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RESUMO

Estudos com o6leos essenciais tém atraido a atencdo de varios pesquisadores, devido a um
crescente interesse dos consumidores na redugdo mundial da composicao de sal em alimentos,
e a necessidade de técnicas alternativas para garantir a qualidade e seguranca dos alimentos
pereciveis. Mediante o exposto, objetivou-se com este trabalho caracterizar e avaliar o efeito
antimicrobiano in vitro e atividade bactericida de 6leos essenciais de alecrim pimenta, capim-
limao e orégano, acdo bactericida dos 6leos essenciais de orégano (Origanum vulgare), capim-
limdo (Cymbopogon citratus) e a mistura destes em hamburguer bovino armazenado sob
refrigeracdo. Foram realizados testes in vitro, o teste de difusdo em disco baseado na
determinacéo do halo formado e atividade bactericida no tempo de 24 horas. Para composi¢do
dos dleos essenciais foram determinados os espectros de massas dos 6leos essenciais obtidos
em cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometro de massa. Para avaliacdo do efeito do
orégano no revestimento do hambdrguer bovino, foram elaborados revestimentos com
concentracdes de 6leo essencial de orégano de 0; 0,15, 0,31 e 0,62% de Oleo essencial de
orégano e aplicados ao hambdrguer bovino, além disso, foi elaborado um controle sem
revestimento (C). Foram realizadas analises microbioldgicas nos tempos 0, 2, 4, 6 e 8 dias de
armazenamento sob refrigeracdo e determinada a composi¢éo centesimal. Para verificar a acdo
dos 6leos essenciais de orégano, capim-limdo e a mistura dos dois (mix) frente a bactéria
Staphylococcus aureus, a bactéria foi inoculada em hamburguer bovino e os 6leos essenciais
de orégano e capim-limdo foram adicionados na concentracdo de 0,312, 0,625, 1,25e 2,5% e 0
mix nas concentragdes de 0,312 e 0,625%. Os hambdrgueres foram armazenados em
temperatura de refrigeracdo e avaliados nos tempos 0, 1, 2, 4 e 6 dias. Foi realizada também
analise sensorial de hambdrguer bovino com concentracdes de 0,312% dos 6leos essenciais. O
oOleo essencial de alecrim pimenta apresentou como constituinte majoritario o timol (83,53%),
0 de capim-limédo apresentou os constituintes a-Citral (56,17%) e B-Citral (35,77%) e 0 Gleo
essencial de orégano apresentou o Terpinen-4-ol (25,62%), y-Terpineno (16,18%) e Carvacrol
(12,84%). Os resultados apontam atividade antimicrobiana dos éleos essenciais demonstrando
sensibilidade das bactérias aos 0leos em varias concentragdes e atividade bactericida desde o
tempo de trés horas de contato. O 6leo essencial de orégano em revestimento comestivel de
hambdrguer bovino apresentou bom desempenho como antimicrobiano, mesmo na menor
concentracdo utilizada (0,15%), para algumas bactérias de interesse na area de alimentos, como

Escherichia coli e Staphylococcus aureus, sem alterar a composicao centesimal do alimento.



Os Oleos essenciais apresentaram agdo antimicrobiana contra a bactéria durante o
armazenamento mesmo na menor concentracdo utilizada e apresentaram aceitacdo sensorial
para todos os atributos avaliados. Conclui-se que os 6leos essenciais apresentaram atividade
bactericida in vitro frente a varias cepas bacterianas de interesse em alimentos, mesmo em
baixas concentracBes, demonstrando um grande potencial para utilizacdo em industrias
alimenticias, farmacéuticas, dentre outros. Os resultados demonstram uma possibilidade da
utilizacdo do 6leo essencial de orégano em revestimento de alimentos como antimicrobiano
alternativo e também da utilizac&o dos 6leos essenciais de orégano e capim-limao e uma mistura

dos dois (mix) como conservantes naturais de produto carneo, com aceitagdo sensorial.

Palavras-chave: Conservante natural, Cymbopogon citratus; Lippia sidoides; Origanum

vulgare; Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

Studies with essential oils (volatile oils) have attracted the attention of several researchers, due
to a growing interest of consumers in the global reduction in food salt composition (health
reasons), and the need for alternative techniques to ensure the quality and safety of perishable
food. Through the above objective of this study was to characterize and evaluate the
antimicrobial effect of essential oils in vitro against five bacterial strains and bactericidal action
of the essential oils from oregano (Origanum vulgare), lemon grass (Cymbopogon citratus) and
the mixture of the two in hamburger beef stored under refrigeration. Tests were carried out in
vitro with the essential oils of rosemary pepper (Lippia sidoides), oregano (Origanum vulgare)
and lemongrass (Cymbopogon citratus) and used disk diffusion test based on determining the
formed halo and bactericidal activity in time 24 hours. To establish the essential oils were
determined mass spectra of essential oils obtained by gas chromatography coupled to mass
spectrometer. To evaluate the effect of oregano in the lining of beef burger, coatings were
developed with essential oil of oregano concentrations of 0; 0.15, 0.3 and 0.6% essential oil of
oregano and applied to beef burger also was an elaborate uncoated control. The burgers were
stored for 8 days and analyzed for microbiological at times 0, 2, 4, 6 and 8 days storage at 4 °C
+ 2, and accomplished the chemical composition. To check the action of essential oils of
oregano, lemon grass and mixing the two (mix) against Staphylococcus aureus, the bacterium
was inoculated into hamburger beef and essential oils of oregano and lemon grass were added
at a concentration of 0.312, 0.625, 1.25 to 2.5% and mix at concentrations of 0.312 and 0.625%.
The burgers were stored at refrigeration temperature and evaluated at times 0, 1, 2, 4 and 6 days.
It was also conducted sensory analysis beef burger with 0.312% concentrations of essential oils.
The essential oil of pepper rosemary presented as major constituent thymol (83.53%), the lemon
grass presented the a-Citral constituents (56.17%) and B-Citral (35.77%) and essential oil
oregano presented Terpinen-4-ol (25.62%), y-terpinenO (16.18%) and Carvacrol (12.84%) as
major compounds. The results show antimicrobial activity of essential oils showing
susceptibility of bacteria to oils in various concentrations and bactericidal activity from the time
of three hours of contact. The essential oil of oregano in edible coating beef burger performed
well as antimicrobial, even in the lowest concentration used (0.15%), for some bacteria of
interest in the food area, such as Escherichia coli and Staphylococcus aureus, without changing
the composition Proximate food. Essential oils presented antimicrobial activity against bacteria
during storage even in small concentration used and showed sensory acceptance for all

parameters evaluated. It follows that the essential oils had bactericidal activity in vitro against



several bacterial strains of the interest in food, even at low concentrations, demonstrating a
great potential for use in food, pharmaceutical, among others. The results demonstrate the
possibility of using oregano essential oil coating of food as an alternative antimicrobial and also
the use of essential oils of Origanum vulgare L., Cymbopogon citratus and a mixture of both
(Mix) as a natural preservative composed of meat product, even when low concentrations

associated with sensory acceptance.

Keywords: Natural Food Preservatives; Cymbopogon citratus; Lippia sidoides; Origanum
vulgare; Staphylococcus aureus.
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CAPITULO I - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

A partir do desenvolvimento dos produtos industrializados e modernos, 0s
consumidores, necessitando de praticidade, passaram a utilizar cada vez mais alimentos
processados e 0s produtos carneos passaram a fazer parte do habito alimentar, visto que
possuem facilidade na sua obtencéo e preparo e se apresentam como produtos de baixo custo.

Os especialistas da &rea de alimentos estdo cada vez mais preocupados com o controle
higiénico-sanitario na producgdo de alimentos, principalmente em decorréncia das exigéncias
dos consumidores que a cada ano é crescente. Mediante a facil contaminacao dos alimentos, se
faz necessaria a aplicacdo de aditivos para auxiliar na conservacdo dos produtos elaborados,
com o propdsito de inibir a acdo dos microrganismos. Nos produtos carneos, 0s conservantes
utilizados s&o os sais de cura como nitratos e nitrito de sodio e potassio. Segundo Martins e
Midio (2000), a dieta alimentar rica em nitrato pode estar associada com o cancer de estdbmago.

Estudos com 0leos essenciais (6leos volateis) tém atraido a atencdo de ambos os circulos
académico e industrial, devido a um crescente interesse dos consumidores na reducdo mundial
da composicdo de sal em alimentos (razdes de salde), e a necessidade de técnicas alternativas
para garantir a qualidade e seguranca dos alimentos pereciveis (BURT, 2004). Utilizados
comumente na industria de alimentos como flavorizantes, os 6leos essenciais também possuem
propriedades antibacterianas, antivirais e antifingicas (BURT, 2004) e, portanto, podem ser
usados em alimentos como agente natural para estender a vida de prateleira de alimentos
(TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010).

Em geral, os 0leos essenciais e suas atividades bioldgicas sdo bem documentadas,
principalmente no que diz respeito as atividades microbioldgicas. Diversos estudos tém sido
realizados e relatados, avaliando suas atividades frente a diversos tipos de microrganismos,
principalmente deterioradores de alimentos, patdgenos e fitopatogenos, revelando o potencial
de determinados Oleos essenciais no controle de tais microrganismos (BAKKALLI;
AVERBECK; IDAOMAR, 2008).

Os microrganismos estdo ficando cada vez mais resistentes e a perspectiva para 0 uso
de drogas antimicrobianas no futuro € ainda indecisa. Portanto, pesquisas devem ser realizadas
para reduzir esse problema, como, por exemplo, desenvolver pesquisas para a melhor
compreensdo do mecanismo genético de resisténcia, e continuar estudos para desenvolver

novas drogas, sintéticas ou naturais (PRASHAR et al., 2003).
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A acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais pode se comportar de modo diferente entre
as bactérias Gram positivas e Gram negativas, sendo explicada por alguns autores, pela
diferenca na parede celular, em que as bactérias Gram negativas possuem uma camada de
lipopolissacarideo e auséncia nas Gram positivas, 0 que permite ou ndo a entrada de substancias
na bactéria. Além disso, alguns dleos essenciais podem conter substancias que penetram mais
facilmente por essa camada lipidica, ocorrendo a sensibilidade ou ndo dessas bactérias a essas
substancias (BERTINI et al., 2005). Mediante isto, foram escolhidas quatro bactérias Gram
negativas (Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Salmonella cholerasius e
Pseudomonas aeruginosa) e uma bactéria Gram positiva (Staphylococcus aureus) para estudo
da acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais.

Klebsiella pneumoniae foi incluida na identificacdo de perigos categoria "B" pela FAO
e pela OMS sobre os microrganismos, na formula infantil em p6, que sdo considerados um
problema de salde publica emergente (FAO-OMS, 2014). Em comparacdo com outras
Enterobacteriaceae na categoria "B", de K. pneumoniae foi 0 agente mais importante devido a
sua morbidade e mortalidade grave (VERNET et al, 1995). A maior parte das infeccOes
provocadas por Klebsiella sdo devido ao consumo de alimentos contaminados, tais como peixes,
agua, carnes e hortalicas (MENDES et al., 2007, HARYANI et al., 2007, KANKI et al., 2002
e PODSCHUN et al., 2001). Cerca de 22 cepas de Klebsiella pneumoniae foram isoladas de
carne de frango e 25 foram isoladas de hortalicas minimamente processadas, possuindo as de
carne maior resisténcia a antimicrobianos do que as isoladas de vegetais, sendo 100% dessas
cepas resistentes a ampicilina (MENDES et al., 2007).

Em temperaturas acima de 5 °C, enterobactérias geralmente predominam sobre as
Pseudomonas spp. e sdo responsaveis pela deterioracdo. Enterobacter e Klebsiella estdo entre
os principais géneros da familia Enterobacteriaceae apontados como deteriorantes de carne e
produtos carneos (BRENNER, 1992). A presenca de enterobactérias € frequentemente usada
como indicador para possivel contaminacéo fecal decorrente de inadequado processamento ou
contaminacgéo pos-processamento (TORNADIO et al., 2001). Felipe (2008) isolou 23 cepas da
Enterobacter aerogenes e Klebsiella spp. em carne bovina embaladas a vacuo e mantidas sob
refrigeragdo que apresentavam deterioracdo. Souza (2007) isolou 19 cepas de Enterobacter
aerogenes de 80 amostras analisadas de carnes de frango resfriadas em que apresentaram uma
alta percentagem de resisténcia aos antimicrobianos, sendo a ampicilina o que a E. aerogenes
apresentou a maior resisténcia (89,4%) seguida da Doxiciclina (52,6%). Junqueira et al. (2008)

obteve 20% de frequencia de isolamento da cepa de Enterobacter aerogenes em saladas.
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Souza et al. (2006) classifica em Staphylococcus aureus como classico patégeno Gram-
positivo, Salmonella spp. como classico patdgeno Gram-negativo. As Pseudomonas sao
importantes em alimentos devido a sua intensa atividade metabdlica, sendo capazes de utilizar
uma grande variedade de compostos organicos (FRANCO; LANDGRAF, 2006),
caracterizando-se por alterar muitos alimentos ricos em proteinas. P. aeruginosa é o organismo
patogénico oportunista mais importante em humanos (MASSAGUER, 2006). Adicionalmente,
ndo se deve esquecer a possibilidade de erro no manuseio e/ou manutencdo dos produtos de
origem animal nos estabelecimentos de comercializagdo, nos quais, muitas vezes, os critérios
de boas praticas ndo sao plenamente atendidos (MAIA et al., 2009). Alcantara, Gatto e Andreani
(2012) isolaram Pseudomonas aeruginosa em 28 (70%) das amostras de salsicha
comercializadas a granel e a determinacéo quantitativa variou de > 3,3 x 10% a 3,2 x 10° UFC
gt

Pesquisas sobre o uso de produtos naturais em alimentos tém impulsionado estudos
sobre esse tema. Mendonca (2004) ressalta o interesse atual e a tendéncia do mercado em
utilizar produtos naturais, entre eles destacam-se 0s agentes antimicrobianos naturais, extraidos
de plantas como 06leos essenciais. Compostos nhaturais presentes nas plantas e condimentos tém
apresentado acdo antimicrobiana contra diversos microrganismos patogénicos. Além disso, as
pesquisas com plantas despertam interesse por conta da grande diversidade molecular dos
produtos naturais, que é muito superior aquela derivada dos processos de sintese, e possivel
acdo antimicrobiana (ANDRADE, 2010). Dessa forma, essas propriedades apresentam
potencialidade para uso na industria alimenticia, onde os riscos de contaminacdo sdo grandes,
demonstrando uma maneira para o desenvolvimento de técnicas que procuram reduzir os efeitos
negativos de microrganismos causadores de grandes prejuizos as industrias (PEREIRA et al.,
2008).

O uso dos 0Oleos essenciais no controle de bactérias patogénicas na industria de alimentos
requer, como etapa inicial, estudo da atividade antimicrobiana in vitro. Nesse contexto, alguns
fatores devem ser considerados e avaliados conjuntamente, como rendimento de 6leo essencial
da espécie vegetal utilizada, importante do ponto de vista econdmico; composi¢do quimica do
oleo essencial, que ird influenciar diretamente na atividade biologica; concentragdo do 6leo
essencial a ser utilizada; efeito bactericida e ou bacteriostatico do 0leo essencial, bem como o
tempo necessario para que estes ocorram e possivel acdo sinergética da combinacdo de dleos

essenciais de espécies vegetais distintas (OLIVEIRA et al., 2011).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito antimicrobiano in vitro e acao bactericida de 6leos essenciais de alecrim
pimenta, capim-liméo e orégano, frente a cinco linhagens bacterianas, o efeito do 6leo essencial
de orégano em revestimento de hambdrguer e acdo bactericida dos 6leos essenciais de orégano
(Origanum vulgare) e capim-limdo (Cymbopogon citratus) frente a Staphylococcus aureus

inoculada em hambdrguer bovino armazenado sob refrigeracao.

2.2 Objetivos especificos

. Determinar a composicao quimica dos 6leos essenciais de alecrim pimenta, capim-liméo
e orégano;
. Avaliar o efeito antimicrobiano e bactericida in vitro dos éleos essenciais de alecrim

pimenta (Lippia sidoides), capim-limao (Cymbopogon citratus) e orégano (Origanum vulgare)
frente a cinco linhagens bacterianas;
. Verificar a acdo do 6leo essencial de orégano, frente a microbiota normal, no

revestimento de hambdrguer bovino durante o armazenamento por 08 dias sob refrigeracao;

. Avaliar a composigdo centesimal do hamburguer bovino revestido de 6leo essencial de
orégano;
. Verificar a acdo antimicrobiana de 6leo essencial de orégano, capim-limado e a mistura

dos dois 6leos, em diferentes concentragdes, frente a Staphylococcus aureus em hambdrguer
bovino sob refrigeracdo durante o armazenamento nos tempos 0, 1, 2, 4 e 6 dias;
. Verificar a aceitacdo sensorial do hamburguer bovino com 6leo essencial de orégano,

capim-limdo e a mistura destes em sua formulacéo.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Carne bovina

A carne bovina € amplamente consumida e por isso é de extrema importancia oferecer
ao consumidor um produto com qualidade microbioldgica adequada, j& que este pode ser
responsavel por ocasionar doencas para a populacdo que dela faz uso (MARCHI, 2006). A
qualidade dessa carne vai depender da tecnologia empregada na producdo dos animais, das
condicdes higiénico-sanitarias do abate, processamento, armazenamento, distribuicéo,
transporte e das condi¢Oes de comercializacdo (JAY, 2005).

A contaminacdo microbioldgica de alimentos tem sido motivo de estudos e constantes
mudancas nos procedimentos de controle higiénico-sanitario nas inddstrias. Ha muitos anos 0s
profissionais da area de alimentos tém se preocupado com o estudo das doencas de origem
alimentar, principalmente com as ocorréncias clinicas decorrentes da ingestdo de alimentos
contaminados com toxinas bacterianas (SILVA JUNIOR, 2005).

A carne bovina em cortes e moida "in natura”, quando manipulada incorretamente, tem
sido relatada como fonte primaria de infeccao, ocasionando graves consequéncias a saude dos
seres humanos, tanto para os proprios manipuladores como para 0s consumidores. Varios
pesquisadores relatam que obtiveram resultados preocupantes quanto ao nivel de contaminagédo
das carnes, dos utensilios, dos equipamentos, dos manipuladores, assim como pela adocao de
praticas inadequadas de manipulacdo de alimentos (ALMEIDA et al., 2010).

Entre as diversas causas de contaminacdo, destacam-se: falta de controle higiénico-
sanitario durante o abate animal, no transporte do produto, estocagem nos estabelecimentos de
comercializacdo, controle do tempo e temperatura, higienizacdo dos equipamentos e utensilios,
falta de higiene dos manipuladores, além do excesso de manipulacdo (LUNDGREN et al.,
2009).

Estudos desenvolvidos em varias cidades e regides do pais revelam os altos indices de
contaminacdo microbiolégica em cortes carneos bovinos, com presenca de Varios
microrganismos patogénicos (GELLI et al., 2005; OLIVIERA et al., 2003; SHIONARA et al.,
2003; SIGARIN et al., 2003; COUTINHO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2002) e em carne
bovina moida, em que a superficie de contato € ainda maior e por isso uma maior atencéo devem
ser dadas a estes (TANURE et al., 2006; FRITZEN et al., 2006; FERREIRA; SOBRINHO,
2003; PIGATTO; BARROS, 2003). Todos os autores relatam as precérias condi¢cdes deste

produto que estd sendo ofertado ao consumidor. Além disso, condigdes precérias nos
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equipamentos e utensilios de unidades que comercializam essas carnes também tém sido
relatadas na literatura (GELLI et al., 2005).

A ocorréncia de diferentes microrganismos encontrados na carne fresca é muito variada,
principalmente porque o pré-abate, bem como as fontes de contaminagéo, incluindo facas,
mesas de corte, couro e material fecal afetam profundamente a microbiota inicial da carne.
Produtos a base de carne bovina sob condigdes higiénicas possuem uma microbiota
predominantemente composta por bactérias Gram-negativas da familia Enterobacteriaceae e
do género Pseudomonas e por Gram-positivas dos géneros Enterococcus, Lactobacillus e
Staphylococcus. As bactérias patogénicas ou potencialmente mais comuns nestes alimentos sdo
Clostridium perfringens, Escherichia coli, Salmonella, Staphylococcus aureus e
ocasionalmente, Yersinia enterocolitica, Clostridium botulinum e Bacillus cereus. Apés a
lavagem superficial, a superficie da carcaca bovina pode ter entre 102 e 10* UFC/cm? e, ap6s a
desossa, 0s cortes de carne para embalagem devem ter, provavelmente, um nimero de
microrganismos contaminantes consideravelmente maior. Durante a estocagem aerébia da
carne, a limosidade pode tornar-se visivel quando o nimero de bactérias atingir 108 UFC/cm?,
e odores estranhos podem ser sentidos quando o numero atingir 10° UFC/cm? (SILVA;
RAMALHO; FIGUEIREDO, 2004; JAY, 2005; PINTO NETO, 2005).

3.2 Hamburguer bovino

O mercado de embutidos carneos vem apresentando significativa expansdo e alta
competitividade, pois tais produtos fazem parte do hébito alimentar de uma grande parcela de
consumidores brasileiros. Com a industrializacdo da carne, surgiram alternativas para o
aproveitamento dos cortes menos nobres, aumentando assim o lucro dos abatedouros. A
diversificacdo da oferta inclui um grande numero de produtos como almdndegas, empanados,
hambdrgueres, linguicas, mortadelas, salames, entre outros. Desde anos atras, atengdo tem sido
dada a alimentos com curto tempo de preparo para o consumidor, de preco acessivel, sabor
agradavel, de boa qualidade e seguranca do alimento (COSTA, 2004; DIAS et al., 2006).

De acordo com Portaria CVS-6/99, de 10.03.1999, do Centro de Vigilancia Sanitaria da
Secretaria de Estado da Saude de S&o Paulo, os produtos industrializados refrigerados devem
conter em sua embalagem original informacdes sobre seus critérios de consumo, fornecidos
pelo fabricante. As carnes bovina, suina, aves, dentre outras e seus produtos manipulados crus
possuem uma vida de prateleira de até 72 horas, quando armazenados em temperatura de até
4°C (BRASIL, 1999).
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Hamburguer é definido como o produto carneo industrializado, obtido de carne moida
dos animais de acougue, podendo ser adicionado ou ndo de tecido adiposo e de outros
ingredientes, moldado e submetido a processo tecnologico adequado. Tem como ingrediente
obrigatorio a carne e como ingredientes opcionais a gordura animal ou vegetal, sal, agua,
proteinas de origem animal e/ou vegetal, acucares, leite em pd, maltodextrina, aditivos
intencionais, condimentos, aromas e especiarias dentre outros. Trata-se de produto cru, cozido,
semi-frito, frito, resfriado ou congelado de acordo com sua classificacdo (BRASIL, 2000).

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Hamburguer do
Ministério da Agricultura e Abastecimento, os hamburgueres devem atender aos seguintes
requisitos fisico-quimicos: gordura (méaxima) 23,0%; proteina (minima) 15,0%; carboidratos
totais 3,0%; teor de célcio de 0,1% (maximo base seca) em produto cru e 0,45% em produto
cozido. As caracteristicas sensoriais sdo definidas de acordo com o processo de obtencdo e a
textura, cor, sabor e odor devem ser caracteristico do alimento. Ademais, o hamburguer pode
ser adicionado de proteina de soja hidratada, 1% de sal, 0,2% de glutamato monossodico e
especiarias. Porém, de acordo com os requisitos de composicao do Ministério da Agricultura e
Abastecimento, s6 é permitida a adicdo maxima de 4,0% de proteina ndo carnica na forma
agregada (BRASIL, 2000).

Segundo Hautrive et al. (2008) o hambdrguer se tornou popular pela sua praticidade,
pois a sua elaboracdo € rapida e possui nutrientes que alimentam e saciam a fome rapidamente,
0 que combina com o estilo de vida de quem possui pouco tempo disponivel, como moradores
de centros urbanos. Devido a ndo ter outra protecéo eficiente além do frio e por possuir também
grande superficie exposta, esse produto esta sujeito aos mesmos problemas de altos niveis de
contaminacdo microbiana da carne moida (BARBOSA, 2010). Na comercializagdo, o produto
sera designado de hambdrguer (ou hamburger) seguido do nome da espécie do animal acrescido
ou n3o de recheio, seguido das expressdes que este se enquadrar. E considerado um produto
reestruturado, pois a peca carnea e parcialmente ou completamente cominuida em trituracéo
grosseira, condimentados e novamente reconstituidos e moldados (BRASIL, 2000).

A temperatura logo apds a moagem deve ser no maximo 7°C e em seguida devem ser
submetidos imediatamente ao congelamento (-18°C). Na exposic¢do a venda, os hambdrgueres
devem ser mantidos congelados. No caso do consumo em curto prazo esse produto pode ser
armazenado em refrigeracéo de 4°C por até 72 horas. No caso da cocgdo, segue-se a Portaria n°

1428/MS (BRASIL, 1993), que preconiza como temperatura ideal para a cocgéo de 74°C por
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15 segundos, embora também seja aceito o0 cozimento a 70°C por 2 minutos ou 65°C por 15
minutos (SILVA JUNIOR, 1995).

3.3 Oleos essenciais como agentes antimicrobianos

A preocupacdo com o aumento da incidéncia de doengas de origem alimentar tem sido
alvo de muitos debates por tornarem relevantes questfes de saude publica (OUSSALAH et al.,
2007). Apesar de 0s avangos nas tecnicas de saneamento e inspecao de servigos, a contaminacao
dos alimentos com microrganismos indesejaveis durante o processamento dos alimentos,
industrializagdo, armazenamento, distribuicdo e comercializacdo é um risco potencial, tanto nos
paises em desenvolvimento, como nos desenvolvidos (RUNYORO et al., 2010). Como agentes
patogénicos resistentes a conservantes classicos, tém sido detectados agentes antimicrobianos
alternativos os quais precisam ser urgentemente encontrados (MILITELLO et al., 2011).

Os antimicrobianos naturais, substancias com capacidade de inibigdo do crescimento
microbiano, incluindo bactérias, virus e fungos, constituem cada vez mais uma nova forma de
garantir uma alimentacdo segura, mantendo a qualidade dos alimentos inalterada. As
especiarias e as ervas aromaticas, além de conferir aroma e sabor, tém acdo antimicrobiana. A
indUstria alimenticia utiliza as especiarias e 0s 6leos essenciais como agentes de conservagdo
de forma a aumentar o tempo de vida dos alimentos, uma vez que possuem agao antimicrobiana,
reduzindo ou eliminando as bactérias patogénicas (FIB, 2010).

Durante os ultimos anos, a utilizacdo de conservantes de alimentos naturais tem sido
amplamente aceita pelos consumidores, que buscam cada vez mais produtos naturais e
saudaveis, que contenham aditivos menos sintéticos. Os consumidores estdo habituados a
presenca de especiarias em alimentos, produtos que sdo usados principalmente para melhorar o
gosto e o sabor e, portanto, 6leos essenciais derivados dessas especiarias, aplicado como
conservantes de alimentos naturais, ndo devem causar qualquer rejeicdo (MILITELLO et al.,
2011).

As propriedades antimicrobianas de 6leos essenciais tém despertado interesse pela
possibilidade de constituirem uma alternativa para as exigéncias dos consumidores quanto a
utilizacdo de aditivos naturais em alimentos (KOTZEKIDOU et al., 2008). Entretanto, 0 uso
para tal finalidade implica em concentracdes maiores do que aquelas usadas para o realce de
aroma e sabor dos alimentos sendo necessario um equilibrio entre as concentragdes para que 0

6leo exerca, a0 mesmo tempo, a¢do antimicrobiana e aromatica (SOARES, 2010).
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Os 6leos essenciais (OEs) de forma geral sdo misturas complexas de substancias volateis
lipofilicas geralmente odoriferas e liquidas. Sua principal diferenca dos 6leos fixos (mistura de
substancias lipidicas obtidos geralmente de sementes) é a sua volatilidade. Podem estar
estocados em certos Orgdos, tais como nas flores, folhas, cascas dos caules, madeira, raizes,
rizomas, frutos ou sementes. Embora todos os 6rgaos de uma planta possam acumular dleos
essenciais, sua composicao varia segundo a sua localizacdo (ANDRADE, 2010). Os 0leos
essenciais pertencem ao metabolismo secundario das plantas e constituem um dos mais
importantes grupos de matéria-prima para a industria alimenticia, farmacéutica, de cosméticos
e afins. S&o misturas com baixo peso molecular, geralmente odoriferas e liquidas, constituidas,
em sua maioria, por moléculas de natureza terpénica (MORAIS, 2009) e por outras
propriedades quimicas (GOMES; NEGRELLE; DIMAS FILHO, 2007).

A definicdo precisa sobre o que sdo 6leos essenciais ainda é bastante discutida. Santurio
et al. (2007) definiu como 6leo essencial misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas
cujos componentes incluem hidrocarbonetos terpénicos, aldeidos, &lcoois simples, cetonas,
ésteres, fenois, acidos organicos fixos etc, em diferentes concentracdes, nos quais existe um
composto ativo majoritario. Baldoni e Czepak (2008) definem 6leos essenciais como uma parte
do metabolismo vegetal em que se compde por terpenos, que estdo associados ou ndo a outros
componentes, sendo a maioria volateis e em conjunto geram aroma caracteristico do proprio
vegetal. Oleos essenciais também podem ser definidos como os produtos obtidos de partes de
plantas pelo método de destilacdo por arraste com vapor de dgua segundo a International
Standard Organization (ISO). De forma geral, s@o definidos como sendo misturas complexas
de substéncias volateis lipofilicas, odoriferas e liquidas (SANTOS, 2007).

Séo geralmente incolores ou amarelados, poucos sao 0s 6leos que apresentam cor. Outra
caracteristica importante é o aroma intenso e agradavel da maioria dos 6leos essenciais, e sua
solubilidade em solventes organicos apolares, que apresentam solubilidade limitada em agua,
porém suficiente para aromatizar as solugdes aquosas, denominadas hidrolatos (SIMOES et al.,
2007).

Aproximadamente 3000 Oleos essenciais sdo conhecidos, dos quais 300 séo
comercialmente importantes, em especial nas industrias de alimentos, agronémica, sanitaria,
farmacéutica, de cosméticos e perfumaria (BAKKALI; AVERBECK; IDAOMAR, 2008).

A concentracdo e composic¢do dos 6leos podem variar dentro de uma mesma espécie,
podendo ser afetadas por fatores exteriores como a temperatura em que a planta esta exposta, a

umidade relativa do ambiente, a duragéo total de exposicao ao sol e o regime de ventos, afetando
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principalmente as espécies que possuem estruturas histologicas de estocagem de 6leo essencial
na superficie (SALGADO, 2005). Segundo Castro et al., (2006), as plantas ricas em 6leos
essenciais devem ser coletadas pela manhad ou a noite, pois as temperaturas mais elevadas
podem provocar uma perda quantitativa importante do 6leo existente no vegetal. Portanto, ndo
se pode estabelecer um Unico padréo, pois cada espécie reage de forma diferenciada.

3.4 Acgdo antimicrobiana de 6leos essenciais in vitro e em alimentos

A utilizacdo de 6leos essenciais em alimentos vem ganhando grande importancia por
apresentar componentes naturais, evitando-se o uso de aditivos sintéticos, deterioracoes,
oxidacdes e o ataque de microrganismos, apresentando eficiéncia nas fungdes antioxidantes,
antiradicais e antimicrobianas em alimentos (OUSSALAH et al., 2006; SACCHETTI et al.,
2005).

Burt (2004) relata que o mecanismo de acao dos 6leos essenciais sobre as bactérias esta
relacionado com a modificacdo da membrana citoplasmatica, que causa danos a varios sistemas
enzimaticos, interrup¢édo da forca préton motriz, do fluxo de elétrons, do transporte ativo e da
coagulacao dos conteudos celulares. Alguns pesquisadores corroboram com ele, ao afirmarem
que a permeabilizacdo da membrana citoplasmatica esta associada com a dissipacdo da forca
préton motiva, no que diz respeito a reducdo do pool de ATP, do pH interno e do potencial
elétrico, e a perda de metabdlitos e ions, como ions potéssio e fosfato, levando assim a danos
estruturais a membrana citoplasmatica, comprometendo suas fun¢Ges como barreira seletiva,
local de agdo enzimatica e geracdo de energia (BAKKALI; AVERBECK; IDAOMAR, 2008;
GILL; HOLLEY, 2006; LAMBERT et al., 2001).

Os 6leos essenciais de plantas sdo geralmente misturas de diversos compostos, e alguns
destes podem exercer efeito antimicrobiano. As plantas que se tém mais relatos sobre a
atividade antimicrobiana sdo canela, sélvia, cravo, alho, orégano, capim-limao, coentro, alecrim
e salsa (TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010). Diversos estudos tém avaliado esse efeito
antimicrobiano in vitro frente aos microrganismos deteriorantes e patogénicos, sendo alguns
trabalhos descritos a seguir (SOARES, 2010).

Silveira et al. (2012), utilizando método de difusdo em meio solido, verificaram que
oleo essenciais de capim-liméo, orégano e Basil inibiram fortemente todas as bactérias Gram-
positivas testadas, e 0 capim-liméo apresentou maior inibicdo em Staphylococcus aureus em

comparagdo com a ampicilina. Entre as bactérias Gram-negativas, apresentou forte inibicéo
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da Salmonella  Typhimurium, Yersenia enterocolitica e Proteus vulgaris, e inibiu
moderadamente a Escherichia coli.

Castilho et al. (2012), avaliando 6leos essenciais e 0s extratos de n-hexano de quatro
espécies de Origanum, verificaram atividade antimicrobiana contra 4 bactérias Gram-positivas,
duas bactérias Gram-negativas e 3 leveduras, dentre as bactérias, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Listeria monocytogenes. A atividade
antimicrobiana dos compostos timol, carvacrol, metil-carvacrol, p-cimeno e g -Terpineno
presente na constituicdo dos 6leos essenciais também foi avaliada. Todos os 6leos essenciais,
extratos de n-hexano e os compostos isolados mostraram moderadamente atividade quando
comparada com o padrao antibidticos, demonstrando halos entre 13 -18 mm.

Trajano et al. (2009), utilizando o método de difusdo em meio solido, testaram a
atividade antimicrobiana de onze 6leos essenciais frente a dez linhagens bacterianas de
importancia para seguranca alimentar. Observaram que os 6leos de Eugenia caryophyllata
(cravo) e da Cinnamomum zeylanicum (canela) mostraram eficiéncia na inibicdo de todas as
bacterianas ensaiadas, entre elas uma cepa de Salmonella enterica, e 0s outros 6leos produziram
atividade antibacteriana, porém com menor espectro de acdo. Oussalah et al. (2006), estudando
a atividade antimicrobiana in vitro de 60 6leos essenciais sobre Pseudomonas putida,
verificaram que todos os 6leos foram efetivos, com destaque para o 6leo de Corydothymus
capitatus (orégano espanhol), que inibiu a bactéria a uma menor concentracdo de 6leo. Esses
autores atribuiram a maior atividade antimicrobiana desse éleo ao seu composto majoritario, o
carvacrol (75,53%), além de possiveis interacGes sinérgicas entre os outros componentes do
6leo. Santurio et al. (2007) observaram a alta efetividade do 6leo de orégano (Origanum vulgare)
guando estudaram a acao desse 0Oleo frente a 20 sorovares de Salmonella enterica pelo método
de microdilui¢do em caldo.

Soares (2010) verificou que concentractes de 0,39% p/v de 6leo de capim-limao ou de
0,78% p/v de 6leo de orégano ja eram suficientes para garantir a seguranca alimentar da carne
bovina moida, a qual foi inoculada cerca de 10° UFC/g de Salmonella, levando em conta
possiveis alteracdes organolépticas indesejaveis na carne devido a essas concentragdes de 6leo,
tendo em vista que a Salmonella sempre estd associada a uma microbiota acompanhante,
geralmente deteriorativa, e que dificilmente contagens tdo altas de Salmonella (>10° UFC/g)
estariam presentes em produtos carneos sem que antes a carne desenvolva aspecto deteriorado.

Barbosa (2010), avaliando hamburguer bovino com adigéo de 6leo essencial de orégano

inoculado de Listeria monocytogenes e Salmonella enteritidis, verificou sensibilidade dessas
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bactérias com adicdo de 1,2% de Oleo na formulacdo do hamburguer, atribuindo essa
capacidade de inibicdo ao timol presente no tomilho e no orégano, com a capacidade de
desintegrar a membrana externa de bactérias gram-negativas, liberando lipopolissacarideos e
aumentando a permeabilidade da membrana citoplasmatica para o0 ATP. Skandamis e Nychas
(2001) observaram que a adicdo de 6leo essencial de orégano em carne picada e estocada sob
atmosfera modificada retardou o crescimento microbiano.

Busatta et al. (2007) verificaram o uso de Oleo essencial de orégano como agente
antimicrobiano contra vérias bactérias e também em linguica frescal. Os resultados obtidos
mostraram que um bom desempenho é conseguido com concentracGes relativamente baixas de
o0leo essencial do Origanum vulgare, levando assim a produtos de longa conservagdo com uma
ligeira alteracdo dos atributos sabor original desejado.

Emiroglu et al. (2010), estudando a atividade antimicrobiana de filmes comestiveis
contendo 5% (v/v) de bleo essencial de orégano (Origanum heracleoticum L.), tomilho
(Thymus vulgaris L.) e a associacdo destes aplicados em carne moida fresca sob refrigeracéo,
verificaram reducédo da populacdo de Pseudomonas spp. e coliformes. Salomakos et al. (2008)
aplicando 0,6% de 0leo essencial de tomilho em carne bovina picada constataram atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli 0157:H7 durante estocagem a temperatura de 10°C.

H& também trabalhos com outros alimentos. Mendonga (2004), aplicando 3 diferentes
0leos essenciais em ricota, verificou que o cravo apresentou a maior inibicdo frente a bactéria
Staphylococcus aureus (4,27 ciclos logaritmos), seqguido do manjericéo (4,05 ciclos logaritmos)
e do orégano (3,08 ciclos logaritmos). Raybaudi-Massilia et al. (2008), trabalhando com filmes
comestiveis contendo capim-limdo (Cymbopogon citratus), palmarosa (Cymbopogon martini)
e canela (Cinnamomum zeylanicum), observaram efetividade destes contra Salmonella
Enteritidis inoculadas em meldes. Pode-se citar ainda estudos com peixes (MAHMOUD et al.,
2006), queijos (MENON; GARG, 2001; SMITHPALMER et al., 2001), iogurte (PENNEY et
al., 2004), banana (RANASINGHE et al., 2005), verduras (SINGH et al., 2002) e chocolate
(KOTZEKIDOU et al., 2008), dentre outros.

3.5 Origanum vulgare L. (orégano)

O estudo da atividade antibacteriana do orégano (Origanum vulgare), do seus diferentes
extratos e Oleo essencial tem sido executado sobre bactérias e fungos patogénicos e
deteriorantes. Em um estudo para avaliar a efetividade antibacteriana do extrato metandlico e

do dleo essencial de orégano sobre uma série de bactérias de interesse em alimentos, verificou-
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se que o 0leo essencial foi efetivo na inibicdo da grande maioria das bactérias ensaiadas, a citar
Acinetobacter baumanii, Bacillus macerans, Bacillus subtillis, B. megantertium, Clavibacter
michiganense, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Staphylococcus
aureus e Streptopcoccus pyogenes (SAHIN et al., 2004).

Na literatura, existem muitos relatérios relativos a composicdo quimica e as
propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais de varias espécies Origanum e a sua
aplicacdo em diversas preparacGes comerciais, cComo agentes antimicrobianos e antioxidantes
(BAYDAR et al.,, 2004). Estudos anteriores tém demonstrado a capacidade de 6leo de
Origanum para retardar e para inibir o crescimento de varios organismos que deterioram
alimentos incluindo as espécies de Aspergillus e leveduras industriais. O 6leo Origanum inibe
completamente o crescimento de Candida albicans a 0,25 mg/mL, sendo o mais potente dos
oOleos essenciais testados e provaram ser bactericida na cultura de duas cepas de Staphylococcus
aureus em 0,25 mg/mL (SALGUEIRO et al., 2003).

De acordo com Chorianopoulos et al. (2004), a atividade antimicrobiana do 6Gleo
essencial de Origanum vulgare depende muito da composi¢éo quimica em carvacrol e timol. A
tendéncia atual adotada pela producdo de alimentos, escritdrios legislativos e os consumidores
exigiu uma retirada progressiva dos produtos quimicos aditivos em sistemas de conservacéo de
alimentos, buscando alternativas de substancias, a fim de conservar os produtos finais da
deterioracdo dos alimentos e doencas causadas por microorganismos e oxidacao.

Em estudo realizado por Souza et al., (2006), verificou-se efeito antibacteriano do 6leo
essencial de Origanum vulgare em Staphylococcus aureus (classico patogeno Gram-positivo),
Bacillus cereus (patdégeno formador de esporos), Salmonella enterica (classico patégeno Gram-
negativo), Yersinia enterocolitica (patdgeno emergente), Escherichia coli (indicador de
contaminacdo fecal), Serratia marcences (deterioracdo de alimentos).

Devido a sua ampla variedade de caracteristicas quimicas e de aroma, O. vulgare tem
sido amplamente utilizado como insumo na industria farmacéutica e cosmeética, como erva
culinaria, flavorizante de alimentos, em bebidas alcoolicas e perfumaria na obtencdo de
fragrancias picantes (SIVROPOULOU et al., 1996; NOVAK et al., 2003). Além disso, seu 6leo
essencial, rico em carvacrol e timol, é considerado como potente bactericida e fungicida
reconhecido cientificamente (CUNHA et al., 2003; CASTRO et al., 2006).

Estudos tém mostrado que as propriedades bioldgicas de espécies de Origanum podem
variar de acordo com a técnica de cultivo, origem, estagio vegetativo e estacdo de coleta do
material vegetal (MILOS, 2000).
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As folhas secas e o Oleo essencial de Origanum vulgare sdo empregados
medicinalmente por varios seculos em diferentes partes do mundo devido as suas propriedades
terapéuticas (anti-inflamatdria, antisséptica, antiespasmaodica, carminativa e ténica), de forma
que o seu efeito positivo sobre a saide humana tem sido atribuido & presenca de compostos
antioxidantes na erva e consequentemente em seus derivados (CERVATO et al., 2000; SAHIN
etal., 2004).

3.6 Cymbopogon citratus (capim-limao)

O género Cymbopogon possui mais de 100 espécies nos paises tropicais, inclusive no
Brasil, dentre as quais, aproximadamente 56 sdo aromaticas. Dentro desse género encontram-
se Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. (capim-limdo), originario da india, conhecido por
fornecer 6leo essencial rico em citral e Cymbopogon nardus (L.) Rendle (capim-citronela),
originario do Ceildo, conhecido pelo poder repelente do 6leo essencial rico em citronelal
(LORENZI; MATOS, 2002; OLIVEIRA et al., 2011).

Tendo em vista as suas proeminentes propriedades antimicrobianas, tornam-se viaveis
de serem utilizados em sistemas de conservacao de alimentos. Sendo assim, esses metabdlitos
apresentam potencialidade para uso na industria alimenticia, onde 0s riscos de contaminacao
sdo grandes, propiciando o desenvolvimento de técnicas que procuram reduzir os efeitos
negativos de microrganismos causadores de grandes prejuizos as industrias (ANDRADE, 2010).

A maior importancia econémica do C. citratus é a producdo do 6leo essencial que é
largamente utilizado na industria de alimentos, cosmética e quimica (COSTA et al., 2005). O
citral é matéria-prima de importantes compostos quimicos denominados iononas, utilizados na
perfumaria e na sintese da vitamina A (MARTINS et al., 2004). Esse composto pode estar
presente na planta em concentracdes que variam de 65-85%, sendo, portanto, a substancia
majoritaria do oleo essencial, podendo ter ainda pequenas quantidades 2- undecanona, linalol,
mirceno, geraniol, (E)-B-ocimeno e (Z)-p-ocimeno (OLIVEIRA et al., 2010; SADDIQ;
KHAYYAT, 2010). Possui atividade antibacteriana, atua na diminuicao da atividade motora e
no aumento do periodo de sono; é anticonvulsionante, antiespasmodico e analgésico
(LORENZI; MATOS, 2002).

As folhas de capim-limé&o possuem de 0,4% a 0,6% de 0Oleo essencial na massa fresca e
o citral é considerado como o principal componente (70 a 80%) do 6leo essencial, sendo o
responsdvel pelo odor de limdo caracteristico da planta. O processo de extragdo por

hidrodestilacdo é empregado com o uso de aparelho tipo Clevenger. Possuem aparéncia oleosa
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a temperatura ambiente, aroma agradavel e intenso, solubilidade em solventes organicos
apolares limitada em agua. Sua principal caracteristica é a volatilidade, sendo geralmente
incolores ou ligeiramente amarelados e em geral sdo muito instaveis, principalmente na
presenca de ar, luz, calor, umidade e metais (SANTOS et al., 2014).

A espécie Cymbopogon citratus € uma planta aromatica e medicinal pertencente a
familia Poaceae, originaria do sudoeste asiatico e distribuida atualmente nas regides tropicais
e subtropicais (GOMES; NEGRELLE, 2003). E uma planta herbécea, cespitosa, estolonifera,
perene, que cresce cerca de 1,0m em altura, forma touceiras de perfilhos ao nivel do solo e
apresenta rizomas semissubterraneos. As folhas sdo amplexicaule, linear-lanceoladas, asperas
nas duas faces, paralelinérveas, bordo liso, cortante, nervura central grossa e caniculada, séo
recobertas por uma fina camada de cera e apresenta textura aspera, o florescimento é raro e as
flores sdo estéreis (SILVA JUNIOR; VERONA, 1997).

No Brasil, é conhecida como capim-limdo, capim-cidro, capim santo, capim cheiroso,
capim-catinga, capim-cidrdo, capim cidrilho, capim-ciri e capim-cidreira (BRAGA, 1976;
COSTA etal., 2005), e a sua producdo no pais ocorre destacadamente nas regides sul e sudeste
(GOMES; NEGRELLE; DIMAS FILHO, 2007). Sua maior importancia econémica consiste na
producdo de seu o6leo essencial, conhecido internacionalmente como O6leo essencial de
lemongrass (COSTA et al., 2005), rico em citral, uma mistura isomérica de geranial e neral,
aldeidos monoterpenos aciclicos (OLIVEIRA et al., 2010; SADDIQ; KHAYYAT, 2010). O
citral tem efeito antiespasmddico, tanto no tecido uterino como no intestinal, atividade
antibacteriana e analgésica, combate o histerismo e outras afeccdes nervosas (SILVA JUNIOR;
VERONA, 1997; TESKE; TRENTINI, 1997).

Silveira et al. (2012) verificou forte atividade antibacteriana do 6leo essencial de capim-
lim&o com os menores valores de CIM (Concentracao Inibitéria Minima) e CBM (Concentracdo
Bactericida Minima) (1,25 mg mL™) contra vérias bactérias testadas. Ele foi o mais eficiente
dos oleos essenciais avaliados, especialmente contra S. aureus, B. cereus, L. monocytogenes,
E. coli e S. typhimurium, que sdo cepas de patdgenos importantes e indicadores de qualidade
em alimentos. No estudo realizado por eles, os 6leos essenciais de capim-limao, manjericéo,
orégano, folha de canela e louro apresentaram, em ordem decrescente, 0 maior potencial de
utilizacdo como agentes antimicrobianos naturais em alimentos. Portanto a sele¢cdo do 6leo
essencial a ser aplicado deve levar em consideragdo os patdgenos e / ou a deterioracdo

microbiota associados ao produto alimentar especifico.
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3.7 Lippia sidoides (Alecrim pimenta)

O género Lippia (Verbenaceae) inclui aproximadamente 200 espécies de ervas, arbustos
e de arvores de pequeno porte (SILVA et al., 2013). E conhecido por apresentar, principalmente,
atividade antimicrobiana, anti-inflamatdria, antioxidante e larvicida (BATISTA et al., 2013).

O alecrim pimenta (Lippia sidoides), pertencente & familia botanica Verbenaceae, é um
arbusto, encontrado no sertdo nordestino, principalmente nos estados do Ceara e Rio Grande
do Norte. A exemplo de outras plantas do género, L. sidoides é uma planta aromatica, de uso
medicinal popular, principalmente como antisséptico. Seu 6leo essencial, rico em timol e
carvacrol, apresentaram propriedades bactericida e fungicida, enquanto o hidrolato revelou
atividade moluscicida e larvicida (BATISTA et al., 2013).

A espécie Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae), conhecida popularmente como
“alecrim pimenta”, ¢ uma planta aromatica encontrada na regido de Caatinga do Nordeste
brasileiro (CAVALCANTI et al., 2010) e tem mostrado diversas atividades bioldgicas, o que a
tem tornado uma fonte potencial de compostos biologicamente ativos. Estudos recentes tém
relatado diversas propriedades bioldgicas para seu 6leo essencial, como as inseticidas, contra
Tenebrio molitor (LIMA et al., 2011), sobre larvas de Aedes aegypti L. (CAVALCANTI et al.,
2004) e antibacteriana perante as bactérias de alimentos Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli (BERTINI et al., 2005) e também contra bactérias do género
Streptococcus e o fungo Candida albicans (BOTELHO et al., 2007).

A sintese e 0 acimulo dos 6leos essenciais estdo geralmente associados com a presenca
de estruturas secretoras especializadas. Segundo Svoboda e Greenaway (2003), essas estruturas
sdo divididas em estruturas de secrecdo internas (cavidades e canais secretores) e externas
(tricomas glandulares). O conhecimento sobre a anatomia foliar de plantas medicinais é uma
valiosa contribuicdo para a correta identificacdo das espécies estudadas, sendo pesquisas dessa
natureza essenciais para 0 manejo e conservagdo das espécies nativas medicinais bem como
para a compreensdo das relacdes dessas especies com o ambiente (NASCIMENTO SILVA,;
PAIVA, 2007).
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CAPITULO Il — Extracéo, Caracterizagao e Atividade in vitro de 6leos essenciais frente a

cinco linhagens bacterianas

RESUMO: Os 6leos essenciais de plantas sao geralmente misturas de diversos compostos que
tém apresentado grande importancia em determinadas pesquisas, e alguns destes podem exercer
efeito antimicrobiano. Objetivou-se com este trabalho avaliar a composicdo, o efeito
antimicrobiano in vitro e a atividade bactericida dos 6leos essenciais de Lippia sidoides,
Cymbopogon citratus e Origanum vulgare coletados na cidade de Limoeiro do Norte — CE.
Para composicdo dos 6leos essenciais foram determinados os espectros de massas dos 6leos
essenciais obtidos em cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massa. Foi utilizado
teste de difusdo em disco baseado na determinacédo do halo formado e atividade bactericida no
tempo de 24 horas. O Gleo essencial de alecrim pimenta apresentou como constituinte
majoritario o timol (83,53%), o de capim-limao apresentou os constituintes a-Citral (56,17%)
e B-Citral (35,77%) e o 6leo essencial de orégano apresentou o Terpinen-4-ol (25,62%), v-
Terpineno (16,18%) e Carvacrol (12,84%) como compostos majoritarios. Os resultados
apontam atividade antimicrobiana dos o6leos essenciais demonstrando sensibilidade das
bactérias aos 6leos em varias concentracdes e atividade bactericida desde o tempo de trés horas
em concentracgao de 1% para alecrim pimenta, 0,312% para capim-limao e 0,312 e 0,156% para
Oleo essencial de orégano. Conclui-se que os 6leos essenciais apresentaram atividade
bactericida in vitro frente a varias cepas bacterianas de interesse em alimentos, mesmo em
baixas concentracdes, demonstrando um grande potencial para utilizacdo em induastrias
alimenticias, farmacéuticas dentre outros.

Palavras-chave: Antimicrobianos naturais; Cymbopogon citratus; Lippia sidoides; Origanum

vulgare.

1 INTRODUCAO

Os oleos essenciais, definidos como constituintes volateis organicos responsaveis pela
fragrancia de muitas plantas, sdo compostos que tém apresentado grande importancia em
determinadas pesquisas, principalmente na area de alimentos, por serem potencialmente Uteis
no controle fitossanitario, propiciando o desenvolvimento de técnicas que procuram diminuir
os efeitos negativos de oxidantes, radicais e microrganismos que causam prejuizos nas
industrias alimenticias e na agricultura (BAKKALI; AVERBECK; IDAOMAR, 2008).

Os oleos essenciais de plantas sdo geralmente misturas de diversos compostos, e alguns
destes podem exercer efeito antimicrobiano. As plantas que se tém mais relatos sobre a
atividade antimicrobiana sdo canela, sélvia, cravo, alho, orégano, capim-liméo, coentro, alecrim
e salsa (TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010). Diversos estudos tém avaliado esse efeito
antimicrobiano in vitro frente aos microrganismos deteriorantes e patogénicos utilizando 6leos

essenciais e verificado que estes possuem acdo mesmo associados a baixas concentragdes
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(TRAJANO et al., 2009; SOARES et al., 2010; BARBOSA, 2010; CASTILHO et al., 2012;
SILVEIRA et al., 2012).

As atividades dos 0leos essenciais englobam acdo fitoterapica, antiviral, antisséptica,
nutricional, antifungica, entre outras. A atividade bacteriostatica e/ou bactericida de 6leos
essenciais € exercida principalmente por compostos terpendides (BURT, 2004). Porém, a
composicao, concentracdo e atividades dos 6leos podem variar dentro de uma mesma espécie,
podendo ser afetadas por fatores exteriores, como a temperatura em que a planta esta exposta,
a umidade relativa do ambiente, a duracdo total de exposicdo ao sol e o regime de ventos,
afetando principalmente as espécies que possuem estruturas histoldgicas de estocagem de 6leo
essencial na superficie (SALGADO, 2005; SILVA et al., 2011).

O uso dos 6leos essenciais no controle de bactérias patogénicas na inddstria de alimentos
requer, como etapa inicial, o estudo da atividade antimicrobiana in vitro. Neste contexto, alguns
fatores devem ser considerados e avaliados conjuntamente, como rendimento de 6leo essencial
da espécie vegetal utilizada, importante do ponto de vista econdmico; composi¢do quimica do
Oleo essencial, que ird influenciar diretamente na atividade bioldgica; concentracdo do 6leo
essencial a ser utilizada; efeito bactericida e ou bacteriostatico do 6leo essencial, bem como o
tempo necessario para que estes ocorram e possivel acdo sinergética da combinacéo de 6leos
essenciais de espécies vegetais distintas (OLIVEIRA et al., 2011).

Mediante o exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar a composicdo, o efeito
antimicrobiano in vitro e a atividade bactericida dos 6leos essenciais de Lippia sidoides,

Cymbopogon citratus e Origanum vulgare coletados na cidade de Limoeiro do Norte — CE.

2 METODOLOGIA
2.1 Plantas e obtencéo dos respectivos 6leos

Foram extraidos Oleos essenciais de alecrim pimenta (Lippia sidoides), orégano
(Origanum vulgare) e capim-limdo (Cymbopogon citratus). As folhas e flores do alecrim
pimenta foram obtidas da Unidade de Estudo Pesquisa e Extensdo (UEPE) do IFCE — Campus
Limoeiro do Norte e foram secas em estufa a temperatura de 60°C por aproximadamente 6
horas. O capim-limdo foi obtido de producdes de pequena escala em hortas particulares da
regido e secas em estufa a temperatura de 60°C por aproximadamente 6 horas e as folhas secas
de orégano foram obtidas do comércio local de Limoeiro do Norte - CE. Todos os 6leos foram
extraidos no laboratério de Quimica de alimentos do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e

Tecnologia do Ceara (IFCE), Campus Limoeiro do Norte, utilizando o método hidrodestilagéo,
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que consiste em evaporar uma mistura de vapor-d’agua e componentes volateis presentes na
matéria-prima vegetal, em aparelho denominado Clevenger (MECHKOVSKI; AKERELE,
1992). A agua foi removida por decantacao e o 6leo essencial foi armazenado a temperatura de
4°C, protegido da luz para evitar a alteracdo da sua composicdo. Foi calculado rendimento dos
6leos essenciais a cada extracdo de 90 minutos.

2.2 Caracterizacgao dos 0leos essenciais (Espectrometria de massas - EM)

Os espectros apresentados neste trabalho foram obtidos em equipamentos da Central
Analitica do Departamento de Quimica Orgéanica e Inorganica da Universidade Federal do
Ceara (DQOI/UFC).

Os espectros de massas dos 0Oleos essenciais foram obtidos em cromatdgrafo gasoso
acoplado a espectrébmetro de massa (CG-EM SHIMADZU, modelo QP2010), com injetor
automético AOC-20i, coluna capilar RTX-5MS (5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano, 30m x
0,25mm, 0,25um) e tendo o hélio (He) como gas de arraste, com vazdo de 1,0 mL/min para 0s
oleos essenciais.

Para analise dos dleos essenciais a temperatura do forno foi programada de 40°C-180°C
a uma taxa de 4°C/min, depois de 180°C-280°C a uma taxa de 20°C/min e mantida a 280°C
durante 10 min. A temperatura do injetor e do detector (ou interface) foi de 250°C e 300°C,
respectivamente.

A identificacdo dos compostos foi feita através de comparacdo de seus espectros de
massas com os da biblioteca NISTO08, indices de retencédo e dados publicados (ADAMS, 2007).
As concentracGes dos compostos foram calculadas a partir das areas dos picos do cromatograma
e dispostas por ordem de elui¢do. Os espectros de massas das substancias isoladas foram obtidos
em espectrémetro de massa modelo QP2010 da SHIMADZU, operando em impacto eletrdnico
de 70 eV.

2.3 Linhagens bacterianas testadas

Foram utilizadas cepas bacterianas de Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619, Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031 e Salmonella choleraesius ATCC 14028 obtidas do departamento

de Biologia da Universidade Federal do Ceara — Fortaleza, CE.
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2.4 Testes de sensibilidade

Foram utilizados dois métodos de testes de sensibilidade bacteriana ao 6leo, sendo o
teste de difusdo em disco baseado na determinacdo do halo formado (NATIONAL
COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS, 2004) e outro para a
verificacdo da curva de crescimento bacteriano e efeito bactericida na presenca do 6leo
essencial em funcdo do tempo (SFORCIN et al., 2000).

2.4.1 Teste de difusdo em disco

As linhagens bacterianas foram inoculadas em Brain Heart Infusion (BHI) a 35°C/18
horas e foram padronizadas na escala 0,5 da escala MacFarland em solucéo fisiologica estéril,
obtendo valores de 107 a 108 Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) mL™ e em seguida foram
distribuidas uniformemente, com auxilio de swab estéril, em placas contendo agar Mueller-
Hinton. O swab foi umedecido na solugdo contendo a bactéria e em seguida foi estriado em 4
direcdes na placa.

Discos de papel branco estéreis de 6mm de didametro foram embebidos nas solugdes
contendo 6leo essencial de Alecrim pimenta com concentracdes de 0; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4;
8; 16% e para os Oleos de orégano e capim-limao foram utilizadas concentragdes de 0; 0,156;
0,312; 0,625; 1,25; 2,5; 5% (v/v), e dispostas na placa contendo as bactérias inoculadas, a fim
de realizar a medicdo do halo de inibicdo formado. As placas foram colocadas em estufa a
37°C/24 h e depois, com auxilio de um paquimetro, foi realizada a medicdo dos halos de

inibicdo formados. O teste foi realizado em quintuplicata.

2.4.2 Efeito bactericida

Foram preparadas solucBes com concentracBes de 1% de Oleo essencial de Alecrim
pimenta, 0,312% de capim-liméo, 0,312 e 0,156% de 0Oleo essencial de orégano, além de um
controle para cada microrganismo e Oleo (Controle SA — S. aureus; Controle SC — S.
choleraesius; Controle KP — K. pneumoniae; Controle EA — E. aerogenes; Controle PA — P.
aeruginosa), seguindo as metodologias utilizadas por Silva et al. (2009) e Oliveira et al. (2011)
adaptado, em que se utilizou 3mL da solucio (Agua estéril + 6leo essencial + 0,2% Tween 80)
e controle (Agua estéril + 0,2% Tween 80), inoculadas com 500uL de caldo BHI contendo
cerca de 1,5 x 102 de bactérias ja padronizadas na escala 0,5 de MacFarland e foram incubadas
em estufa a temperatura de 35 °C/24h. Foram retiradas aliquotas de 0,1mL nos tempos 0, 3, 6,

9, 22, 24h, espalhadas em Agar Mueller-Hinton com auxilio de uma Alga Drigalski e incubadas
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a temperatura de 35°C/18 a 24h. Ap6s as 24 horas foi realizada a contagem das UFC mL™* de

cada bactéria e realizados seus respectivos logaritmos.

2.5 Delineamento experimental e analise estatistica

Foi aplicado delineamento inteiramente casualizado para os testes de sensibilidade. Os
resultados foram demonstrados em média, desvio-padréo e graficos, sem aplicacdo de testes de
média. Para determinacdo da concentracdo minima inibitéria, os 6leos essenciais foram
avaliados independentes e tomado como base o tamanho do halo formado e reducdo das
contagens de log UFC mL™ das bactérias com até 24 horas de contato.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Alecrim pimenta (Lippia sidoides)
3.1.1 Identificacdo dos constituintes do 6leo essencial das folhas secas de Lippia sidoides

O oleo essencial das folhas secas de Lippia sidoides foram obtidos pelo processo de
hidrodestilacdo, os constituintes foram identificados pelas técnicas de CG-EM. Sua composicao
seguida pelos tempos de retencédo e os teores expressos em porcentagem para cada constituinte

encontram-se na Tabela 1.

Tabela 2 — Constituintes do dleo essencial das folhas secas de Lippia sidoides.

Constituintes \ TR (min) \ Area (%)

B-Mirceno 09,548 1,00
a-Terpineno 10,416 0,79
p-Cimeno 10,715 5,92
y-Terpineno 11,953 3,27
Metil-éter-timol 18,410 1,18

Timol 20,805 83,53
Cariofileno 24,860 4,31

Total 100,00

TR: tempo de retencéo.
Fonte: Elaborada pela autora.

O rendimento do 6leo essencial, expresso em porcentagem p/p, das plantas de L.
sidoides foi de 3,63 + 0,27%, foram semelhantes aos valores encontrados por Chaves et al.
(2008), que obtiveram rendimentos de 4,33%, 3,50% e 3,47% para Oleos extraidos nas cidades
de Manaus, Fortaleza e Botucatu respectivamente, e superiores aos encontrados por Guimaraes
et al. (2014), que encontraram valores de 0,873 + 0,23% para 0leo extraido de plantas nativas

de Minas Gerais utilizando o mesmo método de extragao.
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Foram identificados sete constituintes, representando 100% da composicéo total do 6leo.
O oleo essencial de lecrim pimenta apresentou como constituinte majoritario o timol (83,53%),
seguido dos constituintes p-Cimeno (5,92%), Cariofileno (4,31%), y-Terpineno (3,27%), Metil-
éter-timol (1,18%), B-Mirceno (1,00%) e a-Terpineno (0,79%) (Tabela 1). O cromatograma e
0s espectros de massas dos constituintes identificados estdo dispostos no Anexo |.

Cavalcanti et al. (2010), em estudo com Gleo essencial obtido da cidade de Limoeiro do
Norte-CE, identificaram também como composto majoritario o Timol (70,36%) seguido do p-
Cimeno (8,36%), B-Cariofileno (8,01%), y-Terpineno (2,69%), Mirceno (1,40%) e a-Terpineno
(1,05%).

Guimardes et al. (2014) ressaltam que grande parte dos estudos realizados com plantas
da espécie da L. sidoides nativa da regido nordeste do Brasil demonstram a presenca do timol
(ismero do carvacrol) como constituinte majoritario de seus 6leos essenciais, enquanto em
pesquisa realizada por eles, verificaram como constituintes majoritarios o carvacrol (26,44%)
e 0 1,8- Cineol (22,63%) em plantas nativas de Minas Gerais. Cavalcanti et al. (2004) também
encontraram o timol (80,8%) como constituinte majoritario do 6leo essencial de plantas dessa
espécie, coletadas na regido nordeste.

Soares e Dias (2013) afirmam que, em geral, geranial (= citral, ou 3,7-dimetil-2,6-
octadienal ou lemonal), carvona, carvacrol (= cimofenol) e timol sdo os constituintes
majoritarios dos 6leos essenciais de Lippia spp. e que hd uma variacdo no teor e na composicao
quimica dos Oleos essenciais de diferentes espécies, no que se refere aos constituintes
majoritarios.

Esses resultados sdo similares aqueles encontrados por Botelho et al. (2007), que
identificaram como constituintes majoritarios do 6leo essencial de plantas, também do Nordeste,
o timol (56,7%) e carvacrol (16,7%), seguidos pelo d-cimeno (7,13%) e timol metil éter (5,06%),
e por Lima et al. (2013) que, analisando o 6leo essencial dessa espécie coletada no municipio
de Horizonte/CE, encontraram timol (83,24%), trans-cariofileno (5,77%) e p-cimeno (4,46%).
Fontenelle et al. (2007), analisando o 6leo essencial do mesmo municipio (Horizonte-CE),
encontraram o timol (59,65%) e o (E)-cariofileno (10,60%) como constituintes majoritarios.

Segundo Guimaraes et al. (2014) estas variagdes podem ser justificadas por fatores
genéticos, edafoclimaticos e também pelo ciclo vegetativo. De acordo com Gobbo-Neto e
Lopes (2007), a producdo de metabdlitos secundarios pode ser influenciada por diversos fatores
ambientais, como sazonalidade, indice pluviométrico, ritmo circadiano, altitude, temperatura,

ciclo vegetativo da planta, tipo de solo, entre outros. Barros et al. (2009) afirmam que as
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condicBes climaticas podem influenciar as atividades enzimaticas em determinada espécie
vegetal e, consequentemente, interferir na biossintese de determinados metabolitos secundarios,

incluindo compostos terpénicos.

3.1.2 Teste de difusdo e atividade bactericida in vitro da Lippia sidoides frente a bactérias

A média dos halos de inibicdo formados do 6leo essencial de Lippia sidoides frente as
cinco linhagens bacterianas testadas (Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesius,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes e Klebsiella pneumoniae) estdo descritas na
Tabela 2. Os resultados demonstram atividade antimicrobiana do 6leo essencial em variadas
magnitudes, demonstrando sensibilidade das bactérias ao 6leo em vérias concentracdes.

O oleo essencial de Lippia sidoides apresentou acdo inibitoria para todas as bactérias
testadas, com o maior halo formado para Staphylococcus aureus na maior concentracao testada
(16%), porém nas menores concentracbes (>1%) ja apresentaram inibicdo fraca para as
bactérias testadas.

Tabela 2 — Médias e desvio padrdo do 6leo essencial de Lippia sidoides frente a cinco espécies

de bactérias.

Concen Bactérias

tracoes Halos de inibicdo (mm)
(%) S.aureus  S.choleraesius P.aeruginosa E. aerogenes K.pneumoniae
0,00  00,0+0,00 00,0 + 0,00 00,0 + 0,00 00,0 + 0,00 00,0 + 0,00
0,125 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
0,25 7,30+0,30 7,90 + 0,83 8,20 + 0,80 7,20 + 0,80 6,70 + 1,00
0,50 8,60+0,40 8,20 + 0,81 9,70+ 0,32 8,50 + 0,50 9,10 + 0,50
1,00 10,2 + 0,83 11,8 +0,45 10,3 +0,73 11,7+0,31 10,6 + 0,40
2,00 15,4 + 0,35 14,3+1,19 14,1+ 0,22 13,0 + 0,50 14,2 + 0,54
400 184 +1,14 16,4 +1,14 15,3+0,6 14,5 + 0,67 16,3 + 0,50
8,00 22,2+2,58 19,8 +2,48 16,0 + 0,70 15,0 +1,0 17,0+ 2,12
16,0 26,6 +6,20 24,8 + 2,94 21,4 + 1,67 20,6 +1,51 19,4 + 0,54

Fonte: Elaborada pela autora.

Segundo Carovic-Stanko et al. (2010), as zonas de inibicdo podem ser classificadas
como fraca (10,0-13,9mm), moderada (14-18mm) ou forte (> 18mm). Tomando isso como
base, 0 0leo essencial da L. sidoides apesentou zona de inibi¢do considerada significativa para

todas as bactérias testadas a partir da concentragédo de 1%.
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Na concentragdo de 0,125%, o 6leo essencial ndo apresentou inibicdo para as bactérias
e apresentou sensibilidade a partir da concentracdo de 0,25%, com halos variando de 6,70 a
8,20mm. Na concentracdo de 0,5%, os halos variaram de 8,20 a 9,70mm.

Em trabalho realizado por Costa et al. (2011), foi verificada a formagéo de zona de
inibicdo para Staphylococcus aureus ATCC 25923 somente na concentracdo 16% com halo de
8,2mm, e para S. aureus isolado do leite cru com concentracdo de 32%, enquanto em estudo
realizado por Feitosa et al. (2005), foi verificada a formacao de halo de inibicdo de 35mm do
6leo essencial de L. sidoides frente a S. aureus ATCC 29737 e nenhuma acdo inibitoria e
formacdo de halo contra P. aeruginosa utilizando uma concentracdo de 20% de Gleo essencial
de L. sidoides.

Segundo Leal et al. (2002), o 6leo essencial obtido das folhas do L. sidoides é um dos
produtos naturais que possui uma ampla diversidade quimica, possuindo o timol como principal
constituinte (cerca de 34,2 a 95,1%) e carvacrol, além de p-cimeno, o-terpineno e o-cariofileno
sdo encontrados. Portanto, nesse estudo, pode-se afirmar que a sensibilidade das bactérias ao
Oleo esta ligada a presenca do timol na composicdo do 6leo essencial, presente em uma
quantidade de 83,53% em relacdo a composicao total do 6leo.

A acdo bactericida do 6leo em fungdo do tempo, estdo descritas na Figura 1. Observa-
se que o 6leo de alecrim pimenta demonstrou acao bactericida para todas as bactérias testadas,
na concentracao de 1%.

Figura 1 — Contagens de log de UFC mL™* para cinco linhagens de bactérias na concentragio
de 1% (v/v) de 6leo essencial de alecrim pimenta (Lippia sidoides) em funcao do tempo.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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A partir do tempo de trés horas, todas as bactérias testadas foram sensiveis ao 6leo
essencial de alecrim pimenta na concentracdo de 1%, sendo reduzidas de 4-6 log UFC mL™
para 0 log UFC mL?, enquanto os controles de todas as bactérias apresentaram
aproximadamente 8log UFC mL™. Todas as bactérias analisadas (S. aureus, S. choleraesius, K.
pneumoniae, E. aerogenes e P. aeruginosa) apresentaram contagens de 0,0log UFC mL™* em
todos os tempos analisados (3, 6, 9, 22 e 24 horas) exceto tempo 0, demonstrando efeito
bactericida do 6leo essencial de Lippia sidoides para todas as bactérias testadas na concentracéo
de 1% (v/v).

Castro et al. (2011) verificaram concentracdo inibitéria minima de 6leo essencial de L.
sidoides de 1,3% (com formacdo de halo de 8mm) para S. aureus e concentracdo bactericida
minima de 2,5% (com formac&o de halo de 11,5mm) para inibicéo total de S. aureus no tempo
de 24 horas.

Em estudo realizado por Bertini et al. (2005), a P. aeruginosa foi resistente ao L.
sidoides utilizando concentracdo de 5%, enquanto as bactérias S. aureus e Escherichia coli
apresentaram-se sensiveis a essa concentracdo. Em trabalho realizado por Guimardes et al.
(2007), tambem foi verificada sensibilidade das bactérias S. aureus e E. coli utilizando também
concentracdo de 5% do 6leo essencial de L. sidoides.

Vaérios trabalhos relatam que bactérias Gram-positivas sdo mais susceptiveis a atividade
de oleos essenciais que bactérias Gram-negativas. A alta atividade apresentada pelo 6leo de L.
sidoides deve-se a presenca do timol em sua constituicdo e muitos trabalhos relatam as
atividades antimicrobianas desse composto e de seu isdmero carvacrol. Porém Guimardes et al.
(2012) relatam que esses compostos ndo apresentam uma seletividade diante das bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, e que isso esta associado a uma ampla atividade bacteriana
e fungicida, podendo atingir inUmeras espécies e areas, estando associadas até a uma acéo anti-
inflamatdria do Oleo essencial de L. sidoides e seu constituinte majoritario, o timol; em
investigacdo feita por Veras et al. (2013), os pesquisadores verificaram essa acdo em edema
agudo da orelha de ratos e afirmaram que houve acdo anti-inflamatoria desse 6leo
provavelmente devido a abundéncia de timol, pois ndo houve diferenca significativa entre os
resultados de ambas as substancias e o uso cronico dessa substancia causou efeito pro-
inflamatorio.

Castro et al. (2011) afirmam que o uso de 6leo essencial de Lippia sidoides pode ser

utilizado como componente em produtos saneantes para industria de alimentos ou ha qualidade
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higiénico-sanitaria, podendo ser uma alternativa econdmica e eficiente para a limpeza de
superficies de equipamentos e utensilios e que uma alternativa para reduzir a perda de
propriedades sanitarias da Lippia sidoides durante o processamento, armazenamento e
comercializagéo seria a utilizacdo de tecnologias de encapsulamento combinada com bioativos
e embalagem biodegradaveis, de modo que os componentes ativos possam ser liberados durante

0 consumao.

3.2 Capim-limé&o (Cymbopogon citratus)
3.2.1 Identificacdo dos constituintes do 6leo essencial das folhas secas de Cymbopogon citratus

O dleo essencial das folhas secas de Cymbopogon citratus foram obtidos pelo processo
de hidrodestilacdo, os constituintes foram identificados pelas técnicas de CG-EM. Sua
constituicdo quimica, seguida pelos tempos de retencdo e 0s teores expressos em porcentagem
para cada constituinte encontram-se na Tabela 3.

O rendimento do Oleo essencial, expresso em porcentagem p/p, das plantas de
Cymbopogon citratus foi de 0,83 + 0,19%, valores semelhantes aos encontrados por Matasyoh
et al. (2011) que encontraram rendimento de 0,80% e superior aos encontrados por Silva et al.
(2014), de 0,54%, utilizando o método de hidrodestilagdo, e 0,44%, utilizando método por

arraste de vapor.

Tabela 3 — Constituintes do 6leo essencial das folhas secas de Cymbopogon citratus

Constituintes TR (min) Area (%)
B-Mirceno 9,557 3,16
Linalol 13,471 00,55
a-Ciclocitral 16,515 00,92
B-Citral 18,765 35,77
Geraniol 19,220 02,75
a-Citral 19,885 56,17
Acido Nerolico 39,688 00,68
Total 100,00

TR: tempo de retencéo
Fonte: Elaborada pela autora.

Do ¢6leo essencial foram identificados sete constituintes, representando 100% da
composicao total do 6leo. O Oleo essencial de Capim-limdo apresentou como constituinte
majoritario o a-Citral (56,17%), seguido dos constituintes B-Citral (35,77%), B-Mirceno
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(3,16%), Geraniol (2,75%), a-Cyclocitral (0,92%), Acido Ner6lico (0,68%) e Linalol (0,55%)
(Tabela 2). O cromatograma e 0s espectros de massas dos constituintes identificados
encontram-se no Anexo |II.

Silva et al. (2014) também encontraram o a-Citral (20,63% e 44,69%) e B-Citral (14,50%
e 32,42%) pelos métodos de hidrodestilacdo e arraste a vapor respectivamente, como compostos
majoritarios, analisando a composicdo do 6leo essencial de capim-limdo extraido por dois
métodos, além destes também foi verificada a presenca de compostos como o B-Mirceno
(10,72%) e &cido nerdlico (1,80%) na composicao do 6leo.

Esses resultados também corroboram com outros autores como Oliveira et al. (2010),
gue encontraram, como constituintes do 6leo essencial de C. citratus, a-Citral (42,91%), B-
Citral (30,90%), linalol (1,51%) e mirceno (1,36%); e Valeriano et al. (2012), que também
verificaram presenca do o-Citral (38,43%) e B-Citral (31,12%) como constituintes majoritarios
do 6leo essencial do C. citratus, além destes, também possuia na composicdo compostos como
linalol (4,21%) mirceno (2,53), geraniol (1,33%) e outros.

Essas variacOes de quantidades de compostos e constituintes do 6leo essencial da mesma
espécie, ocorrem por diversos fatores, desde o cultivo, época e horario da coleta, local de
producdo, e até mesmo 0 método da extracdo, pois, segundo Simdes (1999), na hidrodestilacéo
ocorre o contato direto do material vegetal com a &gua em ebuli¢do, ou seja, um meio com uma
mistura complexa de substancias submetidas a alta temperatura, condi¢des que propiciam varias
reacOes, podendo formar varios artefatos (produtos que ndo estdo presentes no 6leo in natura,
mas que sdo formados durante o processo de extracao).

A diferenca encontrada entre a quantidade e qualidade da composi¢édo quimica dos 6leos
essenciais desse estudo e a composicdo quimica dos 0leos essenciais de alguns trabalhos ja
realizados pode ser atribuida ao fato de que os 6leos essenciais sdo um grupo heterogéneo de
misturas de substancias organicas nas quais 0s constituintes e as concentracfes relativas néo
dependem somente da espécie da planta. Entre outros fatores que influenciam a composicao
qguimica, os mais importantes sdo a origem da planta, a parte utilizada, o estagio de
desenvolvimento, as condi¢des climéaticas e de crescimento, como temperatura, solo e
fertilizantes e as condicdes de destilagdo e estocagem (OZCAN; ERKMEN, 2001;
OLADIMEJI et al., 2001, VALERIANO et al., 2012).
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3.2.2 Teste de difusdo e atividade bactericida in vitro do Cymbopogon citratus frente a bactérias

A meédia dos halos de inibicdo formados do 6leo essencial de Cymbopogon citratus
frente as bactérias testadas (Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesius, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter aerogenes e Klebsiella pneumoniae) estdo descritas na tabela 4. Os
resultados demonstram sensibilidade das bactérias ao dleo essencial desde a menor
concentracgdo testada (0,156%) e apresentou halos de inibi¢do acima de 10mm para as bactérias
P. aeruginosa, E. aerogenes, e K. pneumoniae desde a concentracdo de 0,312%, enquanto as
bactérias S. aureus e S. choleraesius apresentaram halos acima de 10mm na concentracdo de
0,625%.

Tabela 4 - Médias e desvio padrdo do 6leo essencial de Cymbopogon citratus frente a cinco

espeécies de bactérias.

Concen Bactérias
tracoes Halos de inibi¢do (mm)
(%) S.aureus S.choleraesius P.aeruginosa E. aerogenes K. pneumoniae
0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
0,156 8,60 +0,54 8,00+ 1,58 9,60 + 0,54 9,40 + 0,55 11,0 + 0,70
0,312 9,60+0,89 8,6 +1,14 10,8 + 1,09 10,2+ 1,30 10,4 + 0,89
0,625 10,8+0,84 10,2 + 0,84 10,0 + 1,00 10,8 + 1,30 10,0 + 0,70
1,25 12,6 +1,81 10,4 + 0,55 10,2 + 0,44 10,0 + 0,01 10,6 + 0,55
2,5 11,4+ 0,55 10,7 + 0,83 10,2 + 0,84 10,8 + 1,09 10,8 + 1,10
5 15,6 + 0,40 11,4 + 0,89 10,4 + 0,54 11,1 +1,30 11,2+ 0,45

Fonte: Elabora pela autora.

Santos et al. (2009), verificando atividade antimicrobiana do Oleo essencial de
Cymbopogon citratus em fungdo de sazonalidade e consorciamento, encontraram valores de
concentracdo inibitoria minima 0,08 e 1,25 % respectivamente para S. aureus e P. aeruginosa.
Valor abaixo do encontrado no presente trabalho para S. aureus e acima para P. aeruginosa.

Bertini et al. (2005) encontraram valores de 16,5 e 11mm de halos formados para as
bactérias S. aureus e P. aeruginosa respectivamente na concentracéo de 1% do 6leo essencial
de C. citratus e para 2% foi encontrado valores de 19,5 e 11mm respectivamente as mesmas,
utilizando plantas do Nordeste do Brasil.

Em avaliacdo feita por Valeriano et al. (2012), o 6leo essencial de C. citratus apresentou,

na constituicdo, 69,55% de geranial e neral, que sdo estereoisdmeros e a mistura constitui o
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citral, o qual é o principal composto que age contra 0s microrganismos. Onawunmi (1984), ao
avaliar a atividade de citral frente a bactérias e fungos, constatou que a minima concentracao
inibitdria obtida para S. aureus, E. coli, Candida albicans e Microsporum gypseum foi de 0,05%
(v/v). Perini (2013) encontrou concentragdo inibitéria minima de 0,156% para 6leo essencial
de C. citratus frente a Staphylococcus aureus, estudando as cepas isoladas da mastite bovina.
Os resultados para verificar a acdo bactericida do 6leo essencial de capim-limao em
funcdo do tempo estdo descritos na figura 2, em que o 6leo demonstrou acéo bactericida para

todas as bactérias testadas, na concentracdo de 0,312 %.

Figura 2 — Contagens de log de UFC mL™* para cinco linhagens de bactérias na concentragio
de 0,312% (v/v) de 6leo essencial de capim-limao (Cymbopogon citratus) em funcao do tempo
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Fonte: Elaborada pela autora.

Todas as bactérias foram sensiveis ao 6leo essencial no periodo de 3 horas, reduzindo
de aproximadamente 6 — 8log UFC mL™ para 0 log UFC mL, nas primeiras trés horas de
contato, enquanto os controles de todas as bacterias apresentaram aumento no valor para mais
de 8log de UFC mL™.

O oleo essencial na concentracdo de 0,312% apresentou efeito bactericida para todas as
bactérias testadas, reduzindo a Olog UFC mL™ no tempo de 3 horas de contato, e mantendo essa
contagem em todos os tempos analisados (6, 9, 22 e 24 horas). Permite-se, dessa forma,

observar o efeito do 6leo essencial contra as bactérias, visto que, quando sdo comparadas com
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os controles, demonstram o grande potencial inibidor do 6leo, pois todos os controles, ao fim
das 24 horas, apresentaram-se com quantidades acima de 10log UFC mL™.

Silva et al. (2009) também observaram a reducéo para Olog UFC mL™ de S. aureus nas
primeiras trés horas de contato com o 0leo, porém os referidos autores utilizaram uma
concentracdo ainda menor do que a utilizada nesse estudo, sendo esta igual a 0,1% do 6leo
essencial do capim-limao.

Pereira et al. (2004), avaliando a atividade do 6leo essencial frente a bactérias isoladas,
verificaram que 85,7% das cepas de K. pneumoniae, 50% de E. aerogenes e 0% da P.
aeruginosa foram inibidas utilizando o 6leo puro do capim-limédo, demonstrando sensibilidade
de algumas bactérias para esse 6leo. Resultado diferente do encontrado no presente trabalho,

em que se verificou sensibilidade da P. aeruginosa para o 6leo essencial utilizado.

3.3 Orégano (Origanum vulgare)
3.3.1 Identificacdo dos constituintes do 6leo essencial das folhas secas de Origanum vulgare

A constituicdo quimica do 6leo essencial de Origanum vulgare, seguida pelos tempos
de retencdo e 0s teores expressos em porcentagem para cada constituinte, encontram-se na
Tabela 5.

O rendimento do 6leo essencial, expresso em porcentagem p/p, das folhas de Origanum
vulgare foi de 0,53 + 0,13%, valores acima dos encontrados por Bernardi Filho (2007), os quais
variaram de 0,16 a 0,22% para 0leo essencial de orégano obtidos de plantas com diferentes
laminas de irrigacdo e abaixo do encontrado por Busatta et al. (2007), que foi de 1,33% de 6leo
essencial de orégano, utilizando o mesmo método de extracéo.

Do oleo essencial de Origanum vulgare foram identificados 25 (vinte e cinco)
constituintes, representando 100% da composicdo total do 6leo. O 6leo essencial de Orégano
apresentou como constituinte majoritario o Terpinen-4-ol (25,62%), seguido dos constituintes
y-Terpineno (16,18%), Carvacrol (12,84%), a-Terpineno (8,29%), Terpineol (3,54%) o-
Cimeno (3,30%), 3-Metoxi-p-cimeno (2,89%), Linalol acetato (2,86%), a-Terpineol (2,76%),
Terpinoleno (2,74%), B-Phellandrene (2,59%), Linalol (2,44%), B-Pineno (1,99%), Cariofileno
(1,87%), Timol metil éter (1,36%), B-Mirceno (1,31%), trans-B-Ocimeno (1,24%), Germacrene
B (1,22%), (E)-B-terpineol (1,18%), cis-2-Mentenol (0,82%), Timol (0,77%), B-Terpineol
(0,67%), Espatulenol (0,63%), a-Thujene (0,53%) e a-Pineno (0,37%) (Tabela 5). O
cromatograma e 0s espectros de massas dos constituintes identificados encontram-se no Anexo
.
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Tabela 5 — Constituintes do 6leo essencial das folhas secas de Origanum vulgare

Constituintes TR (min) Area (%)
a-Thujene 7,433 0,53
a-Pineno 7,636 0,37
B-Phellandrene 8,943 2,59
B-Mirceno 9,553 1,31
a-Terpineno 10,451 8,29
o-Cimeno 10,719 3,30
B-Pineno 10,867 1,99
trans-p-Ocimeno 11,212 1,24
y-Terpineno 12,017 16,18
B-Terpineol 12,258 0,67
Terpinoleno 13,040 2,74
Terpineol 13,417 3,54
Linalol 13,490 2,44
(E)-B-terpineol 14,255 1,18
cis-2-Mentenol 14,935 0,82
Terpinen-4-ol 16,458 25,62
a-Terpineol 16,859 2,76
Timol metil éter 18,418 1,36
3-Metoxi-p-cimeno 18,755 2,89
Linalol acetato 19,156 2,86
Carvacrol 20,650 12,84
Timol 20,910 0,77
Cariofileno 24,849 1,87
Germacrene B 27,364 1,22
Espatulenol 29,896 0,63
Total 100,00

TR: tempo de retencéo
Fonte: Elaborada pela autora.

Os compostos majoritarios Terpinen-4-ol, y-terpineno e Carvacrol também foram
identificados por Busatta et al. (2007), que verificaram quantidades de terpinen-4-ol (21,43%);
y-terpinene (12,32%), Carvacrol (11,67%) além de outros constituintes semelhantes aos
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encontrados nesse trabalho, como Timol (9,45%), a-terpineno (5,58%), Linalol (3,47%), a-
terpineol (3,17%), p-cimeno (2,99%), B-cariofileno (2,24%), Terpinoleno (1,97%), a-pineno
(1,88%), Mirceno (1,18%), Metil éter timol (0,86%), cis\trans-f3-ocimeno (0,81%), Espatulenol
(0,51%), a-thujene (0,45%), a-phellandrene (0,39%), Linalol acetato (0,36%) e B-pineno
(0,19%).

Souza et al. (2008) encontraram carvacrol (68,06%) e p-cimeno (15,91%) como
compostos majoritarios do Oleo essencial de orégano, além de mais 12 constituintes com
quantidades variando de 0,29% a 2,56%, e Silveira et al. (2012) encontraram y-Terpineno
(31,68%), (Z2)-p -Ocimeno (16,03%), (E)-B -Ocimeno (11,68%) e o-Cimeno (11,43%) como
compostos majoritarios do 6leo essencial de orégano.

Silva et al. (2010) verificaram também a presenca de carvacrol como componente
majoritario em oOleo essencial de orégano obtido de cinco diferentes marcas (A-74,45%, B-
67,73%, C-72,61%, D-93,42%, E-61,66%), além de outros componentes como o timol em 3
deles (A-14,79%, B-23,85%, C-1,88%), p-Cimeno em dois dos 6leos (C-0,63%, E— 15,95%) e
y-Terpineno em um deles (E- 6,90%). Além dos fatores ja mencionados que interferem na
composicao dos 6leos essenciais, alguns autores ressaltam que o 6éleo colhido em uma mesma
regido varia em relacdo a época do ano (CHORIANOPOULOS et al., 2004, SILVA et al., 2010).

3.3.2 Teste de difusdo e atividade bactericida in vitro da Origanum vulgare frente a bactérias

De acordo com Katzung (2003), os métodos de difusdo de disco sdo satisfatorios para
determinar a sensibilidade de diversos microrganismos contra muitas substancias
farmacéuticas, e sdo suficientes quando o mecanismo de resisténcia € devido a degradacéo do
agente antimicrobiano pelo microrganismo.

A medida dos halos de inibi¢do formados do 6leo essencial de Origanum vulgare L.
frente as cinco linhagens bacterianas testadas (Staphylococcus aureus, Salmonella
choleraesius, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes e Klebsiella pneumoniae)
estdo descritas na tabela 6. Os resultados demonstram atividade antimicrobiana do dleo
essencial em varias concentracfes, sendo as bactérias sensiveis ao O0leo desde a menor
concentracgéo testada (0,156%).

Souza et al. (2008) determinam a Concentrac¢do Inibitéria Minima (CIM) a partir de
zonas de inibicdo com diametros iguais ou maiores do que 10mm. Partindo desse pressuposto,

verifica-se que para todas as bacterias, a menor concentragéo inibitoria foi 0,625%.



60

Tabela 6 — Médias e desvio padrdo de halos de inibi¢&o do 6leo essencial de Origanum vulgare

frente a cinco espécies de bactérias

Concen Bactérias
tracoes Halos de inibi¢cdo (mm)

(%) S.aureus  S.choleraesius P.aeruginosa E. aerogenes K. pneumoniae
0,000 0,00 +0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
0,156 8,01 +0,00 8,20 + 2,68 7,6 + 0,54 8,40 + 0,44 8,90 + 0,70
0,312 8,80+1,30 9,20 +1,30 8,0+ 0,54 9,20 +1,30 9,40 + 0,89
0,625 10,0+0,84 10,6 + 0,54 10,1+ 0,83 10,2 + 2,04 10,0 + 0,55
1,250 116+1,81 11,8 +1,70 10,8 + 0,84 11,8 +2,49 10,2 + 0,83
2500 14,4+192 13,0 +2,44 14,8 + 2,86 14,2 + 2,86 12,6 + 1,67
5000 16,6 +3,20 12,8+1,48 16,8 + 2,07 15,8 + 2,16 17,8 + 3,27

Fonte: Elaborada pela autora.

As concentracBes de 0,625 e 1,25% s@o consideradas com efeito inibitorio fraco
enquanto, a partir da concentracdo de 2,5 %, todas as bactérias apresentaram sensibilidade
considerada moderada ao 6leo essencial de orégano. Busatta et al. (2007) encontraram CIM de
0,46% para Klebsiella pneumoniae, Salmonella choleraesius e 0,23% para Staphylococcus
aureus enquanto Souza et al. (2008) encontraram valores de 20uL/mL ou 2% para S. aureus e
para Salmonella enterica.

Silveira et al. (2012) encontraram valores de 22,9, 11,4 e 12,7mm de halos de inibicao
formados para as respectivas bactérias S. aureus, E. aerogenes e P. aeruginosa frente ao leo
essencial de orégano puro, sendo que no presente estudo verificou-se halo de 11,8mm para E.
aerogenes na concentracdo de 1,25% e halo de 14,8mm para P. aeruginosa na concentracdo de
2,5%, considerando sensibilidade maior das bactérias em concentraces menores de Oleo
essencial de orégano.

Busatta et al. (2007), avaliando a atividade antimicrobiana do 6leo essencial puro de
orégano, encontraram tamanho dos halos de inibi¢do de 26,8mm para Staphylococcus aureus,
19,5mm para Klebsiella pneumoniae, 29mm + 0,08 para Salmonella choleraesius e néo
encontraram formacé&o de halo para Pseudomonas aeruginosa.

Essas diferencas de sensibilidade dos microrganismos ao mesmo tipo de 6leo essencial
podem ser explicadas pelo fato de todos os Oleos serem diferentes um do outro, pois a
composi¢cdo do 6leo depende da sua planta de obtencdo, que sofre influéncias diretas da

temperatura do ambiente, clima, qualidade do solo, velocidade do vento entre outros fatores.
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Um aspecto interessante relacionado com a atividade antimicrobiana dos o0leos
essenciais é que o risco de desenvolvimento de resisténcia de microrganismos € muito baixo,
porque estes produtos contém uma mistura de diferentes substancias antimicrobianas, que
apresentam diferentes modos de agdo (BAKKALI; AVERBECK; IDAOMAR, 2008;
RAHMAN; KANG, 2009). Essa € uma caracteristica benéfica dos produtos derivados das
plantas em comparacdo com 0s agentes antimicrobianos sintéticos, como também da sua
aplicacdo em produtos alimenticios em que podem fornecer melhor seguranca alimentar e vida
atil mais longa (SILVEIRA et al., 2012).

Os resultados da acdo bactericida ou bacteriostatica do 6leo essencial de orégano em
funcdo do tempo demonstram que houve agdo bactericida para todas as bactérias testadas na
concentracdo de 0,312% (Figura 3) e para as bactérias Salmonella choleraesius, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter aerogenes e Klebsiella pneumoniae na concentracdo de 0,156%
(Figura 4).

No tempo 0 horas de contato, o 6leo essencial de orégano ja apresentou um efeito
antibacteriano para as bactérias testadas, em que S. aureus apresentou log de 2,60 UFC mL™,
enquanto seu controle apresentou 8log UFC mL™, e para as demais bactérias a reducéo foi
maior, variando de contagens 0,69log UFC mL™* para a P. aeruginosa a 1,17log UFC mL™ para

E. aerogenes, enquanto seus controles apresentaram também cerca de 8log UFC mL™,

Figura 3 — Contagens de log de UFC mL™ obtidos para cinco linhagens de bactérias testadas
na concentracdo de 0,312% (v/v) de 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare L.) em
funcdo do tempo
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Fonte: Elaborada pela autora.

No tempo de 3 horas, as bactérias S. choleraesius, K. pneumoniae, E. aerogenes e P.
aeruginosa foram reduzidas a Olog UFC mL™ para a concentragdo de 0,312% enquanto seus
controles apresentaram elevacéo para contagens acima de 8log UFC mL™.

A bactéria S. aureus apresentou contagens nos tempos 3 e 6 horas respectivamente de
1,17 e 0,90log UFC mL™, sendo reduzidas a Olog UFC mL* no tempo de 9 horas de contato, e
mantidas a essa contagem até as 24 horas de contato, demonstrando atividade bactericida para
essa bactéria.

Todas as bactérias em todos tempos de contato (>0 horas) foram reduzidas a Olog UFC
mL, demonstrando o efeito bactericida para todas essas bactérias testadas na concentragéo de
0,312% de 6leo essencial de orégano.

Souza et al. (2006) encontraram acao bacteriostatica do 6leo essencial de orégano contra
a bactéria S. aureus com aproximadamente 4log UFC mL™ no tempo de 12 horas com
acréscimo para aproximadamente 6,1log UFC mL™ no tempo de 24 horas, aplicando uma
concentragdo de 20pL.mL™, valores diferentes dos encontrados no presente estudo, o qual,
aplicando uma concentragdo bem menor 0,312%, encontrou redugdo de Olog UFC mL* no
tempo de 9 horas, e contagem de 3log UFC mL™ no tempo de 24 horas utilizando concentragéo
de 0,156% (Figura 4).

Para concentragdo de 0,156% de orégano ocorreu efeito bacteriostatico para a bactéria
S. aureus com contagem de 3,0log UFC mL™* com 24 horas de contato, efeito bactericida para

a bactéria S. choleraesius com 9 horas de contato e para as bactérias E. aerogenes, P.
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aeruginosa e Klebsiella pneumoniae ocorreu efeito bactericida com 3 horas de contato.
Magalhdes et al. (2011) encontraram halos de inibicdo de 44 e 32mm da S. aureus
respectivamente para concentracio de 20 e 10puL mL*. Busatta et al. (2007), em estudo da ac¢io
antibacteriana do 6leo puro de orégano, observaram sua efetividade contra S. aureus, S.
choleraesius e E. coli.

No tempo de 3 horas, as bactérias P. aeruginosa, E. aerogenes e K. pneumoniae foram
reduzidas de cerca de 5log UFC mL* para Olog UFC mL™ e foram mantidas essas contagens
até as 24 horas de contato apresentando efeito bactericida desse éleo na concentragdo de
0,156%.

Figura 4 — Contagens de log de UFC mL™ obtidos para cinco linhagens de bactérias testadas
na concentracdo de 0,156% (v/v) de 0Oleo essencial de Orégano (Origanum vulgare L.) em

funcédo do tempo
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Fonte: Elaborada pela autora.

A K. pneumoniae, a E. aerogenes e a P. aeruginosa reduziram de aproximadamente
5,07log UFC mL para 0Olog UFC mL* no tempo de 3 horas de contato, mantendo essa inibicéo
até as 24 horas de contato. Souza et al. (2006) encontraram valores de concentracao inibitoria
minima (CIM) de 4% para K. pneumoniae e maiores zonas de inibigdo do 6leo essencial de

orégano contra a E. aerogenes, com didmetros de 36mm utilizando concentracéo de 4%.
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A S. choleraesius s6 apresentou reducgdo para Olog UFC mL™ no tempo de 9 horas, nos
demais tempos (0, 3 e 6 horas) apresentou contagem variando de 7,01 a 2log UFC mL™.
Magalhaes et al. (2011), avaliando efeito do 6leo essencial de orégano, encontraram halos de
inibicdo de 45 e 35mm da S. choleraesius respectivamente para concentracdo de 2 e 1%, e
Souza et al. (2006) encontraram concentracdo inibitéria minima para essa bactéria de 8%.

Segundo Bertini et al. (2005), uma possivel explicacdo para as diferencas observadas
quanto a sensibilidade bacteriana aos 6leos, pode ser a existéncia de diferencas na estrutura da
parede bacteriana, como por exemplo a presenca de lipopolissacarideo nas bactérias Gram-
negativas e auséncia nas Gram-positivas, 0 que permite ou ndo a entrada de substancias na
bactéria. Além disso, alguns 6leos essenciais podem conter substancias que penetram mais
facilmente por essa camada lipidica, ocorrendo a sensibilidade ou ndo dessas bactérias a essas

substancias.

4 CONCLUSAO

O oleo essencial de alecrim pimenta apresentou como constituinte majoritario o timol
(83,53%), o de capim-liméo apresentou os constituintes a-Citral (56,17%) e B-Citral (35,77%)
e 0 6leo essencial de orégano apresentou o Terpinen-4-ol (25,62%), y-Terpineno (16,18%) e
Carvacrol (12,84%) como compostos majoritarios.

Os 6leos essenciais de alecrim pimenta, capim-limao e orégano apresentaram atividade
bactericida in vitro frente a varias cepas bacterianas de interesse em alimentos, mesmo em
baixas concentracGes, demonstrando um grande potencial para utilizacdo em industrias
alimenticias, farmacéuticas, dentre outras.

A atividade bactericida dos Oleos em concentracBes relativamente baixas pode
demonstrar uma técnica viavel para uso desse 6leo no aumento da vida de prateleira dos
alimentos, como na conservacao destes, sendo necessaria a realizacao de estudos para verificar

concentracdes e condicdes ideais.
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CAPITULO Il — Avaliacdo do efeito antimicrobiano do 6leo essencial de orégano

(Origanum vulgare L.) no revestimento de hamburguer bovino

RESUMO: Os oOleos essenciais e suas atividades biologicas sdo bem documentadas,
principalmente no que diz respeito as atividades microbioldgicas. Objetivou-se com este
trabalho avaliar o efeito antimicrobiano do dleo essencial de orégano (Origanum vulgare) no
revestimento de hamburguer bovino e sua composicdo centesimal. Foram elaborados
revestimentos com concentracdes de 0leo essencial de orégano de 0; 0,15; 0,3 e 0,6% de 6leo
essencial e aplicados ao hamburguer bovino, além disso foi elaborado um controle sem
revestimento. Os hambdrgueres foram armazenados por 8 dias. Foram realizadas analises
microbioldgicas nos tempos 0, 2, 4, 6 e 8 dias de armazenamento em temperatura de 4°C + 2,
e determinada a composicdo centesimal. O Oleo essencial de orégano em revestimento
comestivel de hamburguer bovino apresentou bom desempenho como antimicrobiano, mesmo
na menor concentracdo utilizada (0,15%), para algumas bactérias de interesse na area de
alimentos, como Escherichia coli e Staphylococcus aureus, sem alterar a composi¢cdo
centesimal do alimento. Portanto, os resultados demonstram uma possibilidade da utilizacao do
6leo essencial de orégano como antimicrobiano alternativo em sistemas de conservacao de
alimentos, mesmo quando associado a baixas concentracoes.

1 INTRODUCAO

A preocupagdo com 0 aumento da incidéncia de doengas de origem alimentar tem sido
alvo de muitos debates por tornarem relevantes questdes de satde publica (OUSSALAH et al.,
2007). Apesar de 0s avangos nas técnicas de saneamento e inspecao de servi¢os, a contaminacao
dos alimentos com microrganismos indesejaveis durante o processamento dos alimentos,
industrializacdo, armazenamento, distribuicdo e comercializacdo é um risco potencial, tanto nos
paises em desenvolvimento, como nos desenvolvidos (RUNYORO et al., 2010). Como agentes
patogénicos resistentes a conservantes classicos tém sido detectados, agentes antimicrobianos
alternativos precisam ser urgentemente encontrados (MILITELLO et al., 2011).

Estudos com 0leos essenciais (6leos volateis) tém atraido a atencdo de ambos os circulos
académico e industrial, devido a um crescente interesse dos consumidores na redugdo mundial
da composicgdo de sal em alimentos (razdes de salde), e a necessidade de técnicas alternativas
para garantir a qualidade e seguranca dos alimentos pereciveis (BURT, 2004). Mendonca (2004)
ressalta o interesse atual e a tendéncia do mercado em utilizar produtos naturais, entre eles
destacam-se 0s agentes antimicrobianos naturais, extraidos de plantas como 0leos essenciais.

Em geral, os 6leos essenciais e suas atividades bioldgicas sdo bem documentadas,
principalmente no que diz respeito as atividades microbiolégicas. Diversos estudos tém sido

realizados e relatados, avaliando suas atividades frente a diversos tipos de microrganismos,
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principalmente deterioradores de alimentos, patdgenos e fitopatdgenos, revelando o potencial
de determinados Oleos essenciais no controle de tais microrganismos (BAKKALLI;
AVERBECK; IDAOMAR, 2008).

Compostos naturais presentes nas plantas e condimentos tém apresentado acao
antimicrobiana contra diversos microrganismos patogénicos. Além disso, as pesquisas com
plantas despertam interesse por conta da grande diversidade molecular dos produtos naturais,
que € muito superior aquela derivada dos processos de sintese, e possivel acdo antimicrobiana
(ANDRADE, 2010). Dessa forma, essas propriedades apresentam potencialidade para uso na
indUstria alimenticia, onde os riscos de contaminacdo sdo grandes, demonstrando uma
alternativa para o desenvolvimento de técnicas que procuram reduzir os efeitos negativos de
microrganismos causadores de grandes prejuizos as industrias (PEREIRA et al., 2008).

O estudo da atividade antibacteriana do orégano (Origanum vulgare), do seus diferentes
extratos e o6leo essencial, tem sido executado sobre bactérias e fungos patogénicos e
deteriorantes em alimentos. Varios estudos tém relatado a efetividade antibacteriana do 6leo
essencial de orégano sobre uma série de bactérias de interesse em alimentos, a citar Salmonella
enterica, Bacilos cereus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Serratia marcences, Yersinia
enterocolitica, Staphylococcus aureus e (SAHIN et al., 2004; SOUZA et al., 2006). Mediante
0 exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito antimicrobiano do dleo essencial de
orégano (Origanum vulgare) no revestimento de hamburguer bovino e sua composicdo

centesimal.

2 METODOLOGIA
2.1 Extracdo do 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare)

Folhas secas de orégano foram obtidas do comércio local de Limoeiro do Norte — CE e
levadas ao laboratério de Quimica de alimentos do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia do Ceara (IFCE), Campus Limoeiro do Norte, para extracdo do 6leo essencial (OE)
utilizando o método hidrodestilacdo, que consiste em evaporar uma mistura de vapor-d’agua e
componentes volateis presentes na matéria-prima vegetal, em aparelho denominado Clevenger
(MECHKOVSKI; AKERELE, 1992). A agua foi removida por decantagéo e o 0leo essencial
foi armazenado a temperatura de 4°C, protegido de luz para evitar a alteracdo da sua

Ccomposicao.
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2.2 Acdo antimicrobiana de 0leo essencial de orégano em revestimento comestivel de
hamburguer bovino frente a microbiota normal

2.2.1 Elaboracdo do revestimento comestivel

Foram elaborados revestimentos com concentragdes de 6leo essencial de orégano de 0;
0,15, 0,3 e 0,6% de 6leo essencial. O revestimento foi elaborado com gelatina comestivel em
po, hidratando-se 20 gramas de gelatina e 1g de glicerol em 100g de &gua destilada estéril,
permanecendo por uma hora em temperatura ambiente para ocorrer o intumescimento. O Tween
80 foi adicionado na proporgao de 1% em relagdo a quantidade de gelatina. O 6leo essencial e
0 Tween 80 foram adicionados na solugéo sob agitacdo e aquecida a uma temperatura de 60°C,
durante 10 minutos, com o auxilio de um aquecedor-agitador. O revestimento sem o 6leo foi

realizado da mesma maneira dos demais, porém, sem adicao do 6leo essencial.

2.2.2 Elaboracédo do hambirguer bovino

As carnes no ato de sua aquisi¢do foram acondicionadas em sacos plasticos esterilizados
e em seguida foram encaminhadas imediatamente a Planta Piloto de processamento de carnes
e pescados do IFCE, Campus Limoeiro do Norte, CE, para o processamento dos hamburgueres
bovinos. Foi utilizado a formulacdo descrita na tabela 1 e o processamento do hambdrguer
bovino seguiu o fluxograma descrito na figura 1. Ap6s a elaboragdo, os hamburgueres foram
revestidos com o revestimento comestivel a base de gelatina com adicdo de 6leo essencial de
orégano, sendo imersos por 10 segundos na solu¢édo, colocados para secar em temperatura de
4°C + 2 por 30 minutos até secagem do revestimento. Em seguida, foram embaladas em filme
plastico transparente de PVC e colocados em bandejas de poliestireno, que também foram
envoltas em papel filme plastico transparente de PVC, armazenadas em camara fria de

refrigeracdo a 4°C + 0,5 para acompanhamento do armazenamento.

Tabela 1. Formulagdo do hambdrguer bovino

Ingredientes Quantidades (%)
Carne bovina 67,0
Gordura suina 10,0
Alho desidratado 0,3
Pimenta 0,3
Sal 2,4
Farinha 10,0
Proteina texturizada de soja 10,0

Fonte: Elabora pela autora.
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Figura 01 — Fluxograma do processamento do hambdrguer bovino
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Fonte: Elabora pela autora.

2.2.3 Avaliacdo do efeito antimicrobiano do 6leo essencial frente & microbiota normal do

hamburquer bovino revestido armazenado sob refrigeracéo

Os 5 tratamentos de hambdrgueres bovinos (sem revestimento, revestimento sem 6leo
essencial, revestimento com 6leo essencial nas concentracdes 0,15; 0,3 e 0,6%) foram
armazenados em refrigeracdo a 4°C + 0,5 por 8 dias (O tempo de armazenamento foi
determinado a partir da Portaria CVS-6/99, que define 72 horas como vida util de produtos
carneos para consumo) sendo realizadas analises microbiolédgicas nos tempos 0, 2, 4, 6 e 8 dias
de armazenamento. Foram determinados Coliformes termotolerantes com confirmacdo de
Escherichia coli, Salmonella spp., Staphylococcus aureus e Bactérias Aerdbias Mesofilas
adotando-se a metodologia descrita por Siqueira (1995).

2.3 Composigao centesimal

Foram realizadas anélises de umidade, cinzas, gordura e proteina, seguindo a
metodologia descrita nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008). Foram analisados
0s cinco tratamentos dos hamburgueres (sem revestimento, revestimento sem 6leo essencial,
revestimento com 6leo essencial nas concentragdes 0,15, 0,3, e 0,6%) realizadas em 3 repeticoes

em triplicata.



74

2.4 Delineamento experimental e analise estatistica

Para a acdo antimicrobiana de 6leo essencial de orégano em revestimento comestivel de
hambdrguer bovino frente a microbiota normal utilizou-se teste fatorial 5 x 5, em delineamento
inteiramente casualizado, com trés repeti¢des. Os 25 tratamentos consistiram de combinagdes
de cinco revestimentos diferentes (sem revestimento, revestimento sem déleo essencial,
revestimento com 6leo essencial de orégano de concentracdes de 0; 0,15; 0,3 e 0,6%) em cinco
tempos de armazenamento (0, 2, 4, 6 e 8 dias). Os dados coletados foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e as médias comparadas entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de
5% de significancia.

Os valores obtidos da analise fisico-quimica foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Para isso foi utilizado o software estatistico ASSISTAT 7.7 versdo beta (SILVA;
AZEVEDO, 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Acdo antimicrobiana de 6leo essencial de orégano em revestimento comestivel de
hamburguer bovino frente a microbiota normal

Em alimentos, 6leos essenciais podem migrar para a estrutura lipidica do alimento,
reduzindo assim a sua concentracdo na fase aquosa e, consequentemente, 0 seu contato com
microrganismos localizados nas partes hidrofilicas do produto. Essas interferéncias requerem
concentra¢fes mais altas de 6leo essencial no alimento, do que os valores encontrados pela
técnica in vitro para uma boa atividade antisséptica nos alimentos. Adicionalmente, 0s
componentes funcionais de éleos essenciais também sdo possiveis de gerar sabores indesejaveis

e cheiros desagradaveis e modificar a textura do alimento (ALARCON, 2007).

3.1.1 Bactérias Aerdbias Mesofilas

Para os resultados da contagem de Bactérias Aerdbias Mesofilas (BAM) (Tabela 2),
verificou-se que o nimero de UFC g variou bastante durante o periodo de armazenamento de
8 dias para todas as concentracdes de 0leo essencial de O. vulgare L. utilizadas no revestimento
de hamburguer bovino. No tempo 0, nenhum tratamento apresentou diferenca significativa,

com contagens variando de 5,65 a 6,12 log UFC g.
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Tabela 2 - Contagem de Bactérias Aerdbias Mesofilas em hamburguer bovino revestido com
diferentes concentragdes de 6leo essencial de O. vulgare L., durante 8 dias de armazenamento

sob refrigeracédo

Bactérias Aerobias Mesofilas (log10 UFC gt)

Concentracao Tempo de armazenamento (dias)
(%) TO T2 T4 T6 T8
Controle 6,12 aA 4,70 aC 6,21aA 5,59 aB 6,18 aA
0,00 5,65 aB 5,16 aC 6,12 aA 5,99aA 6,14aA
0,15 5,95aA 3,24 bC 6,1aA 5,17bB 5,78 bA
0,30 5,90 aA 4,82 aB 5,5bA 5,87aA 5,80 bA
0,60 5,86 aA 4,90 aB 5,76 bA 5,76 aA 5,58 bA

*Médias seguidas da mesma letra (mindsculas nas colunas e maiusculas nas linhas) nao diferem entre si pelo teste
de Scott knott ao nivel de 5% de significancia.
Fonte: Elaborada pela autora.

Para as contagens de aerébios meséfilos ocorreu uma reducéo no tempo 2 para todos 0s
tratamentos. No tempo 4 ndo ocorreu diferenca significativa entre as amostras Controle, 0,00 e
0,15% porém diferiram dos tratamentos 0,3 e 0,6% que apresentaram menor contagem.

No final do armazenamento (8 dias) os tratamentos contendo 6leo essencial de orégano
apresentaram diferenca significativa do controle e 0%, com valores acima de 6log UFC g*
enguanto as amostras com 0Oleo essencial apresentaram valores variando entre 5,58 a 5,80log
UFC g*. No final do armazenamento, os tratamentos com 6leo essencial de orégano em seu
revestimento apresentaram reducdo do seu crescimento inicial (tempo 0), mesmo que nédo
significativa, enquanto o controle e 0 0% apresentaram elevagdo do seu log UFC g inicial.

De modo geral o 6leo essencial de orégano no revestimento do hambdrguer bovino ndo
apresenta reducdo ou atividade bactericida contra as bactérias aerdbias mesofilas totais, porém
é capaz de manter seus valores iniciais. A legislacdo nao estabelece padrées de contagens dessas
bactérias, visto que a contagem total dessas bactérias ndo indica necessariamente ocorréncia de
patdgenos. Porém as bactérias aerébias mesoéfilas sdo usadas como indicadores de qualidade
microbiologica e de acordo com Cardoso et al. (2005) a presenca destas em grande namero
indica matéria-prima excessivamente contaminada, higiene insuficiente, limpeza e desinfec¢édo
das superficies inadequadas e condi¢des improprias de tempo e temperatura durante a producao
e a conservacao dos alimentos.

Barbosa (2010), avaliando efeito antimicrobiano de 0leos essenciais sobre a microbiota

da carne, verificou que os 0leos essenciais testados, inclusive o de orégano, foram ineficazes
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sobre os microrganismos mesofilos até a concentragdo méaxima testada de 2,2%, enquanto para
os psicrotréficos, os OEs mais eficientes foram o de orégano e tomilho.

Em estudo realizado por Busatta et al. (2007), foram encontrados valores de 4,28log
UFC/g de aerébios mesofilos para tratamento controle, 3,26, 3,30 e 3,26log UFC/g para 0s
tratamentos com concentracGes de 0,69mg/g; 1,725mg/g; 3,45mg/g de bleo referentes a CIM
mais alta, 2 vezes a CIM mais alta e 5 vezes a CIM mais alta respectivamente, correspondentes
a 20 dias de armazenamento de linguica frescal. Ao longo do armazenamento, ele observou que
a Unica concentracdo que apresentou acdo bactericida foi a correspondente a 5 vezes o0 maior
MIC.

3.1.2 Coliformes termotolerantes e Escherichia coli

Os resultados de coliformes termotolerantes em hamburguer bovino com e sem
revestimento adicionado de o6leo essencial de oregano apresentaram diferencga significativa
entre si como também ao longo do armazenamento (Tabela 3). Os tratamentos controles
(Controle e 0%) apresentaram inicialmente uma contagem 2,4x10 e 9,6x10 NMP g (Nimero
Mais Provavel) de coliformes termotolerantes diferindo significativamente dos demais no que
diz respeito ao tempo de armazenamento, em que no final do armazenamento (8° dia)

apresentou contagens de 5,0 NMP g™,

Tabela 3 - Contagem de Coliformes termotolerantes em hambdrguer bovino revestido com
diferentes concentracfes de 6leo essencial de O. vulgare L., durante 8 dias de armazenamento
sob refrigeracéo

Coliformes termotolerantes (NMP g?)

Concentracao Tempo de armazenamento (dias)
(%) TO T2 T4 T6 T8
Controle 2,4x 10 cA 4,5aC 1,7 x 10°aB 5,0aC 5,0aC
0 9,6 x 10 aA 5,0aB 5,0Bb 5,0aB 5,0aB
0,15 4,6 x 10bA 4,5 aB 15Cb 1,5bB 1,5bB
0,3 2,2 x 10 cA 45 aB 15cB 1,5bB 1,5bB
0,6 2,2x10cA 4,5 aB 15Cb 1,5bB 1,5bB

*Médias seguidas da mesma letra (minusculas nas colunas e maitsculas nas linhas) ndo diferem entre si pelo teste
de Scott knott ao nivel de 5% de significancia.
Fonte: Elaborada pela autora.

No segundo dia de armazenamento, todos os tratamentos reduziram suas contagens

expressivamente, e ndo apresentaram diferenca significativa entre si (p<0,05). No quarto dia de
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armazenamento, 0s tratamentos que possuiam 6leo essencial em seu revestimento foram
reduzidos a valores minimos de 1,5NMP g* e sendo mantidos até o final do armazenamento,
enquanto as amostras controles (C e 0%) apresentaram contagens respectivas de 1,7x10% e
5,0NMP g?! no tempo 4 e 5NMP g! no Gltimo dia de armazenamento, diferindo
significativamente dos tratamentos tratados com 6leo essencial em seu revestimento. O 6leo
essencial de orégano no revestimento do hamburguer se caracteriza como bactericida para
Coliformes termotolerantes, pois desde o0 4° dia de armazenamento valores foram reduzidos a
minimos, enquanto os controles apresentaram Coliformes termotolerantes até o final do
armazenamento (8 dias).

A legislacéo brasileira estabelece contagem maxima de 5x103 NMP g para coliformes
termotolerantes em produtos carneos crus, refrigerados ou congelados (BRASIL, 2001),
estando todas as amostras de hamburguer bovina com e sem 6leo essencial de orégano dentro
dos padrdes estabelecidos pela legislacdo em todos os tempos de armazenamento.

A presenca de coliformes termotolerantes em alimentos comercializados tem sido objeto
de estudo por diversos autores no Brasil, como os realizados por Salvatori, Bessa e Cardoso
(2003), que identificaram a presenca dessas bactérias em embutidos frescais; e por Silva,
Cavalli e Oliveira (2006) em amostras de queijos, hortalicas e linguicas. Essas bactérias isoladas
nesses alimentos, além de caracterizarem produtos improprios para 0 consumo, podem provocar
surtos de intoxicacao alimentar. Nos Estados Unidos, Rangel et al. (2005) observaram que dos
350 surtos de E. coli O157 ocorridos entre 1982 e 2002, a transmissdo via alimentar foi
responsavel por 52% desses surtos ocorridos em comunidades, restaurantes, redes de
estabelecimentos comerciais de alimentos e escolas. Os produtos carneos foram os alimentos
mais envolvidos naqueles surtos.

Na verificacdo da ocorréncia da bactéria E. coli no hambdrguer bovino com
revestimento adicionado de 6leo essencial de orégano, observou-se que ele foi eficiente na
inibicdo da bactéria durante o armazenamento (Tabela 4). A presenca da bactéria foi confirmada
para todos os tratamentos no tempo 0 e 2 dias, porém, a partir do 4° dia, verificou-se que 0s
tratamentos com 6leo essencial inibiram a presenca bacterioldgica, mantendo sua eficécia até o
final do armazenamento (8° dia). Os tratamentos controle e 0% constataram presenca da

bacteria Escherichia coli em todos os tempos de armazenamento.
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Tabela 4 — Incidéncia da Escherichia coli em hamburguer bovino revestido com diferentes
concentracdes de Oleo essencial de O.vulgare L., durante 8 dias de armazenamento sob

refrigeracéo

Confirmacéo de Escherichia coli (Presenca/Auséncia)

Concentracao Tempo de armazenamento (dias)
(%) TO T2 T4 T6 T8
Controle Presenca Presenca Presenca Presenca Presenca
0 Presenca Presenca Presenca Presenca Presenca
0,15 Presenca Presenca Auséncia Auséncia Auséncia
0,3 Presenca Presenca Auséncia Auséncia Auséncia
0,6 Presenca Presenca Auséncia Auséncia Auséncia

Fonte: Elaborada pela autora.

Em estudo realizado por Souza et al. (2006), depois de 24 horas de exposi¢do da bactéria
com o 6leo essencial na concentracdo de 4% de O. vulgare L., 0s ensaios tratados apresentaram
contagens redor 10® UFC/mL (6log UFC/mL) (ao lado do indculo inicial) enquanto os ensaios
de controle apresentaram contagens em torno de 10° UFC/mL. Estes resultados caracterizam
uma propriedade bacteriostatica de 6leo essencial O. vulgare em todas as bactérias testadas e
este efeito foi bem marcado com E. coli depois 12 horas de exposicdo. A propriedade
bacteriostatica é caracterizada quando alguns compostos sdo capazes de causar a falha em
bactérias para crescer em caldo de carne, mas sdo cultivadas quando o caldo € revestido sobre
um agar adequado (BURT, 2004).

Castilho et al. (2012) verificaram que E. coli foi inibida por 6leo essencial de orégano e
por extratos de n-hexano. Os constituintes majoritarios timol e carvacrol mostraram atividade
bactericida para 100 mg/mL.

Busatta et al. (2007) verificaram um aumento de células bacterianas de E. coli nas
amostras controle de linguica que ndo tinham em sua formulacéo 6leo essencial, chegando a
5,04 log NMP g*. Para as amostras tratadas com o 6leo essencial, ndo foi detectado aumento
nas células para todas as concentracdes, 0 que permite afirmar que o 6leo agiu eficientemente.
Este efeito inibitorio é devido provavelmente a acdo do composto principal terpinen-4-ol, que
se acredita funcionar inibindo a inalagdo oxidativa, induzindo a deformacdo da membrana

(dilatagdo), com consequente alteracdo na permeabilidade da membrana (COX et al. 2000).
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3.1.3 Staphylococcus aureus

Na verificacdo da ocorréncia de Staphylococcus aureus no hambudrguer bovino com
revestimento de 6leo essencial de orégano, observou-se que no tempo 0 todos os tratamentos
n&o apresentaram diferenca significativa entre si variando de 3,87 a 4,43 log 10 UFC g (Tabela
5), porém, a partir do segundo dia de armazenamento, os tratamentos controle e 0%
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) dos que possuiam oOleo essencial em seu
revestimento, e essa diferenca foi mantida até o final do armazenamento (8° dia).

Para todos os tratamentos que possuiam éleo essencial em seu revestimento, a contagem
inicial (tempo 0) foi acima de 4log UFC g, e ao final do armazenamento (8° dia) variaram de
1,81 a 1,97log UFC g, enquanto as amostras controles (C e 0%) apresentaram no final do
armazenamento contagens de 3,37 e 3,27 respectivamente, demonstrando ac¢do antimicrobiana
do éleo essencial de orégano frente a bactéria S. aureus.

Castilho et al. (2012) relatam que a atividade antibacteriana do 6leo essencial de orégano
contra o agente patogénico humano, S. aureus, parece estar relacionada com a presenca de timol

e carvacrol, que sdo substancias naturais presente no 6éleo essencial de orégano.

Tabela 5 - Contagem de Staphylococcus aureus em hamburguer bovino revestido com
diferentes concentracfes de 6leo essencial de O. vulgare L., durante 8 dias de armazenamento

sob refrigeracédo

Staphylococcus aureus (log 10 UFC gh)*

Concentracao Tempo de armazenamento (dias)
(%) TO T2 T4 T6 T8
Controle 3,87 aA 3,30 aA 3,70 aA 3,29 aA 3,37 aA
0 4,39 aA 3,94 aA 3,12 aB 3,01aB 3,27 aB
0,15 4,07 aA 2,77 bB 2,41bB 2,07bB 1,97 bB
0,3 4,43 aA 2,70 bB 2,44bB 1,39 bC 1,81bC
0,6 4,27 aA 2,69 bB 2,42bB 1,15bC 1,83 bC

*Médias seguidas da mesma letra (minusculas nas colunas e maitsculas nas linhas) ndo diferem entre si pelo teste
de Scott knott ao nivel de 5% de significancia.
Fonte: Elaborada pela autora.

Algumas pesquisas indicam que a relacdo da estrutura da célula e a sensibilidade
microbiana aos 6leos essenciais ainda ndo esta bem estabelecida, ainda assim, propde que uma
menor ou maior atividade inibidora de 6leos essenciais em bactérias Gram-positivas ou Gram-

negativas podem estar relacionadas com a particular eficacia dos componentes do 6leo essencial
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em diferentes microrganismos, ao invés da estrutura da célula microbiana (DORMAN;
DEANS, 2000).

A legislacdo brasileira estabelece contagem maxima de 5x103 de UFC/g ou 3,70log
UFC/g de estafilococos coagulase positiva em produtos céarneos crus, refrigerados ou
congelados (BRASIL, 2001), estando, assim, todos os tratamentos de hambdrgueres, ao final
do armazenamento (8° dia), aptos ao consumo, apesar de o0s tratamentos controle e 0% estarem
com contagens bem préximas ao limite.

Souza et al. (2008) relatam que o Gleo essencial mantido a temperatura ambiente e
exposto a diferentes tratamentos térmicos (60°C, 80°C, 100°C e 120°C) demonstrou efeito
antimicrobiano contra o S. aureus, outras bactérias e leveduras.

A manipulacdo inadequada dos alimentos é uma das maiores causas da contaminacao
destes por microrganismos patogénicos. O Staphylococcus aureus tem como habitat natural as
vias aéreas superiores, cabelos, pele e médos dos seres humanos, isto faz com que o manipulador
seja uma fonte de contaminacdo. A contaminacdo pode ocorrer de varias formas, seja na
producdo, a qual requer inimeras etapas, podendo ocorrer contaminacdo e proliferacdo do
microrganismo durante o preparo, a manufatura e até mesmo no estoque do produto, visto que
muitos refrigeradores sdo incorretamente ajustados, operando acima da temperatura
recomendada, 0 que pode proporcionar o crescimento de microrganismos patogénicos (SILVA
etal., 2013).

3.1.4 Salmonella

Para ocorréncia de Salmonella constata-se auséncia para todas as concentragdes
(Controle; 0; 0,15; 0,3; 0,6%) em todos os tempos de armazenamento (0, 2, 4, 6, 8 dias). A
legislacdo estabelece auséncia de Salmonella em 25g do alimento para produtos carneos crus,
refrigerados ou congelados (BRASIL, 2001), estado assim todas as amostras analisadas dentro
dos padrdes da legislacdo. Em estudo realizado por Souza et al. (2006), foi verificado efeito
antibacteriano do 6leo essencial de O. vulgare em Salmonella enterica (classico patdgeno
Gram-negativo) e outras bactérias de importancia para alimentos.

Souza et al. (2008) relatam que o Oleo essencial de orégano, mantido a temperatura
ambiente e exposto a diferentes tratamentos térmicos (60 °C, 80 °C, 100 °C e 120 °C),
demonstrou efeito antimicrobiano contra o Salmonella enterica e outras bactérias e leveduras.

Soares (2010), verificando acdo antimicrobiana do 6leo essencial de orégano em carne

moida frente a Salmonella enterica, observou que as concentracdes 0,39% e 0,78%, em um



81

primeiro momento tiveram efeito bactericida, e posteriormente efeito bacteriostatico. J& para
concentracdes maiores (1,56% e 3,125%), verificou-se acentuado efeito bacteriostéatico,
chegando a total eliminacao da Salmonella na carne.

Os resultados referentes a ndo interferéncia das temperaturas de aquecimento sobre as
propriedades antimicrobianas e composicao quimica de 6leo essencial de O. vulgare apoiam a
sua possivel utilizacdo concomitante a altas temperaturas em procedimentos de conservacgéo de
alimentos (SOUZA et al., 2008).

3.2 Composi¢ado centesimal do hambuarguer revestido

Os hamburgueres com revestimento contendo 6leo essencial ndo apresentaram diferenca
significativa entre si (p<0,05) e do controle e 0% para todos os atributos analisados (Tabela 6).
Para proteina os valores variaram de 18,86 (C) a 21,93% (0,15%), estando todos dentro dos
atributos da legislacdo que estabelece percentual minimo de 15% de proteina para hamburguer
(BRASIL, 2000). Valores semelhantes foram citados por Barbosa (2010), de 19,2% de proteina
para hamburguer antes de aplicar 6leo essencial de orégano.

Nos alimentos, além da funcdo nutricional, as proteinas tém propriedades organolépticas
e de textura, sendo as de origem animal consideradas como proteinas de Alto Valor Biol6gico
(FLORENCIO FILHO et al., 2013). Resultado superior foi encontrado por Almeida (2011), que
obteve média de 23,83% de proteina em hambdrguer caprino com adicdo de 2% de farinha de

aveia.

Tabela 6 - Composicdo Centesimal de hamburguer bovino revestido com diferentes

concentracdes de 6leo essencial de O. vulgare L.

Concentragéo (%) Proteina Umidade Gordura Cinzas

Controle 18,86 a 63,77 a 2,64a 2,71a

0 21,11 a 65,08 a 2,78a 2,32 a

0,15 21,93 a 65,02 a 1,99a 2,61la

0,3 21,74 a 65,47 a 2,16a 2,40 a

0,6 2092 a 64,42 a 254a 2,37 a

*Meédias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia.

Fonte: Elaborada pela autora.

A &gua e considerada adulterante universal dos alimentos, por isso sua determinacao é

de grande importancia. A umidade de um alimento esta relacionada com sua estabilidade,
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qualidade e composicdo e pode afetar estocagem, embalagem e processamento (BRASIL;
GUIMARAES, 1998; OLIVEIRA et al., 1999). Por isso a quantidade de umidade ira
influenciar de forma direta na qualidade do alimento, pois alimentos com alta umidade irdo se
deteriorar mais rapidamente do que os que possuem baixa umidade.

A umidade dos hamburgueres variou de 63,77% (Controle) a 65,48% (0,3%), mas nao
apresentaram diferenca significativa entre si (p<0,05), demonstrando que o revestimento e o
6leo néo influenciam na umidade do produto carneo. Barbosa (2010) encontrou valor superior
ao encontrado, de 75,6% de umidade para hambdrguer bovino antes da aplicacdo de 6leos
essenciais. Apesar da legislagdo brasileira ndo estabelecer limite de umidade para hamburguer,
Vieira et al. (2007) ressaltam que a umidade é importante para a suculéncia e palatabilidade da
carne como também dos produtos carneos e essa umidade nao pode ser em excesso, iSso porque
guanto maior for a umidade de um produto, maior sera seu risco de contaminacgdo, pois
aumentara a quantidade de agua livre disponivel para as rea¢Ges bioquimicas e fisico-quimicas
necessarias para a multiplicagdo de microrganismos e formacéo de toxinas.

Os hamburgueres apresentaram quantidade de gordura variando de 1,99 a 2,78%, nao
apresentando diferenca significativa entre si (p<0,05) (Tabela 6). Esse teor encontra-se dentro
dos padrdes da legislacao, que estabelece maximo de 23% de gordura (BRASIL, 2000). Mesmo
com adicdo de Oleos essenciais, a gordura do produto apresentou-se com valores bem abaixo
do méaximo da legislacdo, o que melhora o aspecto de qualidade nutricional quanto ao requisito
de alimento saudavel.

Segundo Seabra et al. (2002), para a industria moderna a reducéo de 10% de gordura
em um produto é um desafio, ja que este deve ter boa aceitacdo no mercado e concorrer com 0s
tradicionais que possuem aproximadamente 22% de gordura, pois existe uma preferéncia dos
consumidores pela gordura, mesmo sabendo dos riscos do consumo excessivo, isso porque a
gordura confere caracteristicas a carne como: suculéncia, sabor e aroma.

Médias variando de 2,32 a 2,71 de cinzas foram encontradas para os hamburgueres
bovinos (Tabela 6), e ndo apresentaram diferenca significativa entre si (p<0,05), demonstrando
que o 6leo essencial de orégano também ndo influenciou esse atributo. A legislagdo brasileira
ndo estabelece padrdes de cinzas para hamburguer. Valores aproximados foram encontrados
por Almeida (2011), 2,93% de material mineral em hambdrgueres caprinos adicionados de 2%
de farinha de aveia; e por Barbosa (2010), que obteve valores de 2% para hambdrguer bovino.
As cinzas e o conteudo mineral em alimentos ndo podem ser sintetizados pelo organismo e, por

isso, devem ser obtidos através da alimentacdo, pois desempenham diversas funcdes,
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facilitando a transferéncia de compostos pelas membranas celulares e a composicao de tecidos
organicos (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

4 CONCLUSAO

O Oleo essencial de orégano em revestimento comestivel de hambdrguer bovino
apresenta bom desempenho como antimicrobiano, mesmo na menor concentracdo utilizada,
para algumas bactérias de interesse na area de alimentos, como Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, sem alterar a composicao centesimal do alimento.

Portanto, os resultados demonstram uma possibilidade da utilizagdo do 6leo essencial
de orégano como antimicrobiano alternativo em sistemas de conservacédo de alimentos, mesmo

guando associado a baixas concentragdes.
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CAPITULO IV - Andlise sensorial de hamburguer bovino e avaliacio do efeito

antimicrobiano de 6leos essenciais frente ao Staphylococcus aureus

RESUMO: As propriedades antimicrobianas de 6leos essenciais tém despertado interesse pela
possibilidade de constituirem uma alternativa para as exigéncias dos consumidores quanto a
utilizacdo de aditivos naturais em alimentos. Objetivou-se com esse trabalho avaliar a acao
antimicrobiana de 6leos essenciais de orégano, capim-limédo e mix (mistura dos dois) frente a
Staphylococcus aureus inoculada em hamburguer bovino refrigerado, e andlise sensorial. A
bactéria foi inoculada em hamburguer bovino e os 6leos essenciais de orégano e capim-liméo
foram adicionados na concentracdo de 0,312, 0,625, 1,25 e 2,5% e 0 mix nas concentracdes de
0,312 e 0,625%. Os hamburgueres foram armazenados em temperatura de refrigeracdo e
avaliados nos tempos 0, 1, 2, 4 e 6 dias. Foi realizada também analise sensorial de hamburguer
bovino com concentracdes de 0,312% dos 6leos essenciais. Os 6leos essenciais apresentaram
acao antimicrobiana contra a bactéria durante o armazenamento mesmo na menor concentracdo
utilizada e apresentaram aceitagcdo sensorial para todos os atributos avaliados. Os resultados
demonstram uma possibilidade da utilizagdo dos 6leos essenciais de Origanum vulgare L.,
Cymbopogon citratus e uma mistura dos dois (Mix) como composto antimicrobiano alternativo
em sistemas de conservacédo de alimentos, mesmo quando associado a baixas concentragdes.

1 INTRODUCAO

A carne bovina e seus derivados € amplamente consumida e por isso é de extrema
importancia oferecer ao consumidor um produto com qualidade microbioldgica adequada, ja
que este pode ser responsavel por ocasionar doencgas para a populacdo que dela faz uso
(MARCHI, 2006). Varios estudos e buscas por técnicas alternativas para garantir a qualidade e
seguranca dos alimentos pereciveis tém sido motivo de debates em centros académicos e
industriais, devido a um crescente interesse dos consumidores na reducdo mundial da
quantidade de sal em alimentos (BURT, 2004).

As propriedades antimicrobianas de 6leos essenciais tém despertado interesse pela
possibilidade de constituirem uma alternativa para as exigéncias dos consumidores quanto a
utilizacdo de aditivos naturais em alimentos (KOTZEKIDOU et al. 2008). Entretanto, 0 uso
para tal finalidade implica em concentraces maiores do que aquelas usadas para o realce de
aroma e sabor dos alimentos, sendo necessario um equilibrio entre as concentragdes para que 0
6leo exerca, a0 mesmo tempo, a¢do antimicrobiana e aromatica (SOARES, 2010).

Os 0leos essenciais possuem propriedades antibacterianas, antivirais e antiflngicas,
portanto, podem ser usados em alimentos como agente natural para estender a vida de prateleira
de alimentos (BURT, 2004; TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010).

O grupo dos Staphylococcus aureus sdo um dos patdgenos mais importantes em

alimentos, uma vez que sua presenca em alimentos processados indica deficiéncia no
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processamento ou condicdes higiénicas inadequadas do processo; e suas enterotoxinas, uma vez
presentes no alimento, poderdo causar intoxicacdo alimentar (SILVA; GANDRA, 2004). Além
disso, a toxina estafilococica, uma vez produzida, é termoestavel e ndo pode ser inativada por
métodos de coccdo padrdo (FORSYTHE, 2002) nem mesmo por 16 pasteurizagbes UHT
(SILVA; GANDRA, 2004). Mediante o exposto, objetivou-se com esse trabalho avaliar a acéo
antimicrobiana de 6leos essenciais de orégano, capim-limao e mix (mistura dos dois) frente a
bactéria Staphylococcus aureus inoculada em hamburguer bovino refrigerado, e avaliar sua

aceitacéo sensorial.

2 METODOLOGIA
2.1 Plantas e obtencéo dos respectivos 6leos

Foram extraidos Oleos essenciais de orégano (Origanum vulgare) e capim-liméo
(Cymbopogon citratus). O capim-liméao foi obtido de producdes de pequena escala em hortas
particulares da regido e as folhas secas em estufa a 60°C por aproximadamente 6 horas, ja as
folhas secas de orégano foram obtidas do comércio local de Limoeiro do Norte — CE. Todos 0s
6leos foram extraidos no laboratério de Quimica de alimentos do Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia do Ceara (IFCE), Campus Limoeiro do Norte, utilizando o método
hidrodestilacdo, que consiste em evaporar uma mistura de vapor-d’agua e componentes volateis
presentes na matéria-prima vegetal, em aparelho denominado Clevenger (MECHKOVSKI;
AKERELE, 1992). A agua foi removida por decantacdo e o0s Oleos essenciais foram

armazenados a temperatura de 4°C, protegidos da luz para evitar a alteracdo da sua composicao.

2.2 Avaliacdo do efeito antimicrobiano dos 6leos essenciais frente a Staphylococcus aureus
em hamburguer bovino

2.2.1 Modelo alimentar e preparo das amostras

Para verificacdo do efeito antimicrobiano dos 0leos essenciais no sistema alimentar, foi
utilizado a cepa da bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Os Oleos essenciais utilizados foram de orégano, capim-limdo e foi feito um mix
(orégano + capim-liméo 1:1 v/v). Foram utilizadas 4 concentragdes (0,312; 0,625; 1,250 e 2,500
% v/p) para os 6leos de orégano e capim-limao, e 2 concentra¢des para o Mix (0,312 e 0,625
% v/p), além disso foi realizada uma formulagdo com 0% de 6leo, sendo elaboradas, portanto,

11 formulagGes de hamburguer bovino (Figura 1).
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O corte bovino empregado para a elaboragdo do hamburguer foi o coxdo mole
(semimembranosus), adquirido no comércio local de Limoeiro do Norte - CE, a partir do qual
se elaborou uma formulacao simples de hamburguer com 97% de carne, 2,4% de sal, 0,3 % de
pimenta e 0,3 % de alho desidratado.

Todo o equipamento foi previamente limpo e sanitizado. Foi realizada uma formulagao
simples do hamburguer (97% de carne, 2,4% de sal, 0,3% de pimenta e 0,3% de alho
desidratado) e foi submetida ao congelamento. No dia posterior, 0os hamburgueres foram
descongelados e realizada a inoculacdo artificial das bactérias e adicdo das diferentes

concentracdes de 6leos essenciais.

Figura 1 — Esquema utilizado na execucdo do experimento para verificar a acdo dos 6leos

essenciais frente a Staphylococcus aureus em hamburguer bovino

| Controle H Capim Limdo H Orégano H
ol
L oS _
Tempo 0% 0312% | 0,625% | 1,25% | 2.5% 0,312% 0,625% | 1,25% | 2,5% 0,312% | 0,625%
7 BT [P BE [ FS
G| |G| Calo) | GeXow)| Gl || |G| Gl G0 | ()] ||| G| Gelse)
ORIEOREOREONBONIBORBORNBONPO) Ge) | (o)
OO0 OOIGOOO OO0 O0IOONO0 OO
HIIEOR IBEON BORBEONBONIIEOR BONEON RO (o) | ()
G| Gelow)| Gl | G| Gelle)] | |Gl Gellse)| (o)) | (e X)) || Gelse) (s
YIIEONIIBON FORBEORBONIBONBONEON SO ORPO
X)) | || G| Gl G| GaXsw) ||| Gl CeXlse)| e X0 | Ge X ||| CeXe)] (e Xow)
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Fonte: Elaborada pela autora.

Apols a formulacdo total do hambudrguer atingir cerca de 7°C, cerca de 825g de
hambdrguer foi levada a Camara de Fluxo Laminar do Laboratorio de Microbiologia, onde foi
colocada em bandeja plastica estéril, sendo inoculada com Staphylococcus aureus ATCC 25923
na concentracdo de 10° UFC/g. Em seguida foi fracionada (75 g) em 11 recipientes plasticos
também estéreis, e tratadas com os 0leos essenciais nas concentragdes 0,312%; 0,625%; 1,25%
e 2,5% v/p para os 6leos de orégano e capim-liméo, e 0,312%; 0,625% para a mistura dos 6leos

(mix), e uma amostra controle 0%.
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Posteriormente, foram novamente fracionadas (5g) em sacos plasticos de polietileno de
alta densidade (pead) estéreis, de forma a criar triplicatas para cada concentracdo de cada 6leo
essencial, e para cada tempo (Figura 1). O excesso de ar foi retirado do interior da embalagem
manualmente. Os hamburgueres ficaram estocados sob temperatura de refrigeragdo (4°C + 2) e
avaliados nos tempos 0, 1, 2, 4 e 6 dias de armazenamento. A anélise no tempo 0 (zero) foi
realizada 6 horas ap0s a estocagem, pois esse tempo foi suficiente para que a temperatura da
carne se igualasse com a temperatura da incubadora (4 °C + 2). Todo o experimento foi

realizado em trés repeticoes.

2.2.2 Contagem da Staphylococcus aureus

A contagem de Staphylococcus aureus foi realizada pela contagem direta em placas de
acordo com a metodologia de Siqueira (1995). A quantificacdo de S. Aureus durante o periodo
de estocagem das amostras foi realizada acrescentando-se 45mL de solucdo salina 0,85% p/v
aos sacos plasticos contendo cinco gramas do hambuarguer bovino, seguido pela
homogeneizagio obtendo-se a diluicdo 10, A seguir, foram preparadas dilui¢des decimais até
107 no tempo zero para todas as amostras, ja nos demais tempos a diluicéo para as formulagGes
com oleo foi de 10 a 10 e para 0% diluicdes de 102 a 107°. Aliquotas de 0,1mL de cada
diluicdo foram utilizadas na técnica de semeadura por superficie em agar Baird Parker e
posteriormente incubadas a 35°C/24h. As contagens foram realizadas em contador de coldnias,
segundo a técnica padrdo, em placas com 25 a 250 coldnias. A média do nimero das coldnias
contadas nas placas em triplicata, multiplicado pelo fator de diluigéo das placas correspondentes
e pelo fator de correcédo da aliquota (x10), forneceu o nimero de S. Aureus por grama da amostra

analisada.

2.3 Analise Sensorial

Foram elaboradas 4 formulacgdes de hamburguer com concentragdes de 0%(A) e 0,312%
de oleos essenciais de orégano (B), capim-limdo (C) e mix (D). As formula¢bes dos
hambdrgueres submetidos a analise sensorial ndo possuia a bactéria S. aureus inoculada. Foi
realizada analise microbiologica das amostras antes de submeter os provadores a analise
sensorial para verificagdo da qualidade microbioldgica, com a finalidade de ndo oferecer riscos
a saude do consumidor.

Para andlise sensorial, foram utilizados os testes afetivos de aceitacdo escala hedonica

de nove pontos e inten¢do de compra (DUTCOSKY, 2013), em que os hamburgueres foram
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fritos e servidos aproximadamente uma porcdo de 10g aos consumidores. Para o teste de
aceitacdo foram analisados os atributos aparéncia, aroma, textura, sabor e aceitacdo global.
Foram utilizados 120 consumidores de hambdrguer para avaliagdo com faixa etaria entre 16 e
60 anos, todos ndo treinados. As amostras foram analisadas no Laboratorio de Anélise
Sensorial do IFCE — Campus Limoeiro do Norte, sob iluminacéo artificial tipo luz do dia em

cabines individuais e separadas. A ficha utilizada no teste encontra-se no anexo V.

2.4 Delineamento experimental e analise estatistica

Para a enumeracdo de Staphylococcus aureus nas amostras de hamburguer bovino, 0s
tratamentos foram dispostos em um delineamento em blocos incompletos (DBI), em esquema
de trés tipos de 6leo (Capim-limédo, orégano, Mix) com cinco concentracdes para 0s 6leos de
capim-limdo e orégano (0; 0,312; 0,625; 1,25 e 2,5% v/p) e trés concentracdes para o mix (0;
0,312; 0,625%), todos possuindo na subparcela os tempos de 0, 1, 2, 4 e 6 dias de estocagem
sob refrigeracdo. As médias dos dados coletados foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
significancia.

Para a andlise sensorial foi utilizado delineamento em blocos ao acaso, os resultados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas entre si pelo teste
de Tukey a 5% de significancia, aléem disso foi calculado o indice de aceitabilidade (%). O
indice de Aceitabilidade (IA) foi realizado em relacfo aos atributos aparéncia, aroma, textura,
sabor e aceitacdo global, e foi calculado segundo a expresséo: 1A(%) = A x 100/B, onde A =
nota média obtida para o produto, e B = nota méaxima dada ao produto. O |A consistente aceito
tem sido considerado > 70% (MONTEIRO, 1984; TEIXEIRA, 1987; DUTCOSKY, 1996).

Para os célculos estatisticos foi utilizado o software ASSISTAT 7.7 versdo beta (SILVA;
AZEVEDO, 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Hamburguer com 6leo essencial frente a Staphylococcus aureus

As concentracfes dos 0Oleos essenciais utilizadas no experimento com o hambdrguer
frente a Staphylococcus aureus foram baseadas nos resultados da CIM in vitro. Assim, a menor
concentracgéo utilizada foi de 0,312% v/p (CIM) e as demais concentragdes (0,625%; 1,25% e
2,5% v/p) foram utilizadas tendo por base o trabalho de Busatta et al. (2007) que, para obterem

uma inibicéo eficiente em linguigas, foram necessarias concentracdes de 6leos essenciais cinco
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vezes maior que a CIM. Além disso, concentragdes maiores que a CIM in vitro sdo necessarias
para uma inibicdo efetiva de microrganismos em alimentos, devido as varias interacdes que
podem ocorrer entre 0s componentes dos 0leos essenciais e do alimento (BURT, 2004).

Os Oleos essenciais de orégano, capim-limdo e a mistura dos dois 6leos (MIX)
apresentaram agéo antimicrobiana desde a menor concentragdo utilizada no tempo 0 (Tabela 1).
Os resultados demonstram que na medida em que se aumenta a concentracdo do 6leo, a

eficiéncia contra a bactéria S. aureus € melhorada no decorrer do tempo.

Tabela 1 — Efeito antimicrobiano dos 6leos essenciais de Origanum vulgare (orégano),
Cymbopogon citratus (capim-limdo) e MIX (Mistura de orégano e capim-limdo 1:1) em
diferentes concentracfes sobre Staphylococcus aureus em hamburguer bovino durante

armazenamento a temperatura de 4°C + 2 por seis dias

Staphylococcus aureus (log 10 UFC/g)

Oleo essencial Concentra Tempo de armazenamento (dias)
cao TO T1 T2 T4 T6
(%)

Controle 0,00 5,31aB 6,92aA 545aB 5,70 aB 5,27 aB
0,312 3,88 bA 4,22 bA 4,16 bA 3,48 bB 2,55 bC
Orégano 0,625 2,48 cB 3,26 cA 2,66 cB 2,42 cB 1,45 cC
1,250 1,58 dB 2,13 dA 1,66 eB 1,52 eB 1,07dC
2,500 1,56 dA 1,71 eA 1,09eB 1,19eB 0,50 eC
0,312 3,67 bA 3,84 bA 3,81bA 3,90 bA 2,82 bB
Capim-liméo 0,625 1,85 dA 2.27 dA 2,24 dA 2,26 cA 1,15dB
1,250 1,70 dB 2,41 dA 141eB 1,00 eC 1,00dC
2,500 0,26 eB 1,00 fA 1,24 eA 0,25 fB 0,00 fB
Mix 0,312 2,18 cB 2,94 cA 2,82 cA 2,39 cB 1,74 cC

0,625 2,39 cA 252dA  2,09dB 1,85dB 1,15dC

*Médias seguidas da mesma letra (minusculas nas colunas e maitsculas nas linhas) ndo diferem entre si pelo teste
de Scott knott ao nivel de 5% de significancia.
Fonte: Elaborada pela autora.

Para menor concentracdo utilizada (0,312%), verifica-se que os 6leos ja apresentam
diferenca significativa do controle (0%) desde o tempo O de armazenamento, que foi de seis
horas de inoculacdo da bactéria e aplicacdo dos 0leos (Tabela 1). O Mix com concentragéo de
0,312% apresentou diferenca significativa do 6leo essencial de orégano e de capim-limdo na

mesma concentracdo em todos 0s tempos de armazenamento, e apresentou-se semelhante ao
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6leo essencial de orégano na concentracdo de 0,625%, demonstrando que ocorreu uma agao
sinérgica dos 0leos essenciais de orégano e capim-liméo, aumentando a acdo antimicrobiana do
mix. A acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais frente as bactérias podem ser visualizadas nas
figuras 2, 3 e 4, nas quais observa-se que o crescimento da bactéria é inversamente proporcional
ao aumento da concentracao dos 6leos essenciais, ou seja, quanto maior a concentracdo do 6leo

utilizada, menor é a contagem da bactéria S. aureus no hamburguer bovino.

Figura 02 — Acdo do 6leo essencial de capim-limdo frente a bactéria Staphylococcus aureus no

Tempo 0 do armazenamento de hamburguer bovino

10,00% |~ 0,312% 0,625% 1,25% 2,50% |
— N -~ 3 S / . ..f/6~\> =

-,

Oleo essencial de capim-limﬁo
(T0)

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 03 — Ac¢do do Oleo essencial de orégano frente a bactéria Staphylococcus aureus no

Tempo 0 do armazenamento de hamburguer bovino

5
”| Oleo essencial de orégano
(T

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 04 — Ac¢do da mistura dos 6leos essenciais de capim-liméo e orégano frente a bactéria

Staphylococcus aureus no tempo 0 do armazenamento de hamburguer bovino

i MIX (Mistura dos é6leos capim limio e
Jorégano 1:1) - TO

Fonte: Elaborada pela autora.
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A combinacdo de O6leos essenciais de diferentes espécies de plantas pode ser
representada como alternativa para potencializar a acdo desses 6leos (PEREIRA et al., 2008).
O termo sinergismo é definido como o aumento da atividade de compostos ou fatores quando
aplicados em conjunto, comparada a atividade destes, quando utilizados individualmente
(WILLIAMSON, 2001; CEYLAN; FUNG, 2004). Tratando-se de Oleos essenciais, varios
estudos ja realizados in vitro, utilizando a combinacéo de 6leos essenciais de diferentes espécies
de plantas, alcancaram resultados promissores (DELAQUIS et al., 2002; GUTIERREZ et al.,
2008; OLIVEIRA et al., 2011), o que demonstra que esta é uma alternativa vidvel a ser utilizada
no controle microbiol6gico em alimentos, principalmente para conservacdo desses alimentos
com maior vida de prateleira.

A acdo bacteriana do Mix em relacdo aos 6leos essenciais de capim-liméo e orégano na
concentracdo de 0,312% pode ser observada na figura 5, em que todos os pontos se sobrepdem,
enquanto o Mix encontra-se abaixo dos 6leos e o controle estd bem mais elevado do que os

outros tratamentos.

Figura 5 - Efeito dos 6leos essenciais de Origanum vulgare (orégano), Cymbopogon citratus
(capim-limdo) e MIX (Mistura de orégano e capim-limdo 1:1) na concentracdo de 0,312%

frente & Staphylococcus aureus em hamburguer bovino durante armazenamento por seis dias
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Fonte: Elaborada pela autora.
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O controle apresentou diferenca significativa de todos os tratamentos com 6leos em
todos os tempos de armazenamento (Tabela 1). A contagem inicial para o controle foi de
5,31log 10UFC/g e no final do armazenamento 5,27log 10UFC/g, com a méaxima contagem
para o primeiro dia (T1) de armazenamento com 6,92log 10UFC/g, enquanto para os demais
tratamentos que continham 0leo as contagens variaram de 0 a 4,2log 10UFC/g, de acordo com
0 tipo de 0leo e da concentracdo aplicada. Essas diferencas de eficiéncia devem-se a variacdo
da composicdo do 6leo, interacdo entre eles, os componentes da carne e, principalmente, a
sensibilidade da cepa utilizada aos constituintes de cada 6leo (SOARES, 2010).

Para a concentracdo de 0,62%, o 6leo essencial de orégano apresentou diferenca
significativa do 6leo essencial de capim-limdo nos tempos 0, 1, 2 e 6 dias de armazenamento,
sendo, nessa concentracdo, o 6leo essencial de capim-limao mais eficaz. O MIX com 0,62%
apresentou atividades semelhantes ao 6leo essencial de capim-limdo na mesma concentracédo
(Figura 6), em que se observa que 0s pontos estdo quase se sobrepondo em todos os tempos de
armazenamento, exceto para o tempo 4. Maior eficiéncia do 6leo essencial de capim-limdo em
relacdo ao de orégano também foi encontrada por Soares (2010), analisando a acdo desses 6leos
sobre a Salmonella enterica enteritidis.

Pereira et al. (2008), utilizando método de dilui¢cdo em agar, estudaram o efeito sinérgico
entre os Oleos de capim-liméo, orégano e cravo-da-india e observaram que ndo houve variagdo
significativa entre a combinacdo e 0 comportamento individual dos 6leos, constatando que ndo
ocorreu sinergismo entre 0S mesmaos.

Apesar das menores concentracdes 0,312 e 0,625% apresentarem acdo bacteriostatica
no hambuarguer bovino frente a bactéria Staphylococcus aureus, essa reducéo foi significativa
em relacdo ao controle apresentando-se dentro dos padrBes da legislacdo em que estabelece
méaximo de 3,70log UFC/g de estafilococos coagulase positiva em produtos carneos crus,
refrigerados ou congelados (BRASIL, 2001).
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Figura 6 - Efeito dos 6leos essenciais de Origanum vulgare (orégano), Cymbopogon citratus
(capim-lim&o) e MIX (Mistura de orégano e capim-limdo 1:1) na concentracdo de 0,625%
frente a Staphylococcus aureus em hamburguer bovino durante armazenamento por seis dias.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A concentracdo de 1,25% dos 6leos essenciais de orégano e capim-limdo apresentou
contagens de 1,58 e 1,70log UFC/g respectivamente, de S. aureus no tempo zero de
armazenamento, apresentando no final do armazenamento contagens de 1,07 e 1,00log UFC/g.
Nessa concentracdo, os 6leos ndo apresentaram diferenca significativa entre si, demonstrando
acdo eficiente dos dois Gleos a essa concentracdo. Na figura 7, pode-se verificar que as
contagens da bactéria estdo bem abaixo dos valores encontrados para o controle, o qual
apresentou contagens acima de 5log UFC/g. Valor semelhante a essa concentracdo foi
observado por Barbosa (2010), que verificou a acdo antimicrobiana de 6leos essenciais em
hambdrguer bovino contaminado artificialmente com S. Enteritidis e L. monocytogenes,
encontrando concentracdo bactericida de 1,2% de 6leo essencial de orégano, com reducao para
contagens <10 UFC/qg.
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Figura 7 - Efeito dos 6leos essenciais de Origanum vulgare (orégano) e Cymbopogon citratus
(capim-lim&o) na concentracdo de 1,25% frente a Staphylococcus aureus em hambdrguer

bovino durante armazenamento por seis dias
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Fonte: Elaborada pela autora.

Para concentracdo de 2,5% (Figura 8), os 6leos essenciais de capim-limdo e orégano
apresentaram efeito bactericida no tempo de 6 dias de armazenamento, apresentando 100% de
inibicdo da bactéria S. aureus, reduzindo suas contagens para 0,0log UFC/g. As propriedades
bioldgicas dos 6leos essenciais podem ser o resultado de uma sinergia de todas as moléculas ou
apenas das principais moléculas presentes em concentracdes mais elevadas. Geralmente, 0s
componentes principais refletem em suas caracteristicas biofisicas e biologicas e a amplitude
dos seus efeitos depende da sua concentracdo, quando testados isolados ou incluidos em 6leos
essenciais (BAKKALI; AVERBECK; IDAOMAR, 2008).
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Figura 8 - Efeito dos 6leos essenciais de Origanum vulgare (orégano) e Cymbopogon citratus
(capim-lim&o) na concentracdo de 2,5% frente a Staphylococcus aureus em hambdrguer bovino

durante armazenamento por seis dias.
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.2 Andlise sensorial

Os resultados apontaram que todas as amostras de hamburguer bovino apresentaram
indice de aceitabilidade acima de 70% para todos os atributos avaliados (aparéncia, aroma,
textura, sabor e aceitacdo global) (Tabela 2), demonstrando assim que a adicdo de 0,312% de
Oleos essenciais de orégano, capim-limdo e a mistura dos dois no hamburguer bovino nédo
influenciou em sua aceitacéo.

O indice de aceitabilidade para os atributos aparéncia, aroma e textura para todos 0s
tratamentos foi considerado bem elevado, variando de 77,78 a 78,67% para aparéncia, 82,56 a
83,67% para aroma e 80,37 a 81,48% para textura. Para os atributos sabor e aceitacdo global, o
indice variou de 70,09 a 84,07% e 71,39 a 82,22%, respectivamente, sendo as notas mais altas
atribuidas as amostras controle.
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Tabela 02 - indice de Aceitabilidade do hambtrguer bovino com 6leos essenciais para cada

atributo avaliado.

Amostras indice de Aceitabilidade (%)
Aparéncia Aroma Textura Sabor Aceitacao
global
Controle (A) 78,67 83,67 80,74 84,07 82,22
Orégano (B) 78,00 83,44 80,37 70,28 72,59
Capim-limao (C) 78,11 82,56 80,83 70,09 71,39
Mix (D) 77,78 83,15 81,48 70,65 73,43

Fonte: Elaborada pela autora.

As médias para todos os atributos das amostras se encontram na tabela 3. As médias
para o atributo aparéncia foram de 7,08 para o controle; 7,02 para o hamburguer com 6leo
essencial de orégano na concentracao de 0,312%; 7,03 para 0 hamburguer com 6éleo essencial
de capim-limao e 7,00 para o tratamento com a mistura dos 6leos (Figura 9). Todas as amostras
ndo apresentaram diferenca significativa nesse atributo, estando todas proximas a faixa “Gostei

moderadamente” e todas foram aceitas pelos consumidores.

Tabela 03 — Médias dos atributos no teste de aceitacéo e intencdo de compra para hamburguer

bovino com adi¢do de 6leo essencial.

Amostras indice de Aceitabilidade (%)
Aparéncia Aroma Textura Sabor Aceitacdo Intencéo de
global compra
Controle (A) 7,08 a 753a 727a 757a 7,40 a 4,16 a
Orégano (B) 7,02 a 751a 7,23a 633D 6,53 b 3,51b
Capim-liméo (C) 7,03 a 7,43 a 7,28a 6,31b 6,43 b 3,47hb
Mix (D) 7,00 a 7,48 a 7,33a 6,36b 6,61 b 3,83 ab
*Médias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia.

Fonte: Elaborada pela autora.

Barbosa (2010), avaliando hamburguer bovino com concentragdes de 0,03; 0,05 e 0,08%
de 6leo essencial de orégano, verificou aceitacdo sensorial somente nas concentragdes 0,03%,

e 0,05% com médias de 5,5, e para a concentracdo de 0,08%, a média foi de 4,5.
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Figura 9 —Valores médios atribuidos no teste sensorial para o atributo “aparéncia” do

hambdrguer bovino com dleos essenciais

9
8
7
6 m Controle
. Orégano 0,312%
m Capim liméo 0,312%
4 m Mix 0,312%
3
2

1

Fonte: Elaborada pela autora.

As médias para o atributo aroma dos hamburgueres bovinos com 6leos essenciais foram
7,43 para o tratamento com 6leo essencial de capim-limdo, 7,48 para 0 mix, 7,51 para 0 orégano
e 7,53 para a amostra controle (Figura 10). Todos os tratamentos ndo apresentaram diferenca
significativa entre si, e todas apresentam-se entre as faixas 7- “Gostei moderadamente” e 8-
“Gostei muito” da escala hedonica de 9 pontos, sendo o atributo aroma de todas as amostras
bem aceito pelos consumidores. Os Gleos essenciais sdo mundialmente conhecidos por sua
capacidade aromatizante e, apesar disso, o aroma forte dos 6leos essenciais ndo influenciaram

na aceitacdo sensorial do hamburguer bovino.
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Figura 10 — Valores médios atribuidos no teste sensorial para o atributo “aroma” do

hambdrguer bovino com dleos essenciais
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Fonte: Elaborada pela autora.

Busatta et al., (2007), avaliando linguica com adicdo de 6leo essencial de orégano,
encontraram médias de aceitacdo sensorial de 5,58 para a amostra controle, 4,18 para
concentracéo de 0,345%, 3,08 para concentracdo de 0,69%, 2,58 para concentracdo de 1,725%
e 1,98 para concentracdo de 3,45% de 6leo essencial de orégano em linguica, utilizando uma
escala hedonica de 9 pontos. Eles concluiram que com o aumento da concentracdo do 6leo
essencial, menor eram o0s valores dados as amostras, sendo maior a rejeicdo sensorial do
produto.

As médias para o atributo textura dos hambdrgueres bovinos com 6leos essenciais
variaram de 7,23 a 7,33 (Figura 11). Todas os tratamentos ndo apresentaram diferenca
significativa entre si, estando todas as amostras entre as faixas 7- “Gostei moderadamente” e 8-
“Gostei muito” da escala hedonica de 9 pontos, sendo todas aceitas pelos avaliadores quanto ao

atributo textura do produto.
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Figura 11 — Valores médios atribuidos no teste sensorial para o atributo “textura” do

hambdrguer bovino com dleos essenciais
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Fonte: Elaborada pela autora.

Para o atributo sabor do hambdrguer bovino, a amostra controle apresentou diferenca
significativa dos tratamentos com 6leos essenciais, com a média mais alta (7,57), enquanto as
amostras que possuiam 6leos essenciais em suas formulagdes apresentaram médias de 6,33 para
6leo essencial de orégano, 6,31 para 6leo essencial de capim-limao e 6,36 para a mistura dos
6leos essenciais (Figura 12). Os tratamentos com 6leos essenciais na formulagéo (0,312%) néo
apresentaram diferenca significativa entre si, e, apesar de possuirem médias mais baixas que 0
controle, elas também foram aceitas pelos avaliadores, estando entre as faixas 6 — “Gostei
ligeiramente” e 7- “Gostei moderadamente”. Os dleos essenciais possuem um sabor forte e
muitos trabalhos demonstram a rejeicdo de alimentos que possuem Oleos essenciais na

formulacéo.
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Figura 12 — Valores médios atribuidos no teste sensorial para o atributo “sabor’” do hamburguer

bovino com 6leos essenciais

9
8
7
6 m Controle
. Orégano 0,312%
m Capim lim&o 0,312%
4 m Mix 0,312%
3

N

1

Fonte: Elaborada pela autora.

A adicdo de 6leos essenciais também influenciou na aceitacdo global do hamburguer
bovino, diferindo todos os tratamentos que possuiam 6leo na formulagdo da amostra controle.
A amostra controle apresentou maior média, de 7,40, enquanto os tratamentos com 6leos
essenciais de orégano, capim-limao e a mistura dos 6leos (mix) apresentaram médias de 6,53,
6,43 e 6,61 respectivamente (Figura 13), todas sendo também aceitas pelos consumidores,

estando entre as faixas 6 — “Gostei ligeiramente” e 7 — “Gostei moderadamente”.
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Figura 13 — Valores médios atribuidos no teste sensorial para o atributo “aceitacao global” do

hambdrguer bovino com dleos essenciais
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Fonte: Elaborada pela autora.

Quanto a intencdo de compra, o controle (média de 4,16) apresentou diferenca
significativa dos tratamentos com 06leo essencial de orégano (média de 3,51) e capim-liméo
(média de 3,47), porém ndo apresentou diferenca para a mistura dos 6leos (média de 3,83)
(Figura 14). A média obtida para o controle corresponde a faixa do 4 — “Provavelmente
compraria”, enquanto os tratamentos com 6leos essenciais estdao entre as faixas do 3 — “Talvez
comprasse/talvez ndo comprasse” e “4 — Provavelmente compraria”.

De acordo com Skandamis e Nychas (2001), a utilizacdo de 6leos essenciais pode ser
considerada uma barreira adicional no controle de microrganismos em alimentos, uma vez que
0 seu uso é limitado pelos aspectos sensoriais e pela menor atividade quando comparado aos
ensaios microbioldgicos in vitro. Barbosa (2010) afirma que os resultados dela mostraram o
potencial antimicrobiano dos OE e em contrapartida revelaram que os valores de CIM néo se
equivaliam aos niveis tolerados pelos consumidores em hamburguer, ou seja, 0s consumidores
aceitavam concentragdes menores do que os valores CIM encontrados. Porém, no presente
trabalho, verifica-se que a concentragdo de 0,312% apresentou efeito antimicrobiano desejado

e foi tolerado pelos consumidores de hamburguer.
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Figura 14 — Valores médios atribuidos na intengdo de compra do hamburguer bovino com dleos

essenciais
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*Médias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia.

Fonte: Elaborada pela autora.

Barbosa (2010) ainda afirma que ha a necessidade de estudos que visem a utilizacéo
conjunta de 6leos essenciais e outras barreiras que possam atuar sinergicamente, visando
garantir a seguranga microbioldgica de alimentos sem, no entanto, afetar seus aspectos
organolépticos.

Neste trabalho, foi verificado que a mistura dos 6leos essenciais de orégano e capim-
lim&o apresentaram uma boa acéo antimicrobiana e foi bem aceita pelos consumidores, 0s quais
comentavam durante os testes que a formulacdo dava um equilibrio no sabor do hamburguer,

ndo sendo tdo intenso como 0s que possuiam somente orégano ou capim-limao.

4 CONCLUSAO

Os resultados demonstram uma possibilidade da utilizacdo dos Oleos essenciais de
Origanum vulgare L., Cymbopogon citratus e uma mistura dos dois (Mix) como composto
antimicrobiano alternativo em sistemas de conservacao de alimentos, mesmo quando utilizadas
baixas concentracoes.
A adicdo dos 0leos essenciais de orégano, capim-liméo e a mistura dos dois em hamburguer
bovino na concentragdo de 0,312%, ndo influenciou em sua aceitacdo quanto aos atributos

aparéncia, aroma, textura, sabor, aceitacdo global e intencdo de compra, sendo todas bem
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aceitas pelos consumidores com indice de aceitabilidade para todos os atributos > 70%, se
mostrando, portanto, como um antimicrobiano natural para alimentos.
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CAPITULO V - CONSIDERAQC)ES FINAIS E SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

O oleo essencial de alecrim pimenta apresentou como constituinte majoritario o timol
(83,53%), o de capim-lim&o apresentou os constituintes a-Citral (56,17%) e p-Citral (35,77%)
e 0 6leo essencial de orégano apresentou o Terpinen-4-ol (25,62%), y-Terpineno (16,18%) e
Carvacrol (12,84%) como compostos majoritarios, além disso, estes apresentaram atividade
bactericida in vitro frente a cinco linhagens bacterianas de interesse em alimentos, mesmo em
baixas concentracbes, demonstrando um grande potencial para utilizacdo em industrias
alimenticias, farmacéuticas, dentre outros.

O dleo essencial de orégano também apresentou efeito antimicrobiano em revestimento
comestivel de hamburguer bovino, apresentando bom desempenho no armazenamento para
algumas bactérias de interesse na area de alimentos, como Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, sem alterar a composicéo centesimal do alimento utilizando concentragdes > 0,15%.

Os resultados demonstram uma possibilidade da utilizacdo de 6leos essenciais de
Origanum vulgare L., Cymbopogon citratus e uma mistura dos dois (Mix) como composto
antimicrobiano alternativo em sistemas de conservacao de alimentos, mesmo quando utilizadas
baixas concentracfes (0,312%). A adi¢ao desses os Oleos em hamburguer bovino na
concentracao de 0,312%, ndo influenciou em sua aceitagdo quanto aos atributos aparéncia,
aroma, textura, sabor, aceitacdo global e intencdo de compra, sendo todas bem aceitas pelos
consumidores com indice de aceitabilidade para todos os atributos > 70%, denotando, portanto,
ser um antimicrobiano natural para alimentos. Assim, 0S 6leos essenciais demonstram uma
técnica viavel para uso como antimicrobianos naturais, com o objetivo de aumentar a vida de
prateleira dos alimentos.

Os 6leos essenciais possuem atividade antimicrobiana para diversos microrganismos,
sugere-se, portanto, a utilizacdo desses 6leos em diferentes tipos de alimentos, podendo estar
associados ou ndo a outros 6leos, como, também, uma possivel associacdo com a téecnica de
microencapsulacdo, a fim de reduzir o sabor forte e caracteristico dos 6leos, podendo utilizar

concentragfes mais elevadas do 6leo, com aceitagdo do produto.
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ANEXO |

Dados espectrométricos do 6leo essencial das folhas secas de Lippia sidoides.

Figura 1 — Cromatograma do 6leo essencial das folhas secas de Lippia sidoides

Inrensimy
9115177 z
15000000 1 l
20000000 |
]
15000000 |’
10000000 ‘]
\
00000 1 ¥ 1 £
R | Z |
b m‘ = ‘ TIC*1.00
o ! ll et l‘,'J*.. b T IEE— ¢
30 o T " ad ! 300 100 120
mtti
Figura 2 — Espectro de massas do B-Myrceno
100 T =
59
WU S g e el ot 3 rtes 209 195 me 9 39 I 0N 43D 44SSSAET 452490
L) T T 1] T L) L) 1 1 T L L) ] T L) T L} L) T 1 ) T L} ) T L) ] 1 L} T 1 L] T 1 L T L) ] 1 L} ) 1

1% W i 100 130 160 190 220 230 iy ne 340 3T 400 430 Hil 490

Figura 3 — Espectro de massas do a-Terpineno
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Figura 4 — Espectro de massas do p-Cimeno
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Figura 6 — Espectro de massas do Metil-éter-timol
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Figura 7 — Espectro de massas do Timol
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ANEXO II

Dados espectrométricos do 6leo essencial das folhas secas de Cymbopogon citratus.

Figura 1 — Espectro de massas da Cymbopogon citratus
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Figura 3 — Espectro de massas do Linalol
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Figura 4 — Espectro de massas do a-Cyclocitral
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Figura 5 — Espectro de massas do B-Citral
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Figura 6 — Espectro de massas do Geraniol
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Figura 7 — Espectro de massas do a-Citral
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Figura 8 — Espectro de massas do Acido Nerélico
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ANEXO 111

Dados espectrométricos do 6leo essencial das folhas secas de Origanum vulgare.
Figura 1 — Espectro de massas do Origanum vulgare L.
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Figura 4 — Espectro de massas do p-Phellandrene
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Figura 8 — Espectro de massas do B-Pinene
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Figura 9 — Espectro de massas do trans-B-Ocimene
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Figura 10 — Espectro de massas do y-Terpinene
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Figura 12 — Espectro de massas do Terpinolene
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Figura 13 — Espectro de massas do Terpineol
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Figura 14 — Espectro de massas do Linalool
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Figura 15 — Espectro de massas do (E)-p-terpineol
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Figura 16 — Espectro de massas do cis-2-Menthenol
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Figura 17 — Espectro de massas do Terpinen-4-ol
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Figura 18 — Espectro de massas do a-Terpineol
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Figura 19 — Espectro de massas do Thymol methyl ether =0
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Figura 21 — Espectro de massas do Linalool acetate
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Figura 22 — Espectro de massas do Carvacrol
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Figura 24 — Espectro de massas do Caryophyllene
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Figura 25 — Espectro de massas do Germacrene B
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Figura 26 — Espectro de massas do Espatulenol
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ANEXO IV — TESTE DE ACEITACAO

Nome:

Data: / /

Faixa etaria: ()<20 anos () 20 a 29 anos () 30 a 39 anos () 40 a 50 anos () >50 anos
Formacéo: () Ensino médio C. () Superior INC. () Superior C. () Pés-graduando

Vocé esta recebendo 4 (quatro) amostras de hambdrguer bovino com adi¢éo de 6leos essenciais.
Prove as amostras da esquerda para direita e atribua um valor correspondente a escala para cada

atributo avaliado.
Escala Hedb6nica

9 - Gostei muitissimo

8 - Gostei muito

7 - Gostei moderadamente

6 - Gostei ligeiramente

5 - Néo gostei/nem desgostei
4 - Desgostei ligeiramente

3 - Desgostei moderadamente
2 - Desgostei muito

1 - Desgostei muitissimo

CODIGO | APARENCIA | AROMA TEXTURA | SABOR ACEITACAO
DA GLOBAL

AMOSTRA

Comentario:

Intencéo de compra

Indique a intencdo de compra das amostras de acordo com a escala abaixo:

5 — Certamente compraria
4 — Provavelmente compraria

3 — Talvez comprasse/talvez ndo comprasse

2 — Provavelmente ndo compraria

1 — Certamente ndo compraria

AMOSTRA

VALOR DA ESCALA




