretanto, os

processos de congelamento, armazenamento congelado e descongelamento
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acarretam alteracdes na estrutura muscular que afetam a capacidade de retencao de
agua e maciez (LEYGONIE et al., 2012).

Durante o congelamento sao formados cristais de gelo entre e dentro das fibras,
0s quais danificam sua estrutura, além de ocorrer um aumento da concentracdo de
soluto em torno da estrutura proteica, incluindo proteinas sollveis, peptideos,
aminoacidos, resultando em perda do seu valor tecnoldgico, sensorial e nutricional,
uma vez que as proteinas sdo 0s principais componentes do tecido muscular
(CAGDAS e KUMCUOGLU, 2015; ESTEVEZ, 2011; KIM et al., 2013; WAGNER e
ANON, 1985).

Todavia, o processo de resfriamento, quando comparado ao processo de
congelamento, provoca pequenas mudancas nas propriedades nutricionais e nas
caracteristicas sensoriais. Os alimentos refrigerados sao percebidos pelos
consumidores como de facil preparo, de qualidade elevada e saudaveis (CAGDAS e
KUMCUOGLU, 2015; FELLOWS, 2006).

Por isso, nas duas ultimas décadas, uma série de medidas de restricdo ao uso
de conservantes sintéticos foram adotadas tanto pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA - BRASIL) quanto pelo Food and Drug
Administration (FDA — EUA) e European Food Safety Authority (EFSA — Unido
Europeia). Associado a este contexto estd a mudanga cultural por parte dos
consumidores, onde o aumento do conhecimento sobre os alimentos e suas
composicdes, tem levado estes individuos a buscar por alimentos mais saudaveis e
com teor reduzido de conservantes quimicos, assim a substituicdo por compostos
naturais tem sido uma alternativa. Além disso, mudangas no contexto socioeconémico
e cultural pelos consumidores ocasionaram uma demanda por produtos mais
saudaveis, e com isso na reducao do uso de conservantes sintéticos, demonstrando
gue a sua substituicAo por compostos naturais € uma opcdo para agueles que
procuram habitos saudaveis (CHAVES et al., 2008; PEREIRA et al., 2008;).

Por consequéncia, h4 uma tendéncia industrial e académica na busca por
compostos naturais alternativos e que substituam a utilizacdo de conservantes
sintéticos. Dentre esses compostos naturais, encontram-se os 6leos essenciais, 0s
quais sdo formados a partir do metabolismo secundario das plantas medicinais e
aromaticas (BOU et al., 2009; BURT, 2004). Assim, varios estudos tém sido realizados
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com relacdo as suas propriedades conservantes em alimentos (DORMAN e DEANS,
2000; DRAUGHON, 2004; FILOCHE et al., 2005).

Alguns Oleos essenciais com propriedades antimicrobianas tiveram suas
atividades como conservante comprovadas em varios estudos com produtos carneos,
peixes, derivados de leite e vegetais. Ainda, quando utilizados como aromatizantes,
realcaram as caracteristicas sensoriais do produto (BURT, 2004; FISHER e PHILLIPS,
2008; SOLORZANO-SANTOS e MIRANDA-NOVALES, 2012).

3.2 Género Listeria

3.2.1 Taxonomia e caracterizacdo morfolégica e bioquimica

Listeria € um género pertencente a familia Listeriaceae. Apresenta forma de
bastonetes curtos, Gram positivo, ndo esporogénicos, anaerébios facultativos.
Crescem em uma ampla faixa de temperatura (1 a 45 °C), sendo o 6timo entre
30-37 °C. No entanto, toleram baixas temperaturas sendo capazes de se multiplicar
em temperatura de refrigeragdo. Apresentam movimentos rotatorios ou de
tombamento a 22 °C, porém perdem esta capacidade ao atingir 37 °C. As principais
caracteristicas bioquimicas sdo catalase positiva, urease negativa e fermentam
glicose e outros carboidratos com a producao de acido, porém sem a producao de gés
(HOLT et al., 1994; LEMES-MARQUES, 2007; RAMASWAMY et al., 2007; RYSER e
DONNELLY, 2001).

O género Listeria é composto por dezessete espécies, sendo L.
monocytogenes, L. ivanovii, L. inocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. grayi, L. marthii,
L. rocourtiae, L. fleischmannii, L. weihenstephanensis, L. floridensis, L. aquética, L.
cornellensis, L. riparia, L. grandensis, L.booriae e L. newyorkensis. As espécies L.
innocua e L. grayi sdo consideradas ndo patogénicas, enquanto L. seeligeri, L. ivanovii
e L. welshimeri raramente causam infeccbes em humanos e, finalmente, a L.
monocytogenes é a espécie mais importante, visto que é uma bactéria patogénica
para o homem e demais animais (ICMSF, 1996; SAUDERS e WELLER et al., 2015;
WIEDMANN, 2007).

Todas as espécies estao disseminadas na natureza, isto €, no solo, plantas em
decomposicdo, agua e esgoto. Assim, L. monocytogenes e outras Listeria spp.

contaminam continuamente areas de recebimento e processamento em industrias
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alimenticias (SAUDERS et al., 2012; SAUDERS e WIEDMANN, 2007; WELLER et al.,
2015).

A infeccao por L. monocytogenes, denominada listeriose, pode afetar mulheres
gravidas, provocando infeccdo cervical uterina e resultar em abortos espontaneos,
natimortos e partos prematuros durante o segundo ou terceiro trimestre, bem como
incorrer em riscos aos recém-nascidos, por poderem desenvolver sindrome
respiratoria e devido a internacdes resultar em sepse e meningite. ldosos e pessoas
com o sistema imunoloégico comprometido também podem ser acometidos pela
doenca, desenvolvendo infec¢cdes graves na corrente sanguinea (septicemia) e
provocar encefalite e meningite (CDC 2021a; ICMSF, 1996). Estima-se que 1600
pessoas sejam contaminadas por listeriose por ano, e destas 260 podem vir a 6bito
(CDC 2021b).

Além dessas formas graves de listeriose, estudos relataram uma doenca
gastrointestinal ndo invasiva mais branda caracterizada por febre, nausea, vémito,
diarréia, dor de cabeca e sintomas musculoesqueléticos (FRYE et al., 2002; SIM et
al.,2002).

Embora L. innocua nédo seja considerada patogénica e relacionada a infec¢des
humanas, Perrin et al. (2003) reportaram o caso do 6bito de uma mulher de 62 anos
ocasionada por esta bactéria. Ainda de acordo com o0s autores a paciente nao era
considerada imunocomprometida. No entanto, a paciente fazia uso de corticoides para

tratamento de asma o que pode ter levado a alguma imunodeficiéncia.

3.2.2 Diferenca entre Listeriainnocua e L. monocytogenes

Bioguimicamente a L. innocua é muito semelhante a L. monocytogenes, sendo
que as principais diferencas entre as espécies estao relacionadas a capacidade de
fermentacdo de carboidratos, verificada pela producdo de acido a partir de L-
rhamnose, e da producédo de hemolisina analisada no teste de B- hemdlise e CAMP —

S. aureus (Christie-Atkins-Munch-Peterson Test) como observado na Tabela 1.
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Tabela 1. Principais caracteristicas de L. monocytogenes e L. innocua.

Caracteristica L. monocytogenes L. innocua
Motilidade tipo guarda-chuva + +
Motilidade rotacional + +
Catalase + +
Oxidase - -
Crescimento em TSI (rampa acida/ + +
Fundo acido)
Crescimento em presenca de bile + +
e hidrdlise da esculina

: Oxidativo e Oxidativo e
Glicose : :

fermentativo fermentativo

Reducgéo Nitrato - -
B- hemdlise + -
CAMP - S. aureus + -
CAMP - R. equii - -
Acido a partir de manitol - -
Acido a partir de D-xilose - -
Acido a partir de L-rhamnose + +/-
Acido a partir de a-metil-D- + +

manosideo

3.2.3 Resisténcia de Listeria a antimicrobianos

A resisténcia de bactérias a compostos antimicrobianos ocorre de forma
intrinseca ou natural, ou € adquirida por mutacdo genética (BLAIR, 2015). O género
Listeria ndo é comumente relacionado a multirresisténcia a antimicrobianos, porém
como vem ocorrendo com demais patdégenos de importancia em alimentos, algumas
espécies de Listeria tém capacidade de desenvolver rapida resisténcia a qualquer
agente antimicrobiano (LUQUE-SASTRE, 2018).

A resisténcia de Listeria a compostos antimicrobianos esta relaciona, na
maioria dos casos, a mecanismos adquiridos como mobilidade genética, incluindo
plasmideos e transposons conjugativos (GODREUIL, 2003). POYART-SALMERON et
al. (1990) foram os primeiros a relatar a resisténcia de L. monocytogenes a antibioticos
na Franca.

Desde entdo, L. monocytogenes e outras espécies de Listeria resistentes como
L. innocua, L. welshimeri vem sendo detectadas, envolvendo um ou mais compostos,

e varios genes de resisténcia antimicrobiana foram identificados e caracterizados
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(BERTSCH, 2014; CHARPENTIER e COURVALIN, 1999; GRANIER et al., 2011;
MORVAN et al., 2010).

3.3 Género Pseudomonas

3.3.1 Taxonomia e a caracterizacdo morfologica e bioquimica de Pseudomonas

O género Pseudomonas pertence a familia Pseudomonadaceae, sao bactérias
Gram-negativa, quase todas as espécies sdo bastonetes curtos e apresentam um ou
mais flagelos polares. N&o produzem esporos em sua maioria possuem metabolismo
respiratorio energético puramente aerébio (PALLERONI, 2009). As espécies de
Pseudomonas possuem crescimento entre 28 e 30 °C, sendo que a espécie P.
aeruginosa pode crescer a 37 °C (MOORE et al., 2006).

O numero de espécies reconhecidas e publicadas é 144, se tornando um dos
géneros bacterianos com maior nUmero de espécies. Sua principal caracteristica é a
extrema variabilidade metabdlica e nutricional, sendo comumente encontrados na
natureza e isolados de diversos locais, 0 que possibilita a utilizacdo de uma grande
diversidade de compostos organicos como fonte de carbono e energia, além de usar
amonia ou nitrato como fonte de nitrogénio (GOMILA et al., 2015; PALLERONI, 2009).

A bactéria Pseudomonas spp. € o micro-organismo psicrotréfico mais comum
relacionado com a deterioragédo de alimentos, sendo frequentemente encontrado em
diversos alimentos, principalmente os mantidos sob refrigeracdo, com presenca de
oxigénio, alto teor de agua e pH proximo da neutralidade, isto inclui, carnes e leites e
seus derivados, pescados apresentando como principal caracteristica odores
desagradaveis e limosidade superficial (GAVA et al., 2009; RAPOSO et al., 2016).

3.3.2 Pseudomonas aeruginosa

Vérias espécies de Pseudomonas séo patdgenos de plantas e oportunistas em
humanos, por frequentemente estarem relacionadas a infec¢cdes em individuos com o
sistema imunolégico debilitado. No homem, a espécie mais importante é a P.
aeruginosa, sendo um dos principais agentes de infec¢cdo hospitalar. Devido a sua
ampla expressdo de fatores de viruléncia e resisténcia a diversos antibioticos e
desinfetantes comercializados é de grande importancia clinica (GARRITY et al., 2005;
LINCOPAN e TRABULSI, 2008).
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Esta espécie acomete principalmente pessoas imunossuprimidas, vitimas de
infeccdes pulmonares, de queimaduras, pacientes com cancer e AIDS. Causa
infeccbes no trato urinario, no sistema respiratério, em tecidos moles e dermatite
(McPHEE e GRIFFITHS, 2011).

Alguns fatores contribuem para a patogenicidade da P. aeruginosa, entre eles
a variedade de enzimas extracelulares que esta espécie produz, sendo estas,
protease alcalina, elastase, exotoxina A e S e hemolisina. As proteases alcalinas
auxiliam na ruptura das barreiras fisicas do hospedeiro e as hemolisinas provocam a
guebra de diversas fontes provocando infec¢cdes (STEHLING et al., 2008).

Essa espécie pode adquirir resisténcia natural ou por meio da elevada
variedade de antibiéticos ministrados em hospitais, o que dificulta a eliminacdo da
doencga, resultando em altas taxas de morbidade e mortalidade (LIVERMORE, 2002;
MENDES et al., 2005; YONEDA et al.,2005).

No Brasil, a resisténcia de P. aeruginosa a antibioticos é alarmante,
principalmente em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), onde os indices vém
aumentando rapidamente nos ultimos anos, sendo o principal problema esta
relacionado a resisténcia ao antibiotico imipenem e meropenem, de uso comuns
nestes locais (NEVES et al., 2011). Em 2017, nos EUA, cepas multirresistentes de P.
aeruginosa acometeram cerca de 32.600 individuos e levaram a 6bito 2700 pacientes
(CDC, 2019).

3.4. Oleos essenciais como antimicrobianos naturais

Os oOleos essenciais sao formados a partir do metabolismo secundario das
plantas e sdo constituidos por uma mistura de compostos, principalmente
monoterpenos, sesquiterpenos e derivados oxigenados (élcoois, aldeidos, éster,
éteres, cetonas, fendis e 6xidos) que sao capazes de gerarem sabores e/ou aromas.
Outros compostos volateis incluem fenilpropandides e substancias contendo enxofre
ou nitrogénio (BAJPAI et al., 2008; EDRIS, 2007; TROMBETTA et al. 2005).

A sua composicdo bem como atividade antioxidante e antimicrobiana pode ser
modificada por diversos fatores, como modo de extracdo, nutrientes presentes no
solo, temperatura, mudancas climaticas e disponibilidade hidrica para crescimento da
planta (SILVA et al., 2012).
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Os compostos ativos dos 0Oleos essenciais podem ser divididos em quatro
grupos: terpenos, terpenoides, fenilpropanoides e outros. Sendo que 0os compostos
terpenoides possuem maior atividade bacteriostatica e/ou bactericida, principalmente
a acdo antimicrobiana dos compostos fendlicos monoterpendides timol e carvacrol
(BURT, 2004; HYLDGAARD et al., 2012).

Exemplos de monoterpenos
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Figura 1. Estruturas quimicas dos principais compostos ativos presentes em 6leos

essenciais. (Hydgaard et al., 2012).

As atividades antimicrobianas dos 6leos essenciais é explicita, uma vez que ja
foram verificadas por diversos autores. No entanto, 0 seu mecanismo de agao ainda
nao esta completamente esclarecido (HOLLEY e PATEL, 2005).
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Devido a diversidade de diferentes grupos de compostos ativos presentes nos
Oleos essenciais, € possivel que a sua atividade antimicrobiana nao esteja veiculada
a um mecanismo especifico, mas que exerca varios efeitos na célula, como alteracdes
na membrana citoplasmatica, desordem da for¢ca préton motriz e transporte de
elétrons, inibicdo da sintese proteica e como alteracdo na reserva de glicose. Alguns
desses mecanismos podem ocorrer separados ou em decorréncia da acao de outro
mecanismo (BURT, 2004).

3.4.1 Thymus vulgaris

Pertencente a familia Lamiaceae, o T. vulgaris € uma planta aroméatica de nome
popular tomilho. Originario da Europa, no Brasil é cultivado no sul e sudeste, sendo
utilizado na industria alimenticia principalmente como condimento e apreciado devido

ao seu sabor balsamico e picante (ROCHA, 2012).

Figura 2. Thymus vulgaris

Este 6leo essencial possui em sua composi¢cdo quimica altas concentragfes de
timol (2 — isopropil — 5 — metilfenol) e carvacrol (4 — isopropil — 2 — metilfenol)
(COSENTINO et al., 1999; LEE et al., 2005; WEI e SHIBAMOTO, 2010, ROMANE et
al., 2012).

Varios estudos foram realizados para avaliar o seu efeito como antimicrobiano
natural em alimentos, sendo analisado individualmente ou associado a outro
tratamento (HAN et al., 2015; HYUN et al., 2015; JAYASENA e JO, 2013;
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KARABAGIAS et al., 2011; KOSTAKI et al., 2009). O seu elevado potencial
antioxidante também é de grande interesse, em especial nas industrias de produtos
carneos, utilizado a fim de controlar a oxidacao lipidica (JAYASENA e JO, 2013),
sendo ainda utilizado como referéncia de padrao antioxidante (SACCHETTI et al.,
2005).

A eficacia do Oleo essencial de T. vulgaris na inibicdo em sistemas in vitro de
bactérias patogénicas e de importancia clinica relacionadas a alimentos foi relatada
em estudos anteriores. Vazquez-Sanchez et al. (2018) observaram alta eficiéncia do
Oleo essencial de T. vulgaris ao verificar sua acdo no controle de biofilmes de L.
monocytogenes, corroborando o estudo de Ballester-Costa et al. (2013), no qual foi
encontrada alta inibicdo deste 6leo contra cepas de L. innocua (halo de inibicdo de
32,86 £ 0,62 mm) e Alcaligenes faecalis (halo de inibicdo de 39,77 £ 3,92 mm) quando
aplicado o teste de difusdo em &gar. Ainda, Sheeladevi e Ramanathan (2012) também
encontraram acdo para o Oleo essencial de tomilho contra Pseudomonas sp.,
Campylobacter sp., Listeria sp. e Salmonella sp.

Di Pasqua et al. (2006) investigaram a atividade bactericida de 6leos essenciais
contra E. coli, S. Typhimurium, L. monocytogenes e bactérias laticas, sendo que, o
Oleo essencial de tomilho foi considerado o mais efetivo, em que os autores relataram
gue a natureza lipofilica do timol e do carvacrol presente no tomilho bem como os
demais constituintes como limoneno e eugenol apresentaram capacidade de interagir
com as membranas bacterianas, alterando sua estrutura 0 que a torna mais
permedavel. Ainda, os 6leos essenciais e seus componentes sao hidrofébicos, com
isso possuem a capacidade de separar os lipideos da membrana celular bacteriana e
das mitocéndrias, desordem na estrutura que a torna mais permeavel, podendo
ocorrer vazamento de ions e outros conteudos celulares. Ainda que seja tolerada uma
certa quantidade de vazamento celular sem que ocorra perda de viabilidade, uma
perda excessiva desses compostos levara a célula a morte (BURT, 2004; FRIEDLY et
al., 2009), resultando na inibicdo tanto de bactérias Gram-positivas quanto Gram-
negativas (CALSAMIGLIA et al., 2007). De acordo com Chorianopoulos et al. (2004)
bactérias Gram-negativas, como E. coli e S. Enteritidis sdo mais resistentes a acao de
Oleos essenciais do que bactérias Gram-positivas como S. aureus, L. monocytogenes

e B. cereus.
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3.4.2 Ocimum gratissimum

Pertencente a familia Lamiaceae, O. gratissimum € uma planta popularmente
conhecida como alfavacéo, presumivelmente originaria da india, e produzida em todo
o Brasil. Assim como o tomilho, também é utilizada como condimento, e possui sabor
e odor similares ao do cravo-da-india (MORAES et al., 2011), pois apresenta em sua
composicdo quimica altas concentracdes de eugenol (4 — alil - 2-metoxifenol),
(FREIRE et al., 2006; SILVA et al., 1999; SIMON et al., 1999; VIEIRA et al., 2001).
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Figura 3: Ocimum gratissimum

Alguns estudos foram conduzidos para avaliar o potencial antimicrobiano in
vitro do O. gratissimum (DUARTE et al., 2005; JAYASENA e JO, 2013; SARTORATTO
et al., 2004). Estudo realizado por Mbata e Saikia (2005) confirmou estudos anteriores
em relacdo a inibicdo de bactérias por 6leos essenciais extraidos de plantas, inclusive
inibicdo pelo 6leo de O. gratissimum contra cepa de L. monocytogenes. De acordo
com ljeh et al. (2005), Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus
faecalis, P. aeruginosa e Lactobacilli também apresentaram sensibilidade ao extrato
desta planta. No entanto, sdo necessarios mais estudos para verificar seu efeito

guando adicionado diretamente em alimentos.
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3.5. Alta Pressdo Isostética (API)
3.5.1 Descricdo e principios béasicos

O processamento por alta pressao isostatica (APl) € um método de
preservacao que consiste em submeter os alimentos por periodos de alguns segundos
a varios minutos a pressfes variando de 100 a 1000 MPa, sendo normalmente
utilizadas pressdes superiores a 350 MPa, com ou sem aplicagdo de calor. Este
tratamento provoca a inativagdo de micro-organismos e enzimas enquanto as
vitaminas, 0s pigmentos e os aromas sao pouco afetados (BALASUBRAMANIAM et
al., 2015; HEINZ e BUCKOW, 2010; KNORR et al., 2006).

Para inativacao e/ou reducdo do numero de células bacterianas, os parametros
de processos comumente aplicados em carnes e produtos carneos variam de
pressbes de 400 a 600 MPa, utilizando tempos de 3 a 7 minutos a temperatura
ambiente (BAJOVIC et al., 2012).

Os principios basicos que compreendem esta tecnologia sdo o principio
isostético e o principio de Le Chatelier. De acordo com o principio isostéatico a pressao
€ aplicada uniformemente em todas as direcfes, independente do tempo e espaco.
Quando aplicada a alta pressao, seus efeitos séo difundidos instantaneamente e de
forma homogénea, n&do importando a geometria ou o tamanho do alimento
(BALASUBRAMANIAM et al.,, 2008). O principio de Le Chatelier diz respeito as
mudancas que ocorrem no equilibrio de um sistema quando é aplicado pressao,
temperatura, entre outras, onde qualquer fendmeno acompanhado por uma reducéo
no volume € potencializado pela presséo, ou seja, se a pressao é alterada, o equilibrio
ird se deslocar a fim de reduzir a mudanca, isto é, em direcdo ao menor volume
(BALASUBRAMANIAM et al., 2015).

3.5.2 Efeitos do processamento por alta pressdo na cor e proteina da carne

Algumas caracteristicas de atributos de qualidade da carne podem sofrer
alteracGes conforme o nivel de presséo utilizada (SUMAN e JOSEPH, 2013). Segundo
Patterson e Knoerzer (2016), geralmente acima de 500 MPa, quando aplicado o
processamento por alta pressdo ocorrem mudancas na coloracdo do musculo cru,
resultando em uma aparéncia cozida.

Jung et al. (2003) ao estudarem a aplicacdo de APl em carne bovina

observaram que quando utilizada pressao igual ou superior a 400 MPa ocorre reducéo
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significativa na coloracdo vermelha (valores de a*) devido a desnaturacdo de
mioglobina. Contudo, nas carnes de aves esta perda néo € tao evidente devido ao seu
menor teor de mioglobina quando comparada a carne vermelha, (CHUANG e SHEEN,
2022).

A estrutura da proteina também sofre modificacdo, em que a aplicacdo da
presséo induz o desdobramento da estrutura da proteina e, a depender da proteina e
condicdes aplicadas, pode ocorrer a sua desnaturacao parcial ou total. Devido a estas
mudancas, a maioria dos produtos carneos comercializados sdo prontos para o
consumo, havendo poucas op¢des de carne moida in natura disponivel (BAJOVIC et
al., 2012).

Em consequéncia da baixa compressibilidade, as ligacdes covalentes sao
menos sensiveis a variagdes de pressdo, em contraste as ligacdes de hidrogénio que
podem ser reforcadas sob pressdo (CHEFTEL e CULIOLI, 1997). As interacdes
hidrofobicas sdo muito sensiveis a pressao, afetando assim a estabilidade da estrutura
terciaria da proteina. Grandes mudancas apenas irdo ocorrer nas estruturas terciarias
e secundarias com pressdes superiores a 200 MPa e 700 MPa, respectivamente
(RASTOGI et al., 2007).

3.5.3 Efeitos do processamento por alta presséo na inativagcdo de Listeria e

Pseudomonas

Diversos fatores influenciam na capacidade da alta presséo isostatica em
inativar os micro-organismos presentes em carnes e em produtos carneos, uma vez
que sdo dependentes tanto dos parametros de processos empregados (presséo,
tempo e temperatura) como das caracteristicas do produto (pH, aw, teor de sal e
presenca de antimicrobianos) (RENDUELES et al., 2011; TOPFL e HEINZ, 2009).

Além disso, fatores relacionados a parede celular, estado fisiolégico e
propriedades da cepa também sdo determinantes (JOFRE et al., 2010). Como os
micro-organismos  Gram-positivos como Bacillus, Listeria, Clostridium e
Staphylococcus, apresentam uma camada mais espessa de peptideoglicano, eles sdo
comumente mais resistentes a pressdo quando comparado aos micro-organismos
Gram-negativos (CONSIDINE et al., 2008; DUMAY et al., 2010). A resisténcia ao API
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difere tanto entre diferentes espécies bacterianas quanto entre diferentes cepas da
mesma espécie (RASTOGI et al., 2007).

Os parametros de processos hormalmente empregados para carnes e produtos
carneos citados anteriormente (pressfes de 400 a 600 MPa, utilizando tempos de 3 a
7 minutos a temperatura), na maioria dos casos, levam a uma inativacdo de mais de
quatro ciclos log de microrganismos vegetativos, resultando em um aumento da vida
atil e maior seguranca (BAJOVIC et al., 2012).

O processamento por alta pressdo provoca lesdo na parede celular e na
membrana plasmatica das bactérias, exercendo assim efeitos sobre os componentes
celulares, principalmente organelas como vacuolos e ribossomos, além de alteracbes
no material genético e complexos enzimaticos, acarretando deformacfes
morfoldgicas, permitindo a entrada de compostos antimicrobianos para o interior da
célula, aumentando assim a sensibilidade a estes compostos, como é caso dos 6leos
essenciais (HAUBEN et al., 1997; MOR-MUR e YUSTE, 2005; RENDUELES et al.,
2011; WESCHE et al., 2009; YUSTE et al., 2004).

A aplicacdo de API utilizando parametros de processo de 600 MPa x 6 min x
31 °C em fatias de presunto cozido, presunto seco e lombo bovino marinado, foi eficaz
no controle de Salmonella e L. monocytogenes, sendo reduzidos de 3,5 log UFC/g a
<10 UFC/g em todos os produtos. Ainda, em lombo bovino marinado mantiveram-se
ausentes apoOs confirmacdo por meio de andlises de presenca/auséncia e PCR,
durante a estocagem a 4 °C por 120 dias.

O tratamento APl também foi muito eficaz no controle de Salmonella e L.
monocytogenes, que permaneceram <10 UFC/g em presunto cozido e seco, e até
mesmo ausentes em lombo bovino durante todo o armazenamento a 4 °C.

Bruschi et al. (2017) verificaram redugdo de mais de 5 ciclos logaritmos de
cepas de L. monocytogenes e L. innocua quando utilizada pressao de 500 MPa a 10
°C por 5 min, os autores também concluiram que 300 MPa néo foi suficiente para
causar grande dano na viabilidade celular, enquanto uma pressao de 500 MPa
provocou grande perda da viabilidade celular da maioria das cepas.

Jofré et al. (2010) relataram que, embora a contagem de L. monocytogenes
estivesse abaixo do limite de deteccdo imediatamente apds os tratamentos por API
(400 ou 600 MPa por 10 min a 15 °C), algumas cepas nao foram completamente
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inativadas e o patégeno apresentou crescimento durante o periodo de estocagem por
21 diasa 14 °C.

Em poucos trabalhos foram testados o uso de 6leos essenciais associados a
API contra Pseudomonas em produtos carneos, sendo comumente trabalhos
relacionados a produtos lacteos. Dessa forma, Del Olmo et al. (2012) observaram que
ao inocularem P. fluorescens em files de peito de frango com populacao final de
aproximadamente 108 UFC/g e submeté-los a tratamentos por alta presséo 200, 300,
400 e 500 MPa x10 °C x 10 min e estocados por 9 dias & 5 °C, observaram que a 200
e 300 MPa houve crescimento mesmo apés 1d de inoculacdo (4,21 + 0,11 e 2,66 +
0,07 log UFC/g, respectivamente). No entanto, a 400 e 500 MPa os autores
registraram crescimento apoés 3 dias, sendo maiores as contagens para 400 MPa (2,42
+ 0,15 log UFC/qg).

3.5.4 Efeitos da combinacdo do processamento por alta pressdo e

antimicrobianos naturais na inativacao de Listeria e Pseudomonas.

A aplicacdo de outros obstaculos associados a APl ja foi proposta para
aumentar o efeito bactericida do processo, com 0 objetivo de reduzir as alteragdes
indesejadas provocadas pelo API, principalmente em pressdes superiores a 400 MPa,
em carnes e produtos carneos. Alguns exemplos de métodos de conservacao
combinados a APl sdo o uso de antimicrobianos, pH baixo, diéxido de carbono,
embalagem a vacuo e armazenamento refrigerado, o uso dessas barreiras tem por
objetivo evitar a recuperacdo de células danificadas em processos subletais
(GARRIGA e AYMERICH, 2009, JOFRE et al., 2010; LIU et al., 2012).

O uso de antimicrobianos naturais, como os 6leos essenciais, € uma tendéncia
crescente e suas propriedades bactericidas tém sido comprovadas; entretanto a sua
aplicacdo em alimentos apresenta limitacdo quanto a concentracdo a ser utilizada,
pois em alguns casos sdo necessarias altas concentracdes para se obter atividade
antimicrobiana suficiente, o que resulta em alteracfes indesejaveis no sabor, aroma e
pungéncia do produto (HYLDGAARD et al., 2012; LOPEZ et al., 2005; MARINO et al.,
2001; YAMAZAKI et al., 2004).

Assim, os 6leos essenciais também podem ser utilizados associados a outros
métodos de conservacdo de alimentos, principalmente processos ndo térmicos, 0s

guais mantém as propriedades nutricionais e sensoriais do produto, atendendo a
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crescente procura dos consumidores por alimentos com aparéncia de frescos e sem
adicado de conservantes quimicos em sua composicao (ESPINA et al., 2013). Essas
combinacBes podem ser sinérgicas e possibilitar a reducéo de barreiras conforme a
teoria dos obstaculos proposto por Leistner e Gorris (1995), tornando o produto mais
seguro para 0 consumo.

Desse modo, a alta pressdo € uma alternativa aos processos térmicos por
causar alteracdes minimas nas propriedades sensoriais e nutricionais dos alimentos
(ESTEVE e FRIGOLA, 2007; RENDUELES et al., 2011). De acordo com Espina et al.
(2013) a combinacao com 6leo essencial pode diminuir a intensidade do tratamento
por alta pressao, prolongando a vida atil do equipamento.

Assim, o efeito sinérgico de alta pressao e 6leo essencial foi observado por
Evrendilek e Balasubramaniam (2011) na inativagdo de L. monocytogenes e L.
innocua em bebidas a base de iogurte, e por Espina et al. (2013) contra E. coli
0157:H7 e L. monocytogenes em suco de fruta.

Oliveira et al. (2015) avaliaram a combinacéo de carvacrol e APl em peito de
peru fatiado com baixo teor de sédio. O estudo demonstrou que houve melhora notavel
nos efeitos de conservacdo quando utilizado 600 MPa/180 seg a temperatura

ambiente, sendo capaz de estender em 10 dias a fase lag de L. innocua.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Oleos essenciais e cepas utilizadas

A atividade antimicrobiana in vitro da blenda dos 6leos essenciais de T. vulgaris
(tomilho) e O. gratissimum (alfavacdo) - BOE foi estudada contra Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 13388) e Listeria innocua (ATCC 33090). Os 6leos foram obtidos
comercialmente a partir do fornecedor Terra Flor Aromaterapia, T. vulgaris (lote L178)
e O. gratissimum (lote L290).

A blenda contendo 6leos essenciais de Thymus vulgaris e Ocimum gratissimum
na proporgéo 1:3 foi escolhida por ter apresentado atividade antimicrobiana contra
Salmonella Enteretidis, nos estudos conduzidos na tese de doutorado de Figueiredo
(2017).

O inéculo das cepas de P. aeruginosa (ATCC 13388) e L. innocua (ATCC
33090) foi preparado a partir de células armazenadas em ultrafreezer a -80 °C, sendo
qgue P. aeruginosa foi mantida em caldo nutriente agar (NA) (Merck, Alemanha) e L.
innocua em caldo brain heart infusion (BHI) (Oxoid, Reino Unido), ambos

suplementados com 10 % de glicerol

4.2 Determinacdo da atividade antimicrobiana da BOE

4.2.1 Preparo de in6culo

O preparo dos indculos para o teste de determinacéo da Concentragdo Minima
Inibitoria (MIC) foi realizado de acordo com o procedimento M7-A6 para bactérias
(CLSI, 2003). As bactérias foram cultivadas em meio NA por 24 h a 35 °C. Apés o
crescimento, uma aliquota foi retirada com auxilio de uma alga de platina e transferida
para um tubo contendo 4 mL de solucdo salina 0,85 % estéril. A solucdo foi
homogeneizada em vortex e foi utilizada uma aliquota de 2 mL para leitura em
espectrofotdmetro (Shimadzu UV mini 1240) a 625 nm, e ajustado com solugéo salina
até obtencéo de DO de 0,08 a 0,10, sendo equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL. Aos 2 mL
restantes da suspenséo foi adicionado o0 mesmo volume de solugéo salina utilizada
para 0 ajuste no espectrofotbmetro. A partir das solu¢cdes padronizadas foram
realizadas diluicdes seriadas para se obter a concentracgéo final de 1,5 x 10° UFC/mL.

Posteriormente, 6 mL destas Ultimas diluicbes foram transferidos para um tubo



42

contendo 3 mL de meio de cultura Muller Hinton, resultando em uma concentracdo de
1,0 x 10° ou 1,0 x 10° UFC/mL em 100 pL, portanto nos pogos das microplacas

inoculados as concentragées foram de 5,0 x 10° UFC/mL.

4.2.2 Atividade antimicrobiana da BOE: determinacédo da MIC

A determinagéo da MIC da BOE contra P. aeruginosa e L. innocua foi realizada
em duplicata, utilizando o método de microdiluicdo em caldo, de acordo com a Norma
CLSI (2003), em microplacas estéreis de 96 pocos. Em cada orificio foram
depositados 100 puL de meio Muller Hinton. Na primeira coluna, com auxilio de pipeta
multicanal foram depositados 100 pL do 6leo, posteriormente homogeneizados com o
meio de cultura e transferidos 100 uL do conteudo do orificio da primeira coluna para
a coluna seguinte, repetindo-se o procedimento até a coluna 12, sendo os 100 pL
finais desprezados, de modo a originar uma série de diluicbes em cada coluna (1,0 a
0,0078 % v/v ou 10.000 a 78 pL/mL). Em seguida, da coluna 2 a 12 foram adicionados
100 pL do inéculo do micro-organismo padronizado, na concentragéo de 10° UFC/mL
em cada orificio.

Apds a homogeneizacdo do conteudo contido nos pocos, as placas foram
seladas com parafiim® e incubadas e por 24 h a 35 °C. Decorrido o periodo de
incubagéo, em cada orificio foram adicionados 50 pL de uma solucéo “reveladora” de
cloreto de trifenil tetrazolio — CTT (0,1 %), e as placas foram reincubadas por 2 h. A
MIC foi definida como a menor concentracdo do 0Oleo essencial capaz de inibir a
apresentacao de coloracdo vermelha, conferida as células com atividade respiratoria,

ou seja, quando ha crescimento microbiano.

4.2.3 Concentracdo Minima Bactericida (MBC)

A determinacdo da MBC foi realizada por meio de plagueamento de uma
aliquota de 10 yL do pocgo correspondente ao da MIC, e dos pogos seguintes de maior
concentracdo, em meio nutriente 4gar (NA). Apds o plaqueamento, as placas foram
incubadas a 35 °C por 24 h.

A MBC foi definida como a concentracdo capaz de impedir o crescimento

microbiano no meio de cultura sélido (CLSI, 2003).
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4.3 Avaliacao da sobrevivénciade L. innocua e P. aeruginosa em carne de

peito de frango

4.3.1 Preparo da amostra de peito de frango e da emulsdo da BOE

Em ensaios in vivo de aplicacdo de 6leos essenciais sdo geralmente utilizadas
concentragbes de 5x a 10x os valores de MIC encontrados in vitro. Assim, para
determinar se a concentragédo da BOE a ser utilizada nos ensaios de aplicagdo em
carne de peito de frango afetaria de maneira negativa o sabor da carne foi realizado
um teste simples de degustacao utilizando quatro diferentes concentracdes da BOE.
A carne foi marinada em uma mistura contendo a BOE, especiarias e temperos
comumente utilizados em carne de frango marinada encontrada no mercado. Essa
mistura foi adicionada a 60 mL de 6leo de soja antes da aplicacdo na carne. Portanto,
para este teste foram adicionadas as diferentes concentracdes da BOE (0,50; 0,75;
1,20 e 1,50 mg/g) em 200 g de carne de peito de frango e as quantidades de temperos
e especiarias indicadas na Tabela 2. Em seguida, as carnes permaneceram no
marinando por 20 min e posteriormente foram levadas a forno convencional em
temperatura de 180 °C, até estarem completamente assadas. O sabor da carne foi

avaliado por 4 pessoas.

Tabela 2. Especiarias e temperos utilizados comumente em carne de peito de frango

marinado encontrado no mercado, adicionado da BOE.

Concentracdo de BOE (mg/g)

Tempero

0,5 0,75 1,20 1,50
Sal 2,001 2,002 2,002 2,0003
Salsa 1,002 1,001 1,001 1,002
Orégano 0,901 0,901 0,901 0,904
Cebola 0,901 0,902 0,901 0,901
Alho 0,900 0,901 0,901 0,901
Coentro 0,600 0,601 0,601 0,602
Alecrim 0,301 0,300 0,300 0,302
Erva doce 0,200 0,201 0,201 0,201
Carne 201,600 201,500 201,200 201,7

Apds os testes preliminares, foram definidas as concentragfes de 0,75 e 1,20
mg/g de carne para utilizagdo nos ensaios. As amostras de carne de peito de frango

congeladas foram obtidas do comércio local da cidade de Campinas/SP. Apos
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descongelamento sob temperatura de refrigeracédo, as mesmas foram trituradas em
multiprocessador elétrico para facilitar a aplicacdo e homogeneizacéo do inoculo e da
emulsdo da BOE.

A emulsdo da BOE foi preparada utilizando-se a BOE a 0,75 e 1,20 mg/g,
adicionada de 10 mL de solucédo de Tween 80 1%. A mesma foi homogeneizada
inicialmente em vortex e posteriormente em ultrassom até completa dissolucdo do

6leo na solucéo.

4.3.2 Preparo de inéculo para adicao na carne de peito de frango

4.3.2.1 Preparo do inéculo

As cepas de P. aeruginosa e L. innocua foram cultivadas duas vezes em caldo
triptona de soja (TSB, BD - Becton Dickinson and Company, MD, EUA) a 35 °C por
18-24 h. O indculo foi preparado a partir da transferéncia de uma alcada de cultura de
células para tubos contendo solugéo salina (0,85%) até uma turbidez de 0,08 a 0,10,
medida em espectrofotbmetro (Shimadzu UV mini 1240) a 625 nm, o que
correspondeu a 108 células/mL, conforme preconizado por CLSI (2003). Esta mesma
concentracdo de células correspondente a 108 células/ mL foi utilizada na inoculacéo

na carne de peito de frango.

4.3.2.2 Ensaio preliminar de inoculacdo das bactérias na carne

Antes da inoculagdo das bactérias na carne de peito de frango, varios testes
foram realizados para se determinar o volume de inoculo a ser adicionado na carne,
a fim de se atingir a contagem de 108 células/mL apds 24 h de armazenamento a 3°C.
Primeiramente, para cada micro-organismo foi utilizado 1,5 mL de in6culo contendo
107 células/mL, mas este volume de inéculo ndo atingiu o nimero desejado de micro-
organismos na carne, apos inoculacdo . Em seguida, foi testada a adicdo de 2,5 mL
do mesmo inoculo e, ainda assim, o valor nao foi atingido. Entéo, foi escolhido elevar
o nivel de inoculo para 108 células/mL, sendo aplicados 2,5 mL. Com este volume, a
contagem de L. innocua ficou acima de 108 UFC/g de carne e a de P. aeruginosa nédo

foi atingida. Assim, para L. innocua foi reduzido o volume para 2,0 mL e para P.
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aeruginosa elevado para 3,5 mL, 0 que permitiu atingir o nivel de inoculo desejado
para iniciar os experimentos.

O volume de in6culo foi estabelecido em 108 visto que em algumas pressdes
ocorrem altas reducdes chegando a inativacdo dos micro-organismos. Em caso de
niveis de inoculo inferiores ndo seria possivel avaliar quantos logs UFC/g foram

reduzidos.

4.3.3. Condic¢des de ensaio, inoculacdo das amostras, adicdo da blenda de 6leos

essenciais

As amostras de carne de peito de frango foram submetidas as seguintes
concentracoes da BOE:

* Inoculagdo de L. innocua e adi¢cdo de 0,75 mg/g da BOE;

* Inoculagdo de L. innocua e adicdo de 1,20 mg/g da BOE;

* Inoculacéo de P. aeruginosa e adicao de 0,75 mg/g da BOE;

* Inoculacao de P. aeruginosa e adicao de 1,20 mg/g da BOE;

* Inoculagdo de L. innocua (controle positivo - sem a BOE para L. innocua);

* Inoculacéo de P. aeruginosa (controle positivo - sem a BOE para P. aeruginosa).

Assim, para a realizagdo dos ensaios descritos acima todas as amostras de
carne de peito de frango foram previamente analisadas para L. innocua (USDA, 2017).
e P. aeruginosa (ISO 13720:1995). Para os ensaios, inicialmente, as amostras foram
divididas em porc¢6es de 250 g cada, em embalagens estéreis (sacos de amostragem
de 540 mL da marca BBV) e inoculadas a fim de atingir o nivel de in6culo de 108
células/mL apdés 24 h da inoculagéo, assim foram adicionados 2,0 e 3,5 mL de in6culo
para os ensaios de L. innocua e P. aeruginosa, respectivamente. Em seguida, os
sacos foram homogeneizados manualmente por 3 min e armazenados em
temperatura de refrigeracdo a 3 °C por 24 h. Para monitorar a temperatura, foi utilizado
um termdémetro com resolugéo de + 0,1 ° C. Posteriormente, uma porg¢éao foi retirada
para contagem da concentracao inicial de inéculo na amostra.

Apoés 24 h da inoculacao, foram adicionados 6 mL da emulsdo da BOE nos
sacos contendo a carne inoculada, seguido de homogeneizagcdo manual por 3 min,

sendo as amostras novamente armazenadas em temperatura de refrigeracdo a 3 °C
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por 24 h. Apés o periodo de armazenamento, foi retirada uma porcao para avaliar o
efeito da BOE apés 24 h, sendo este considerado como o dia 1. Em seguida, as
amostras foram divididas de forma aleatdria e armazenadas individualmente em sacos
plasticos Nylon Poli, conforme ilustrado na Figura 4.

Para todas as condicdes de ensaio, as amostras foram armazenadas sob
refrigeracdo a 3 °C durante 42 dias, e submetidas a plaqueamento por diluicdo em
série para contagem do numero de UFC (Unidades Formadoras de Coldnias) apos 1,
7,14, 21, 28, 36 e 42 dias de armazenamento.

Figura 4. Amostras de carne de peito'de frango adicibne{das da BOE (0,75 e 1,20

mg/g) e amostra controle, acondicionadas em sacos plasticos Nylon Poli.

4.3.4. Condi¢bes de ensaio e aplicacdo do processamento por alta presséo

Foram realizados trés ensaios independentes, com amostras em duplicata.

Para andlise do Processamento por Alta Presséo, foram submetidas as seguintes

condicOes de pressao (MP — Mega Pascal), tempo e temperatura:

* Inoculadas de L. innocua e adicionadas de 1,20 mg/g da BOE e 500 MPa x 5 min
x 25 °C;

* Inoculadas de L. innocua e adicionadas de 1,20 mg/g da BOE e 600 MPa x 5 min
x 25 °C;
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* Inoculadas de P. aeruginosa e adicionadas de 1,20 mg/g da BOE e 500 MPa x 5
min x 25 °C;

* Inoculadas de P. aeruginosa e adicionadas de 1,20 mg/g da BOE e 600 MPa x 5
min x 25 °C;

* Inoculadas de L. innocua e 500 MPa x 5 min x 25 °C;

* Inoculadas de L. innocua e 600 MPa x 5 min x 25 °C;

* Inoculadas de P. aeruginosa e 500 MPa x 5 min x 25 °C;

* Inoculadas de P. aeruginosa e 600 MPa x 5 min x 25 °C.

Os ensaios foram realizados em duplicata de amostras e processo.

As amostras foram previamente preparadas conforme descrito no item 4.3.3 e
divididas individualmente em sacos plasticos Nylon Poli sendo processadas em
equipamento de alta pressdo isostatica modelo Avure QFP 2L-700 (Avure
Technologies®, EUA). O fluido pressurizador utilizado no processo foi agua purificada
adicionada de gelo a fim de manter a temperatura da camara durante o processo.

Os parametros utilizados foram 500 e 600 MPa/ 5 min a 25 °C, sendo que uma
amostra inoculada com L. innocua e outra amostra inoculada com P. aeruginosa nao
foram submetidas a nenhuma pressurizacédo, para fins comparativos (amostras

controle).

Figura 5. Amostras de carne de peito de frango acondicionadas em sacos plasticos

Nylon Poli adicionadas de 1,20 mg/g da BOE, apdés passar pelo processo de

pressurizagdo a 600 MPa x 5 min x 25 °C.
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Todos os processos foram realizados em duplicata de amostra e de processo
tanto para L. innocua quanto P. aeruginosa, e submetidas a plaqueamento por diluicdo
em série para contagem do numero de bactérias (UFC) apés 1, 7, 14, 21, 28, 36 e 42
dias de armazenamento. Todas as amostras foram armazenadas a 3 °C durante todo

o periodo de estocagem.

4.3.5 Analise de Listeria innocua na carne de peito de frango

Para todas as condi¢cdes de ensaios descritas no item 4.3.3 as contagens de L.
innocua, foi utilizado o método de contagem em superficie, em que a cada ponto, uma
amostra de 10 g foi retirada e adicionada 90 mL de agua peptonada a 0,1% (Oxoid,
Reino Unido) e posteriormente homogeneizada em Stomacher por 2 min a 230 rpm.
Quando necessarias diluicdes foram realizadas. Entéo, foi plagueada uma aliquota de
0,1 mL em Agar Oxford Listeria (Acumedia, MI, EUA) suplementado com Oxford
Listeria modificado (Difco, MI, EUA) e incubadas a 35 °C por 24 h. Apés a incubacéo
a contagem foi realizada, sendo o limite de detec¢cdo do método de 100 UFC/g (USDA,
2017).

4.3.6 Analise de Pseudomonas aeruginosa na carne de peito de frango

Para todas as condi¢des de ensaios descritas no item 4.3.3, as contagens de
P. aeruginosa foram realizadas de acordo com o método de contagem em placa ISO
13720:1995 modificado para carnes e produtos carneos, 25g das amostras foram
adicionados a 225 mL de Buffered Peptone Water (BPW, Acumedia, MI, EUA),
homogeneizadas em Stomacher por 2 min a 230 rpm , diluidas e plaqueadas em agar
Centrimide (Acumidia, MI, EUA) suplementado com glicerol (Synth , Brasil) e
incubadas a 28°C / 48+/- 2h. Apos a incubagéo a contagem foi realizada, sendo o

limite de deteccdo do método de 100 UFC/qg.

4.5 Andlise estatistica

Os dados das contagens de células foram analisados e submetidos a analise
de variancia (ANOVA) sendo aplicado o teste de Dunnett (equagao 1) para determinar
diferenca significativa (p<0,005) na populacdo de L. innocua e P. aeruginosa em
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relacdo as amostras controle, usando o programa Excel (versdo 2204, Microsoft,
Redmond, WA).

Equacéo 1: D =d —“ZfMR

A andlise dos dados dos tratamentos (exceto controle) também foram
estatisticamente comparados utilizando o software STATISTICA versao 10.0
(StatSoft, CA, EUA), sendo submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de
Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Concentracdo minima inibitéria (MIC) e concentracdo minima bactericida
(MBC)

As concentra¢des minima inibitdria (MIC) e minima bactericida (MBC) da BOE
de T. vulgaris e O. gratissimum foram determinadas contra L. innocua e P. aeruginosa.
Para L. innocua, a BOE apresentou MIC de 0,31 mg.mL* e MBC de 1,25 mg.mL™,
enquanto para P. aeruginosa as atividades de MIC e MBC foram de 2,5 e 5,0 mg.mL?,
respectivamente.

De acordo com a classificacdo proposta por Aligiannis et al. (2001) para
materiais vegetais, a acdo da BOE contra L. innocua € classificada como
extremamente forte, porém contra P. aeruginosa apresentou atividade mais fraca.

Segundo Dorman e Deans (2000) a estrutura quimica dos componentes
presentes nos 6leos essenciais influencia no seu modo de acéo e na sua atividade
antibacteriana. No caso dos 6leos empregados no presente trabalho, O. gratissimum
apresenta o eugenol como composto majoritario (FREIRE et al., 2006; SILVA et al.,
1999; SIMON et al.,, 1999; VIEIRA et al., 2001). Por outro lado, os compostos
majoritarios presentes no Oleo essencial de T. vulgaris sdo o timol, em maior
concentracéo, seguido pelo carvacrol (COSENTINO et al., 1999; LEE et al., 2005; WEI
e SHIBAMOTO, 2010), para o qual foi confirmada a importancia da presenca do
grupamento hidroxila para sua acéao bactericida, causando rompimento da membrana
e liberacdo do conteudo celular interno. No entanto, estes compostos demonstraram
agir de forma diferente em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, sendo as
Gram positivas mais susceptiveis (BAJPAI et al., 2012; DORMAN e DEANS, 2000;
ULTEE et al., 2002).

Também HELANDER et al. (1998) observaram que o timol e o carvacrol
atuaram na desintegracdo da membrana externa de bactérias Gram-negativas,
resultando na liberacéo de lipopolissacarideos (LPS) e no aumento da permeabilidade
da membrana citoplasmatica ao ATP. Em bactérias Gram-positivas, 0s autores
observaram que esses compostos também acometeram a membrana celular,
ocorrendo dissolucdo da camada fosfolipidica e associacdo entre as cadeias de
acidos graxos, resultando em uma expansao, desestabilizacdo e aumento da fluidez

da membrana, provocando por consequéncia uma permeabilidade da membrana
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plasmatica para prétons e ions potassio devido a estas mudancas da composicao
lipidica (ULTEE et al., 2000; ULTEE et al., 2002).

Em relacdo as bactérias Gram-negativas, o0 género Pseudomonas,
principalmente P. aeruginosa tem sido descrita como a menos sensivel a acdo de
Oleos essenciais (DORMAN e DEANS, 2000; RUBERTO et al., 2000; PINTORE et al.,
2002; SENATORE et al., 2000; TSIGARIDA et al., 2000; WILKINSON et al., 2003).

Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram os de Gutierrez et al.
(2009), onde cepas de Listeria foram mais sensiveis ao 6leo essencial de tomilho do
que bactérias deteriorantes de alimentos, como Pseudomonas fluorescens e
Pseudomonas putida. Ainda, Boruga et al. (2014) demonstraram que entre as cepas
estudadas de S. aureus, P. aeruginosa, S. typhimurium, E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterococcus faecalis e Candida albicans, P. aeruginosa apresentou
menor sensibilidade ao uso do éleo essencial de tomilho em comparacao aos demais
micro-organismos, corroborando o estudo de Lambert et al. (2001) que constataram
gue foi evidente que P. aeruginosa foi menos sensivel a acdo de timol e carvacrol
(compostos presentes no 6leo essencial de tomilho) do que S. aureus.

A partir dos resultados de MIC e MBC encontrados para L. innocua e P.
aeruginosa foi realizado uma avaliacao sensorial informal como descrito no item 4.3.1,
as 4 pessoas presentes no teste verificaram que a amostra de carne de frango
adicionada de 1,5 mg/g da BOE apresentou sabor acentuado e a amostra com
concentracdo de 100 mg apresentou sabor sutil. Assim, foi estabelecido continuar os

experimentos com as concentracdes de 0,75 mg e 1,20 mg/g.

5.2 Efeitos da adicdo da BOE na carne de peito de frango e a sobrevivéncia de

L. innocua e P. aeruginosa.

As curvas de sobrevivéncia de L. innocua e P. aeruginosa foram avaliadas em
carne de peito de frango, com nivel de inoculo de 108 UFC/g, utilizando duas
concentracoes da BOE, ou seja, 0,75 mg/g e 1,20 mg/g de carne. A avaliacéo foi feita
através da contagem de UFC por plagueamento em superficie, a partir da amostragem
da carne inoculada com os micro-organismos, armazenada sob refrigeracao (3 °C)
durante 42 dias. Foram realizados trés ensaios independentes, com amostras em
duplicata, totalizando 15 amostragens semanais/micro-organismo. Os resultados
estdo apresentados na Figura 6 (L. innocua) e Figura 7 (P. aeruginosa).
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Foi utilizado o teste de Dunnett para analisar se havia diferenca estatistica entre
os tratamentos e os controles. O teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade foi
utilizado para comparar as diferencas entre os tratamentos.

Os resultados mostraram que a BOE nas concentracdes empregadas de 0,75
e 1,20 mg/g de carne, causou uma diminui¢do gradativa do numero de células viaveis
de L. innocua no decorrer do tempo em comparacdo ao controle, onde houve um
aumento do namero de células viaveis de 1,07 log UFC/g de carne apés 42 dias. Em
contraste, na presenca da BOE ocorreu uma reducédo de 0,89 log UFC/g e 1,16 log
UFC/g de carne em relacao a concentracao inicial do inéculo, quando utilizadas 150
mg e 240 mg da blenda, respectivamente.

Assim, segundo Osaili et al. (2020), por ser um micro-organismo que tolera
baixas temperaturas, ndo € surpreendente que L. monocytogenes usualmente cresca
em temperatura em torno de 4 °C em uma variedade de alimentos, uma vez que este

comportamento € amplamente observado em diversos trabalhos.
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Figura 6. Curva de sobrevivéncia de L. innocua inoculada em carne de peito de frango

com e sem adicao da BOE, avaliados por 42 dias a 3°C.

As contagens de L. innocua apresentaram diferenca significativa entre os
tratamentos (0,75 e 1,20 mg) desde o tempo de 1 dia de estocagem até 42 dias, de

acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade (p <0.05).
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Tabela 3. Contagem de L. innocua (log UFC/g) em carne de peito de frango
adicionado de 0,75 e 1,20 mg/g de BOE, avaliados por 42 dias a 3°C.

L. innocua (log UFC/g)

Tempo (dias) 0,75 mg 1,20 mg Controle
0 7,992+ 0,01 8,012 £ 0,02 8,02 + 0,03
1 7,832+ 0,03 7,74° + 0,03 8,20 + 0,050
7 7,742+ 0,01 7,62°+ 0,01 8,36 + 0,02
14 7,652+ 0,02 7,47° + 0,04 8,39 + 0,03
21 7,652 + 0,05 7,27+ 0,08 8,81 + 0,05
28 7,552 + 0,03 7,09°+ 0,10 8,88 + 0,03
36 7,382+ 0,13 6,97 + 0,04 8,98 + 0,03
42 7,112+ 0,13 6,85 + 0,03 9,09+ 0,04

As médias com letras diferentes na mesma linha indicam que apresentam diferenca

significativa pelo teste de Tukey a um nivel de significancia p<0,05.

Estudos previamente realizados demonstraram o forte efeito da acao de 6leos
essenciais e seus compostos como eugenol, tomilho, cravo e orégano contra L.
monocytogenes (BURT et al., 2004). Gouveia et al. (2016) obtiveram a populagéo de
L. monocytogenes reduzida em 1 log UFC/g ao utilizar o0leo essencial de Tomilho em
amostras de carne bovina quando comparado a amostra controle durante o tempo de
armazenamento de 28 dias a 2 °C.

L. monocytogenes possui capacidade de sobreviver e até mesmo crescer em
condicbes adversas, como ambientes secos, tanto em temperatura de refrigeracao
como em altas temperaturas, baixo oxigénio e pH, e alto teor de sal. Estas
caracteristicas permitem que essa bactéria seja amplamente encontrada em diversos
ambientes e matrizes incluindo produtos alimenticios como pescado, carnes,
laticinios, vegetais e alimentos prontos para o consumo ((DUZE et al.,, 2021,
MATEREKE e OKOH, 2020; NICAOGAIN e O'BYRNE, 2016; WIKTORCZYK-
KAPISCHKE et al., 2021).

Fratianni et al. (2010) constataram que o 6leo essencial de tomilho reduziu as
contagens da contagens de micro-organismos totais presentes naturalmente na carne
de peito de frango quando armazenada a 4 °C, apés 21 dias de armazenamento a
amostra controle apresentava contagem de 1,17 x 10° UFC/mL, e a amostra tratada
com 6leo essencial de tomilho continha 4,0 x 10%. Além de limitar o crescimento de E.
coli, evitando assim a deterioracdo da carne de frango e prolongando a vida util do
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produto. Ainda, Osaili et al. (2020) verificaram uma diminuicdo de 0,6 log UFC/g na
contagem de L. monocytogenes em frango marinado adicionado de 2% de timol,
guando armazenado a 4 °C por 7 dias.

O aumento de L. monocytogenes também foi reportado por Pirbalouti et al.
(2010) ao analisarem salsichas de frango armazenadas a 4 °C, porém, 0s autores
observaram que nas amostras adicionadas de T. daenensis ocorreram reducdes
significativas na contagem de L. monocytogenes de 8,8 para 2,6 log UFC/g.

Todavia, contrario aos resultados apresentados neste trabalho e demais
trabalhos citados, Kerekes et al. (2016) ndao observaram redugéo significativa na
contagem de L. monocytogenes em filés de peito de frango adicionados de timol,
guando armazenados a 6 °C até 24 h em relacdo a amostra controle.

Para P. aeruginosa, os resultados do teste de Dunnett mostraram que houve
diferenca significativa (p <0.05) entre a amostra controle e a amostra de 0,75 mg/g a
partir do ponto de 7 dias até os 36 dias. Todavia, quando testada a concentracdo de
1,20 mg/g desde tempo 1 até o término do experimento (42 dias) houve diferencas
significativas (p<0.05) entre essa concentragcdo e a amostra controle, resultando em
uma reducao de 0,74 log UFC/g do micro-organismo na carne, como demonstrado na
Figura 7.
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Figura 7. Curva de sobrevivéncia de P. aeruginosa inoculada em carne de peito de frango,

com e sem adi¢do da BOE, avaliados por 42 dias a 3°C.
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Ao verificar se ha diferenca significativa entre as amostras de 0,75 mg/g e 1,20
mg/g por meio do Teste de Tukey a 5 % de probabilidade, os resultados indicaram
gue apenas no tempo O n&o houve diferenca significativa entre as amostras

analisadas, como representado na Tabela 4.

Tabela 4. Contagem de P. aeruginosa (log UFC/g) em carne de peito de frango
adicionado de 0,75 e 1,20 mg/g de BOE, avaliados por 42 dias a 3°C.

P. aeruginosa (log UFC/g)

Tempo 0,75 mg 1,20 mg Controle
0 7,982 + 0,02 7,982 + 0,00 8,00 = 0,02
1 8,182+ 0,04 7,87° + 0,02 8,21 + 0,03
7 8,312+ 0,01 7,77°+ 0,01 8,37 £ 0,01
14 9,022+ 0,01 7,61° + 0,02 9,13+ 0,05
21 9,112+ 0,01 7,48 + 0,02 9,22 +0,03
28 9,192+ 0,01 7,22 + 0,03 9,27 + 0,03
36 9,242 + 0,07 7,29° + 0,01 9,31+ 0,02
42 9,302 £ 0,02 7,24 + 0,00 9,36 + 0,02

As médias com letras diferentes na mesma linha indicam que apresentam diferenca

significativa pelo teste de Tukey a um nivel de significancia p<0,05.

O género Pseudomonas, principalmente P. aeruginosa sao o grupo de bactéria
menos susceptiveis a acdo de OEs e demais componentes bioativos de origem
vegetal, sendo seus efeitos considerados fracos (BURT, 2004; CEYLAN e FUNG,
2004).

Os resultados encontrados neste trabalho utilizando a blenda dos o6leos
essenciais de T. vulgaris e O. gratissimum foram mais eficazes e promissores do que
0os encontrados por Goswami et al. (2009), onde de acordo com os autores o
crescimento de P. aeruginosa inoculada em amostras de frango e adicionadas de OE
de tomilho (0,5% (v/v) com uma solucao de revestimento de amido de ervilha pré-
gelatinizado) armazenadas a 4 °C por 12 dias, ndo diferiu dos resultados obtidos com
0s outros micro-organismos inoculados sem a adicédo do 6leo essencial, sendo estes
Salmonella entericia serovars Typhimurium e Heidelberg, Campylobacter jejuni e L.
monocytogenes.

Apesar de varios autores encontrarem reducfes das populacdes tanto de L.

monocytogenes quanto de outros micro-organismos, segundo Hyldgaard et al. (2012)
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devido a alta concentracdo de proteina encontrada na carne de frango pode ocorrer
um efeito antagonista na acao antimicrobiana dos OEs, sendo necessario aumentar a
concentracdo de OE para superar essa interferéncia.

O uso de Oleos essenciais como conservantes naturais de alimentos é
interessante visto as demandas dos consumidores por alimentos com teores
reduzidos de conservantes sintéticos. No entanto, possui a desvantagem quanto a
limitacdo de seu uso, devido as concentraclOes efetivas utilizadas serem na maioria
das vezes altas, o que pode alterar o sabor original dos alimentos (WANG et al., 2011).

Além disso, a eficacia de OEs e extratos vegetais tém sido verificada contra
patdgenos associados a produtos carneos. Contudo, alguns autores registraram
reduziram efeitos antimicrobianos contra esses patdégenos em produtos carneos
contaminados, devido ao efeito do seu alto teor de gordura sobre a aplicagéo de OEs,
bem como a lipossolubilidade dos OEs quando comparados com as partes aquosas
dos alimentos (BURT, 2004; LIS-BALCHIN et al., 2003)

Portanto, surge a necessidade de se buscar alternativas para seu uso, como a
combinacdo desses 6leos com outros compostos ou métodos (alta presséo isostatica,
campos elétricos pulsados, controle de temperatura, entre outros) que causem efeito
sinérgico, ocasionando resultados melhores (ESPINA et al.,, 2013; ESTEVE e
FRIGOLA, 2007; RENDUELES et al., 2011).

Assim, como os resultados indicam que para ambos 0s micro-organismos a
concentragéo de 240 mg/g da BOE foi mais eficaz na reducgédo de células viaveis, e a
concentracdo de 150 mg ndo apresentou resultados satisfatérios, principalmente para
P. aeruginosa, a concentracdo de 240 mg/g foi escolhida para ser utilizada nos

ensaios de aplicagdo da BOE em combinacdo com alta presséao.

5.3 Efeitos da combinacado da adicdo da BOE e API na carne de peito de frango

e a sobrevivénciade L. innocua e P. aeruginosa.

Em relacéo a cor, pela carne de frango possuir baixo teor de mioglobina, sendo
assim considerada uma “carne branca”, a cor do peito de frango cru é levemente
rosada, como visto na Figura 4 da sessdo 4.3.3 deste trabalho. Assim, quando
aplicado o processamento por alta pressao a perda dos valores de a* (vermelho) &

menos pronunciada nas carnes de aves do que na carne bovina, devido a
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desnaturacao da mioglobina que esta possui em alta concentracédo (JUNG et al., 2003;
MARCOS et al., 2010).

Mesmo a alteracdo de cor da carne de frango sendo menos pronunciada do
que em carne bovina, quando aplicado processamento de alta pressdo isostatica
utilizando pressdes de 500 e 600 MPa foi observada modificacdo da cor, que pode ser
percebida pela comparacao das figuras 4 e 5 deste trabalho. De acordo com Kruk et
al. (2011) além da alteracdo de cor, também ocorre o aumento da perda de peso por
cozimento e modificagdes na textura da carne, apresentando aumento de dureza,
coesividade e mastigabilidade. Del Olmo et al. (2010) relataram que, ao submeter a
carne de frango ao tratamento por alta presséo utilizando pressées em ou acima de
400 MPa, obtiveram uma carne com aparéncia opaca/palida.

Em relagdo a analise microbiologica, as amostras de carne de frango foram
inoculadas com 108 UFC/g do respectivo micro-organismo a ser analisado, adicionado
de 1,20 mg/g da BOE, processado a 500 ou 600 MPa x 25 °C x 5 min, e
posteriormente armazenadas a 3 °C por 42 dias. As curvas de sobrevivéncias de L.
innocua e P. aeruginosa estao representadas nas Figuras 8 e 9, respectivamente.

Todas as amostras foram inoculadas e apos 24 h foram analisadas e os
resultados apresentados no tempo 0. O Teste de Tukey a um nivel de 5 % de
probabilidade confirma que ndo ha diferenca significativa entre as amostras
inoculadas (Tabela 5 e 6). Assim foram aplicados os tratamentos de adi¢cdo da BOE e
alta presséao.

Para L. innocua o teste de Dunnett apresentou diferenca significativa entre a
amostra controle e demais tratamentos. Apesar das amostras de 500 MPa e 600 MPa
apresentarem crescimento no tempo 1 dia, de acordo com o Teste de Tukey ao nivel
de 5 % de probabilidade ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
(Tabela 5).

As amostras apresentaram contagem abaixo do limite de detec¢cdo do método
até 14 dias de armazenamento. A primeira amostra a apresentar contagem foi a
submetida a 500 MPa aos 21 dias, e a ultima a submetida a 600 MPa + BOE aos 42

dias.
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Figura 8. Curva de inativacdo e crescimento de L. innocua inoculada em carne de peito de

frango com e sem adi¢do da BOE e submetida ao processamento por alta pressao isostética
(500 ou 600 MPa x 25 °C x 5 min), avaliados por 42 dias a 3°C.

Tabela 5. Contagem de L. innocua (log UFC/g) em carne de peito de frango aplicado

tratamento de alta pressdo com e sem adi¢cdo de BOE, avaliados por 42 dias a 3°C.

L. innocua (log UFC/g)

Tempo 500MPa 500 MPa+BOE 600 MPa 600 MPa + BOE Controle
0 8,262 + 0,38 7,972+ 0,22 8,162 £ 0,24 7,732 0,49 8,21+ 0,34
1 0,502+ 0,71 <22+ 0,00 0,502 +0,71 <22+ 0,00 8,47 £ 0,40
7 <22+ 0,00 <22+ 0,00 <22+ 0,00 <22+ 0,00 8,92 +0,15
14 <22+ 0,00 <22+ 0,00 <22+ 0,00 <22+ 0,00 9,32+ 0,08
21  3,542+0,06 <2+ 0,00 <2+ 0,00 <2 + 0,00 9,54 +0,16
28  3,792+0,03 <2¢+ 0,00 3,15+ 0,14 <2°+0,00 9,78 £ 0,07
36 4,302+ 0,00 2,95¢+ 0,01 3,54 + 0,02 <29+ 0,00 9,94 + 0,05
42 4,532 0,09 3,47¢ + 0,02 3,84 + 0,02 3,059 + 0,05 10,01 +£ 0,04

As médias com letras diferentes na mesma linha indicam que apresentam diferenca

significativa pelo teste de Tukey a um nivel de significancia p<0,05.

Kruk et al. (2011) encontraram resultados similares ao investigarem o efeito da

aplicacao da alta pressao utilizando parametros de processo de 300, 450 ou 600 MPa

x 5 min x 15 +3 °C. Os autores verificaram que a pressédo de 300 MPa nao foi suficiente

para inativacdo de S. Typhimurium, E. coli e L. monocytogenes, porém as pressdes

de 450 e 600 MPa foram eficazes na inativacdo completa de E. coli e L.
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monocytogenes, sendo que para L. monocytogenes as contagens permaneceram
abaixo do limite de deteccao (100 UFC/g) nos 14 dias de armazenamento em que 0
estudo foi conduzido.

Vale ressaltar que, a resisténcia de bactérias patogénicas a Alta Presséo
depende de alguns fatores referentes as caracteristicas morfoldégicas e demais
caracteristicas, como parede celular, fase de crescimento, cepa e espécies da
bactéria (JOFRE et al., 2010; PATTERSON, 2005).

Patterson et al. (2011) ao avaliarem 13 isolados diferentes de L.
monocytogenes inoculados em frango cozido e submetidos a 600 MPa por 2 min a 20
°C, constataram que houve uma variacdo na resposta ao tratamento, sendo que
apenas 8 isolados foram reduzidos em 4 log ou mais, a cepa mais resistente nao
apresentou reducao significativa e a mais sensivel foi reduzida em 5,64 log. Esta
variagcdo quanto a sensibilidade de cepas de L. monocytogenes a alta presséo
também foi verificada por Bruschi et al. (2017).

Em outros trabalhos também foi verificada uma resisténcia relativa a pressao
por algumas cepas de L. monocytogenes, resultando em recomendagfes de
tratamento de pressao a 600 MPa utilizando tempos de 4 min ou superior, a depender
do alimento (GASSIOT e MASOLIVER, 2010; YOUART et al., 2010). Tal
recomendacéo baseia-se no fato de que a maioria das bactérias em fase vegetativa
sao inativadas por pressdes a 600 MPa e temperatura ambiente o que nao ocorre com
endosporos que requer pressdes e temperatura superiores. Por outro lado, quando se
deseja a inativacdo de esporos, 0 processo de alta pressdo deve ser realizado a
pressdes >600MPa associados a temperaturas > 100°C (BLACK et al., 2007; HUANG
et al., 2014).

Chuang et al. (2020) avaliaram a combinagdo do uso de alta presséo e
carvacrol em frango cru moido contra L. monocytogenes e observaram que ao aplicar
uma pressdo de 300 MPa por 10 min em células estressadas de L. monocytogenes
obtiveram um aumento na sua populacdo ao longo do periodo de armazenamento,
sendo este conduzido a 4 °C por 7 dias. Ao combinar esses mesmos parametros com
a adicdo de carvacrol, foi observada reducéo bacteriana abaixo do limite de deteccao.
Resultados semelhantes a estes foram encontrados com aumento da pressao para
350 MPa e reduzida a concentracdo de carvacrol. Desse modo, 0s autores afirmaram

que a alta presséo e o carvacrol exerceram efeitos sinérgicos na inativacdo de L.
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monocytoges em carne de frango moida, sendo que, o carvacrol suprimiu o
crescimento e a recuperacao das células bacterianas quando aplicada alta presséao.

O efeito do carvacrol nas bactérias esta relacionado a sua capacidade de afetar
a fragao lipidica das membranas plasméticas das mesmas ocasionando o aumento
da permeabilidade da célula (BALLESTER — COSTA et al., 2013). No trabalho
realizado por Chuang et al. (2020), o uso de carvacrol isolado nédo afetou o
crescimento Salmonella e L. monocytogenes em carne de frango in natura, porém
agiu de forma sinérgica quando associado a aplicacdo de alta presséo isostatica. Essa
sinergia pode ser atribuida a acdo bactericida da alta presséo, isto €, devido a
desnaturacdo de proteinas acarretando a inativacdo de enzimas (BARBOSA-
CANOVAS et al. 1995), limitacdo da viabilidade celular provocada pela dissociacéao
de ribossomos (ABE, 2007), alteracdo da estrutura celular incluindo sua lise (HSU et
al. 2014; MOUSSA et al. 2009), resultando em uma melhor agéo antimicrobiana do
carvacrol.

Para P. aeruginosa, de acordo com o Teste de Dunnett houve diferenca
significava entre a amostra controle e as demais amostras de tratamentos analisadas.
As amostras de tratamento foram analisadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5 % de
probabilidade.

As amostras apresentaram contagens abaixo do limite de detec¢cdo do método
até os 14 dias. Aos 21 dias, a amostra aplicada de 500 MPa apresentou crescimento,
diferindo das demais estatisticamente. Por fim, aos 42 dias de armazenamento a
amostra que recebeu aplicacdo de 600 MPA combinada a BOE apresentou

crescimento.
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Figura 9. Curva de inativagéo e crescimento de P. aeruginosa inoculada em carne de
peito de frango com e sem adicdo da BOE e submetida ao processamento por alta
pressao isostatica (500 ou 600 MPa x 25 °C x 5 min), avaliados por 42 dias a 3°C.

Tabela 6. Contagem de P. aeruginosa em carne de peito de frango aplicado

tratamento de alta pressdo com e sem adi¢do de BOE, avaliados por 42 dias a 3°C.

P. aeruginosa (log UFC/q)

Tempo 500MPa 500 MPa+BOE 600MPa 600 MPa+ BOE Controle
0 8,232 £ 0,01 8,172+ 0,05 8,152+ 0,18 7,992 £ 0,03 8,54 +£ 0,29
1 0,002 + 0,00 0,002 + 0,00 0,002 + 0,00 0,002 + 0,00 8,63 £ 0,37
7 0,002 £ 0,00 0,002 +£ 0,00 0,002 +£ 0,00 0,002 £ 0,00 9,04 £0,13
14 0,002 +0,00 0,002 + 0,00 0,002 + 0,00 0,002 + 0,00 9,38 £ 0,08
21 2,792+0,02 0,00° + 0,00 0,00° + 0,00 0,00° + 0,00 9,25 + 0,08
28  3,392+0,04 2,85°+ 0,11 2,95 + 0,06 0,00° + 0,00 9,32+ 0,08
36 3,67°+0,08 3,36° + 0,09 3,43+ 0,07 0,002+ 0,00 9,37 £0,05
42  3,86° + 0,05 3,579+ 0,03 3,67b + 0,08 2,782 +0,12 9,43 + 0,67

As médias com letras diferentes na mesma linha indicam que apresentam diferenca

significativa pelo teste de Tukey a um nivel de significancia p<0,05.

Del OImo et al. (2012) avaliaram o efeito da aplicacao de alta presséo utilizando
parametros de 500 MPa por 10 min a 10 °C em filés de peito de frango inoculados
com P. fluorescens e posteriormente mantidos a 5 °C por 9 dias. Esta condicdo de
processo reduziram a contagem de P. fluorescens abaixo do limite de detecgao, no
entanto, contagens de 1,90 e 2,84 log UFC/g foram observadas ap6s 3 e 9 dias de

estocagem, respectivamente.
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Chuang e Sheen (2022) enfatizam que bactérias Gram positivas geralmente
Sao mais sensiveis ao estresse provocado pela combinacédo de API e OEs do que as
bactérias Gram negativas, devido a diferencas na estrutura celular.

Assim, para ambos 0s micro-organismos analisados, o melhor tratamento foi
aplicacdo de API a 600 MPa x 25 °C x 5 min combinado com 240 mg da BOE, uma
vez que nao apresentou contagem de L. innocua e P. aeruginosa apos 36 dias de
armazenamento sob refrigeracdo a 3 °C.

Estes resultados s&o promissores, sendo uma nova alternativa de

comercializacdo de cortes de frango que sdo comumente distribuidos congelados.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos para a MIC e a MBC, a blenda 1:3 dos
Oleos essenciais de T. vulgaris e O. gratissimum foi mais efetiva contra a cepa de L.
innocua do que contra P. aeruginosa.

A adicdo da BOE foi capaz de reduzir a contagem das bactérias estudadas,
principalmente L. innocua onde houve uma reducéao de 0,89 log UFC/g e 1,16 log
UFC/g quando utilizada respectivamente, 0,75 mg/g e 1,20 mg/g da blenda e assim
melhorar a seguranca microbiana da carne de peito de frango durante 42 dias de
armazenamento a 3 °C quando comparado a amostra controle, sendo a concentracao
de 1,20 mg/g a mais efetiva no controle dos micro-organismos avaliados. Essa
concentracao foi capaz de manter a contagem de L. innocua e P. aeruginosa abaixo
do limite de detec¢do por pelo menos 36 dias a 3 °C, quando combinada com a
aplicacéo de alta presséao isostéatica a 600 MPa x 25 °C x 5 min, indicando que essas
condicbes foram as mais eficazes tanto no controle de L. innocua quanto de P.
aeruginosa.

Esses resultados demonstram que a associacdo dos métodos foi capaz de
reduzir a populacédo microbiana e estender a vida de prateleira da carne de peito de
frango em relacdo ao controle.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram o potencial da aplicacao
de Oleos essenciais combinados a alta pressdo isostatica no controle de
contaminantes da carne de peito de frango, sendo indicativos do comportamento de
L. innocua e P. aeruginosa frente aos tratamentos e parametros especificos utilizados.

Testes adicionais sdo ainda necessarios antes da utilizacéo e aplicagéo industrial.
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