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Resumo

VIVIAN, Patricia Gomes. Atividade antimicrobiana de O6leos essenciais de
Origanum vulgare (orégano) e Ocimum basilicum (manjericdo) e sua aplicacao
em massa para embutido carneo. 2017. 51f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa
de POs-Graduacdo em Nutricdo e Alimentos. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

A busca por aditivos naturais em alimentos tem aumentado recentemente devido a
reacao negativa dos consumidores em relacdo aos aditivos quimicos adicionados
intencionalmente em produtos industrializados com a finalidade de aumentar a vida
atil dos mesmos. O interesse sobre 6leos essenciais e sua aplicacdo em alimentos
tem crescido cada vez mais e isto se d& devido ao seu elevado potencial
antimicrobiano, tornando-se uma nova perspectiva de uso. Neste contexto, o
objetivo deste estudo foi verificar a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de
Origanum vulgare (orégano) e Ocimum basilicum (manjericdo), e sua aplicagdo em
embutido carneo para controle de microrganismos indesejaveis. O efeito
antimicrobiano foi analisado pelo teste de disco-difusdo e concentracdo bactericida
minima (CBM) frente a Salmonella enterica sorotipos Typhimurium e Enteritidis,
Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes.
Realizou-se avaliacdo microbiologica em massa para embutido carneo
experimentalmente contaminada com Salmonella enterica adicionada dos 6leos
essenciais nas concentragdes 0,5%, 1,0% e 1,5%, apds 0, 24, 48 e 72 horas de
estocagem a 4°C. Nos testes de disco-difusdo e CBM, o 6leo essencial mais eficaz
foi o de O. vulgare, seguido da mistura dos 6leos essenciais de O. vulgare e O.
basilicum. O 6leo essencial de O. vulgare e a mistura dos 6leos essenciais de O.
vulgare e O. basilicum na concentracéo 0,5% e 1,0% né&o foram capazes de eliminar
S. Enteritidis e S. Typhimurium da massa experimentalmente contaminada.
Entretanto, na concentragcdo de 1,5%, S. Enteritidis foi eliminada por ambos os
tratamentos e S. Typhimurium somente pelo 6leo essencial de O. vulgare. Quando
avaliado sensorialmente, o embutido carneo na concentracdo de 1,5% nao obteve
boa aceitacdo pelos consumidores. Apesar de ter apresentado efeito preventivo da
contaminacdo da massa para embutido por Salmonella, o uso dos 6leos essenciais
estudados resultaram em alteracdes de sabor inaceitaveis pelos consumidores.

Palavras chave: seguranca alimentar; patdgenos; avaliacdo sensorial; Salmonella



Abstract

VIVIAN, Patricia Gomes. Antimicrobial Activity of Essential Oils of Origanum
vulgare (oregano) and Ocimum basilicum (basil) and its Application in meat
sausage. 2017. 51f. Dissertation (Master Degree) - Programa de Pds-Graduacdo em
Nutricdo e Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The search for natural additives in food has recently increased due to the negative
reaction of consumers to the chemical additives intentionally added in industrialized
products in order to increase their useful life. The interest in essential oils and their
application in food has been increasing and this is due to its high antimicrobial
potential, becoming a new perspective of use. In this context, the objective of this
study was to verify the antimicrobial activity of essential oils of Origanum vulgare
(Oregano) and Ocimum basilicum (basilicum), and its application in meat sausage to
control undesirable microorganisms. The antimicrobial effect was analyzed by the
disc-diffusion test and minimum bactericidal concentration (MBC) against Salmonella
enterica serotypes Typhimurium and Enteritidis, Escherichia coli O157: H7,
Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes. A microbiological mass
evaluation was carried out for meat sausage, experimentally contaminated with
Salmonella enterica, added to the essential oils at 0.5%, 1.0% and 1.5%
concentrations after 0, 24, 48 and 72 hours of storage at 4°C. In the disk-diffusion
and CBM tests, the most effective essential oil was O. vulgare, followed by mixing the
essential oils of O. vulgare and O. basilicum. O. vulgare essential oil and the mixture
of the essential oils of O. vulgare and O. basilicum at the concentration of 0.5% and
1.0% were not able to eliminate S. Enteritidis and S. Typhimurium from the
experimentally contaminated mass. However, at the concentration of 1.5%, S.
Enteritidis was eliminated by both treatments and S. Typhimurium only by O. vulgare
essential oil. When evaluated sensorially, the meat inlay in the concentration of 1.5%
did not obtain good acceptance by the consumers. Although it had a preventive effect
on the contamination of the salmonella-based pasta, the use of the essential oils
studied resulted in unacceptable taste changes.

Keywords: food safety; pathogens; sensory evaluation; Salmonella
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1 Introducéao

O numero de consumidores que exigem alimentos com menor adicdo de
conservantes quimicos vem crescendo nos ultimos anos e a industria de alimentos
tem interesse em agentes antimicrobianos naturais que possam prolongar a vida de
prateleira dos produtos e combater microrganismos patogénicos (CALO et al., 2015).

Os habitos alimentares vém sofrendo mudancas em diversos paises,
acarretando o desenvolvimento de novas técnicas de producdo, preparacdo e
distribuicdo de alimentos. Sendo assim, o controle de higiene e adicdo de aditivos
naturais nos produtos € imprescindivel para evitar consequéncias prejudiciais
provocadas por falta de higienizacdo e uso abusivo de conservantes quimicos
(CODEX ALIMENTARIUS, 2006). O consumo excessivo destes conservantes
quimicos podem provocar problemas de saude, tais como alergia, hiperatividade e
cancer (CALO et al., 2015)

Neste contexto, a utilizacdo de Oleos essenciais como uma alternativa para
substituicdo aos aditivos quimicos que sdo comumente utilizados em produtos
carneos tem ganhado mais atencao. A atividade antimicrobiana de 6leos essenciais
de condimentos possui muitas aplicagdes, incluindo conservacéo de alimentos crus
e processados (MARTUCCI et al., 2015).

Origanum vulgare (orégano) é um tempero utilizado na culinaria para conferir
sabor e aroma aos alimentos (KOKKINI e VOKOU, 1989), mas também possuli
caracteristicas antimicrobianas que aumentam a vida de prateleira dos produtos
(ANSESIO et al., 2015).

Ocimum basilicum (manjericéo) tem sido utilizado na medicina por apresentar
propriedades benéficas para a saude, principalmente no tratamento de infecgdes no
trato respiratério (AL ABBASY et al., 2015).
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Tanto o O. vulgare quanto o O. basilicum apresentam na sua composicao
timol, eugenol e carvacrol, que sdo 0s principais constituintes responsaveis pela
atividade antimicrobiana destes condimentos (SANTURIO, 2015).

A carne € um produto altamente perecivel e isto se da pela sua composicéo
quimica e a atividade de agua (ORDONEZ et al. 2005). A fabricacédo de embutidos
carneos diminui a perecibilidade da carne.

Para aumentar a vida de prateleira dos embutidos carneos, a aplicacdo de
sais de cura, como nitrito e nitrato de sodio e de potassio, tem sido muito utilizada
pela industria alimenticia. Tais aditivos conservam o produto, inibindo o crescimento
de agentes patogénicos. A adi¢do de nitritos e nitratos no produto carneo tem como
principal objetivo inibir o crescimento de algumas espécies de microrganismos
causadores de toxinfeccoes e intoxicacbes, como, por exemplo, Clostridium
botulinum, Salmonella spp. e Staphylococcus spp. (SILVEIRA, 2012).

Entretanto, ao aquecer a carne, 0S nitritos presentes no produto cru se
transformam, reagindo com aminas secundarias e terciarias, podendo levar ao
aparecimento de nitrosaminas (ORDONEZ et al. 2005). A Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancer (IARC) alerta que as nitrosaminas podem ser
consideradas agentes cancerigenos para humanos (DUARTE, 2010). As
nitrosaminas sao as principais responsaveis pelo cancer de estdtmago, que tem alta
prevaléncia em populacbes que consomem regularmente embutidos carneos
(CARNICER, 2007). A legislacdo brasileira vigente prevé limites maximos de 0,015
g/100 g e 0,03 g/100 g, respectivamente, para nitrito e nitrato de s6dio em carnes e
produtos carneos (BRASIL, 2003).

De acordo com estudos realizados por Ernandes (2007), Menezes et al.
(2009), Caravic et al. (2010), Alves (2010), Pozzo et al. (2011), Probist (2012),
Andrade (2013) Al Abbasy et al. (2015), Ansesio (2015) e Araujo e Longo (2016) os
Oleos essenciais de condimentos sdo eficientes antimicrobianos, tendo potencial
para serem usados como aditivos naturais em produtos alimenticios (SOUZA et al.,
2003; ALEIXO, 2013). Entretanto, esses estudos apresentam resultados referentes
somente a atividade antimicrobiana dos condimentos e nao verificam a aceitacao
dos consumidores quando adicionados em alimentos. A concentracdo de aditivos

quimicos em embutidos carneos poderia ser reduzida pela utilizacdo de 6leos
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essenciais de condimentos, principalmente 6leos essenciais de O. vulgare, O.
basilicum, que sdo temperos comumente utilizados no preparo de carnes.

Considerando a hipotese de que os 0leos essenciais de O. vulgare e O.

basilicum  apresentam na sua composicdo compostos que possuem agao
antimicrobiana, sendo eficientes aditivos naturais que, quando adicionados em
embutidos carneos, aumentam a vida de prateleira do mesmo sem o uso abusivo de
conservantes quimicos, desenvolveu-se esse estudo, a fim de avaliar a acao
antimicrobiana de 6leos essenciais de O. vulgare e O. basilicum em massa para
embutido carneo, contemplando ainda os seguintes objetivos especificos:

a) Avaliar a atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais frente aos
microrganismos Escherichia coli O157:H7, Staphylococus aureus, Listeria
monocytogenes e Salmonella sorotipos Typhimurium e Enteritidis;

b) Avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais em massa para
embutido carneo;

c) Testar a aceitabilidade para o consumo de embutido carneo com adi¢céo

dos 6leos essenciais.



2 Revisao bibliografica

2.1 Introducéao

Durante as Uultimas décadas, as doencas relacionadas a ingestdo de
alimentos contaminados com agentes microbianos vém se tornando a principal
preocupacao sobre seguranca dos alimentos entre as agéncias reguladoras e 0s
consumidores, uma vez que a presenca de microrganismos patogénicos no alimento
pode levar a casos e surtos de (DTA) (GODINHO, 2010).

Os alimentos que ndo sdo preparados de forma higiénica ou ndo tem
conservacdo e armazenamento adequados, podem ser 0s principais responsaveis
pelo desenvolvimento de microrganismos e suas toxinas. Os microrganismos mais
comumente envolvidos em surtos de DTA sédo Escherichia coli, Staphylocuccus
aureus, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus,
Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, dentre outros, sendo os alimentos mais
envolvidos nestes surtos os provenientes de animais, produtos derivados e
alimentos altamente manipulados (RIBEIRO, 2011).

Com o aumento de aditivos quimicos adicionados intencionalmente nos
alimentos com o intuito de aumentar a vida util dos mesmos, tem-se observado um
crescente interesse por parte da populacdo e da industria em diminuir os efeitos
negativos de substancias oxidantes e deteriorantes, tanto para a inddstria alimenticia
e a agricultura, como para a saude humana, através do uso de compostos
antimicrobianos alternativos presentes em plantas (ANDRADE et al.,, 2013). O
namero de consumidores que exigem alimentos com menor adicdo de conservantes
guimicos vem crescendo constantemente e a industria tem interesse em agentes
antimicrobianos naturais que possam prolongar a vida de prateleira e combater
patdgenos (CALO et al., 2015).
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Os condimentos sdao comumente utilizados para aumentar e intensificar o
sabor e aroma dos alimentos, apresentando também finalidade de conservacgéo
devido a propriedades antimicrobianas (MORAES et al., 2009).

Os Oleos essenciais sdo compostos aromaticos volateis, naturais,
caracterizados por forte odor, sendo encontrados em diversas partes dos vegetais,
como folhas e talos (BAJPAI et al., 2012). Desempenham importante papel na
natureza, protegendo as plantas através de acdes antifungicas, antivirais,
antibacterianas, inseticidas e contra herbivoros. Também ajudam alguns insetos a
favorecerem a dispersdo do poélen e sementes e repelem outros artropodes
indesejaveis (BAKKALI et al., 2008).

Atualmente, a utilizacdo de 6Oleos essenciais tem sido adotada pela industria
alimenticia, que os utilizam principalmente como aromatizantes em produtos. A
utiizacdo de algumas destas substancias também se deve a propriedades
antimicrobianas, visando ao controle de microrganismos patogénicos e deteriorantes
(BAJPAI et al., 2012).

Os Oleos essenciais sao constituidos por substancias complexas, incluindo
aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, acidos organicos e hidrocarbonetos terpénicos
(SIMOES, 2010).

O interesse maior nos Oleos essenciais pela industria de alimentos ocorre
devido a sua eficiéncia sobre inibicdo e reducdo do numero de patdégenos
importantes de origem alimentar, como por exemplo, S. Enteritidis, E. coli, S. aureus,
L. monocytogenes, B. cereus, e a diminuicdo da adicdo de aditivos quimicos nos
produtos, tais como nitrito, nitrato e sais de cura em carnes (BURT, 2004).

Assim, esta revisdo bibliografica tem como objetivo reunir as informacdes
mais recentes disponiveis sobre 6leos essenciais obtidos de plantas, com foco nos
aspectos antimicrobianos e composi¢cdo quimica, adotando como critério a pesquisa
documental a partir de artigos e livros publicados em conceituadas revistas

nacionais e internacionais.
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2.2 Oleos essenciais

Alguns vegetais sdo capazes de produzir, transformar e acumular substancias
denominadas metabdlitos secundarios que sao originadas por um conjunto de
reagdes quimicas conhecidas como metabolismo secundario. Os 6leos essenciais,
também conhecidos como 6leos volateis ou etéreos, sdo oriundos do metabolismo
secundario de plantas aromaticas (SIMOES, 2010). Esses fenémenos incluem
processos como defesa contra herbivoros e patdgenos, tolerancia a temperaturas
extremas, atracdo de polinizadores e adaptacdo a deficiéncia de nutrientes e
minerais do solo (PROBIST, 2012). Compostos como timol, carvacrol, eugenol e
linalol que estdo presentes principalmente em O. vulgare e O. basilicum sao
compostos resultantes do metabolismo secundario destas plantas (MAIA, 2008;
PROBIST, 2012; SILVEIRA, 2012).

A International Standard Organization define como 6leos essenciais 0s
produtos obtidos de partes de plantas através da expressdo dos pericarpos ou por
arraste de vapor d’agua, sendo consideradas misturas complexas de substancias
voléateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas a temperatura ambiente. Podem
estar presentes em diferentes partes da planta, como flores, frutos, cascas, rizomas,
folnas e sementes. Sao produzidos por diversas estruturas especializadas, como
glandulas, células parenquimaticas diferenciadas, entre outros, dependendo da
familia em que se encontra a espécie em questdo (MATTOS et al., 2007).

A composi¢do quimica dos 0Oleos essenciais pode ser modificada conforme a
parte da planta, o horario do dia, o ambiente, grau de desenvolvimento, podendo
também ser determinada geneticamente, variando de acordo com a origem botéanica,
fatores ambientais e procedimentos de cultivo (MAIA, 2008).

Como mecanismo de defesa, a maioria dos 06leos essenciais exerce efeito
antimicrobiano na estrutura da parede celular bacteriana, desnaturando e
coagulando a proteina. Eles alteram a permeabilidade da membrana citoplasmaética,
causando assim a interrupcdo dos processos vitais da célula, como translocacdo de
proteinas, transporte de elétrons, fosforilacdo, entre outras reacgdes que vao
depender das enzimas, resultando na perda do controle quimiosmotico da célula
afetada e levando a morte bacteriana (DORMAN e DEANS, 2000).
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Os microrganismos patogénicos podem representar riscos a saude, afetando
tanto homens como animais. Estes podem chegar até o alimento por inUmeras vias,
especialmente quando ha condicbes de higiene precarias, durante o seu
processamento, armazenamento, distribuicio e manuseio. Os microrganismos
causadores de deterioracdo resultam em alteracdes de cor, sabor, odor, textura e
aspecto dos alimentos ocorrendo assim a deterioracdo como consequéncia
(FRANCO e LANDGRAF, 2003).

Estudos realizados por Al Abbasy et al. (2015), Bajpai et al. (2012), Bakkali et
al. (2008), Calo et al. (2015), Fonseca (2012), Niu et al. (2013), Santos (2011) e
Pitaro et al. (2012), permitem concluir que varios 6leos essenciais de condimentos
sdo constituidos de substancias que possuem efeito antimicrobiano. Sendo assim,
0s Oleos essenciais tém potencial para serem utilizados como conservantes naturais
em alimentos.

Devido a sua composi¢cdo benéfica para conservacdo de alimentos, a
industria alimenticia tem demonstrado interesse em fazer uso dos 0leos essenciais
para aumentar a vida de prateleira de seus produtos, diminuido assim a adi¢do de
aditivos quimicos nos mesmos (BIZZO et al., 2009), porém seu uso deve ser
pautado a niveis tolerados pelos consumidores, sendo necessérios ainda mais
estudos sobre a aplicacdo de dleos essenciais de condimentos em alimentos e a sua

aceitacao pelo consumidor.

2.2.1 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais pode ser atribuida a varios
fatores, dentre eles a origem da planta, época de colheita, técnica aplicada, tipo de
microrganismo e a cepa utilizada no teste, preparo dos extratos e concentracao de
0leo essencial testada (FENNEL et al., 2004). Esta acao é devida ao dano causado
a integridade da membrana celular pelos componentes lipofilicos do 6leo essencial,
0 que acaba afetando a manutencao do pH celular e o equilibrio de ions inorganicos
(MAIA, 2008).

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de O. vulgare frente a bactérias,
como S. aureus, L. monocytogenes, S. Enteritidis e E. coli foi relatada por Ernandes
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(2007), Sivropoulou (2008), Alves (2010), Pozzo et al. (2011) Pesavento et al.
(2015), Martucci (2015), Souza (2015) e Barbosa et al. (2016). Os autores
concluiram que o Oleo essencial de O. vulgare reduz as contagens de
microrganismos patogénicos, sendo eficiente antimicrobiano.

Pozzo et al. (2011), Pesavento et al. (2015) e Barbosa et al. (2016) avaliaram
o efeito antimicrobiano do o6leo essencial de Rosmariuns officinalis (alecrim) e
concluiram que esse Oleo isoladamente e em combinacbes com outros Oleos
essenciais reduz as contagens de células viaveis de bactérias patogénicas em
alimentos.

Alves (2010), Pozzo et al. (2011) e Pesavento et al. (2015) relataram que o
Oleo essencial de T. vulgaris (tomilho) também apresenta acdo antimicrobiana
isoladamente e em combinacdes frente a bactérias Gram positivas e Gram
negativas. Os autores também concluiram que a utilizacdo do 6leo essencial de T.
vulgaris pode ser uma alternativa para a substituicdo dos sais de cura comumente
por utilizados em embutidos carneos.

Santurio (2015) ao realizar um estudo sobre o uso de 6leos essenciais para o
controle de bactérias patogénicas em alimentos, concluiu que o uso de 6leos
essenciais adicionados em produtos carneos podem aumentar a vida util e diminuir a
contaminacgdo de patégenos.

SILVEIRA (2012) realizou um estudo com 06leo essencial de O. basilicum e
verificou que o mesmo possui acdo antimicrobiana frente a bactérias, como Yersinia

enterocolitica, Proteus vulgaris e E. coli.

2.2.2 Compostos ativos

De acordo com Pinto (2015), os Oleos essenciais de plantas possuem
potencial acdo antimicrobiana, frente a bactérias, leveduras e fungos filamentosos.

O efeito antimicrobiano do 6leo essencial de O. vulgare frente a bactérias
patogénicas em alimentos foi avaliado por Ernandes (2007), Sivropoulou (2008),
Alves (2010), Pozzo et al. (2011), Pesavento et al. (2015), Martucci (2015), Souza
(2015) e Barbosa et al. (2016). De acordo com o0s autores, a atividade
antimicrobiana de O. vulgare esta relacionada com as fracbes majoritarias de

compostos como timol, carvacrol e eugenol.
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Outra abordagem referente ao mecanismo de a¢do antimicrobiana é relatada
por Alves (2010), Pozzo et al. (2011), Silveira (2012) e Al abbasy et al. (2015), que
avaliaram a atividade antibacteriana do 6leo essencial de O. basilicum. A atividade
antibacteriana foi testada frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas. O
constituinte mais abundante foi Linalol, 1,8-cineol e eugenol que sdo citados como
substancias responsaveis pela acdo antibacteriana do 6leo essencial de O.
basilicum.

Estudos realizados por Pozzo et al. (2011) e Pesavento et al. (2015)
avaliaram a acéo antimicrobiana dos Oleos essenciais de O. vulgare, R. officinalis e
T. vulgaris. De acordo com o0s autores, esses Oleos apresentaram acao
antimicrobiana frente a S. Enteritidis, S. Typhimurium, E. coli e S. aureus em
alimentos, 0s principais compostos responsaveis por esta acdo antimicrobiana € o
timol, cinamaldeido e carvacrol. J4, segundo Sivropoulou (2008), o componente com
fracdo majoritaria responsavel pela eficacia antimicrobiana dos 6leos essenciais de
O. vulgare é carvacrol, que possui acdo antimicrobiana sobre bactérias patogénicas,
como E. coli, Pseudomonas aeruginosa, S. Typhimurium e S. aureus.

A descoberta dos antimicrobianos naturais contidos em 6leos essenciais e
suas possiveis aplicacbes praticas em conservacao de alimentos fizeram que
pesquisas relacionadas a este assunto se aprofundassem ainda mais, tornando o
“sistema antimicrobiano natural” um novo método de conservacao de alimentos
(SOUZA, 2006).

2.3 Métodos de avaliacdo da atividade antimicrobiana

Existem diversos métodos para avaliar a atividade antibacteriana e antifiingica
dos extratos de vegetais, sendo os mais conhecidos 0 método de disco-difusao,
meétodos de microdiluicdo e de macrodiluicdo (FENNEL et al., 2004).

O método de disco-difusdo € um dos testes de suscetibilidade mais simples e
mais utilizado. O ensaio € realizado com discos de papel-filtro, que apos a
semeadura do inéculo bacteriano no agar, sdo impregnados com antimicrobianos
em concentracoes fixas, e adicionado sobre a placa. Os resultados s&o

determinados através das zonas de inibicdo de crescimento em torno dos discos. O
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didmetro da zona esta relacionado com a suscetibilidade do isolado e com a taxa de
difusdo do antimicrobiano no 4gar (RELLER et al., 2009).

O agente antimicrobiano é definido como sendo um produto natural, quimico
ou sintético que inibe ou mata o crescimento de microrganismos. A atividade
antimicrobiana de um agente € determinada pela menor quantidade desse agente
necessaria para inibir o crescimento de um microrganismo-teste, esta quantidade é
denominada concentracdo minima inibitoria (CIM) (MADIGAN et al. 2003; FENNEL
et al. 2004; PINTO et al. 2015). A determinacdo da CIM é realizada de duas formas,
tais como, macrodiluicdo, que consiste na utilizacdo de tubos de ensaio, com volume
de meio de cultura que varia de 1 a 10 mL, ou microdiluicdo, que € um método
pratico, rapido e barato, em que se utiliza microplacas de 96 po¢cos com volumes
entre 0,1 e 0,2 mL (PINTO et al., 2015). Ambas consistem em preparar diluicées
sucessivas do antimicrobiano a ser testado e verificar a menor concentracdo do
antimicrobiano que inibiu o crescimento do microrganismo (CABRAL et al., 2009).

Apos a determinacdo da (CIM) pode ser realizada a (CBM), que é
considerada como a menor concentracdo na qual ndo ha crescimento de colénias na
superficie do meio de cultura, ou seja, a menor concentracdo capaz de causar a

morte do microrganismo (CALO et al., 2015).

2.4 Analise sensorial de alimentos

A Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) define andlise sensorial
como a disciplina cientifica usada para evocar, medir, analisar e interpretar reacées
das caracteristicas dos alimentos e dos materiais da forma que séo percebidas pelos
sentidos da viséo, olfato, gustacéo, audicdo e tato (ABNT,1993).

E através da andlise sensorial que é feita a selecdo e caracterizagdo de
matérias-primas, melhoria de uma formulacéo, avaliacdo da correlacdo de analises
quimicas com as sensac¢fes dos sentidos humanos e desenvolvimento de novos
produtos alimenticios (SANTURIO, 2015).

A analise sensorial de um determinado produto € realizada por uma equipe
que avalia suas caracteristicas sensoriais. Para alcancar o objetivo especifico de

b

cada andlise, sdo elaborados métodos de avaliacdo, visando a obtencdo de
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respostas mais adequadas ao perfil do produto. Esses métodos apresentam
caracteristicas que se moldam com o objetivo da analise. O resultado, que deve ser
expresso de forma especifica conforme o teste aplicado €é estudado
estatisticamente, concluindo assim a viabilidade do produto (TEIXEIRA, 2009).

Santurio (2015) avaliou a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de T.
vulgaris, Cinnamomum zeylanicum (canela) e O. vulgare frente a 20 espécies de E.
coli, in vitro, adicionados em massa de linguica toscana. A andlise sensorial
demonstrou que a linguica Toscana adicionada dos Oleos essenciais de C.
zeylanicum e de O. vulgare nas concentracbes de 200 pg/mL e 400 pg/mL,
respectivamente, foi considerada aceitavel pelos consumidores.

Em um estudo realizado por Rattanachaikunsopon e Phumkachorn (2010),
que analisaram o efeito antimicrobiano do 6leo essencial de O. basilicum contra S.
Enteritidis e verificaram sensorialmente sua aceitacdo quando adicionado em
presunto cru, os autores relataram que a adicdo de 0,01% do O6leo essencial de O.

basilicum foi aceitavel pelos consumidores.



3 Material e métodos

3.1 Obtencéo dos dleos essenciais de O. vulgare e O. basilicum

As folhas secas de O. vulgare e O. basilicum foram adquiridas da industria
Luar Sul Industria e Comeércio, de Santa Cruz do Sul, Brasil.

Os o6leos essenciais foram extraidos de acordo com a Farmacopeia Brasileira
(Brasil, 2010), por meio do processo de hidrodestilacdo por arraste a vapor com o
auxilio do equipamento Clevenger durante 3 h. Apds a extracdo, os 0leos essenciais
foram armazenados em frascos ambar e mantidos a temperatura de -18°C.

As extracOes foram realizadas no Laboratério de Pesquisa em Produtos
Naturais.

3.2 Avaliacédo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos O6leos essenciais foi testada frente aos
seguintes microrganismos: Salmonella enterica subsp. enterica sorotipos
Typhimurium (ATCC 13311) e Enteritidis (ATCC 13076), Escherichia coli O157:H7
(ATCC 43895), Staphylococcus aureus (ATCC 14458) e Listeria monocytogenes
(ATCC 7644). Culturas overnigth a 37°C em Caldo Infusdo de Cérebro e Coracao
(BHI, Acumedia, Lansing, Michigan, USA).

Para a avaliacdo do efeito antimicrobiano foi utilizado o método de disco-
difusdo, de acordo com Caravic-Stanko et al. (2009). Também foi determinada a
CBM, conforme preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,

2012), com pequenas modificacdes.
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No método de disco-difusédo, 0,1 mL de cultura em BHI de cada isolado com
aproximadamente 10’ UFC/mL foi semeado na superficie de agar Mueller-Hinton
(Acumedia) em placas de Petri com 90 mm de diametro. Discos de papel filtro
estéreis impregnados com os 0leos essenciais de O. vulgare, O. basilicum e a
mistura em partes iguais de O. vulgare e O. basilicum (5 uL por disco com 6 mm de
diametro) foram depositados sobre o meio inoculado, que foi incubado a 37°C por 24
h. O didmetro da zona de inibicdo, incluindo o didmetro do disco, foi medido em
milimetros.

A determinacéo da CBM foi realizada utilizando microplacas com 96 pocos.
Em cada pocgo, foram dispensados 50 pL de BHI com 1% de Tween 80, utilizado
para diminuir a tenséo superficial no contato do 6leo (apolar) com o meio de cultura
(polar). No primeiro poco, foram dispensados 50 yL do Oleo essencial em teste.
Retirando-se 50 pyL do pog¢o de maior concentracdo, foram feitas oito diluicbes
seriadas nos pog¢os consecutivos até a concentracao final, apés a adicao da cultura
bacteriana, de 1,95 uL/mL. No final, foram adicionados 50 yL da cultura bacteriana
com aproximadamente 5,0 x 10° células bacterianas em cada um dos pocos. Pocos
sem adicdo do 6leo e sem adicdo do indculo foram utilizados para controles de
multiplicacéo e de esterilidade, respectivamente. As placas foram incubadas a 36°C
durante 48 h. Apés a incubacéao, foram retiradas aliquotas de 5 pL de cada uma das
cavidades e repicadas em placas de agar padrdo para contagem (PCA) foram
incubadas a temperatura de 36°C por 48h. A auséncia de crescimento bacteriano no
meio de cultivo foi indicio de que o 6leo essencial testado apresentou atividade
bactericida. A CBM foi considerada como a menor concentracao de 6leo na qual ndo
houve crescimento de colbnias na superficie do meio de cultura.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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3.3 Avaliacédo da atividade antimicrobiana em massa para embutido carneo

3.3.1 Preparo da massa para embutido carneo

Para o preparo da massa carnea para o embutido, foram utilizadas partes
iguais de carne de coxao bovino e de copa-lombo suino adquirida no comércio local,
a qual foi moida em moedor manual previamente limpo e sanitizado, adicionada de
0,5% de cloreto de sddio e homogeneizada. Aliquotas de 25 g foram adicionadas
dos 6leos (O. vulgare e mistura em quantidades iguais de O. vulgare e O. basilicum)
nas concentracbes 0,5%, 1,0% e 1,5%. Como controles, aliquotas sem adicao de

6leo também foram analisadas.

3.3.2 Contaminacao experimental

A massa dos embutidos foi experimentalmente contaminada com Salmonella
sorotipos Typhimurium (ATCC 13311) e Enteritidis (ATCC 13076). In6culos de
diluicbes seriadas das culturas bacterianas foram preparados e adicionados na
massa carnea de forma a se obter a concentracdo final de 10? células bacterianas
por grama de massa. Como controle, a massa ndo contaminada experimentalmente
também foi analisada (BARBOSA, 2016).

3.3.3 Analises microbioldgicas

As aliqguotas de massa carnea contaminadas experimentalmente e os

controles foram armazenados a 4°C e analisados apés 0, 24, 48 e 72 horas. A
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pesquisa de Salmonella foi realizada de acordo com U.S. Food and Drug
Administration — FDA (ANDREWS et al., 2016).

3.4 Anédlise sensorial

A analise sensorial foi realizada de acordo com Silveira (2012), com algumas
modificacdes. Aliquotas de 150 g da massa com e sem a adicdo dos Oleos
essenciais a 1,5% foram assados e avaliados por 60 avaliadores néo treinados com
faixa etaria acima de dez anos de idade. Ap6s assinatura do termo de
consentimento (Anexo A), foram aplicadas as fichas de intencdo de compra (Anexo

B), ficha heddnica (Anexo C) e a ficha de pesquisa de mercado (Anexo D).

3.5 Analise estatistica

As médias dos halos obtidos no teste de disco-difusdo foram comparadas

pelo teste de Tukey com uso do programa Statistix® (2003).

3.6 Comité de ética Humana

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica Humuana em Pesquisa da

Universidade Federal de Pelotas, conforme parecer n® 1.768.126.



4 Resultados e discussao

4.1 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

4.1.1 Teste de disco-difusao

Todos os Oleos essenciais avaliados no teste de disco-difusédo apresentaram
atividade antimicrobiana frente a S. aureus, L. monocytogenes, S. Typhimurium, S.
Enteritidis e E. coli O157:H7 em diferentes intensidades (Tabela 1).

Tabela 1 - Tamanho dos halos (mm) de atividade antimicrobiana dos Gleos essenciais, detectada no
teste de disco-difusdo

Microrganismo O. vulgare (5uL) O. basilicum (5pL) O. vulgare (2,5uL) +
O. basilicum (2,5uL)

S. aureus 12,0a 7,0b 11,4a
L. monocytogenes 9,5a 7,5b 7,75 ab
S. Typhimurium 12,6a 7,4b 9,4ab
S. Enteritidis 9,0b 6,8c 12,0a
E. coli O157:H7 9,1a 7,7b 7,5ab

Os dados referem-se a média de triplicatas. Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha nao
séo estatisticamente diferentes (p<0,05).

Os halos de inibicdo formados pelos 6leos essenciais de O. vulgare e O.
basilicum indicam que estes 6leos tém efeito inibitorio distinto. O. vulgare apresentou
atividade antimicrobiana mais intensa. Ja os halos de inibicdo do 6leo essencial de
O. basilicum ficaram com diametro bem inferior, indicando baixa acao
antimicrobiana. Estes resultados estdo de acordo com outros estudos em que a
atividade antimicrobiana de O. vulgare também foi observada (BUSATTA et al.,
2007; ARAUJO E LONG, 2016 e BARBOSA et al., 2016).
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Quando analisado o efeito antimicrobiano da mistura dos 6leos essenciais de
de O. vulgare e O. basilicum, observa-se que houve duas situagdes distintas em que
a mistura apresentou acdo diferente dos 6leos separadamente. Frente a S. aureus a
mistura manteve a mesma acgdo apresentada pelo 6leo de O. vulgare isoladamente,
apesar deste 6leo estar com a concentracdo pela metade. Isto significa que o 6leo
de O. vulgare mantém a mesma atividade inibitéria tanto quando utilizados 5 pL
(quantidade de o6leo usada isoladamente) como 2,5 uL (quantidade de Oleo na
mistura) ou que houve um efeito sinérgico entre os 6leos de O. vulgare e O.
basilicum que premitiu a manutencdo da acao inibitéria mesmo com a metade da
concentracdo de O. vulgare. Esta segunda hipétese é reforcada pelo efeito inibitério
observado frente a S. Enteritidis, onde o diametro dos halos induzidos pela acdo da
mistura dos 0leos foi maior do que os halos de qualquer um deles individualmente,
indicando que houve sinergismo entre os 6leos.

Um dos raros estudos utilizando mistura de 6leos foi realizado por Barbosa et
al. (2016), que verificou a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de O. vulgare
misturado com Oleo de R. officinalis pelo teste de disco-difusdo. Os Oleos
demonstraram interacdo sinérgetica e foram efetivos frente a agentes patogénicos

como L. monocytogenes, E. coli e S. Enteritidis.

4.1.2 Determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM)

O Oleo essencial de O. basilicum nédo apresentou efeito bactericida nas
concentracbes testadas (S. aureus, L. monocytogenes e S. Typhimurium) ou
apresentou apenas em altas concentragdes (S. Enteritidis e E.coli O157:H7), o que
esta de acordo com os resultados obtidos nos testes de disco-difusdo, nos quais
este Oleo apresentou fraco efeito inibitorio.

A tabela 2 apresenta os valores da CBM dos 06leos essenciais de O. vulgare,

O. basilicum e da mistura dos dois 6leos.
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Tabela 2 - Concentracdo bactericida minima (uL/mL) dos 6leos essenciais de O. vulgare, de O.
basilicum e da mistura dos dois 6leos

Microrganismo O. vulgare O. basilicum O. vulgare +
O. basilicum

S. aureus 125 SE* 62,5
L. monocytogenes 125 SE* 250
S. Typhimurium 31,25 SE* 31,25
S. Enteritidis 15,5 250 31,25
E. coli O157:H7 62,5 500 125

Os testes foram realizados em triplicata e os valores foram 0s mesmos nas trés repeticoes.
* SE = sem efeito antimicrobiano.

A menor concentrac@o bactericida foi obtida com 6leo de O. vulgare sobre S.
Enteritidis. O efeito inibitorio deste 6leo, na disco-difusdo, foi menor do que o da
mistura dos oleos, entretanto, na CBM, a mistura necessitou de concetracdes mais
elevadas do que o o6leo de O. vulgare isoladamente para execer seu efeito
bactericida sobre S. Enterirtidis. Estes resultados indicam que o efeito sinergético
verificado no teste de disco-difusédo frente a S. Enteritidis ndo foi observado na CBM
e que o efeito inibitério observado na disco-difusdo ndo tem relagédo direta com o
efeito bactericida determinado pela CBM, isto pode sedar pela dificuldade de difusao
dos 6leos no meio e pela barreira fisica que os 6leos fazem no agar.

Nem sempre a atividade antimicrobiana obtida nos testes laboratoriais é
observada quando os 6leos sédo adicionados aos alimentos, devido a mudangas na
concentragdo, ambiente do alimento, nutrientes dos alimentos até fatores ambientais
e procedimentos de cultivo do condimento. Como as menores concetracdes de 6leo
necessarias para obter efeito bactericina foram observadas frente a Salmonella,
tanto por O. vulgare como pela mistura dos 6leos, as cepas de S. Enteritidis e de S.
Typhimurium foram selecionadas para os testes de contaminacao experimental em

massa para embutido carneo.
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4.2 Aplicagcdes do Gleo essencial de O. vulgare e da mistura dos 6leos de O.

vulgare e O. basilicum na massa para embutido carneo

Apenas na concentracao de 1,5% de 6leo essencial adicionado a massa para
embutido carneo experimentalmente contaminada foi observado efeito bactericida
sobre Salmonella, o que ja ocorreu logo apds a adicdo dos o6leos (Tabela 3). O
controle positivo apresentou crescimento de S. Enteritidis e S. Typhimurium, e o
controle negativo ndo apresentou crescimento dessas bactérias durante todo o

tempo de armazenamento a 4°C.

Tabela 3 - Recuperacéo de Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium da massa para
embutido carneo experimentalmente contaminada adicionada de 6leo essencial de O. vulgare e da
mistura dos 6leos de O. vulgare e O. basilicum

S. Enteritidis S. Typhimurium

Oleos e concentracdes
Oh 24h 48h 72h Oh 24h 48h 72h

O. vulgare 0,5% p* P P P P P P P.
O. vulgare 1,0% P P P P P P P P
O. vulgare 1,5% A A A A A A A A
O. vulgare + O. basilicum 0,5% P P P P P P P P
O. vulgare + O. basilicum 1,0% P P P P P P P P
O. vulgare + O. basilicum 1,5% A A A A P P P P

*P = presenca de Salmonella em 25 g; A = auséncia de Salmonella em 25 g.

O dleo de O. vulgare apresentou efeito bactericida sobre ambos 0s sorotipos
do microrganismo. Entretanto, esse mesmo 6leo, quando misturado em quantidades
iguais ao Oleo de O. basilicum, perdeu seu efeito bactericida sobre o sorotipo
Typhimurium de Salmonella. Considerando que o 6leo de O. vulgare isoladamente
nao apresentou efeito bactericida sobre S. Typhimurium na concentracdo de 1%,
nao seria de se esperar que quando foi utilizada a mistura dos dois 6leos a 1,5%,
onde o 6leo de O. vulgare esta na concentracdo de 0,75%, apresentasse algum
efeito, como ocorreu. Por outro lado, o0 mesmo ndo ocorreu em relacdo a S.
Enteritidis, que ndo foi recuperada do alimento experimentalmente contaminado
tanto quando misturado ao Oleo de O. vulgare a 1,5% como quando adicionado da

mistura dos oleos a 1,5%, mas foi recuperada do alimento com 6leo de O. vulgare a
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1%, mesmo apdés 72 horas de armazenamento. Estes resultados sugerem a
ocorréncia de sinergismo entre os dois 6leos, o que também foi observado nos
testes de disco-difusdo e CBM.

A mistura dos 6leos apresentrou efeito bactericida distinto frente aos sorotipos
Enteritidis e Typhimurium, o que deixa claro que ha diferencas entre os sorotipos
quanto a suceptibilidade aos O6leos de O. vulgare e O. basilicum. Portanto, os
estudos sobre a aplicacdo de Oleos essenciais em alimentos com a finalidade de
eliminar Salmonella, devem sempre incluir testes com diferentes sorotipos da
bactéria, uma vez que a presenca de Salmonella ndo é aceitavel em alimentos
destinados ao consumo humano, independentemente do sorotipo (BRASIL, 2001).

Resultados semelhantes aos do nossso trabalho foram obtidos por Barbosa
(2010), que avaliou a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais de O. vulgare e
O. basilicum em amostras de carne moida e hamburguer bovinos contaminados
artificialmente com Salmonella e verificou que o 6leo essencial de O. vulgare na
concentracdo 1,6% na carne moida e 1,2% no hamburguer possibilitou eliminagéo

de S. Enteritidis em 6 horas de contato com o alimento.

4.3 Anélise sensorial

A elaboracdo da massa para embutido carneo para a andlise sensorial foi
realizada na concentracdo de 1,5% de 6leo essencial de O. vulgare e 1, 5% da
mistura dos 6leos essenciais de O. vulgare e O. basilicum, visto que foi essa
concentracdo que apresentou efeito antimicrobiano frente S. Enteritidis e S.
Typhimuirum.

Na analise sensorial foi aplicada a ficha de pesquisa de mercado em que
todos os 60 avaliadores relataram que consumiam embutido carneo e o que mais
desgostavam em um embutido carneo era o excesso de gordura, sal e tempero. Na
pergunta “qual o embutido carneo com condimento vocé mais gostaria de consumir”,
as opgdes eram “embutido carneo com manjericao, embutido carneo com orégano,
embutido carneo com manjericao e orégano e nenhuma das alternativas”, a maioria
dos avaliadores respondeu que prefeririam o embutido carneo com orégano e

manjericao, seguido de embutido carneo com orégano.
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O atributo sabor entre o controle (sem adi¢cdo de Oleos) e as amostras com
Oleos essenciais de O. vulgare e mistura dos 6leos essenciais de O. vulgare e O.
basilicum apresentaram diferencas nos percentuais (Figura 1). O controle mostrou
percentual elevado para os atributos “gostei moderadamente” e “gostei muito”
respectivamente. Ja as formulacbes acrescidas do 6leo essencial resultaram em
porcentagens de “desgostei muito” e “desgostei extremamente” superiores a opiniao
“gostei”. Na ficha de intengdo de compra as amostras com adicao de 6leo essencial
apresentaram percentuais elevados para “decididamente n&o compraria” e
“‘compraria somente se fosse for¢ado” (Figura 2). Estes resultados apontam para a
ndo aceitacdo pelos consumidores do produto adicionado de 1,5% de Oleos
essenciais, tanto de O. vulgare isoladamente quanto da mistura em quantidades
iguais com o 6leo de O. basilicum.

20. vulgare 1,5% B0. vulgare + O. basilicum 1,5% ®Sem 0leo

70

60

50

40

%

30

20

10

4
Alternativas

Figura 1 - Teste de intencdo de compra para embutido carneo acrescido de Gleos essenciais; 1
decididamente eu compraria, 2 = provavelmente eu compraria, 3 = talvez sim/talvez néo, 4 =
provavelmente eu ndo compraria, 5 = decididamente eu ndo compraria, 6 = compraria
ocasionalmente, 7 = compraria somente se fosse for¢cado
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B0. vulgare 1,5% B 0. vulgare + O. basilicum 1,5% ® Sem dleo
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Figura 2 - Teste da aplicagéo da ficha hedbnica para embutido carneo acrescido de 6leos essenciais;
1= Gostei extremamente, 2= Gostei muito, 3= Gostei moderadamente, 4= Gostei ligeiramente, 5=
indiferente, 6= Desgostei ligeiramente, 7= Desgostei moderadamente, 8= Desgostei muito, 9=
Desgostei extremamente.

Como demostrado, a concentragdo de 1,5% do o6leo utilizada no presente
trabalho foi efetiva para reduzir as contagens de contaminantes na massa para
embutido carneo, porém tais concentracfes sdo elevadas e, quando avaliadas
sensorialmente, a sua aceitabilidade ndo obtém o mesmo sucesso.

A maioria das estudos realizados aponta para o efeito antimicrobiano dos
Oleos essenciais, sem mencionar a sua aplicacdo em alimentos e a aceitabilidade
dos consumidores (ERNANDES, 2007; MENEZES et al., 2009; CARAVIC et al.,
2010, ALVES, 2010; POZZO et al. 2011; PROBIST, 2012; ANDRADE, 2013; AL
ABBASY et al., 2015; ANSESIO, 2015; ARAUJO e LONGO, 2016) ou testam seu
efeito antimicrobiano no alimento sem realizar avaliacdo sensorial (BOTRE et al.,
2010). Dos poucos estudos que avaliaram a aceitacdo de alimentos adicionados de
Oleo essencial de O. vulgare estdo os trabalhos de Barbosa (2010), com carne
moida e hambuger, e de Santurio (2015), com linguica. Os produtos avaliados
apresentaram aceitacdo pelos consumidores, porém as concentracdes de 6leo eram

bem inferiores as utilizadas no nosso estudo.



5 Consideragdes finais

O dleo essencial de O. vulgare apresenta atividade antimicrobiana contra os
sorotipos Typhimurium e Enteritidis de Salmonella, E. coli O157:H7, S. aureus e L.
monocytogenes. Esta atividade se mantém, em relacdo a S. aureus, e €
amplificada, frente a Salmonella Typhimurium, quando misturado em quantidades
iguais de oleo essencial de O. basilicum, o qual isoladamente apresenta pouca ou
nenhuma agao antimicrobiana frente a estes microrganismos.

O dleo essencial de O. vulgare é bactericida para todas as bactérias testadas,
sendo sua CBM para Salmonella relativamente baixa, especialmente para S.
Enteritidis. A mistura dos 6leos essenciais de O. vulgare e O. basilicum também
apresenta CBM relativamente mais baixa para Salmonella. Ja o 6leo essencial de O.
basilicum mostrou ser um fraco antimicrobiano, ndo apresentando efeito bactericida
para maioria das bactérias testadas ou necessitando altas concentracbes para
eliminar os microrganismos.

O dleo essencial de O. vulgare e a mistura dos 6leos essenciais de O. vulgare
e O. basilicum adicionados em massa para embutido carneo na concentracdo de
1,5% séo capazes de eliminar S. Enteritidis do produto. Porém a eliminacdo de S.
Typhimurium somente é obtida quando o 6leo essencial de O. vulgare é aplicado
isoladamente nas mesmas concentracoes.

A adicao de 1,5% de dleos essenciais, tanto de O. vulgare como da mistura
dos dleos de O. vulgare e O. basilicum, a massa para embutido carneo altera o seu
sabor de modo a deixar o produto inaceitavel pelos consumidores, o que inviabiliza a
sua utilizagao no controle de Salmonella em embutidos carneos.

Os estudos sobre a utilizacdo de 0leos essenciais em alimentos como forma
de controle de microrganismos indesejaveis devem sempre incluir a avaliagao
sensorial, sob pena das inferéncias feitas com base nos resultados serem

equivocadas quanto a sua aplicacéo pratica.
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Novos estudos com O. vulgare e O. basilicum visando ao controle de
microrganismos patogénicos em alimentos serdo mais promissores se realizados a
partir da purificacdo dos seus principios ativos, os quais quando aplicados em
alimentos talvez possam minimizar ou eliminar os efeitos indesejaveis das

caracteristicas organolépticas do produto, mantendo sua atividade bactericida.
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Anexo A - Termo de consentimento para andlise sensorial

e de consentimento livre e esclarecido

Pelo presente consentimento livre e esclarecido, eu,

, declaro que fui convidado a

participar da pesquisa e que fui esclarecido, de forma clara e detalhada, dos
objetivos, da justificativa e os procedimentos, sobre a participacdo voluntaria e com
direito a desisténcia de participar e retirar meu consentimento, ndo havendo riscos,
sendo os resultados para fins académicos e que somente assinarei o termo apoés ter
sido esclarecido e concordar com a pesquisa, através de encontro individual e livre
de qualquer forma de constrangimento e coercao.

Fui informado(a) que uma coépia assinada do TCLE ficar4 com o participante.
PROJETO: Avaliagdo da atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de Origanum
vulgare (orégano) e Ocimum basilicum (manjericdo) e sua aplicacdo em massa para

embutido carneo.

OBJETIVOS: Fui informado(a) de que o objetivo desta pesquisa é:

o Determinar o rendimento dos Oleos essenciais extraidos de orégano e
manjericao;
o Avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais frente aos

microrganismos Escherichia coli 0157:H7, Staphylococus aureus, Listeria
monocytogenes e Salmonella sorotipos Typhimurium e Enteritidis;

o Avaliar a atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais em massa para
embutido carneo;

o Testar a aceitabilidade para o consumo de embutido carneo com adi¢cao dos
Oleos essenciais.

Os resultados serdo mantidos em sigilo e somente serdo usados para fins de

pesquisa.

JUSTIFICATIVA: A adicdo de nitritos e nitratos no produto carneo tem como

principal objetivo inibir o crescimento de algumas espécies de microrganismos
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causadores de toxinfec¢Bes. Entretanto tais aditivos podem ser prejudiciais a saude
podendo ocasionar o desencadeamento de algumas doencas, dentre elas o cancer.
Os Oleos essenciais apresentam potencial como uma alternativa de substituicdo dos
sais de cura por aditivos naturais, em funcdo de possiveis efeitos antimicrobiano,

devido a presencga de compostos como carvracol e timol.

PROCEDIMENTOS: Fui informado(a) de que receberei amostras do produto
embutido carneo com adicdo de 6leos essenciais de orégano e manjericdo, para que
eu avalie as caracteristicas sensoriais do produto, incluindo a aplicacdo de fichas de
intencdo de compra com escala de 7 pontos, ficha hedonica com escala de 9
pontos e ficha de intencdo de mercado.

A duracao esperada para o procedimento é de 20 a 30 minutos.

RISCOS E POSSIVEIS REACOES: Fui informado(a) que ndo h& riscos
mencionados na bibliografia sobre a ingestdo de Oleos essenciais e reacodes

alérgicas.

BENEFICIOS: O beneficio de participar da pesquisa relaciona-se ao fato que os
resultados serdo incorporados ao conhecimento cientifico e posteriormente a
situacdes de ensino-aprendizagem. Os sais de cura adicionados intencionalmente
em embutidos carneos com o intuito de aumentar a vida util dos mesmos sédo
maléficos a saude e a substituicdo destes por aditivos naturais é benéfica para a

salude dos consumidores.

REMUNERACAO: NAO havera remuneracdo associada a participa¢do na pesquisa.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA: A minha adesdo a pesquisa ocorrera de forma
voluntaria e nenhum tipo de penalidade sera aplicado caso ndo seja do meu

interesse participar.

CONFIDENCIALIDADE: Estou ciente que a minha identidade permanecera
confidencial durante o estudo e que os dados coletados s6 serao utilizados para fins

de pesquisa.
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CONSENTIMENTO: Ciente das informacdes citadas anteriormente, eu concordo em

participar da avaliagdo sensorial dos produtos elaborados na pesquisa.

PELOTAS, de de

Assinado por:
Patricia Gomes Vivian

(Pesquisadora responsavel)

PELOTAS, de de

Assinado por:

Participante da pesquisa

Pesquisadores:

Patricia Gomes Vivian
Endereco: Campus Capao do Leéo, prédio 34
Telefone: (55) 9 9109-1139

Claudio Dias Timm
Endereco: Campus Capéao do Ledo, prédio 34
Telefone: (53) 9 8115-1424



Eliezer Gandra
Endereco: Campus Capéao do Leé&o

Telefone:(XX) X XXXX-XXXX

Greyce Silveira Mello
Endereco: Campus Capéao do Leéo, prédio 34
Telefone: (51) 9 9933-1922

Comité de Etica em Pesquisa
Telefone: (53) 3284-4960
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Anexo B - Ficha de intencdo de compra

NOME:
FAIXA ETARIA: 18 a 30 anos: 30 a 45 anos:
60 a 75 anos: mais de 75 anos

SEXO: () masculino () feminino

49

45 a 60 anos:______

Vocé esta recebendo uma amostra embutido carneo com adi¢do de Oleos essenciais

de orégano e manjericao.

Por favor, prove a amostra e avalie utilizando a escala abaixo se vocé compraria ou

nao este produto, marque a posicdo que melhor avalie seu julgamento.

CODIGO DAS AMOSTRAS: ,

() Decididamente eu compraria

( ) Provavelmente eu compraria

( ) Talvez sim/ Talvez néao

( ) Provavelmente eu ndo compraria
() Decididamente eu ndo compraria
() Compraria ocasionalmente

() Compraria somente se fosse forcado

Comentarios:

()
()
()
()
()
()
()

()
()
()
()
()
()
()
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Anexo C - Ficha hedbnica

NOME: DATA: / /
FAIXA ETARIA: 18 a 30 anos: 30 a 45 anos: 45 a 60 anos:
60 a 75 anos: mais de 75 anos

SEXO: ( ) masculino () feminino

Vocé esta recebendo uma amostra de embutido carneo com adicdo de O6leos
essenciais de orégano e manjericao.

Por favor, prove a amostra e avalie utilizando a escala abaixo para dizer o quanto
vocé gostou ou desgostou do produto, marque a posi¢cdo que melhor reflita o seu
julgamento.

CODIGO DA AMOSTRA: : :

( ) Gostei extremamente () ()
( ) Gostei muito () ()
( ) Gostei moderadamente () ()
( ) Gostei ligeiramente () ()
( ) Indiferente () ()
() Desgostei ligeiramente () ()
( ) Desgostei moderadamente () ()
( ) Desgostei muito () ()
( ) Desgostei extremamente () ()

Comentérios:
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Anexo D - Ficha de pesquisa de mercado

NOME: DATA: / /
FAIXA ETARIA: 18 a 30 anos: 30 a 45 anos: 45 a 60 anos:
60 a 75 anos: mais de 75 anos

SEXO: ( ) masculino () feminino
ESCOLARIDADE:
Analise sensorial do embutido carneo com adi¢do de 6leos essenciais de orégano e

manijericao.

Vocé consome carne? () sim ( ) nado

Com que frequéncia vocé consome carne? ( ) todososdias ( )3 a4xna

semana ( )1la2xnasemana ( ) ndo consome

Quais 0s tipos de carne que vocé mais consome?

Vocé consome embutido carneo? () sim ( )néo
Com que frequéncia vocé consome? ( ) todos os dias ( )3 a4 xnasemana

( )1a2xnasemana ( ) naoconsome

O que vocé nao gosta em um embutido carneo?

Se ndo tem o costume, gostaria de consumir? () sim ( ) nao

Qual o embutido carneo com condimento vocé mais gostaria de consumir:
( ) Embutido carneo com manjericédo () Embutido carneo com orégano
( ) Embutido carneo com manjericéo e orégano

() Nenhuma das alternativas

Com que frequéncia vocé iria consumir este embutido carneo?
( ) todos os dias ( )3 a4 xnasemana ( )1a2xnasemana

() consumiria raramente
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Vocé tem dificuldades em consumir embutido carneo com condimentos? Qual

é a sua dificuldade?




