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RESUMO

O consumo de embutidos carneos tem apresentado grande expansdo nas Ultimas décadas, sua
composicdo quimica favorece o crescimento de patdgenos e bactérias deteriorantes. Os 6leos
essenciais sdo uma alternativa promissora para utilizacdo na conservacdo dos alimentos. Assim,
0 estudo objetivou avaliar a qualidade da linguica produzida com 6leos essenciais de Syzygium
aromaticum e Zingiber officinale e produzir filme de alginato de sddio e celulose bacteriana
contendo 6leo essencial de S. aromaticum. Foi determinada a composigao dos 6leos essenciais.
A acdo antimicrobiana pelo método de microdiluicdo em caldo contra cepas ATCC de S.
aureus, E. coli e um isolado clinico de Salmonella sp. Foram produzidas linguicas com adi¢édo
de 6leo essencial, 0%; C0,1%; C0,2% (cravo-da-india) e G0,2%; G0,4% (gengibre), as quais
foram armazenadas por 28 dias e submetidas a anélise fisica: pH, cor, capacidade de retencdo
de agua e perda de peso por coccdo, analise quimica: umidade, proteinas, lipideos e cinzas,
analise sensorial: cor, aroma, sabor, maciez e avaliacdo global, avaliagdo microbioldgica:
contagem de E. coli, Salmonella sp. e contagem total de mesofilos. A escolha do filme para a
incorporacdo do Oleo essencial de S. aromaticum foi determinada pelo delineamento Box-
Behnken, utilizando as varidveis independentes: alginato de sédio (X1), glicerol (X2) e celulose
bacteriana (X3) e variaveis dependentes permeabilidade ao vapor de agua e espessura. A
atividade antimicrobiana do filme foi determinada pelo método de disco-difusdo, frente as cepas
de S. aureus, E. coli e Salmonella sp. Os compostos majoritarios dos 6leos essenciais de S.
aromaticum e Z. officinale sédo eugenol (62,81%) e geranial (22,33%), respectivamente. Os
Oleos essenciais tém acdo inibitoria frente a S. aureus, E. coli e Salmonela sp. em concentracdes
entre 0,625 e 2,500 mg/mL. N&o houve variacdo da capacidade de retencdo de agua durante os
28 dias, ja a perda de peso por cocgdo diminuiu no 28° dia. As linguicas estdo de acordo com
os padrBes fisico-quimicos determinados pela legislacdo brasileira. A adicdo dos Oleos
essenciais ndo diferiu (P>0,05), para os parametros aroma, cor, avaliacdo global e intencdo de
compra. A inclusdo de 6leo essencial de S. aromaticum e Z. officinale reduziram a contagem de
E. coli e aerobias mesofilas. A partir do delineamento experimental foi escolhido o filme 4
(3,25% alginato, 4,00% glicerol e 0,10% de CB) para incorporacdo de 1,5% de 6leo essencial
de S. aromaticum. O filme apresentou potencial antimicrobianos frente a todas as cepas
testadas. Portanto, os 6leos essenciais estudados e o filme produzido com 6éleo essencial de S.
aromaticum mostram potencial para serem utilizados como conservantes naturais em

embutidos carneos.

Palavras-chave: Antimicrobianos; Bactérias patogénicas; Embalagens ativas.
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ABSTRACT

The consumption of meat sausages has shown great expansion in recent decades, their chemical
composition favors the growth of pathogens and spoilage bacteria. Essential oils are a promising
alternative for use in food preservation. Thus, the study aimed to evaluate the quality of sausage
produced with Syzygium aromaticum and Zingiber officinale essential oils and produce sodium
alginate and bacterial cellulose film containing S. aromaticum essential oil. The composition of
the essential oils was determined. The antimicrobial action by the broth microdilution method
against ATCC strains of S. aureus, E. coli and a clinical isolate of Salmonella sp. Sausages were
produced with the addition of essential oil, 0%; C0.1%; C0.2% (clove) and G0.2%; G0.4%
(ginger), which were stored for 28 days and subjected to physical analysis: pH, color, water
retention capacity and weight loss due to cooking, chemical analysis: moisture, proteins, lipids
and ash, sensory analysis : color, aroma, flavor, softness and overall evaluation, microbiological
evaluation: E. coli count, Salmonella sp. and total mesophil count. The choice of film for
incorporating S. aromaticum essential oil was determined by the Box-Behnken design, using
the independent variables: sodium alginate (X1), glycerol (X2) and bacterial cellulose (X3) and
dependent variables vapor permeability of water and thickness. The antimicrobial activity of
the film was determined by the disk diffusion method, against strains of S. aureus, E. coli and
Salmonella sp. The major compounds in the essential oils of S. aromaticum and Z. officinale
are eugenol (62.81%) and geranial (22.33%), respectively. Essential oils have an inhibitory
action against S. aureus, E. coli and Salmonella sp. in concentrations between 0.625 and 2.500
mg/mL. There was no variation in water retention capacity during the 28 days, whereas cooking
weight loss decreased on the 28th day. The sausages comply with the physical-chemical
standards determined by Brazilian legislation. The addition of essential oils did not differ
(P>0.05) for the parameters aroma, color, overall evaluation and purchase intention. The
inclusion of essential oil from S. aromaticum and Z. officinale reduced the count of E. coli and
mesophilic aerobes. Based on the experimental design, film 4 (3.25% alginate, 4.00% glycerol
and 0.10% CB) was chosen to incorporate 1.5% S. aromaticum essential oil. The film showed
antimicrobial potential against all strains tested. Therefore, the essential oils studied and the
film produced with S. aromaticum essential oil show potential to be used as natural

preservatives in meat sausages.

Keywords: Antimicrobials; Pathogenic bacteria; Active packaging.
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1 INTRODUCAO

As doengas transmitidas por alimentos (DTAS) representam um dos grandes problemas
de saude publica, pois sdo causas frequentes de morbidade e mortalidade, principalmente em
criangas menores de cinco anos, pacientes imunocomprometidos e idosos. Uma em cada dez
pessoas no mundo adoece depois de consumir alimentos contaminados, levando a mais de 420
mil mortes por ano, sendo a maioria dos casos por doengas diarreicas, em casos mais graves
incluem insuficiéncia renal e hepatica, disturbios cerebrais e neurais, artrite reativa e cancer
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2022).

As DTAs sdo originadas pelo consumo de agua e/ou alimentos contaminados. Os
principais microrganismos patogénicos envolvidos em surtos alimentares sdo bactérias e suas
toxinas, virus e parasitos intestinais oportunistas, além das intoxicacfes exdgenas causadas pela
ingestdo de substancias quimicas presentes nos alimentos (BRASIL, 2021). Atualmente no
mundo existem mais de 250 tipos de DTA, sendo as bactérias as responsaveis por 92,2% dos
surtos relacionados a ingestdo de alimentos contaminados (BRASIL, 2019a; FORSYTHE,
2013). As bactérias do género Salmonella, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, sdo
citadas como 0s microrganismos mais envolvidos em surtos de toxi-infecgdes de origem
alimentar (OLIVEIRA, 2021).

O consumo de embutidos carneos tem apresentado grande expansdo nas ultimas
décadas, por estarem cada vez mais presentes na alimentacdo da populacédo brasileira, por sua
praticidade, facilidade e rapidez no preparo (BALDIN et al., 2016). Sua composi¢do quimica
favorece o crescimento microbiano de patdgenos e bactérias deteriorantes, possibilita também
o0 desenvolvimento de processos oxidativos, visto que estes apresentam elevado teor de umidade
e gordura, alta atividade de 4gua e pH favoravel a essas reacdes (GOUVEA et al., 2018).

Como método de prevencdo do crescimento microbiano, delongar a oxidacao lipidica e
para intensificar ou modificar as propriedades sensoriais € aumentar a vida util dos embutidos,
séo utilizados aditivos sintéticos, como nitrato e nitrito de sodio e de potassio (JACOBSEN et
al., 2019). Mesmo com a utilizacdo de aditivos sintéticos, os embutidos ainda estdo entre 0s
alimentos que mais causam toxi-infec¢bes de origem alimentar, além do mais 0 uso excessivo
de nitrito é capaz de produzir compostos responsaveis por efeitos carcinogénicos em humanos
(ASHWORTH et al., 2020). Dentre os alimentos embutidos, destacam-se principalmente as

linguicas, por apresentarem sabor caracteristico e preco acessivel (NASCIMENTO etal., 2012).
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Embalagem produzidas com compostos naturais bioativos, que utilizam em sua
composigdo substancias de interesse como: agentes antimicrobianos, antioxidantes e/ou
antifangicos, além de atribuir varias propriedades funcionais, tais como, aumento da atividade
microbiana, melhoria mecéanica, térmica e de propriedade de barreira, sdo consideradas
promissoras para utilizacdo em alimentos, a fim de preservar e estender sua vida Util
(MOSTAFAVI; ZAEIM, 2020; ZHAO et al., 2023).

Estudos com produtos naturais tem despertado o interesse dos pesquisadores e das
industrias alimenticias, pela necessidade de produzir alimentos com menos conservantes
sintéticos, propriedades organolépticas preservadas, ausentes de microrganismos patogénicos e
que atenda a procura dos consumidores por alimentos saudaveis (BARROS et al., 2020). Uma
grande variedade de plantas utilizadas na culinéria, apresentam substancias aromaticas ou de
sabor forte, usadas para realcar o gosto aos alimentos, as quais também sdo atribuidas potencial
conservante (GERMANO; GERMANO, 1998).

Os Gleos essenciais sao compostos quimicos obtidos a partir de plantas arométicas e
caracterizam-se como misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, com baixo peso
molecular, apresentam propriedades antifungicas (CARVALHO et al., 2023), inseticidas
(SOARES et al., 2023), antimicrobianas e antioxidantes (OLIVEIRA et al., 2022) dentre outras.
O Oleo essencial de Syzygium aromaticum (cravo-da-india), mostra alto potencial
antimicrobiano e antioxidante, atribuido a presenca de seus compostos fenélicos a exemplo do
eugenol, seu principal constituinte bioativo, estudo relata seu uso na preservacdo de produtos
carneos (NIKMARAM et al., 2018). Ja o 6leo essencial de Zingiber officinale (gengibre)
apresenta o geranial e a-zingibereno como seus principais compostos quimicos, associados a
uma série de beneficios para a saude, devido as suas varias propriedades bioldgicas, como
atividades antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatérias (SIMON-BROWN et al., 2016).
Neste contexto, a utilizacdo de 6leos essenciais, como uma alternativa para substituicdo aos
aditivos quimicos, tem ganhado mais atencdo. A atividade antimicrobiana de 0leos essenciais
mostra a viabilidade destes para muitas aplicagdes, inclusive conservacdo de alimentos
(MARTUCCI et al., 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar a acdo dos Oleos essenciais de Syzygium aromaticum e Zingiber officinale

como conservantes naturais na producao e armazenamento de linguica toscana.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a atividade antibacteriana dos 6leos essenciais S. aromaticum e Z. officinale frente a

cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella sp.

- Avaliar a qualidade microbioldgica, sensoriais e fisico-quimica de linguica toscana produzida

com adicdo de 6leo essencial de S. aromaticum e Z. officinale.

- Produzir filme ativo de alginato de sddio e celulose bacteriana, incorporado com 6leo essencial

de Syzygium aromaticum para aplicacdo em embutidos carneos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Embutidos carneos

O Brasil é um grande produtor e consumidor de proteina de origem animal e destina a
maior parte de sua producdo ao mercado interno. De acordo com a Associacdo Brasileira de
Proteina Animal (2021), 98,5% dos lares brasileiros consomem algum tipo de carne ou
derivados. A carne e os produtos carneos sdo considerados alimentos ricos em proteinas de alta
qualidade, vitaminas B12, ferro, gorduras, zinco e selénio, sendo importantes fontes de
nutrientes para os seres humanos (GODFRAY et al., 2018; HUANG et al., 2022).

Devido ao seu alto valor nutricional e teor de &gua, tornam-se altamente pereciveis,
como alternativa para aumentar a vida de prateleira das carnes, séo elaborados os derivados
carneos, produtos desenvolvidos a partir de carne, mitdos ou de partes comestiveis de animais,
cujas caracteristicas sdo alteradas através de tratamentos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
podendo envolver o acréscimo de conservantes sintéticos. Entre os derivados carneos mais
consumidos, destacam-se os embutidos, definidos pela legislacdo brasileira como produtos
elaborados a partir de carnes ou 6rgdos comestiveis, que podem ser curados ou nhdo,
condimentados, cozidos ou ndo, defumados e dessecados ou ndo, contendo envoltério, que pode
ser de origem natural ou artificial (BRASIL, 2017).

A linguica € um dos produtos carneos embutidos mais produzidos no Brasil, visto seu
indice de aceitacdo e venda, sdo capazes de corresponder as expectativas da populacdo em
relacdo aos novos habitos alimentares, a praticidade no preparo torna-se sua principal vantagem
(CARVALHO etal., 2010; TRENTINI; MACEDO, 2019). Dessa forma estao se tornando cada
vez mais presentes na dieta alimentar da populacao brasileira. Aquisicdo domiciliar per capita
anual dos brasileiros para linguica é de 2,15 kg (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2020). No entanto, 0 consumo excessivo desses alimentos
pode ser prejudicial a satde, considerando o elevado teor de conservantes utilizados na
preparacdo dos embutidos (SILVA; GOMES; MOREIRA, 2022). Outro fator é a contaminacao
por microrganismos patogénicos e deteriorantes, alterando a qualidade, como sabor, cor, textura
e valor nutricional (NOOR et al., 2018; AMANI; SARKODIE, 2022).

3.2 Microrganismos contaminantes de embutidos carneos

Nos ultimos anos as contaminagdes microbianas dos alimentos vém crescendo bastante,

com tantos surtos alimentares, gerando preocupacdo nas autoridades de saude e nos
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profissionais da &rea da alimentacdo, quanto & qualidade e seguranca alimentar, pois estas
contaminagfes geram graves intoxicagfes, podendo levar o individuo a o6bito (JORGE,
BARBOSA; BUCCIOLI, 2019). As falhas de boas praticas de fabricacdo, que ocorram em
qualquer etapa do processamento, podem resultar em contaminagdo por microrganismos
patogénicos e deteriorantes, sendo necessario rigoroso controle em toda a cadeia produtiva
(DEMAITRE et al., 2020).

Uma série de praticas fisicas e/ou quimicas tem sido amplamente utilizada pela
industria, para garantir a seguranca dos alimentos. No entanto, os métodos fisicos e quimicos
podem alterar a qualidade dos alimentos (YUAN et al., 2019). Mesmo com o desenvolvimento
de vérias técnicas de conservacdo dos alimentos, a contaminacdo desses produtos ainda
ocasiona muitas ocorréncias de DTAS, o que vém aumentando gradativamente (MACWAN et
al., 2016). As bactérias Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes, sdo citados como 0s microrganismos mais envolvidos em surtos de toxi-
infeccdes alimentares, esses se encontram uma ampla gama alimentos, incluindo os produtos
carneos (KENNY, 2013).

A E. coli é uma bactéria Gram-negativa em forma de bastonete, pertencente a familia
Enterobacteriaceae, anaerobia predominantemente facultativa que coloniza o trato
gastrointestinal humano (CHAUDHURI; HENDERSON, 2012). As cepas de E. coli sdo
classificadas — de acordo com critérios genéticos e clinicos. Cepas comensais ndo patogénicas,
encontradas no intestino humano e animal, além das cepas causadoras de uma série de doencas.
Sdo capazes de causar infeccbes extraintestinais, designadas como E. coli patogénica
extraintestinal (EXPEC) e cepas causadoras de doengas intestinais, denominadas como E. coli
patogénica intestinal (IPEC) (LINDSTEDT et al., 2018). A E. coli O157:H7 tem sido associada
a surtos de doencas transmitidas por alimentos como carne mal cozida, leite ndo pasteurizado e

suco de macd, iogurte, queijo, dgua e saladas frescas (SOUZA, 2006).

O Staphylococcus aureus €& um microrganismo Gram-positivo, da familia
Micrococcaceae, ndo esporulado, coagulase positiva, anaerobio facultativo e patdgeno humano.
Habitat no meio ambiente e grande parte nos humanos, de maneira comensal/benigna, nas maos,
mucosa e flora nasal (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). E um dos agentes mais comuns em
surtos de intoxicacdo alimentar, que ocorre apos a ingestdo de alimentos contendo
enterotoxinas, formadas durante o crescimento de S. aureus. Sob as condicles certas, as
enterotoxinas sdo formadas e secretadas principalmente durante a fase de crescimento

exponencial tardio, ocasionando a intoxicacdo alimentar (SCHELIN et al., 2011). Os produtos
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carneos, entre eles as linguicas, sdo excelentes meios para promover o crescimento de S. aureus,
portanto sdo0 comumente associadas a gastroenterites causadas por enterotoxinas estafilocécica
(ANANOU et al., 2005; MOHANTY; MOHAPAIRA; PAL, 2018).

Salmonella é um género pertencente a familia Enterobacteriaceae, tem formato de
bastonete, Gram-negativo, ndo esporulada, anaerobios facultativos, produzem gas a partir da
glicose, podem crescer em temperatura entre 5 °C e 38 °C, os animais e 0s homens seus
principais reservatorios naturais. As espécies do género Salmonella sdo, em sua maioria,
patogénicas, e podem provocar doencas como salmonelose ou gastrenterite (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2017). Visto sua alta patogenicidade a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria (ANVISA) determina, pela IN n° 60 de 2019, auséncia de Salmonella em 25 g de
alimento (BRASIL, 2019b). As bactérias grupo de Salmonella sdo os principais patégenos
causadores de doencas de origem alimentar em varios paises, tém sua transmissao relacionada

principalmente a produtos carneos, frutas e hortalicas (SILVA et al., 2016).

3.3 Conservantes sintéticos

Os conservantes sintéticos sdo substancias quimicas introduzidas em alimentos para
desempenhar funcbes especificas, como, manutencdo da qualidade e evitar a deterioracéo,
prolongando a vida Util, inibindo e controlando o crescimento bacteriano ou rea¢fes quimicas
durante o armazenamento dos alimentos e melhorando assim, suas propriedades organolépticas,
sendo, portanto, essenciais na maioria dos produtos carneos processados (CAROCHO;
MORALES; FERREIRA, 2018; GONCALVES; LORENZO; TRINDADE, 2021).

Apesar de sua necessidade em varios produtos alimenticios, os conservantes sintéticos
tém recebido uma resposta negativa dos consumidores, pois seu consumo exacerbado pode
causar serios riscos a saude do consumidor. Os nitritos e nitratos sdo sais de cura bastante
utilizados como conservantes de embutidos carneos, sua aplicacdo proporciona alteracfes
sensoriais, como: cor, sabor e textura, além da seguranga microbiologica. Entre os principais
efeitos do nitrito estdo a extensdo da vida util e inibicdo da oxidagéo lipidica (HAMDI, 2018;
MAJOU; CHRISTIEANS, 2018).

A ingestdo de carne processada acarreta Varios riscos ao consumidor, devido a presenca
de nitritos. O nitrito presente na carne sofre diferentes destinos, pode reagir com aminas e
amidas na carne durante o tratamento térmico e armazenamento, formando compostos N-

nitroso, que sdo cancerigenos para os seres humanos (ASHWORTH et al., 2020), pode oxidar
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o ferro ferroso (Fe2+) em hemoglobina para ferro férrico (Fe3+), gerando distirbio sanguineo
(FAN; WILLHITE; BOOK, 1987). Também estdo associados ao surgimento de neoplasias
gastrointestinais (RIBEIRO, 2019a), ligados a defeitos congénitos em bebés e abortos
espontaneos em gravidas (SEPAHVAND; GHASEMI; HOSSEINI, 2021).

Em virtude da preocupagdo com os conservantes sintéticos, em relacdo a saude da
populacdo, a ANVISA estabelece um limite para utilizagdo nos alimentos, sendo o limite
maximo de nitrito de sddio e nitrito de potassio de 0,0159/100g de produto e nitrato de sodio e
nitrato de potassio de 0,030g/100g de produto (BRASIL, 2019c). E de interesse tanto dos
consumidores quanto dos produtores que alternativas mais saudaveis aos produtos tradicionais
sejam produzidas, exigem alternativas mais seguras, principalmente com ingredientes naturais,

que atendam padr@es de seguranca alimentar semelhantes (WANG et al., 2018a).

3.4 Conservantes naturais

Os antimicrobianos naturais sd8o compostos obtidos de plantas, animais e
microrganismos que tem potencial de prolongar a vida atil de produtos alimenticios (PISOSCHI
et al., 2018). Conseguem reduzir ou mesmo eliminar organismos patogénicos presentes nos
alimentos, aumentando a qualidade dos mesmos, além de atuarem como antimicrobianos,

também tém potencial antioxidante (BURT, 2004).

A utilizacdo de compostos naturais com efeitos conservantes esta ganhando cada vez
mais popularidade e aceitacdo pelos consumidores, devido aos beneficios associados a salde,
questdes ambientais e preferéncia por produtos minimamente processados/naturais. Esses
compostos séo classificados em Geralmente Reconhecido como Seguro (GRAS) e usados desde
0s tempos antigos na industria de alimentos, para melhorar o sabor, aparéncia e aroma
(JIDEANI et al., 2021).

As substéncias naturais parecem ser uma alternativa interessante, aos conservantes
sintéticos, vista as dificuldades das industrias em manter simultaneamente a seguranca,
estabilidade de seus produtos e seguir os padrdes determinados pela ANVISA, o mercado
procura alternativas por meio da pesquisa e do desenvolvimento de novos conservantes a fim
de inclui-los aos seus produtos (OSTROSKY et al., 2011).
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3.5 Oleos essenciais

Dentre os produtos naturais, os Oleos essenciais (OEs), destacam-se, pois sao
amplamente aceitos e seus componentes vém ganhando interesse como aditivos alimentares.
Os OEs sdo liquidos voléateis e aromaticos derivados de plantas. Possuem varios componentes
quimicos bioativos como terpenos, terpendides, fenilpropenos e fenolicos, presentes em varias
partes das plantas, folhas, caules, flores, raizes, casca etc. (VOON, BHAT; RUSUL, 2012,
TARIQ et al., 2019), que apresentam diversas atividades bioldgicas, incluindo antimicrobianas,
antioxidantes e anti-inflamatdrias (SHAABAN, 2020; BADR; BADAWY; TAKTAK, 2022).

Os OEs desenvolvem diferentes mecanismos de acdo para retardar as reacOes de
oxidacdo, e atividade antimicrobiana (RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2016). Provocam danos
estruturais e funcionais nas células microbianas, atuam preferencialmente na bicamada lipidica
da membrana citoplasmatica, por ruptura e permeabilidade da membrana e do equilibrio
osmotico da célula. Dessa forma, interrompem o transporte de ions e interagem com proteinas
e outros componentes celulares (GILL; HOLLEY, 2004).

3.5.1 Syzygium aromaticum

A espécie Syzygium aromaticum é popularmente conhecido como cravo-da-india,
pertencente a familia das Mirtaceas, uma espécie de porte arboreo, que pode atingir, em média,
de 8 a 10 metros de altura (AFFONSO et al., 2012). Planta bastante utilizada na culinaria, por
apresentar aroma e sabor marcante, devido a presenca do eugenol. O cha dos bot6es florais é
usado medicinalmente para tratar problemas respiratdrios e transtornos alimentares, também
como enxaguantes bocais e durante a escovacdo para limpeza dental, visto suas propriedades
antissépticas (COSTA, 2011).

Os principais compostos quimicos presentes no 6leo essencial de cravo-da-india, sao
eugenol, acetato de eugenila, B-cariofileno e a-humuleno. Sendo o eugenol (Figura 1),
classificado como o composto majoritario, correspondendo a pelo menos 50% do total.
(BAKRY etal., 2019; EL-SABER BATIHA et al., 2020).
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Figura 1 - Estrutura quimica do eugenol
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O eugenol é um composto aromatico pertencente ao grupo dos fendis, moderadamente
solivel em agua e bem solivel em solventes organicos. Apresenta varias propriedades
antioxidantes, analgésicas, antimutagénicas, antialérgicas, antimicrobiana e anti-inflamatorias
(ULANOWSKA; OLAS, 2021). Tem potencial antibacteriano frente a varias cepas Gram-
negativas (E. coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella choleraesuis) e Gram-positivas (S.
aureus, Streptococcus pneumonia e Enterococcus faecalis) (NISAR et al., 2021). O eugenol é
um composto GRAS, bastante utilizado na industria de perfume e alimentos (SARTORATTO
etal., 2004).

3.5.2 Zingiber officinale

O Zingiber officinale é conhecido como gengibre, pertencente a familia Zingiberacea,
uma planta herbacea, composta por rizomas rastejantes horizontais ou tuberosos, que formam
estruturas espessas lobuladas, ramificadas com articulacfes tuberosas. Originou-se no Sudeste
Asiatico e tornou-se uma cultura comercial no Brasil, principalmente nos estados de Sao Paulo
e Parana (MOGHADDASI; KASHANI, 2012; PREEDY, 2015). O gengibre apresenta varias
propriedades medicinais, sendo amplamente comercializado para combater resfriado, gripe, dor
muscular e melhorar problemas digestivos (BARBOSA et al., 2007; NICACIO et al., 2018).
Além de ser usado na alimentacdo, fabricacdo de bebidas, cosméticos e producdo de
medicamentos (CZERNICKA et al., 2020).

Os compostos mais abundantes no 6leo essencial de gengibre sdo os monoterpenos
[geranial (Figura 2), acetato de geranila e geraniol] e sesquiterpenos (zingiberenos) (GONG et
al., 2004). No entanto, a composi¢do do 6leo essencial depende do cultivo do gengibre, podendo

variar de acordo com a &rea de cultivo e a fase de maturacdo do rizoma. Os niveis de geranial
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aumentam drasticamente durante a maturacdo e armazenamento dos rizomas (IIJIMA et al.,
2014).

Figura 2 - Estrutura quimica do geranial
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O geranial contribui para o aroma fresco e citrico de gengibre, este foi relatado como
seu composto de aroma mais olfativo. O geranial também apresenta propriedades bioativas
como anti-inflamatério, antitumoral, atividades antibacteriana e antifingica (LIMA et al.,
2021).

3.6 Adicao de Gleos essenciais em alimentos

A aplicacdo dos 6leos essenciais em alimentos tem ganhado destaque, por realizar o
controle microbiano, uma vez que reduz o uso de aditivos, controla a contaminacdo dos
alimentos contra patdgenos e deteriorantes e proporciona aumento da vida de prateleira
(TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010). Podem ser aplicados de diferentes maneiras,
como, aplicacdo direta como ingrediente da formula, embalagens que o compde com acdo de
componente ativo e funcional e também como revestimentos comestiveis (JU et al., 2018; JU
etal., 2019).

Os 6leos essenciais tém sido amplamente utilizados, em produtos alimenticios, devido
suas propriedades antibacterianas, antifungicas e antioxidantes (VIUDA-MARTOS et al.,
2009), também como aromatizantes. Sua principal vantagem é que eles podem ser usados em
qualquer alimento e s&o GRAS (FDA, 2019), desde que seu potencial seja alcangado com a
minima alteragdo nas propriedades organolépticas do alimento (VIUDA-MARTOS et al.,
2008).

A utilizagdo de 6leos essenciais como alternativa aos conservantes tem sido estudada, e
é aplicavel para prevenir doengas e aumentar a vida Util de alimentos (POMBO et al., 2018).
Portanto, pela capacidade ja estudada de inibir o crescimento microbiano dos 6leos essenciais,

0S mesmos tornam-se uma opgao interessante, sendo semelhante aos conservantes quimicos,
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em relacgdo a efic&cia e mais seguros (DIAS et al., 2021). Outra vantagem é que microrganismos
associados a alimentos expostos a 6leo essenciais geralmente ndo reduzem a suscetibilidade a
antimicrobiana e processos fisicos usados na conservacdo de alimentos ou aumentam a
resisténcia a antibioticos (SOUZA, 2016). A adi¢cdo de 6leo essencial € compativel com a
maioria dos alimentos, e a Food and Drug Administration (FDA) estabeleceu uma lista de
GRAS, incluindo cravo, orégano, manjericdo, tomilho e canela (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2019).

3.7 Filmes bioativos

Filmes sdo embalagens de espessura fina, preparados utilizando moléculas biolégicas,
que envolvem produtos, protegendo-os e aumentando sua vida Util. Elaborados a partir de
polissacarideos, proteinas, lipidios ou a combinacdo destes compostos, melhorando a
flexibilidade, forca e resisténcia dos filmes, fazendo o uso de plastificantes, como o glicerol e
o0 sorbitol (MOSTAFAVI; ZAEIM, 2020; ZHAO et al., 2023).

O desenvolvimento de embalagens a base de polimeros e fontes renovaveis tornou-se
uma importante linha de pesquisa na area de alimentos. Esses filmes podem transportar
compostos naturais com propriedades fisico-quimicas e bioativas, que os tornam utilizaveis
para desenvolver filmes inteligentes e ativos (OLIVEIRA FILHO et al., 2021). Os filmes ativos
contém agentes com propriedades como (antioxidantes, antifingicas e antimicrobianas), que
interagem com o alimento visando, proteger, prolongar a vida util e preservar suas
caracteristicas sensoriais (UMARAW et al., 2020).

As embalagens ativas tém sido uma opc¢do atraente para a industria de alimentos nas
ultimas décadas. Pois, filmes produzidos com polimeros comestiveis combinados com
antimicrobianos naturais, podem prevenir e até mesmo controlar surtos causados por
microrganismos patdégenos, melhorando assim, a qualidade e seguranca dos itens embalados.
Espera-se que a demanda por embalagens biodegradaveis e ativas atinja altos niveis no mercado
de alimentos em todo o mundo (BRABER et al., 2020; HOSSEINI; GHADERI; G’OMEZ-
GUILL’EM, 2021).

3.7.1 Alginato de sodio

O alginato sodio (Figura 3) € um polissacarideo, geralmente extraido de algas marrons
pertencentes a classe filogenética Phaeophyceae ou obtido por cultura microbiana (SERRANO-
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AROCA; RUIZ-PIVIDAL; LLORENS-GAMEZ, 2017). Existem Vvarios tipos de alginato com
diferentes massas moleculares e proporcdes entre grupos D-manurdnicos e L-gulurdnicos,
também podem ser quimicamente modificados, o que lhe conferem uma ampla gama de
propriedades diferentes. E um biopolimero aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) dos Estados Unidos para utilizacdo em determinadas aplicagdes biomédicas. Além disso,
sua forte solubilidade em &gua os torna popular nos setores farmacéutico e alimenticio (LEE;
MOONEY, 2012; SALAMA,; AZIZ; SABAA, 2018).

Figura 3 - Estrutura do alginato de sodio
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Fonte: Lee e Mooney, (2012)

Apresenta grande potencial para uso como filme e revestimento de alimentos devido a
sua atoxicidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade, propriedades quimicas e fisicas
versateis, e por ser um material renovavel (BILBAO-SAINZ et al., 2018). Uma desvantagem
desse biopolimero é a dificuldade em atender as propriedades antioxidantes e antimicrobianas
das embalagens de alimentos. Portanto, para superar essas limitacoes, a adicdo de compostos
bioativos, como 6leos essenciais, ¢ uma abordagem eficaz (LU et al., 2021).

3.7.2 Glicerol

O glicerol (Figura 4) é dos principais subprodutos gerados durante a producdo de
biodiesel, uma matéria prima renovavel, utilizada como plastificante na producéo de filmes
biodegradaveis, promove alterac6es significativas de suas propriedades e, assim, garante uma
ampla faixa de aplicacdo (BAGNATO et al., 2017; GONCALVES et al., 2019). Para a
aplicacdo em filmes é necessario determinar a concentragdo adequada, pois quando adicionado
em concentracdo baixa gera um efeito chamado antiplastificante, onde o plastificante ndo
interage com a matriz polimeérica o suficiente para aumentar a mobilidade molecular, causando
a reducdo da flexibilidade e hidrofobicidade. Ja a adi¢éo excessiva do plastificante causa a sua
migracdo deixando a superficie do filme pegajosa, tornando a aplicacdo dificil (CHANG,
KARIM; SEOW, 2016; ECHEVERRIA et al., 2016).
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Figura 4 - Estrutura quimica do glicerol
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Fonte: Monteiro et al., 2018

Entre os plastificantes, o glicerol € um dos mais utilizados em biopolimeros, pois tem a
possibilidade de ser utilizado para diferentes aplicacdes, baseado nas suas qualidades fisicas e
quimicas, que incluem: baixa volatilidade, higroscopicidade, efeito plastificante, promove
flexibilidade, solubilidade, estabilidade, elevada viscosidade e é considerado n&o-toxico
(AZEREDO, 2012; GONCALVES et al., 2019).

3.7.3 Celulose bacteriana

A celulose bacteriana (CB) € um biopolimero constituido de cadeias lineares de residuos
de glicose ligados covalentemente entre os carbonos 1 ¢ 4 (f1-4), denominadas microfibrilas
(ALTANER et al., 2014). A CB pode ser produzida por vérias espécies bacterianas, incluindo
bactérias Gram-negativas como Acetobacter, Azotobacter, Rhizobium, Agrobacterium,
Pseudomonas, Salmonella, Alcaligenes, e também Gram-positivas como Sarcina ventriculi
(MOHAMMADKAZEMI, AZIN, ASHORI, 2015; LIN et al., 2020)

Possui muitas vantagens em relacdo a celulose vegetal, incluindo, ndo toxicidade, ndo
alergenicidade, alta cristalinidade e pureza com auséncia de lignina ou hemiceluloses,
elasticidade, baixa densidade, alta resisténcia mecéanica e a tracdo, biocompatibilidade, elevada
area superficial, boa transparéncia e maior capacidade de retencdo de agua (PAXIMADA et al.,
2016; LIMA et al., 2021). Tais propriedades possibilitam a aplicacdo em alimentos, cosméticos,
farmacos, entre outros. A CB é considerada GRAS pela FDA dos EUA (SHI et al., 2014).

A BC apresenta grande potencial para aplicacdo como embalagens. Visto que, €
compativel com varios tipos de alimentos. Os filmes produzidos com CB reduzem
consideravelmente a perda de umidade, sdo de facil controle da permeabilidade do vapor de
agua e gas (02 e CO2), aumentam a resisténcia mecanica, possuem propriedades de superficie
e barreira adaptadas, que exibem um aumento da hidrofobicidade. Alem disso, os filmes
modificados apresentam propriedades de barreira de controle do vapor de agua em diferentes
umidades relativas, tais como nitrogénio, oxigénio e dioxido de carbono umedecidos (TOME
etal., 2010; WANG et al., 2018Db).



28

ANTIMICROBIANOS NATURAIS APLICADOS EM ALIMENTOS: UMA REVISAO
SISTEMATICA

RESUMO

A utilizacdo de conservantes sintéticos € um dos principais métodos utilizados para prevencéo
do crescimento microbiano, delongar a oxidacéo lipidica e aumentar a vida util dos alimentos.
Porém a ingestdo destes compostos em quantidades elevadas pode ser responsavel por efeitos
carcinogénicos em humanos. Devido ao impacto negativo dos conservantes sintéticos na saude
dos consumidores a demanda por alimentos mais saudaveis, tém gerado interesse em estudar
0s antimicrobianos naturais, como uma alternativa aos conservantes sintéticos. O estudo
objetivou elaborar uma revisdo sistematica sobre antimicrobianos naturais utilizados na
conservacao de alimentos. A pesquisa foi desenvolvida utilizando as bases de dados PubMed,
Scopus, Science Direct e Web of Science, usando como palavras-chave "natural antimicrobial”
AND "food", os critérios de inclusdo foram: antimicrobianos naturais utilizados, origem dos
antimicrobianos, método de avaliagdo antimicrobiana in vitro, formas de aplicacdo dos
antimicrobianos nos alimentos e os alimentos mais utilizados nas pesquisas desenvolvidas de
2017 a 2020. Foram analisados 236 artigos, destes 50,43% foram encontrados na base de dados
Science Direct. Os resultados mostram que os antimicrobianos naturais mais estudados sdo de
origem vegetal, com 89,40%, em destaque para os 6leos essenciais 29,85%, o método mais
utilizado para teste in vitro foi a microdiluicdo em caldo. Em relacdo as formas de aplicacéo
dos antimicrobianos nos alimentos, a aplicacdo direta do aditivo com 47,45% foi a mais
estudada, os alimentos mais utilizados foram os produtos carneos. Conclui-se que had uma
grande variedade de estudos utilizando os antimicrobianos naturais como conservante, sendo,

portanto, uma alternativa promissora para substituir os aditivos sintéticos.

Palavras-chave: Antimicrobianos vegetais; Oleos essenciais; Revestimento; Produtos carneos.

ABSTRACT

The use of synthetic preservatives is one of the main methods used to prevent microbial growth,
delay lipid oxidation and increase the shelf life of foods. However, ingestion of these
compounds in high quantities may be responsible for carcinogenic effects in humans. Due to
the negative impact of synthetic preservatives on consumer health, the demand for healthier
foods has generated interest in studying natural antimicrobials as an alternative to synthetic
preservatives. The study aimed to develop a systematic review on natural antimicrobials used

in food preservation. The research was developed using the databases PubMed, Scopus, Science
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Direct and Web of Science, using as keywords "natural antimicrobial” AND "food", the
inclusion criteria were: natural antimicrobials used, origin of the antimicrobials, method of in
vitro antimicrobial evaluation, ways of applying antimicrobials in food and the foods most used
in research carried out from 2017 to 2020. 236 articles were analyzed, of which 50.43% were
found in the Science Direct database. The results show that the most studied natural
antimicrobials are of vegetable origin, with 89.40%, especially essential oils 29.85%, the most
used method for in vitro testing was microdilution in broth. Regarding the ways of applying
antimicrobials to food, the direct application of the additive with 47.45% was the most studied,
the most used foods were meat products. It is concluded that there is a wide variety of studies
using natural antimicrobials as preservatives, therefore being a promising alternative to replace

synthetic additives.

Keywords: Plant antimicrobials; Essential oils; Coating; Meat products.

4 INTRODUCAO

As Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) séo reconhecidas como um grande e
crescente problema de saude publica e econdmico em varios paises (HOFFMANN; SCALLAN,
2017). A contaminacdo e deterioracdo dos alimentos é um fator preocupante, uma vez que o
crescimento e a producdo de toxinas por microrganismos patogénicos podem causar graves
doencas de origem alimentar e perda econémica (CHEN et al., 2015; FOOD SAFETY AND
INSPECTION, 2016). Os microrganismos Listeria monocytognes e Escherichia coli sdo os dois
principais patdgenos de origem alimentar (UNITED STATES DEPARTMENT OF
AGRICULTURE, 2014).

Mesmo com a aplicacdo de varias técnicas de preservacdo de alimentos, a proliferacédo
microbiana e a producdo de metabdlitos ainda sdo causas frequentes de intoxicacdes de origem
alimentar (GONELIMALI et al., 2018; QUINTO et al., 2019). A utilizacdo de aditivos
sintéticos como, nitrato e nitrito de sddio e de potassio € um dos principais métodos utilizados
para prevencdo do crescimento microbiano, delongar a oxidacdo lipidica, intensificar ou
modificar as propriedades sensoriais e aumentar a vida Gtil dos alimentos (OLATUNDE;
BENJAKUL, 2018; FLORES; TOLDRA, 2021). Além do mais, 0 uso excessivo de nitrito é
capaz de produzir compostos responsaveis por efeitos carcinogénicos em humanos, dessa forma

existe uma preocupacao dos consumidores quanto ao risco do uso de aditivos sintéticos para a
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salde, o que levou a diminuigdo do uso desses produtos quimicos na preservacao de alimentos
(CALEJA et al., 2016; KALEM et al., 2017).

Devido ao potencial impacto negativo dos conservantes sintéticos na saude e a demanda
dos consumidores por alimentos nutritivos e minimamente processados, tém gerado interesse e
pressionado os pesquisadores para estudarem conservantes alternativos, visando a obtencao de
alimentos seguros e saudaveis, dessa forma a utilizacdo de compostos antimicrobianos naturais
em alimentos adquiriu grande atencdo dos consumidores e da industria alimenticia (GARCIA-
GARCIA; SEARLE, 2016; JOHNSON et al., 2018).

Os antimicrobianos naturais sao substancias adicionadas a um produto com o proposito
de evitar alteracfes indesejaveis durante o armazenamento, transporte, distribuicdo, varejo e
consumo, protegendo-o de bactérias, fungos, leveduras e quaisquer tipos de organismos ou
reacbes quimicas que possam tornar o alimento impréprio para o consumo (PEZESHK;,
OJAGH; ALISHAHI, 2015; SANTURIO et al., 2019). Antimicrobianos naturais garantem a
seguranca alimentar em uma nova perspectiva, a partir da incorporacao direta ou em forma de
embalagem, em diversos alimentos de origens distintas, conferindo, melhor qualidade e
prolongamento do prazo de validade (PISOSCHI et al., 2018; AZIZ; KARBOUNE, 2018).
Diante do exposto, o presente estudo objetivou elaborar uma revisdo sistematica sobre

antimicrobianos naturais utilizados na conservacgdo de alimentos.

5 MATERIAL E METODOS

Uma pesquisa eletrdnica foi realizada utilizando as bases de dados PubMed, Scopus,
Science Direct e Web of Science, com as combinacGes de termos de pesquisa: "natural
antimicrobial® AND "food", seguindo 0s processos e organizacdo indicado no protocolo
Prisma. Os critérios de inclusdo utilizados para a busca pelos estudos incluem artigos
publicados entre os anos de 2017 a 2020, apenas em inglés. Apds a pesquisa eletrdnica foi
realizada uma triagem para selecionar os artigos que abordassem a tematica: Os
antimicrobianos naturais utilizados, origem dos antimicrobianos, métodos antimicrobianos in
vitro, formas de aplicacdo dos antimicrobianos nos alimentos e alimentos utilizados na
pesquisa. As caracteristicas utilizadas para exclusdo de artigos foram: Artigos de revisdo
bibliogréfica, livros, resumos simples ou expandido publicados em congressos, artigos
relatando apenas atividades in vitro, trabalhos escritos em outros idiomas que néo inglés e

estudos publicados a mais de quatro anos.



31

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, foram identificados 1.941 artigos. Sendo 214 encontrados na PubMed, 427
Scopus, 321 Web of Science e 979 Science Direct, evidenciando que 50,43% dos artigos
identificados com esse tema estdo presentes na base de dados Science Direct, esse fator pode
ser explicado devido ao grande nimero de revistas indexadas nesta plataforma, principalmente,

periddicos com escopo adequado para a publicacdo de artigos da presente tematica (Figura 5).

Figura 5 - Fluxograma da estratégia abordada para a sele¢ao dos artigos.
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Dos 1.941 artigos encontrados, apos a leitura dos titulos e resumos, observou-se que 350
se encaixam no assunto em estudo. Ap6s a remocao das duplicadas, ou seja, artigo que estéo
disponiveis em duas ou mais bases de dados, restaram 288, esses foram selecionados para
leitura do texto na integra, apos esse processo foram excluidos 52 artigos por ndo se encaixarem

nos critérios de inclusdo, sendo selecionados 236 artigos.

6.1 Antimicrobianos naturais

Os antimicrobianos sdo compostos ou substancias que agem como conservantes,
desacelerando a decomposi¢do microbiana dos alimentos, inibindo o crescimento de
microrganismos pelo processo de inativacdo (NIAZ et al., 2019). A natureza é composta pela
mais rica fonte de moléculas, com inimeras propriedades biolégicas. Devido a sua ampla
biodiversidade, caracteriza-se como a maior biblioteca de compostos que ja existiu. Muitas
dessas moléculas exibem atividade antimicrobiana e tém estruturas quimicas distintas
(GHIRGA et al., 2017; BARBOSA et al., 2020). Essas fontes naturais tém sido intensamente
estudadas para uso potencial como bioconservantes alimentares (BONDI et al., 2017), como
plantas, animais, bactérias, algas e fungos (HORITA et al., 2018; QUINTO et al., 2019).

Dos 236 artigos analisados 89,40% (211) utilizaram antimicrobianos de origem vegetal,
22,88% (54) microbiana e 14,40% (34) animal, alguns trabalhos combinaram antimicrobianos
de duas ou mais origens. O estudo relata que a fonte vegetal foi a mais empregada em pesquisas,
provavelmente, pelo fato de os antimicrobianos oriundos de plantas ja serem usados desde o
passado como conservantes e/ou agentes aromatizantes, para aumentar as caracteristicas
organolépticas dos alimentos. As plantas possuem compostos fitoquimicos que séo
considerados seguros, em virtude da auséncia de efeitos colaterais durante o uso historico e

baseado em pesquisas toxicoldgicas (PILEVAR et al., 2020).

Alguns dos principais antimicrobianos considerados para o0 desenvolvimento de
conservantes naturais séo classificados de acordo com sua origem: vegetal (6leos essenciais e
extratos), animal (quitosana) e microbiana (bacteriocinas) (GOKOGLU, 2019; INANLI et al.,
2020; BAGHERI DARVISH et al., 2021). Os antimicrobianos de origem animal que se
apresentaram de forma mais expressiva nos 34 trabalhos desenvolvidos foram, quitosana
74,28% (26), lactoferrina 5,88% (2) e lisozima 5,88% (2). A quitosana é um polissacarideo
proveniente da desacetilagdo da quitina, obtida a partir de residuos do processamento de
crustaceos e composta por duas unidades monomeéricas de residuos de N-acetil-2-amino-2-
desoxi-D-glicose e 2-amino-2-desoxi-D-glicose (KANATT etal., 2013; THAKUR; THAKUR,
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2014). E amplamente estudada, por apresentar excelentes propriedades antimicrobianas,
antioxidantes, biodegradabilidade, capacidade de formacdo de filme, baixo custo e ndo
toxicidade (SAKWANICHOL; SUNGTHONGJEEN; PUTTIPIPATKHACHORN, 2019;
HAMDI et al., 2019).

A quitosana foi aprovada como Generally Recognized as Safe (GRAS) pelo Food and
Drug Administration (FDA) (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2001). Devido suas
caracteristicas, pode ser aplicada em diferentes setores de alimentos, como substituto de
gordura, agente gelificante, também como antimicrobiano e antioxidante (ALIREZALU et al.,
2019). Estendendo a vida util, reduzindo a deterioracdo e inibindo microrganismos em
diferentes matrizes alimentares (ARSLAN e SOYER, 2018; CHANG et al., 2019;
AGNOLUCCI et al., 2020).

A lactoferrina € uma glicoproteina pertencente a familia de proteinas da transferrina,
esta presente no soro de leite e tem a capacidade de ligar-se ao ferro dentro das células. Esse
atributo de regular os niveis de ferro livre contribui para suas propriedades bacteriostaticas, que
se ddo a partir de dois mecanismos diferentes: o principal, é ligar-se aos ions de ferro, que
sdo indispensaveis na proliferacdo de microrganismos patogénicos, impossibilitando os
microrganismos de utilizar esse mineral para o seu metabolismo. J& o segundo refere-se a
interacdo direta com o patégeno ao se ligar a lipopolissacarideos de membrana e produzir
peroxidos catalisados por ions de ferro, alterando a permeabilidade da membrana e resultando
na morte bacteriana (GIANSANTI et al., 2016). Também apresenta forte potencial
antimicrobiano contra fungos e virus (GARCIA-GARCIA; SEARLE, 2016).

A lactoferrina foi aprovada para ser utilizada em alimentos pela FDA em 2000 e pela
Comissdo Europeia em 2012. Dessa forma, foi considerada para uso em uma variedade de
produtos alimentares, como componente de ingredientes do leite, como leite em pé integral e
desnatado, em concentrados de proteina de soro de leite (WU et al., 2019). Também pode ser
adicionada em férmulas infantis (GIANSANTI et al., 2016), iogurte e suplementos dietéticos
(FRANCO et al., 2018)

A lisozima é uma proteina autorizada para utilizacdo em alimentos na Unido Europeia,
no regulamento relativo aos aditivos alimentares (sob 2008/1333/CE) (BEN et al., 2016) e pela
FDA nos EUA (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 1998). A lisozima tem alto
potencial antibacteriano, atuando principalmente contra bactérias Gram-positivas. Seu
mecanismo de agdo baseia-se na atividade muramidase, que quebra as ligagdes [-1,4-

glicosidicas entre o acido N-acetilmurdmico e N-acetilglucosamina. Essas ligagdes estdo
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presentes principalmente nos peptideoglicanos que constituem a parede celular de bactérias
Gram-positivas. Porém, quando associada ao &cido etilenodiaminotetra-acético (EDTA), pode
atuar também contra bactérias gram-negativas (SEBAA, 2017; BANCIU; NUMAN;
VASILESCU, 2021). Alguns estudos também relatam a capacidade desta enzima para
hidrolisar a parede celular de fungos (MANIKANDAN et al., 2015; HERNANDEZ-TELLEZ
et al., 2018). A lisozima purificada de clara de ovo de galinha é usada na industria para
conservacdo de alimentos, como um agente antibacteriano na producdo de vinho, queijo,
embutidos, carnes, peixe, produtos de peixe, leite e produtos lacteos, frutas e hortalicas
(GYAWALLI; IBRAHIM, 2014).

Em relag&o aos antimicrobianos de origem microbiana, das 55 pesquisas 45,45% (25)
foram com nisina, 16,36% (9) e-polilisina, 16,36% (9) bacterioéfagos e 7,27% (4) com
natamicina. A nisina € uma bacteriocina sintetizada por cepas de Lactococcus lactis (AMARA
et al., 2017). Foi aprovada para uso como conservante de alimentos seguro pela Organizacao
Mundial da Satude (OMS), Food Standards Australia Nova Zelandia (FSANZ) e FDA. Devido
a sua ndo toxicidade e as suas atividades bacteriolitica e bactericida, atualmente é utilizada em
mais de 50 paises, sendo permitido o uso de no maximo 250 ppm (DEMIR OZER; YILDIRIM,
2017; CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2019). Apresenta atividade antimicrobiana de
amplo espectro frente a bactérias Gram-positivas e esporos bacterianos. Seu mecanismo de acdo
antimicrobiano baseia-se na formacdo de poros na membrana celular interrompendo a
biossintese da parede a partir da interacdo especifica do lipidio 11 (OSHIMA et al., 2014;
PRINCE et al., 2016).

Atualmente sdo usadas no laticinio, produtos carneos, bebidas e enlatados. Entretanto, a
nisina pode perder sua eficacia antimicrobiana se exposta a condi¢des fisico-quimicas adversas
(pH, forca idnica ou temperatura). Também pode ser reduzida em alimentos e produtos de
emulsdo por sua suscetibilidade as interacdes com proteinas e fosfolipidios e sua baixa
solubilidade (CUI et al., 2017). Porém quando utilizadas em condi¢fes ideais s&o bastante
eficazes, como mostra os estudos (KHORSANDI et al., 2019; XIONG et al., 2020; OZER,
2021).

A e-polilisina € um peptideo antimicrobiano, produzido pela fermentagdo aerobia,
principalmente da bactéria Streptomyces albulus e por alguns outros microrganismos (BO et
al., 2014). Foi confirmado como seguro em experimentos realizados em ratos e aprovado pela
FDA para uso em alimentos. E estavel em altas temperaturas, solGvel em agua e biodegradavel

(HYLDGAARD et al., 2014). Tem atraido & atengdo de pesquisadores e indudstrias alimenticias,
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em virtude do seu potencial antimicrobiano contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e
fungos, devido também sua caracteristica estavel, seguranca e efeito minimo na qualidade
sensorial dos alimentos (YE et al., 2013; FU et al., 2016).

Bacteriofagos sé@o virus que infectam especificamente as bacterias, estdo distribuidos
por todos os ambientes, sendo 0s microrganismos mais abundantes no planeta, estes
desempenham um papel modulador nas populagdes bacterianas e s&o inofensivos para
humanos, animais e plantas (MAN-RIQUE; DILLS; YOUNG, 2017). Apresentam grande
potencial para uso como agente de biocontrole em alimentos, pois coexistem com bactérias em
seu habitat natural ao longo do tempo, sdo especificos do hospedeiro, possuem alto potencial
antimicrobiano e ndo causam nenhum impacto deletério na microbiota alimentar (SPRICIGO
et al., 2013). O uso de bacteriéfagos ndo é liberado na Europa. Porém, em outros paises
desenvolvidos, como os EUA, Canada, Australia e Nova Zelandia, as politicas de legislacdo
alimentar ja permite a aplicagdo de bacteriofagos (CHIBEU et al., 2013). Estudos relataram seu
uso no controle de diferentes microbios patogénicos e indutores de deterioracdo, como Listeria
monocytogenes e Salmonella spp. em alimentos como produtos carneos, frutas e verduras
(FIGUEIREDO; ALMEIDA, 2017; KUMAR et al., 2020).

A natamicina é um polieno produzido pela bactéria Streptomyces natalensis apds um
processo de fermentacio aerobia (TSIRAKI; SAVVAIDIS, 2014). E um agente antimicrobiano
natural amplamente utilizado para prevenir a contaminacgao por bolores e leveduras, mas néo
contra bactérias, virus e protozoarios. Atua inibindo principalmente o crescimento fungico via
ligacdo especifica ao ergosterol, que estd presente na composicdo da membrana fungica
(APARICIO et al., 2016). Mostra algumas vantagens para utilizagdo em alimentos, por néo
apresentar cor, odor e sabor; além disso, tem toxicidade muito baixa para células humanas
(ARIMA et al., 2014; MOATSOU et al., 2015). A natamicina é reconhecida como segura
(GRAS) pela FDA, aprovada como aditivo alimentar em mais de 40 paises e usada como
conservante natural na Europa. Algumas pesquisas mostram seu potencial inibidor de fungos
em amostras de alimentos (BEN-FADHEL et al.,, 2017; GARAVAGLIA et al., 2019;
KARAMAN; SAGDIC; YILMAZ, 2020).

Para os 211 estudos com antimicrobianos de origem vegetal, tivemos 6leos essenciais
29,85% (63), compostos isolados 27,01% (57) e extratos 25,59% (54). Antimicrobianos a base
de plantas séo frequentemente encontrados em 0leos essenciais, extratos e compostos isolados,
esses sdo oriundos de flores, sementes, frutos, brotos, folhas, galhos, cascas, caules, bulbos,

rizomas ou raizes, denominados metabdlitos secundéarios, como polifendis, alcaloides, taninos,
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terpendides e flavonoides, em sua maioria, envolvidos na defesa das plantas contra
fitopatdgenos, herbivoros e insetos (RODRIGO; PALOP, 2021).

Os o0leos essenciais sdo misturas complexas extraidos de plantas, considerados um dos
principais grupos de compostos bioativos, sdo volateis, aromaticos, geralmente liquidos e
incolores em temperatura ambiente, compostos por uma ampla variedade de metabdlitos
secundarios, incluindo monoterpenos (limoneno, a-pineno e P-cimeno), fenilpropandides
(cinamaldeido, eugenol e safrol) e monoterpendides (timol, citronelal e carvacrol) (PANDEY
et al., 2017; FALLEH et al., 2020). Possuem propriedades antioxidantes e antimicrobianas de
amplo espectro (CALO et al.,, 2015), seu mecanismo antibacteriano estd relacionado ao
vazamento de material intracelular, resultando na morte celular e sua natureza hidrofébica pode
interferir na membrana lipidica bacteriana gerando o aumento da permeabilidade dos
constituintes da célula (HACWYDRO; FLASINSKI; ROMANCZUK, 2017; WANG et al.,
2018b). Quanto ao antifingico, os 6leos essenciais estabelecem um potencial de membrana
através da parede celular e interrompem a producéo de ATP, levando a danos na parede celular,
também podem desintegrar a membrana mitocondrial, interferindo no sistema de transporte de
elétrons (BECERRIL; NERIN; SILVA, 2020).

Os 0leos essenciais sdo geralmente reconhecidos como seguros e séo aprovados para
utilizagio na Europa e Estados Unidos (GARCIA-GARCIA; SEARLE et al., 2016), porém seu
uso pode ser limitado por alguns fatores, como mudancas sensoriais, temperatura, pH, baixa
miscibilidade em solugbes hidrofilicas e interacbes com componentes como proteinas e
gorduras (MENDONCA et al., 2018). Entretanto, varios trabalhos tém mostrado sua eficécia,
para ser utilizado como conservante em alimentos (KANG; SONG, 2018; RIBES; FUENTES;
BARAT, 2019; KOCIC-TANACKOV et al., 2020; HASHEMI; JAFARPOUR, 2020).

Os compostos isolados que mais se destacaram nos trabalhos estudados foram carvacrol
26,31% (15) e timol 15,78% (9). O carvacrol € um importante composto fenolico presente
principalmente nos 0leos essenciais de orégano, pimenta e bergamota selvagem (VERGIS et
al., 2015). Apresenta baixa toxicidade, sabor agradavel e tem propriedades antioxidantes,
antifangicas e antibacterianas (GINEX et al., 2014; SUNTRES; COCCIMIGLIO; ALIPOUR,
2015). Exibe alta atividade antimicrobiana frente a microrganismos deteriorantes e patdgenos
de origem alimentar, como Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella spp. e Listeria monocytogenes (FIELD et al., 2015; MILADI et. al., 2016). Age
rompendo a membrana celular e mitocondrial, causando danos na barreira de permeabilidade,

ocasionando o vazamento de fons, acidos nucléicos e aminoacidos (DONSI et al., 2012). O
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carvacrol foi aprovado para consumo humano e rotulado como GRAS pela FDA (FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION, 2018), para uso em alimentos e bebidas. Estudos comprovam o
potencial desse composto para utilizacdo em alimentos (FAN et al., 2019; BATISTA et al.,
2019; CHURKLAM et al., 2020).

Outro composto isolado € o timol, derivado do 6leo essencial de tomilho e orégano, tem
um amplo espectro de atividades antimicrobianas e mostrou efeitos inibitdrios frente a bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, além da atividade antibacteriana também apresenta outras
atividades biologicas, como antifingicas, antioxidantes e anti-inflamatorias (BURT, 2004;
WANG et al., 2020; CHEN et al, 2021). No entanto, o timol é um composto volétil, com forte
odor e insoltvel em &gua, e sua acédo bioldgica pode ser afetada pela luz, calor e mudangas na
pressdo de vapor. Para solucionar as desvantagens estudos estdo sendo desenvolvidos com o
intuito de melhorar a constancia e ajustar a permeabilidade de compostos bioativos em
revestimentos comestiveis, através de nanoparticulas desenvolvidas pela nanotecnologia que
podem atuar como sistemas de entrega seletiva para transportar aditivos alimentares em
produtos alimenticios (SAHANI; SHARMA, 2020).

De acordo com Kong et al. (2019) o mecanismo de acdo antimicrobiana do timol esta
associado ao dano na membrana citoplasmatica, interagindo com proteinas de superficie,
resultando em alteracGes irreversiveis na permeabilidade e consequentemente vazamento de
compostos intracelulares. O timol foi registrado na lista europeia de aromatizantes e
classificado como GRAS pela FDA (MARCHESE et al., 2016). Muitos estudos relatam seu
potencial como conservante de alimentos, principalmente quando utilizados em filmes e
revestimentos (BOYACI et al., 2019).

Os extratos contém algumas substancias quimicas chamadas fitoquimicos que séo
classificados como polifendis, terpendides, taninos, flavonoides, lectinas, entre outros (NEGI,
2012). Extratos vegetais sdo bastante usados como tempero visto seu sabor Unico. No entanto,
alguns apresentam sabor forte, sendo aspecto limitante de uso, pois em concentracoes elevadas
pode causar caracteristicas organolepticas indesejaveis. Porém estudos mostram que os extratos
combinados sdo mais eficazes do que utilizado individualmente (SULTANBAWA, 2011). Sado
excelentes antimicrobianos frente a bactérias, incluindo Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella typhimurium (VAZQUEZ-ARMENTA
et al., 2017) e fungos como Penicillium digitatum (KHARCHOUFI et al., 2018) e Penicillium
expansum (HERAS-MOZOS et al., 2019).
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A atividade antimicrobiana dos extratos pode ser atribuida a alguns mecanismos
conhecidos que incluem a capacidade de modificar a permeabilidade das membranas celulares,
as alteracdes em varias fungdes intracelulares causadas pela ligacdo dos polifendis as enzimas
ou pela perda da integridade da parede celular devido a varias interacdes com a membrana
celular (BOUARAB-CHIBANE et al., 2019). Varios estudos estdo sendo realizados, a fim de
comprovar seu potencial como conservante alimentar (YEMMIREDDY et al., 2020; WONG,;
RAMLI; CHEN, 2021; MAHDAVI-ROSHAN; GHEIBI; POURFARZAD, 2022).

6.2 Método para anélise antimicrobiana in vitro

Dos 236 artigos analisados 44,06% (104) realizaram estudos preliminares in vitro para
observar a atividade dos antimicrobianos naturais, desses 43,26% (45) utilizaram
microdiluicdo, 18,26% (19) microdiluicdo e difusdo, 17,30% (18) disco-difuséo e 6,73% (7)
difusdo em pocos. Para a determinacdo do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, vérias
metodologias estdo disponiveis, no entanto, algumas sdo consideradas padrdo-ouro, como a
microdiluicdo em caldo, essa técnica, fornece resultados quantitativos, designando a
concentracdo inibitéria minima (CIM) capaz de inibir o crescimento microbiano. Outras
técnicas bastante utilizadas sdo disco-difusdo e difusdo em &gar, porém, apesar de serem de
facil execucdo, sdo qualitativas, ndo sendo capazes de predizer a CIM. Portanto, menos

confiaveis quando comparados com a microdiluicdo em caldo (CAMPANA et al., 2011).

O teste de microdiluicdo em caldo, por ser um método padrdo-ouro é padronizado por
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (BrCAST) e International Organization for Standardization (ISO)
(POUPARD; RITTENHOUSE; WALSH, 2013). Técnica bastante vantajosa, pois, além de
determinar a CIM também indicar a concentracdo bactericida minima (CBM), menor
quantidade de droga na qual 99,9% das bactérias sdao mortas. No entanto, € um método
laborioso, quando nédo é preparado de modo automatizado, pode levar a erros significativos
(POIREL; JAYOL; NORDMANNA, 2017). Varias pesquisas comprovam o potencial de
antimicrobianos naturais utilizando essa técnica, que é bastante eficaz, para posterior adigdo na
matriz alimentar (CETIN-KARACA; NEWMAN, 2018; LIMA et al., 2019; LEE et al., 2020).

O método de disco-difusdo geralmente é utilizado como teste primario para realizar
screening em um grande numero de amostras, sendo considerada a técnica mais usada na rotina
dos laboratorios de microbiologia. Por ser um teste simples, de facil interpretacdo e que néo

necessita de aparelhagem especifica. Entretanto, estudos mostram que essa técnica pode
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conferir um alto indice de falsa susceptibilidade, de até 35% comparado com outros métodos
de diluicdo (POIREL; JAYOL; NORDMANNA, 2017). Além da medicdo manual dos
diametros dos halos de inibicao exigir alto tempo de consumo, propenso a erros de transcri¢éo,
que pode provocar variagdes nos resultados, esse antibiograma também é desvantajoso por ndo
permitir calcular o MIC (NIJS et al., 2003). No entanto, varias pesquisas demostram ser uma
técnica amplamente utilizada para realizacdo de screening (MIZl et al., 2019; SAFAEI; AZAD,
2020)

Outra técnica bastante utilizada para realizacdo de screening é difusdo em pocos. O
método de disco-difusdo é uma metodologia simples de realizar testes in vitro, porém ndo sdo
todos os agentes antimicrobianos que estdo disponiveis em discos, além disso, tém o preco
elevado. Em 1997, Magaldi desenvolveu uma modificacdo do método de difusdo em disco que
denominou de “difusdo em pogo”. Sendo este um procedimento semelhante ao de difusdo em
discos, nesse método sdo perfurados pocos no agar, onde séo colocadas as drogas, as quais
podem ser padronizadas em vérias concentra¢cbes (MAGALDI; CAMERO, 1997; MAGALDI
et al., 2001). A difusdo em pocgos é um método barato, simples, permite a identificacdo rapida
da suscetibilidade, fornecendo resultados confidveis e uma medida da inibi¢do do crescimento
microbiano e produz resultados comparaveis com o teste de difusdo em disco (BALOUIRI;
SADIKI; IBNSOUDA, 2016). Estudos comprovam ser uma técnica usada para realizar analise
preliminar do potencial de antimicrobianos (BOYACI et al., 2019; KOCIC-TANACKOV et
al., 2020).

6.3 Formas de aplicacdo dos antimicrobianos

Existem vérias formas de aplicacdo dos antimicrobianos nos alimentos, dos trabalhos
observados as que se apresentaram de maneira mais pertinente foram, aditivos 47,45% (113),
revestimentos 27,96% (66) e filmes 13,98% (33). Para inibir o crescimento microbiano nos
alimentos, os antimicrobianos podem ser adicionados diretamente na formula¢do do produto,
na forma de revestimentos na superficie ou incorporados a filmes. A adigdo direta de
antimicrobianos em alimentos resulta em uma reducdo imediata das populagdes bacterianas,
mas em curto prazo (HANUSOVA et al., 2009). Os compostos adicionados sdo sensiveis a
condicdes adversas de processamento e armazenamento, podendo diminuir significativamente
sua eficiéncia. A aplicacdo direta tem liberacdo descontrolada e a maioria deles é liberada nos
primeiros dias de armazenamento, o que reduz seu desempenho sendo necessaria a aplicacdo

de uma dose muito alta, no entanto, elevadas quantidades também podem afetar as propriedades
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sensoriais (BABAZADEH et al., 2019; JAFARI et al., 2019). Muitos estudos tém sido
realizados com adicdo direta de antimicrobianos (VAFANIA, FATHI; SOLEIMANIAN-ZAD,
2019; AL-JUHAIMI et al., 2020; ALIA et al., 2020).

Os revestimentos sdo aplicados em produtos alimenticios, com a finalidade de prolongar
sua vida util e fornecer uma barreira eficaz contra microrganismos. Sdo produzidos direto na
superficie do alimento, sendo aplicados na forma liquida, usando métodos simples, como
imersdo e pulverizacdo, e podem ser ingeridos juntamente com o alimento (GANIARI et al.
2017; PARREIDT et al., 2018). Os revestimentos se caracterizam por reduzirem a migracao de
umidade, as trocas gasosas, a respiracao, as taxas de reacdo oxidativa, retardarem mudancas nas
propriedades de textura e melhorarem a integridade mecénica dos alimentos (VERSINO et al.,
2016). Ja o material de revestimento deve conservar as caracteristicas sensoriais do produto, ter
uma boa propriedade de adesdo a superficie do alimento, deve oferecer estabilidade estrutural,
semi-permeabilidade, barreira a umidade, oxigénio e movimento de soluto. Devendo também
ser livre de qualquer componente toxico, alérgico ou ndo digerivel, e deve ser facilmente
produzido e economicamente viavel (JANJARASSKUL; KROCHTA, 2010). A aplicacdo de
antimicrobianos naturais nos alimentos utilizando revestimento é uma técnica promissora, dessa
forma, varios trabalhos constatam seu potencial para melhorar a qualidade microbiol6gica dos
produtos alimenticios (LEE et al., 2020; CHUESIANG; SANGUANDEEKUL;
SIRIPATRAWAN, 2020; KRITCHENKOV et al., 2021).

Os filmes sdo formados separadamente, moldados como folhas solidas e posteriormente
aplicados como um envoltério no produto, podendo ser inserido sobre ou entre 0s componentes
dos alimentos (MURRIETA-MARTINEZ et al., 2018), funcionam como uma embalagem
primaria, que esta diretamente em contato com o alimento, formando uma barreira de gés e
umidade, melhorando as propriedades mecanicas, diminuido a carga microbiana e mantendo as
propriedades sensoriais, prolongando assim o prazo de validade (GALUS; KADZI, 2015).
Outro fator importante é que essas embalagens sdo capazes de liberar os antimicrobianos de
forma controlada, porém devem ser observados alguns aspectos, como a compatibilidade com
as propriedades dos alimentos, liberagdo e solubilidade do antimicrobiano na comida, séo
alguns dos principais fatores para projetar um filme antimicrobiano de liberagcdo controlada
(ZAMBRANO-ZARAGOZA et al., 2018). As indastrias de embalagens estdo demonstrando
interesse no uso de antimicrobianos naturais em filmes para melhorar a qualidade dos alimentos

(QUINTO et al., 2019). Muitas pesquisas confirmam a atividade antimicrobiana de filmes
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ativos em diversos alimentos (SALAKOVA et al., 2019; GONCALVES et al., 2020; SU et al.,
2021).

6.4 Estudo de alimentos com antimicrobianos naturais

Vaérios estudos estdo sendo realizados para testar o potencial dos antimicrobianos naturais
nos alimentos. A partir dessa pesquisa observa-se que 35,16% (83) utilizaram produtos carneos,
25,86% (61) frutas e verduras, 12,71% (30) leite e derivados e 8,05% (19) sucos, sendo esses
os alimentos mais citados. Os produtos carneos sao com amplo interesse para estudo, por serem
muito consumidos, fazendo parte da dieta desde a origem do homem, sendo um componente
indispensavel da alimentacdo, devido ao seu conteldo proteico, de vitaminas, minerais e
micronutrientes (LORENZO; PATEIRO, 2013). Muitos trabalhos comprovam a eficacia de
substancias antimicrobianas naturais em produtos carneos (KHODAYARI et al., 2019; DUAN
et al., 2020; LIU et al., 2020).

Frutas e verduras também se destacam por ser parte essencial de uma dieta saudavel,
devido ao seu valor nutricional, pois sdo fontes de vitaminas, elementos minerais e fibras
(MOHAMED etal., 2016). Dessa forma, sdo amplamente estudadas em virtude das dificuldades
em preservar sua qualidade de aparéncia fresca durante longos periodos (DEL NOBILE et al.,
2012). Nesta pesquisa foram vistos varios estudos confirmando o potencial de antimicrobianos
naturais em frutas e verduras (BOYACI et al., 2019; CUGGINO et al., 2020; YEMMIREDDY
et al., 2020).

O leite e seus derivados é outra classe de alimentos bastante consumida, estes
apresentam alto valor nutricional, caracterizando-se como uma importante fonte de nutrientes
na nutricdo humana, oferecendo proteinas, minerais, aminoacidos e vitaminas (NIRO et al.,
2017). No entanto, devido as suas propriedades nutricionais, o leite e derivados também sao
uma matriz de crescimento para uma ampla variedade de microrganismos, tanto patogénicos
quanto deteriorantes (LINDSAY et al., 2021). Muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas com
antimicrobianos naturais aplicados em alimentos, com o intuito de produzir alimentos com
melhor qualidade microbioldgica, resultados mostram a eficiéncia desses antimicrobianos
inseridos em leite e seus derivados (FARZANEH et al., 2019; LIM et al., 2020; GHARIEB et
al., 2020).

Os sucos também tém sido bastante estudados, por suas excelentes propriedades

nutricionais, como alto teor de vitamina C, minerais, fibras alimentares e outros metabolitos
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benéficos para a saude (TANG et al., 2015). No entanto sdo bastante susceptiveis a
contaminag¢do microbiana, portanto, tratamentos térmicos como pasteurizacdo e esterilizacao
sdo utilizados para inativar enzimas e destruir microrganismos. Porém, os tratamentos com altas
temperaturas afetam negativamente a qualidade dos alimentos, destruindo alguns componentes
bioldgicos e afetando as caracteristicas nutricionais e sensoriais dos alimentos (ZANG; WANG;
ZHAO et al., 2013). Dessa forma, trabalhos mostram o uso de antimicrobianos naturais como
alternativa para os tratamentos térmicos, com o0 intuito de conservar as caracteristicas
nutricionais e melhorar a qualidade microbiana (PENA-GOMEZ et al., 2019; THOMAS-POPO
etal., 2019; ZHOU et al., 2020).

7 CONCLUSAO

Exite interesse dos pesquisadores em estudar a aplicacdo de antimicrobianos naturais
em uma ampla variedade de alimentos, visto a grande quantidade de estudos desenvolvidos
nessa area. Em decorréncia da urgéncia para identificar antimicrobianos naturais que tenham
potencial para serem utilizados na conservacdo de alimentos. Sendo uma alternativa aos
conservantes sintéticos, em virtude, do potencial impacto negativo desses aditivos a satde do

consumidor, quando utilizados em quantidades elevadas e em longo prazo.

Observa-se grande potencial dos antimicrobianos naturais ao serem aplicados na matriz
alimentar, sendo eles de fontes vegetais, animais ou microbiana, com destaque para 0s
antimicrobianos de origem vegetal, em especial os 6leos essenciais que sdo bastante estudados
e considerados uma alternativa promissora aos conservantes sintéticos. A aplicacdo dos
antimicrobianos em forma de filme e revestimento também se mostram técnicas amplamente
eficazes, sendo uma proposta inovadora e auspiciosa para o sistema de conservagdo de

alimentos.

Além dos antimicrobianos naturais ja existentes, existem varios outros oriundos de
plantas, animais ou microbianos que precisam ser estudados. Sendo importante desenvolver
mais estudos para a descoberta de novos conservantes naturais, bem como a identificacdo de
seus compostos ativos, efeito antimicrobiano sobre os alimentos e também determinagéo das
concentragdes apropriadas que sejam capazes de manter os padrdes sensoriais e de seguranga

alimentar.
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APLICACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Syzygium aromaticum e Zingiber
officinale COMO ANTIMICROBIANOS NATURAIS NA PRODUCAO DE LINGUICA
TOSCANA

RESUMO

O uso excessivo de conservantes sintéticos pode gerar resisténcia aos antibidticos e apresenta
efeito carcinogénico, em vista de seus efeitos negativos, estudos tém sido realizados para
substitui-los por conservantes naturais, dentre estes, destacam-se 0s Oleos essenciais.
Obijetivou-se avaliar a qualidade da linguica toscana produzida com adicao de 6leos essenciais
de Syzygium aromaticum e Zingiber officinale como conservantes naturais. Foi realizada a
analise da composi¢do quimica e atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais. As linguigas
foram analisadas quanto a qualidade microbiologica, fisico-quimica e sensorial. Os compostos
majoritarios presentes nesses 0Oleos essenciais sdo eugenol (62,81%) e geranial (22,33%),
respectivamente. Os 6leos essenciais apresentaram acdo inibitéria frente a Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Salmonela sp. com concentracfes entre 0,625 e 2,500 mg/mL.
Quando aplicados em linguica toscana, reduziu o crescimento de E. coli e aerébias mesofilas.
Os parametros fisico-quimico e microbiologicos estdo dentro do padrdo estabelecido pela
legislagdo. As linguicas tiveram aceitabilidade no teste sensorial de 5.5, na escala de intengéo
de compra. Os 0leos essenciais de S. aromaticum e Z. officinale tém potencial para serem

utilizados na conservacao de embutidos carneos.

Palavras chave: Conservante natural, Embutidos carneos, Eugenol, Escherichia coli

ABSTRACT

O uso excessivo de conservantes sintéticos pode gerar resisténcia as bactérias e apresentar efeito
carcinogénico, em vista de seus efeitos negativos, estudos tém sido realizados para substituir 0s
por conservantes naturais, dentre estes, destacam-se 0s 6leos essenciais. Objetivou-se avaliar a
qualidade da linguica toscana produzida com adi¢do de 6leos essenciais de Syzygium aromatico
e Zingiber officinale como conservantes naturais. Foi realizada a analise da composi¢édo
quimica e atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais. As linguagens foram comprovadas
guanto a qualidade microbioldgica, fisico-quimica e sensorial. Os compostos majoritarios
presentes nesses 0leos essenciais sdo eugenol (62,81%) e geranial (22,33%), respectivamente.
Os oOleos essenciais tiveram acao inibitoria frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli e

Salmonela sp. com concentragfes entre 0,625 e 2.500 mg/mL. Quando aplicado na lingua
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toscana, o crescimento de E. coli e aerobias mesofilas sdo prejudiciais. As parametros fisico-
quimicos e microbioldgicos estdo dentro do padrdo previsto pela legislacdo. As linguigas
tiveram aceitabilidade no teste sensorial de 5.5, na escala de intencdo de compra. Os 06leos
essenciais de S. aromatico e Z. officinale tém potencial para serem utilizados na conservacéo

de carneos embutidos.

Keywords: Natural preservative, Meat sausages, Eugenol, Escherichia coli

8 INTRODUCAO

A carne esté presente na dieta de maior parte da populagdo mundial, tendo em visto seu
alto valor nutricional, principalmente o elevado teor de proteina (KAUSAR et al., 2019). Porém,
a carne fresca ndo é estavel para ser armazenada ao longo prazo, deteriorando-se em poucos
dias, esse problema é resolvido, a partir do seu processamento (ZHANG et al., 2023).
Produzindo-se produtos carneos, a exemplo da linguica, com longa vida util, textura Unica,
sabor, densidade nutricional, preco acessivel e de muitas variedades diferentes, fatores que 0s

levam a ocupar um lugar importante da dieta humana (SUURS; BARBUT, 2020).

Para o processamento desses alimentos sdo utilizados aditivos alimentares como 0s
nitritos, que limitam a oxidacdo lipidica, protegendo contra o crescimento de microrganismos
patogénicos e/ou deteriorantes, conferindo-lhes cor, sabor e aroma caracteristicos (MAJOU;
CHRISTIEANS, 2018; FLORES; TOLDRA, 2021). Esses aditivos alimentares s&o autorizados
na Unido Europeia pelo Regulamento (UE) n.° 1129/2011, que determina a quantidade méaxima
de 150 mg kg* (COMISSAO EUROPEIA, 2008), ja a dose diéria aceitavel de acordo com o
Comité Cientifico da Alimentacdo Humana (CCAH) da Comissao Europeia e 0 Comité Misto
FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA), € de 0,06 e 0,07 miligramas por
quilograma de peso corporal dia, respetivamente (OOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION/WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002).

No entanto, 0 uso excessivo dos conservantes sintéticos pode gerar resisténcia aos
antibidticos, reduzindo a eficacia dos medicamentos e agentes antimicrobianos, utilizados em
infeccOes alimentares (YASIR et al., 2022). Além do mais, sua ingestdo excessiva e a longo
prazo, gera o acumulo exacerbado de NO2™ no organismo, podendo reagir com amidas e aminas
e transformar-se em N-nitrosaminas, como a carcinogénica N-nitrosodimetilamina. Sua

formagéo depende principalmente, da quantidade de entrada de nitritos, condi¢Oes de


https://www-sciencedirect.ez76.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/escherichia-coli
https://www-sciencedirect.ez76.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0309174022000195#bb0150
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processamento e presenca de aminas secundarias (ZHE et al., 2019; FLORES; TOLDRA,
2021).

Visto o potencial efeito negativo dos aditivos sintéticos e a preocupacdo da populacao
por alimentos mais saudaveis, os antimicrobianos naturais tém sido uma alternativa atraente aos
conservantes sintéticos (FALLEH et al., 2020). Os 6leos essenciais sdo antimicrobianos
naturais de origem vegetal, obtidos de plantas aromaticas, que se caracterizam como misturas
complexas de substancias volateis, lipofilicas e com baixo peso molecular. Sdo conhecidos
como agentes antimicrobianos altamente eficazes, prevenindo a deterioracdo e inibindo o
crescimento de microrganismos, seu potencial antimicrobiano é atribuido aos seus compostos
volateis (terpenos, fenois, aldeidos, lactonas, ésteres) (SALANT; CROPOTOVA, 2022).

Vaérios estudos mostram sua eficacia na inibicéo e reducdo do crescimento microbiano,
como Escherichia coli, Staphylococcus aures, Salmonella sp. (SALLAM et al., 2021; SALVI
etal., 2022; FAZAL etal., 2023). Os 6leos essenciais vém conquistando a atencéo da indUstria
alimenticia nos Ultimos tempos, devido a sua capacidade de controlar o crescimento de
microrganismos patogénicos transmitidos por alimentos (BHAVANIRAMYA et al., 2019). O
estudo objetivou avaliar a qualidade da linguica toscana produzida com adicdo de Oleos

essenciais de Syzygium aromaticum e Zingiber officinale como conservantes naturais.

9 MATERIAL E METODOS

9.1 Extracédo dos 6leos essenciais

As plantas utilizadas para a extracdo dos 6leos essenciais foram Syzygium aromaticum
(cravo-da-india) e Zingiber officinale (gengibre). O material vegetal foi comprado no Mercado
Publico de Sobral — CE e levado ao Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da
Universidade Estadual do Vale do Acaral — UVA, onde foi submetido ao processo de
hidrodestilacdo durante 4 horas em um aparelho do tipo Clevenger, em seguida seco com sulfato

de sodio anidro (~1 g), colocado em frasco selado e mantido sobrefrigeracéo.

9.2 Analise da composicéo dos 0leos essenciais
9.2.1 Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM):

A andlise qualitativa dos oleos foi realizada por CG-EM utilizando um instrumento

Agilent modelo GC-7890B/MSD-5977A, com impacto de elétrons a 70 eV, coluna HP-5MS

metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), gas carreador hélio com fluxo 1,00 mL.min*
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(8,8 psi) e velocidade linear constante de 36,8 cm.s™, temperatura do injetor 250 °C,
temperatura do detector 150 °C, temperatura da linha de transferéncia 280 °C. Programacao do
forno cromatografico: temperatura inicial de 70 °C, com rampa de aquecimento de 4 °C.mint
até 180 °C e acréscimo de 10 °C/min até 250 °C ao término da corrida (34,5 min). Os compostos
foram analisados pela anélise dos padrdes de fragmentacdo exibidos nos espectros de massas
com aqueles presentes na base de dados fornecidos pelo equipamento (NIST versao 2.0 de 2012

— 243.893 compostos) e de dados da literatura.

9.2.2 Cromatografia em fase gasosa acoplada ao detector de ionizagdo em chama (CG-DIC):

A andlise quantitativa foi realizada por CG-DIC utilizando um instrumento Shimadzu
modelo CG-2010 Plus, coluna RTX-5 metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), modo
de injecdo com divisdo de fluxo 1:30, gas carreador nitrogénio com fluxo 1,00 mL.min* (84,1
kPa) e velocidade linear constante de cm.s, temperatura do injetor 250 °C, temperatura do
detector de 280 °C. Programacéo do forno cromatogréafico: temperatura inicial de 70 °C com
rampa de aquecimento de 4 °C.min? até 180 °C por 27,5 min, seguida por rampa de
aquecimento de 10 °C.min! até 250 °C, ao término da corrida (34,5 min). Os compostos foram
identificados através da comparacdo dos seus indices de retencdo com os de compostos
conhecidos, obtidos por injecdo de uma mistura de padrbes contendo uma série homéloga de
alcanos C7-Cao, e de dados da literatura.

9.3 Método de microdiluicdo em caldo

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo método de microdiluicédo
em caldo, de acordo com o documento M100- 40 S26 do Clinical and Laboratory Standards
Institute (2015), testando os 6leos essenciais das plantas em estudo, frente as cepas ATCC-
American Type Culture Collection de Staphylococcus aureus 25923, Escherichia coli 25922 e
Salmonella sp. um isolado clinico da Biolab clinica, essas foram cultivadas em meio caldo
Infusdo de Cérebro e Coracgdo (BHI) a 37 °C por 24 horas, a fim de se obter culturas ativas.
Para preparo do inéculo aliquotas foram diluidas em solucéo salina 0,9%, ajustada a solucéo
padrdo de McFarland com concentracdo de aproximadamente 108 UFC/mL, em seguida foi
diluida a 1:2000 em BHI, obtendo-se a concentragdo final do inoculo. A anélise foi realizada
em placas de 96 pocos, onde foram adicionados 50 puL de caldo BHI, na primeira coluna da
placa adicionou-se 50 puL do 6leo essencial diluido em Tween 2%, depois foi realizada a

diluigdo seriada a partir da retirada de uma aliquota de 50 pL da cavidade mais concentrada



47

para a cavidade sucessora, posteriormente foram colocados 50 pL do inoculo em todos os
pocos, obtendo-se concentragdes de (2500 pg/mL a 2 ug/mL). O meio de cultura isolado foi
utilizado como controle negativo, enquanto o meio de cultura juntamente com o indculo
bacteriano foi utilizado para o controle positivo. A analise foi realizada em triplicata e as placas
colocadas em estufa a 37 °C por 24 horas para leitura posterior, utilizando leitor de ELISA com
absorbancia de 620 nm. A concentracdo bactericida minima (CBM) foi realizada com cepas
que apresentaram sensibilidade na concentracao inibitoria minima (CIM), sendo retirada 10 uLb
da solucdo de pogos sem turbidez e adicionado 5 mL de meio BHI, incubados em estufa
bacteriologica a 37 °C. As CBM’s resultando em auséncia de crescimento na subcultura apds
24 horas (SFM ANTIBIOGRAM COMMITTEE, 2003).

9.4 Elaboracéo das linguicas

As linguicas foram produzidas no Laboratério de Tecnologia de Produtos
Agropecuarios-LTPA da UVA, respeitando as Boas Praticas de Fabricacdo - BPF, de acordo
com a RDC n° 272 (BRASIL, 2019c) e Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade
(BRASIL, 2000). A matéria-prima utilizada foi adquirida em supermercado, portadoras de selo
SIF, no municipio de Sobral - CE. Foram fabricados 10 kg de linguica, usando sobrepaleta suina
desossada (72,23%), triturada em moinho manual, posteriormente condimentada com sal
(1,32%); alho (2%); cebola (2,75%); noz moscada (2,2%); glutamato monossodico (1,0%);
ligatari (1,0%); pimenta (0,25%); paprica (0,25%); toucinho (9,0%) e agua (8,0%), adicionou-
se 0s 6leos essenciais de cravo-da-india e gengibre, assim identificados: 0%; C0,1%; C0,2%
(cravo-da-india) e G0,2%; G0,4% (gengibre), as massas foram homogeneizadas, curadas por
12 horas e embutidas em tripa natural suina com calibre de 26-32 mm. ApGs a preparacao, as

linguicas foram embaladas em bandejas e colocadas no freezer a -10 °C.

9.5 Andlise fisica

O pH foi realizado de acordo com a metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz
(2008), quando foram pesadas 10 g da amostra, diluidas em 100 mL de dgua destilada, agitando-
se até a total suspensdo das particulas, posteriormente a leitura foi realizada com pHmetro

previamente calibrado com as solugdes tampdes 4,0 e 7,0.

A cor foi analisada segundo a International Commission on Illumination (1978),
utilizando um colorimetro digital portatil (Minolta CR-300/Sistema CIELAB) para observar

variacfes na coloracdo das linguicas. Foram analisados de acordo com 0s parametros
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pertencentes ao sistema CIELab, com fonte iluminante D65 e calibrado com porcelana padréo
(Y =87,1;x=0,3164 e y = 0,3228), onde L* indica luminosidade (0= preto e 100=branco), a*
e b* representam as coordenadas de cromaticidade (+a* = vermelho, -a* = verde; +b* =

amarelo, -b* = azul).

Para o teste da Capacidade de Retencdo de Agua (CRA) foram pesadas 5 g de amostra
triturada e posta entre dois papéis filtro circulares com 20 cm de didmetro, entéo foi isolada a
parte superior e inferior com placas de acrilico colocando-se um peso de 5 kg durante 5 minutos,
em seguida as amostras foram novamente pesadas para determinar a diferenca de peso, usando

o0 seguinte célculo: CRA= ((peso inicial - peso final) / peso inicial) x 100 (SIERRA et al., 1973).

Na Perda de Peso por Coccdo (PPC) foram pesadas trés fatias de linguica com
aproximadamente 1,5 cm de espessura, 3,0 cm de comprimento e 2,5 cm de largura, em seguida
foram assadas em forno pré-aquecido a 170 °C até que fosse atingido 71 °C em seu centro
geométrico. Foram deixadas a temperatura ambiente e novamente pesadas. A perda foi
calculada pela diferenca de peso das fatias e expressas em gramas por 100g de carne
(DUCKETT et al., 1998). Todas as analises foram feitas em triplicata nos periodos de 0; 7; 14;
21 e 28 dias.

9.6 Analise quimica

A determinacdo de umidade, proteinas, lipideos e cinzas das amostras de linguicas
foram realizadas conforme o método descrito pela Association of Official Analytical Chemists
(2016), todas as analises foram feitas em triplicata. Para o teste de umidade, as amostras foram
secas em estufa com ventilacdo forcada a 105 °C até peso constante. O teor de proteina
determinou-se pelo método Kjeldahl, empregando o fator 6,25 para a conversao de nitrogénio
em proteina. O lipideo foi obtido através do método de extracdo direta em Soxhlet, usando o
hexano como solvente, as cinzas foram obtidas em mufla a 550 °C, pela incineracdo completa

dos compostos organicos.

9.7 Andlise sensorial

O perfil sensorial do produto foi avaliado por 8 provadores treinados, estudantes,
incluindo homens e mulheres de diferentes faixas etéarias (20-30 anos). A avalia¢do sensorial
foi realizada utilizando a Anélise Descritiva Quantitativa, a partir dos parametros: cor, aroma,

sabor, maciez e avaliacdo global do produto. As intensidades dos atributos foram avaliadas em
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escalas ndo estruturadas de 10 cm e de acordo com a UNE-IsO 4121:2006. Também foi
avaliada, a intencdo de compra, de acordo com a escala de 1 a 7 (1 - Nunca compraria a 7 -
Compraria sempre). Nos periodos 7 e 21 dias de produzidas, sendo duas sessbes e duas
repeticdes. As amostras foram identificadas e servidas com numeros aleatérios, de trés digitos
acompanhados de biscoito tipo craker e agua mineral para que o provador pudesse limpar o
paladar entre uma amostra e outra (TRINDADE et al., 2009).

9.8 Analise microbioldgica

Os testes microbiologicos foram realizados no Laboratorio de Microbiologia - LABMIC
da Universidade Estadual Vale do Acaral — UVA, onde pesquisou-se a contagem de
Escherichia coli, Salmonella sp. e contagem total de mesofilos, conforme exigido pela
legislacdo, IN n° 60/2019 (BRASIL, 2019b), para linguica. Foram pesados 5¢g de linguica e
homogeneizados em 45 mL de agua peptonada (0,1%) estéril, obtendo-se a diluigdo (107),
seguida de diluicOes sucessivas até (10°). Aliquotas das dilui¢Ges foram plaqueadas em placas
com agar Sorbitol MacConkey para Escherichia coli, Salmonella Shigella Agar (SS) e Bismuth
Sulfite Agar (BSA) para Salmonella sp. e a contagem de aer6bias mesofilas foi realizada através
da técnica do Pour Plate utilizando Plate Count Agar (PCA). Foram incubadas a 37 °C por 24h,
posteriormente feita a contagem de colonias no contador de coldnias. Todos os resultados foram
expressos em UFC g 2.

9.9 Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos como média + desvio padrdo, utilizando-se uma
média de trés repeti¢cdes, submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey, com nivel de confianca de significancia de 5%.

10 RESULTADOS E DISCUSSAO

10.1 Composicao dos 6leos essenciais

No dleo essencial de gengibre foram encontrados 18 compostos (97,90%), destacam-se
0s monoterpenos geranial (22,33%) e neral (18,15%) como 0s compostos majoritarios (Tabela
1). Os compostos principais identificados por Ataide et al. (2020) no 6leo essencial de gengibre
foram: a-zingibreno (17,21%) e geranial (16,46%). J& Pinheiro et al. (2017) encontrou geranial

(18,79%), y-amorfeno (10,38%), canfene (9,98%), neral (9,90%). Variagcbes na composicao
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quimica dos 6leos essenciais oriundos dessa espécie podem ser decorrentes da composicao
genética, idade da planta e diferentes métodos de extracdo (SILVA et al., 2018).

Tabela 1 - Composicdo quimica dos 0leos essenciais de Syzygium aromaticum e Zingiber

officinale
Compostos UKeae 2Kt Z. officinale S. aromaticum
Area (%)
a-Pineno 940 939 3,28 -
Canfeno 951 954 5,67 -
B-Pineno 982 980 0,46 -
Mirceno 990 990 1,35 -
B-Felandreno 1034 1031 6,04 -
1,8-Cineol 1036 1033 9,86 -
Lilenol 1099 1098 0,42 -
Citronelal 1154 1153 0,80 -
Borneol 1173 1166 0,53 -
E-Isocitral 1182 1180 0,21 -
Neral 1246 1238 18,15 -
Geraniol 1259 1252 6,19 -
Geranial 1275 1267 22,33 -
Eugenol 1364 1359 - 62,81
a-Copaene 1380 1376 - 0,37
Acetato de geranila 1394 1381 5,05 -
-Cariofileno 1424 1419 - 30,55
a-Cariofileno 1458 1454 - 2,54
y-Muroleno 1480 1479 - 0,07
a-Curcumeno 1485 1483 3,83 -
a-zingibereno 1497 1493 2,20 -

(E,E)-a.- Farneseno 1510 1508 7,19 -



o1

[B-Sesquifelandreno 1527 1521 4,34 -
5-Cadineno 1527 1523 - 0,03
Acetato de chavibetol 1534 1525 - 3,49
Total identificado - - 97,90 99,86

Fonte: Elaborada pelo autor.

LK ea= Indice de Kovats calculado 2IK;; = indice de Kovats literatura

No oleo essencial de cravo-da-india foram identificados apenas 7 constituintes,
totalizando 99,86% dos compostos identificados, sendo os componentes majoritarios o
fenilpropanoide ecugenol (62,81%) e o sesquiterpeno P-cariofileno (30,55%). Gomes e
colaboradores (2018), mostraram eugenol (52,53 %), e o cariofileno (37,25 %,). Radlnz et al.
(2019) eugenol (56,06) e cariofileno (39,63), os autores encontram compostos semelhantes aos
obtidos nesse estudo. Outros fatores que também podem influenciar na composicdo e
concentracdo dos compostos sdo precipitacdo pluviométrica, condi¢des climaticas, do tipo de
solo, das épocas de colheita, coleta sazonal, ontogénese vegetal, localizacdo geogréfica, partes
da planta da utilizadas (CHAN et al., 2016; RIBEIRO et al., 2019b).

10.2 Concentracao inibitéria minima e concentragédo bactericida minima

Observa-se que os Gleos essenciais de cravo-da-india e gengibre foram eficazes frente
as trés bactérias estudadas, apresentando potencial bacteriostatico e também bactericida (Tabela
2). Trabalho realizado por Radiinz et al. (2019) com bleo essencial de S. aromaticum obtiveram
resultados inferiores aos dessa pesquisa, mostrando concentracdes de CIM e CBM de 0,304
mg/mL para E. coli e S. aureus. Silvestri et al. (2010) encontraram CIM semelhante para E. coli
de 0,600 mg/mL e inferiores para S. aureus de 0,300 mg/mL. Bellik (2014) ao pesquisar a
atividade antimicrobiana do 6leo de gengibre, observou resultados de CIM muito superiores ao
atual, de 8,69 e 173,84 mg/mL para S. aureus E. coli, respectivamente. A atividade dos éleos é
atribuida aos seus compostos majoritarios, entdo a diferenca de potencial antimicrobiano pode

estar relacionada a composic¢ao quimica dos 6leos essenciais (BORBOREMA et al., 2022).
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Tabela 2 - Concentracao Inibitéria Minima e Concentracgdo Bactericida Minima dos
6leos essenciais de Syzygium aromaticum e Zingiber officinale frente as cepas de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella sp.

Espécies Syzygium aromaticum Zingiber officinale

CIM (mg/mL) CBM (mg/mL) CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)

Escherichia coli 0,62 1,25 2,50 2,50
ATCC 25922
Staphylococcus 1,25 1,25 1,25 2,50

aureus ATCC 25923

Salmonella sp. 1,25 1,25 2,50 -

Fonte: Elaborada pelo autor.

CIM: Concentracéo Inibitdria Minima; CBM: Concentragdo Bactericida Minima

O mecanismo de acdo dos Gleos essenciais deve-se aos seus compostos hidrofdbicos,
gue podem interagir com a parte lipofilica da membrana bacteriana e mitocéndrias isoladas,
interrompendo fungdes como transporte de elétrons, absorcdo de nutrientes, sintese de proteinas
e atividade enzimatica (BAJPAI et al., 2009; MARTINEZ et al., 2014). Vale ressaltar que o
6leo de cravo-da-india, mostrou-se mais eficaz contra o microrganismo Gram-negativo E. coli.
A presenca do eugenol e B-cariofileno constituintes principais do 6leo de cravo, que juntos
correspondem a 93,36% da sua composicdo total sdo responsaveis por sua atividade
antimicrobiana, principalmente frente a bactérias Gram-negativas (ANWER et al., 2014;
ZHANG et al., 2016).

10.3 Anaélise fisica

A CRA é a capacidade da carne in natura de reter &gua durante o processamento ou
aplicagéo de forgas externas, um dos parametros mais usados para analisar a qualidade da carne,
pois esta relacionada com o tipo de fibra muscular, no caso da carne suina, ha predominancia
de fibras glicoliticas, ou seja, esses animais utilizam glicose como principal fonte de energia
(BRACCCINI et al., 2021). Observa-se que a CRA se mostrou elevada, apresentando pequenas

variacgdes entre os 28 dias de armazenamento (Tabela 3).



53

Tabela 3 — Caracteristicas fisicas de linguica toscana adicionada de 6leos essenciais de

Syzygium aromaticum e Zingiber officinale ao longo do armazenamento

Dias
Variaveis EPM* Pr>F
0 7 14 21 28
CRA 72,200®  69,372°  75,706*  70,653*  67,590° 0,25 0,0108
PPC 10,955¢  16,880° 13,542« 15,727  22,006° 0,25 <0,0001
L* 63,524  59,590°  63,598°  61,080°  62,018° 0,25 <0,0001
a* 11,3742 10,652° 11,3342 11,184® 10,906 0,25 <0,0001
b* 20,782  18,668° 21,894  20,386°  20,816" 0,25 <0,0001
pH 7,280? 7,100° 7,260? 7,260° 7,100° 0,25 <0,0001

Fonte: Elaborada pelo autor.

EPM* (Erro Padrdo da Média); Pr>F (Probabilidade Feaicuiado > Franelado; PH (Potencial Hidrogenionico); CRA
(Capacidade de Retencdo de Agua); L* (Luminosidade); a* (Intensidade de Verde e Vermelho); b* (Intensidade
de Amarelo e Azul); PPC (Perda de Peso por Cocgdo).

a.b.c| etras distintas na mesma linha indicam diferenca pelo teste de Tukey a 5%

O tempo de armazenamento interferiu na PPC, expressando maior preda aos 28 dias (P
< 0,05). A PPC refere-se a exsudacdo de varios componentes solubilizados da carne pela agua
durante o agquecimento, visto que as fibras musculares encolhem por causa do processo de
desnaturacdo térmica das proteinas musculares (VASKOSKA et al., 2021). A PPC esta
altamente correlacionada a suculéncia, fator muito importante para determinacdo da qualidade
da carne suina, também possui relacdo inversa com a CRA (ZHENG et al., 2018). Como

relatado nessa pesquisa

Quanto ao pardmetro cor, a luminosidade, L*, foi afetada pelo armazenamento (P >
0,05), obtendo 0 menor valor ao sétimo dia, contido ao final do periodo de armazenamento, L*
obteve valor de 62,018, indicando que o escurecimento no sétimo dia de armazenagem pode ter
sido causado pela quebra da nitrosomioglobina durante uma maior exposi¢do a luz (DAN;
MENG 2013). A intensidade de a*, sofreu influéncia do armazenamento, perdendo a
intensidade a cor vermelha ao final dos 28 dias (P >0,05). A diminuicdo do valor de a* pode
ser causada pela oxidacdo lipidica, que escurece a cor geral dos produtos carneos (ERGEZER,;
KAYA,; SIMSEK, 2018). Siripatrawan e Makino (2018), ao estudarem salsichas, descobriram
que o valor a* diminuiu durante 20 dias de armazenamento. A intensidade de b*, ficou

inalterada ao final do armazenamento, porém, até os 14 dias teve alteragcdo da cor amarela. A


https://www-sciencedirect.ez76.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/denaturation
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reducdo do amarelecimento deve-se a presenca de compostos antioxidantes, nos o6leos
essenciais adicionados as linguigas. Valores mais baixos de b* referem-se a carne menos pélida,

preferida pelos consumidores (JIANG et al., 2014).

Os valores de pH das linguicas foram influenciados pelo tempo de armazenamento
(P>0,05), mantendo-se constante entre os dias 14 e 21, reduzindo para 7,10, no 28° dia de
armazenagem. A queda do pH pode estar relacionada com a acidificagdo do embutido, derivada
da fermentacdo de acucares (HAOUET et al., 2018).

10.4 Anédlise quimica

Observa-se que todas as formulagdes estdo dentro dos padrbes de composicao quimica
exigidos pela legislacéo brasileira, que estabelece maximo 70% de umidade, 30% gordura e no
minimo 12% proteina IN n° 4/2000 (BRASIL, 2000), (Tabela 4). Maia Junior et al. (2020)
encontraram resultados semelhantes a esta pesquisa, ao estudarem as caracteristicas fisico-
quimicas de linguica defumada ovina. Os valores obtidos para o teor de gordura e cinzas
apresentaram uniformidade (P>0,05) entre as formulacdes analisadas. Para umidade e proteinas
as formulacdes incorporadas com dleo essencial também néo diferiram da formulagéo controle,

evidenciando que a presenca dos 6leos essenciais ndo interferiu nesses parametros.

Tabela 4 — Composi¢ao quimica de linguica toscana adicionada de 6leos essenciais de
Syzygium aromaticum e Zingiber officinale

Incluséo de dleos essenciais de cravo e gengibre (%)

Variaveis (%) EPM* Pr>F
0% C0,1% C0,2% G0,2% G0,4%
Umidade 63,748  65,302* 63,560  63,970* 63,2963 0,09 0,0478
Cinzas 4,372 4,392 4,648 4,441 4,206 0,10 0,7355
Proteina 17,5382 17,329  16,403* 16,034° 16,431% 0,09 0,0099
Gordura 11,143 11,057 10,035 11,362 11,086 0,09 0,0644

Fonte: Elaborada pelo autor.

EPM* (Erro Padrdo da Média); Pr>F (Probabilidade Fcacutado > Frabelado; 0% (Controle); C0,1% (Cravo 0,1%);
C0,2% (Cravo 0,2%); G0,2% (Gengibre 0,2%) e G0,4% (Gengibre 0,4%)

b | etras distintas na mesma linha indicam diferenca pelo teste de Tukey a 5%
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A adigéo dos oleos essenciais ndo mostrou diferenca (P>0,05), em relacdo ao aroma,

cor, avaliacdo global e intencdo de compra (Tabela 5). Portanto, a incorporacdo dos 0Oleos

essenciais de cravo-da-india e gengibre ndo tiveram influéncia negativa sobre esses atributos. A

cor e 0 aroma sdo duas das caracteristicas fisicas mais importantes para a aceitacdo de um

produto entre os consumidores, podendo ser facilmente alterada modificando a quantidade de

ingredientes ndo carneos na formulacdo (SYUHAIRAH et al., 2016).

Tabela 5 — Caracteristicas sensoriais de linguica toscana adicionadas de 6leos essenciais
de Syzygium aromaticum e Zingiber officinale

Inclusdo de bleos essenciais (%)

Atributos sensoriais EPM  Pr>F
0% C01% C0,2% G02% G0,4%

Aroma normal 5,721 5,281 5,515 5,762 5,234 0,004 0,0162
normal 5,853 5,603 5,615 5762 5493 0,004 0,4026
o estranha 2,0813 2,0750 2,050 2,196 2,306 0,004 0,5076
normal 5,412 5,475 5,281 5,893 5,353 0,004 0,1750
estranho 1,740 1,981 2,168 2,178 1,887 0,004 0,4207

sebor salgado 4,318™  5,162® 4,006° 5596° 4,612% 0,004 <0,0001
apimentado  3,709®  4,312? 3,168°  4,100® 3,440* 0,004 0,0029
suculéncia 6,440 5893* 5665° 6,606° 5971*® 0,004 0,0012
Maciez textura 5756*  5,406® 5109° 5928° 5,628® 0,004 0,0196
Avaliagéo global 5,296 4,681 5,075 4,853 4,950 0,004 0,3516
Intencdo de compra 4,395 4,020 4,104 4,083 4,187 0,004 0,3559

Fonte: Elaborada pelo autor.

EPM* (Erro Padrdo da Média); Pr>F (Probabilidade Fcaicutado > Frabelado; 0% (Controle); C0,1% (Cravo 0,1%);
C0,2% (Cravo 0,2%); G0,2% (Gengibre 0,2%) e G0,4% (Gengibre 0,4%).

a.b.¢ | etras distintas na mesma linha indicam diferenca pelo teste de Tukey a 5%

A cor, aroma e avaliacdo global apresentaram valores de escores de aproximadamente

5,5, 5,7 e 5,0, respectivamente, de acordo com a escala heddnica que varia de 0 a 10 cm.

Apresentando boa aceitacdo dos consumidores. Estudo realizado por Aradujo et al. (2018), com
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linguica mista incorporada com 6leo essencial de alho obtiveram para cor e aroma escores de
6,7 e 6,1, respectivamente. A intencdo de compra ndo foi afetada pela inclusdo dos 6leos
essenciais (P>0,05), sendo julgada moderada, com média de 4,2, valor designado (compraria

ocasionalmente), em escalade 1 a 7.

Para o pardmetro sabor, houve diferenca significativa (P>0,05), nos atributos salgado e
apimentado. A linguica produzida com 0,2% de 6leo de cravo-da-india apresentou menor
percepcao do sabor salgado, em comparacao as formulagdes produzidas com 6leo essencial de
gengibre, possivelmente pela presenca do eugenol, que tem sabor mais adocicado e se encontra
em maior concentracdo nesse tratamento. J& para o atributo sabor apimentado ndo houve
diferenca (P>0,05), entre os dois 6leos utilizados, apenas em relacdo as concentracdes de cravo-
da-india, mostrando que o CO0,1% foi considerado mais apimentado que o CO0,2%.
Provavelmente a presenca do 6leo essencial de cravo-da-india em maior concentracéo, paliou

0 sabor da pimenta presente da formulacao das linguicas.

Para os parametros maciez e textura as amostras produzidas com déleo essencial
apresentaram diferenca (P<0,05). As formulagdes C0,2% < G0,2%, tanto na maciez quanto na
textura. Possivelmente a picancia do 6leo essencial de gengibre influenciou o aumento da
producdo de saliva, ajudando a amaciar a carne, tornando-a facil de ser mastigada, aumentando
assim, a sensacao de maciez e suculéncia. Portanto a adicdo dos 6leos essenciais influenciou na

textura e suculéncia das linguicas.

10.6 Analise microbioldgica

A pesquisa de Salmonella sp. em linguicas com inclusdo dos 6leos essenciais de S.
aromaticum e Z. officinale, bem como durante o armazenamento foi negativa (Tabela 6),
enquanto que a contagem de E. coli e mesofilos foi significativa em ambos os casos (P<0,05).
A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) IN n° 60/2019, estabelece padrdes
maximo de 10° para bactérias aerobios mesofilos, 5x10° para Escherichia coli e auséncia de
Salmonella sp., dessa forma todas as linguigas produzidas estdo dentro dos limites estabelecidos
pela legislagcdo (BRASIL, 2019b). Observa-se que houve redugdo constante dos valores de
UFC/g de acordo com os dias de armazenamento, esses resultados podem ser atribuidos a
presenca dos 0leos essenciais nas formulacdes de linguica, que tém acao antimicrobiana frente

a esses microrganismos, reduzindo ou inibindo seu crescimento.
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Tabela 6 - Qualidade microbioldgica de linguica contendo 6leos essenciais de Syzygium
aromaticum e Zingiber officinale

Variaveis
Dias
E. coli (UFC/g) Mesofilos (UFC/Q) Salmonella sp.
1 3,8x108 4,2x107? Ausente
7 2,7x10? 2,2x10% Ausente
14 2,6x10% 1,8x10° Ausente
21 6,0 1,1x10° Ausente
EPM* 0,25 0,25
Pr>F <0,001 <0,001
Inclusdo OE (%) Variaveis
E. coli (UFC/qg) Mesofilos (UFC/g) Salmonella sp.
0 3,6x10? 3,5x10? Ausente
C0,1 2,1x10P 1,9x10P Ausente
C0,2 1,0x10° 1,3x10° Ausente
GO0,2 3,2x10?2 3,1x10?2 Ausente
G0,4 2,3x10° 2,0x10° Ausente
R? 0,97 0,99
Pr>F <0,001 <0,001

Fonte: Elaborada pelo autor.

EPM* (Erro Padrdo da Média); Pr>F (Probabilidade Feaiculado > Frabelado; UFC (Unidade Formadora de Colonia);
OE (Oleo Essencial). 0% (Controle); C0,1% (Cravo 0,1%); C0,2% (Cravo 0,2%); G0,2% (Gengibre 0,2%) e
G0,4% (Gengibre 0,4%)

a.b.¢ | etras distintas na mesma coluna indicam diferenca pelo teste de Tukey a 5%

A inclus&o de 0,1% e 0,2% de 6leo essencial de cravo-da-india reduziu a presenca de E.
coli para 2,1x10 UFC/g e 1,0x10 UFC/g, respectivamente. Ja o 6leo essencial de gengibre nédo
diferiu (P< 0,05) do controle na concentragédo de 0,2%, no entanto, em 0,4% reduziu a contagem
para 2,3x10 UFC/g. Portanto, a inclusdo do 6leo essencial de cravo-da-india, nas duas
concentragdes utilizadas foi mais eficiente que o 6leo essencial de gengibre (P<0,05), para E.
coli. Em relacdo as bactérias aerdbias mesdfilas o 6leo de cravo-da-india reduziu a contagem

microbiana, porém néo apresentou diferenca (P< 0,05) para as concentracdes de 0,1 e 0,2%. O
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6leo de gengibre apresentou resultados semelhantes aos de E. coli, inibindo o crescimento
apenas em 0,4% (P<0,05). Dessa forma, as duas concentragdes do 6leo essencial de cravo-da-

india e a 0,4% de dleo essencial de gengibre foram eficazes para bactérias aerobias mesofilas.

Pode-se inferir que 0leo essencial de cravo-da-india 0,1 e 0,2% incorporado na linguica
tem potencial antimicrobiano frente a E. coli e aer6bias mesofilas, sendo mais eficaz que o 6leo
essencial de gengibre, visto que este, necessita de concentragfes quatro vezes maior para
exercer a mesma atividade. Lages et al. (2021) avaliando as caracteristicas microbiologicas de
linguica, utilizando oleo essencial de tomilho na concentracdo de 0,95% foi eficaz frente a
aerdbias mesofilas e E. coli. Aradjo et al. (2018) também observou redugdo de E. coli

trabalhando com 6leo essencial de alho na concentragdo de 125 pl/kg.

11 CONCLUSAO

A presenca dos Gleos essenciais de cravo-da-india e gengibre nas linguicas, ndo
compromete seus aspectos fisico-quimicos, mostram-se eficazes na redu¢do do crescimento de
bactérias aerobias mesdfilas e E. coli, principalmente o 6leo essencial de cravo-da-india por
agir em menor concentracdo. A avaliacdo sensorial revela-se aceitavel para os provadores.
Portanto, ambos os 0Gleos essenciais avaliados mostram potencial para utilizacdo como
conservantes naturais em embutidos carneos, sendo promissores para substituir os conservantes

sintéticos, com o intuito de oferecer alimentos mais seguros ao consumidor.
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FILME DE ALGINATO DE SODIO E CELULOSE BACTERIANA INCORPORADO
COM OLEO ESSENCIAL DE Syzygium aromaticum DESTINADO A EMBALAGEM
DE EMBUTIDOS CARNEOS

RESUMO

Os embutidos carneos sao alimentos muito susceptiveis a contaminagdo por microrganismos
patogénicos e deteriorantes. Filmes contendo agentes antimicrobianos sdo uma proposta
atraente para utilizagdo na conservacdo desses alimentos, os Oleos essenciais sd0
antimicrobianos naturais que podem ser incorporados aos filmes ativos de embalagem, sdo
considerados promissores para a conservacdo de alimentos. Objetivou-se produzir e analisar
filme de alginato de sddio e celulose bacteriana, incorporado com 6leo essencial de Syzygium
aromaticum destinado a embalagem de embutidos carneos. A composi¢do do 6leo essencial foi
determinada por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas e ao
detector de ionizacdo em chama e a atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicdo em
caldo frente as cepas ATCC de S. aureus, E. coli e um isolado clinico de Salmonella sp. A
metodologia de superficie de resposta, foi realizada utilizando o delineamento Box-Behnken,
para definir a formulagdo do filme contendo Oleo essencial S. aromaticum, utilizando as
variaveis independentes alginato de sodio (X1), glicerol (X2) e celulose bacteriana (X3) e as
variaveis dependentes, permeabilidade ao vapor de dgua e espessura. O eugenol (62,81%) é o
principal composto presente no dleo essencial. Apresentou atividade antimicrobiana contra
todas as cepas testadas, nas concentragdes entre 0,625 e 2,500 mg/mL. O filme contendo 3,25%
alginato, 4,00% glicerol e 0,10% de CB foi o escolhido para incorporacéo do 6leo essencial de
S. aromaticum, tendo apresentado atividade antimicrobiana contra todas as cepas testadas. O
filme produzido com 6leo essencial de S. aromaticum mostra-se promissor para ser utilizado na

conservacao dos em embutidos carneos.

Palarvas chave: Embalagem ativa; glicerol; filme biodegradavel; E. coli

ABSTRACT

Meat sausages are foods that are very susceptible to contamination by pathogenic and spoilage
microorganisms. Films containing antimicrobial agents are an attractive proposal for use in
preserving these foods. Essential oils are natural antimicrobials that can be incorporated into

active packaging films and are considered promising for food preservation. The objective was
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to produce and analyze sodium alginate and bacterial cellulose film, incorporated with
Syzygium aromaticum essential oil for packaging meat sausages. The composition of the
essential oil was determined by gas chromatography coupled to mass spectrometry and flame
ionization detector and the antimicrobial activity by the broth microdilution method against
ATCC strains of S. aureus, E. coli and a clinical isolate of Salmonella sp. The response surface
methodology was carried out using the Box-Behnken design, to define the formulation of the
film containing S. aromaticum essential oil, using the independent variables sodium alginate
(X1), glycerol (X2) and bacterial cellulose (X3) and the dependent variables, water vapor
permeability and thickness. Eugenol (62.81%) is the main compound present in the essential
oil. It showed antimicrobial activity against all strains tested, at concentrations between 0.625
and 2.500 mg/mL. The film containing 3.25% alginate, 4.00% glycerol and 0.10% CB was
chosen for incorporating S. aromaticum essential oil, having shown antimicrobial activity
against all strains tested. The film produced with S. aromaticum essential oil shows promise for

use in the conservation of meat sausages.

Keywords: Active packaging; glycerol; biodegradable film; E. coli

12 INTRODUCAO

Os embutidos carneos sdo ricos em proteinas e gorduras, sendo propensos a
contaminagdo por microrganismos patogénicos e deteriorantes, em todos as fases da cadeia
produtiva, principalmente durante o armazenamento, causando altera¢fes indesejaveis como
descoloracdo, reducdo da vida util e perda de nutrientes, além da diminuicdo da qualidade
alimentar e potenciais danos a satde humana. Dessa forma, se faz necessario o desenvolvimento
de novos e eficazes métodos de conservagdo para prolongar a vida de prateleira dos produtos
carneos (ZHANG et al., 2023).

Neste sentido, os filmes contendo agentes ativos (como compostos antioxidantes e
antimicrobianos) sdo uma proposta atraente para utilizagcdo na conservacao desses alimentos,
pois podem interagir com o produto alimenticio, para proteger, prolongar a vida util e
preservar as propriedades sensoriais (aparéncia, aroma, textura e sabor) (UMARAW et al.,
2020). Atuando também nos processos alimentares, como alteragdes fisioldgicas (respiracéo),
quimicas (oxidacdo de gorduras), fisicas e microbiologicas (NAIR et al., 2020, OLIVEIRA
FILHO et al., 2021).


https://www-sciencedirect.ez76.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/sensory-properties
https://www-sciencedirect.ez76.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814622011116#b0510
https://www-sciencedirect.ez76.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814622011116#b0510
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Os 6leos essenciais sdo antimicrobianos naturais que podem ser incorporados aos filmes
ativos de embalagem, s@o considerados “Geralmente Reconhecidos como Seguros” (GRAS)
pelo FDA, sendo, portanto, candidato promissor para conservacdo de alimentos (HAGHIGHI
et al., 2019), visto sua capacidade de reduzir e/ou eliminar os microrganismos, melhorando as
propriedades organolépticas do produto e, consequentemente, prolongando sua vida util
(AHMED; MULLA; ARFAT, 2016). O cravo-da-india (Syzygium aromaticum) é bastante
utilizado na culinaria popular, seu 6éleo essencial apresenta atividade antimicrobiana, inibindo
microrganismos associados a deterioracdo de alimentos e bactérias patogénicas, como
Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus (ZHANG et al., 2017; CUI
etal., 2018; ANACARSO et al., 2019).

Os filmes sdo embalagens a base de biopolimeros que podem ser consumidas
juntamente com alimentos. Dentre os biopolimeros usados na producéo de filmes ativos, temos
o0 alginato de sodio, que sdo polissacarideos de algas marinhas, esses estdo cada vez mais
atraindo a atencdo como matérias-primas para o desenvolvimento de filmes, devido a sua
natureza segura e biodegradavel. Sdo excelentes para a conservacao de alimentos; entretanto,
ndo conseguem preservar os alimentos com alto teor de &gua. Portanto, a utilizacdo de
substancias hidrofobicas atua melhorando as propriedades do filme, para a preservacdo de
alimentos com alto teor de umidade. Além disso, podem aprimorar varias fungdes dos materiais
poliméricos, como as propriedades de barreira, propriedades mecénicas, aspecto visual, etc
(SOUZA et al., 2019).

A celulose bacteriana (BC) é outro biopolimero de grande potencial, que também pode
ser adicionado aos filmes para melhorar suas propriedades. Visto sua capacidade de retencéo
de agua, boa conformabilidade e excelente resisténcia mecanica (YANG et al., 2012). O
presente estudo objetivou produzir e analisar filme de alginato de sddio e celulose bacteriana,
incorporado com Oleo essencial de Syzygium aromaticum destinado a embalagem de embutidos

carneos.

13 MATERIAL E METODOS
13.1 Extracéo do oleo essencial
Os botbes florais de Syzygium aromaticum (cravo-da-india) foram obtidos no Mercado

Publico de Sobral — CE, e utilizados como mateéria-prima para a extracdo do 0leo essencial,

através do método de hidrodestilacdo durante 4 horas em um aparelho do tipo Clevenger, o 6leo
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essencial de cravo-da-india (OEC) foi armazenado em frasco de vidro ambar bem selado e
mantidos sob-refrigeracdo, para posteriores andlises. O rendimento foi calculado segundo a
equacéo 1:

R(%) —Jélea_ % 100

planta

R (%) = rendimento da producéo de 06leo essencial;
Msleo = Massa de 0leo obtida (g);

Mplanta = Massa dos botdes florais (g).

13.2 Analise da composicéo do 6leo essencial
13.2.1 Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM):

A anélise qualitativa do OEC foi realizada por CG-EM utilizando um instrumento
Agilent modelo GC-7890B/MSD-5977A, com impacto de elétrons a 70 eV, coluna HP-5MS
metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent), gas carreador hélio com fluxo 1,00
mL.min* (8,8 psi) e velocidade linear constante de 36,8 cm.s™, temperatura do injetor, do
detector e da linha de transferéncia de 250, 150 e 280 °C, respectivamente. Programacao do
forno cromatografico: temperatura inicial de 70 °C, com rampa de aquecimento de 4 °C.min!
a 180 °C com acrescimo de 10 °C/min até 250 °C ao término da corrida (34,5 min). A
identificacdo dos compostos foi realizada pela analise dos padrdes de fragmentacdo exibidos
nos espectros de massas com aqueles presentes na base de dados fornecidos pelo equipamento
(NIST verséo 2.0 de 2012 — 243.893 compostos) e de dados da literatura.

13.2.2 Cromatografia em fase gasosa acoplada ao detector de ionizagdo em chama (CG-DIC):

A andlise quantitativa foi determinada por CG-DIC utilizando um instrumento Shimadzu
modelo CG-2010 Plus, coluna RTX-5 metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), modo
de injecdo com divisio de fluxo 1:30, gas carreador nitrogénio com fluxo 1,00 mL.min! (84,1
kPa) e velocidade linear constante de cm.s™, temperatura do injetor e do detector de 250 e 280
°C, respectivamente. Programacéo do forno cromatografico: temperatura inicial de 70 °C com
rampa de aquecimento de 4 °C.min"* a 180 °C por 27,5 min, seguida por rampa de aquecimento
de 10 °C.min*! a 250 °C, ao término da corrida (34,5 min). A identificacdo dos compostos foi

realizada através da comparacgéo dos seus indices de reten¢do com os de compostos conhecidos,
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obtidos por inje¢do de uma mistura de padrdes contendo uma série homologa de alcanos C7-
Cao, e de dados da literatura.

13.3 Concentracdo Inibitoéria Minima (CIM)

A CIM do OEC foi determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo, testado contra
uma cepa Gram-negativa: ATCC- American Type Culture Collection, Escherichia coli 25922
e duas Gram-positivas: Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Salmonella sp. um isolado
clinico da Biolab clinica. O inéculo foi preparado com concentragdo de aproximadamente 108
UFC/mL, ajustado de acordo com a solucdo padrdo de McFarland. A andlise foi realizada em
placas de 96 pogos, onde foram realizadas diluigdes seriadas de 2500 pg/mL a 2 pg/mL de OEC
preparado em caldo Brain Heart Infusion (BHI) diluido em tween 80 2%. O meio de cultura
isolado foi utilizado como controle negativo, enquanto o meio de cultura juntamente com o
indculo bacteriano foi utilizado para o controle positivo. A analise foi realizada em triplicata e
as placas colocadas em estufa a 37 °C por 24 horas. A leitura foi realizada no leitor de ELISA
com absorbancia de 620 nm (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE,
2015).

13.4 Concentracao Bactericida Minima (CBM)

A CBM foi realizada somente com cepas que apresentaram sensibilidade na CIM, sendo
retirada 10 pL da solugdo de pogos sem turbidez e adicionado em &gar BHI, incubados a 37 °C
por horas. O CBM foi considerado como a menor concentracdo ausente de crescimento
bacteriano apds 24 horas exposicdo ao OEC em diferentes concentracbes (SFM
ANTIBIOGRAM COMMITTEE COMITE, 2003).

13.5 Producao e purificacdo da celulose bacteriana

A membrana SCOBY foi fermentada em cha de Camellia sinensis (cha-verde) adogado com
sacarose, em concentracgdes de 2,5% (m/v) e 7,0% (m/v), respectivamente. Para a preparacao
do meio fermentativo, a mistura foi aquecida até 100 °C e permaneceu em repouso por 10
minutos para a infusdo do cha-verde. Em seguida, foi feita a filtracdo do extrato. As membranas
SCOBY foram cultivadas em B.O.D a 30 °C por 10 dias, até atingir tamanho e espessura
desejaveis. A purificagdo das membranas de BC foi realizada a partir da imersdo em &gua a 100

°C por 1 h (duas vezes) e em NaOH 2% m/v a 80 °C por 1 h (duas vezes). Ap0s 0 processo de
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purificacdo, as membranas foram lavadas em agua destilada até pH -7,0 (PEREIRA et al.,
2020).

13.6 Delineamento experimental

A metodologia de superficie de resposta (MSR), foi realizada utilizando o delineamento
Box-Behnken (BBD), aplicada para otimizar a influéncia dos parametros na producéo do filme
de alginato de sodio. As variaveis independentes estudadas foram, polimero: alginato de sddio
(X1), plastificante: glicerol (X2) e celulose bacteriana (X3), as variaveis dependentes (respostas)
foram permeabilidade ao vapor de agua e espessura. A Tabela 7 apresenta o delineamento com

trés repeticdes no ponto central, totalizando 15 ensaios experimentais.

Tabela 7 - Variaveis independentes e ensaios experimentais de BBD para formulacgdes de

filme
Variaveis codificadas Variaveis reais (%)
Ensaios
X1 X2 X3 Alginato  Glicerol Celulose Bacteriana
1 -1 0 -1 2,50 6,0 0,10
2c 0 0 0 3,25 6,0 0,55
3 1 0 1 4,00 6,0 1,00
4 0 -1 -1 3,25 4,0 0,10
5 1 -1 0 4,00 4,0 0,95
6 -1 0 1 2,50 6,0 1,00
7 0 1 -1 3,25 8,0 0,10
8¢ 0 0 0 3,25 6,0 0,55
9 0 1 1 3,25 8,0 1,00
10 1 0 -1 4,00 6,0 0,10
11 -1 1 0 2,50 8,0 0,55
12 0 -1 1 3,25 4,0 1,00
13c 0 0 0 3,25 6,0 0,55
14 -1 -1 0 2,50 4,0 0,55
15 1 1 0 4,00 8,0 0,55

Fonte: Elaborada pelo autor.

(c): Ponto central
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13.7 Preparacéo dos filmes

Os filmes foram desenvolvidos no Laboratério de Embalagens da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), onde foram produzidos trés filmes: alginato de sodio e
glicerol (A), alginato de sodio, glicerol e celulose bacteriana (AC) e alginato de sodio, glicerol,
celulose bacteriana e 0leo essencial de Syzygium aromaticum (ACO). Nas concentracdes:
alginato de sddio (3,25% m/v), glicerol (4,00% m/v), celulose bacteriana (0,10% v/v) e 6leo
essencial (1,5% m/v). Os filmes foram produzidos de acordo com a técnica de casting. Para
preparacao da solugdo filmogénica o alginato de sddio foi diluido em &gua destilada e mantido
sob agitacdo e temperatura constante, por 1 hora a 70 °C e 500 rpm, o procedimento foi
realizado em agitador magnético (Tecnal, TE-139, Brasil). A solucdo foi resfriada a 40 °C e
adicionado o glicerol, para o filme ACO colocou-se também o 6leo essencial, em seguida,
agitada em Ultra-turrax T-50 (IKA) & 7.000 rpm por 1 min. Posteriormente, adicionou-se
celulose bacteriana nas solugdes ACO e AC, as quais foram agitadas novamente por mais 2

min.

Cerca de 50 mL das solucgbes filmogénicas foram vertidas em espessura imida de 1,0 mm,
sobre a base de poliéster-Mylar® fixo em moldura de vidro com largura e comprimento 30 cm
x 45 cm. Logo ap6s, foram reticuladas em solugdo de cloreto de calcio (3% m/v) por 30 seg.

Os filmes foram secos a temperatura ambiente por 24 h.

13.8 Ensaio antimicrobiano

Para determinar a atividade antimicrobiana do filme ACO foi empregado o método de
disco-difusdo descrito por Silva et al. (2019), testado frente as bactérias citadas anteriormente.
O in6culo foi preparado com concentragdo de aproximadamente 108 UFC/mL, ajustado de
acordo com a escala padrdo de McFarland. Placas de Petri contendo meio 4gar BHI foram
inoculadas com uma aliquota 100 pL da suspensdo bacteriana. Em seguida, discos do filme
ACO com 10 mm de diametro, foram transferidos para a superficie da placa de Petri, e
colocadas em estufa a 35 °C por 24 h e apds este periodo mediu-se o halo de inibicdo com o

auxilio de uma régua.
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13.9 Caracterizacao dos filmes
13.9.1 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

O teste de permeabilidade ao vapor de agua foi realizado de acordo com o método E96-
0 (STANDARD TEST METHOD, 2000), em que amostras de filmes em formato de disco (30
mm) foram seladas entre os encaixes das células de permeacdo, contendo 2mL de agua
destilada, as quais foram colocadas em dessecador vertical (ARSEC DCV-040) com circulagéo
de ar, a 25 °C com UR de 30 % + 2 %, por aproximadamente 24 horas e pesadas 8 vezes ao
longo do tempo. Foram feitas 5 repeti¢es para cada tratamento. Os valores de perda de peso
foram calculados em funco do tempo. O PVA é a permeabilidade ao vapor de agua (g. mm/m?2.
h. kPa); g é o ganho de peso dos filmes; t é o tempo total em horas; A é a area de permeacdo
(m?); e espessura média dos filmes (mm); AP é a diferenga de pressdo de vapor do ambiente
contendo silica gel (kPa, 25 °C); g/t foi calculada por regressao linear entre os pontos de ganho

de peso e tempo (regime permanente).

13.9.2 Espessura

As espessuras dos filmes foram medidas através de micrébmetro (Mitutoyo Mfg. Co.
Ltd., Kawasakishi, Kanagawa, Japao). As medidas foram realizadas aleatoriamente em oito

posicOes diferentes. O valor de espessura foi expresso pela média dessas medidas.

13.10 Analise estatistica

As analises experimentais foram realizadas em triplicata, e os resultados foram
expressos como média + desvio padréo e estas submetidas a Analise de Variancia (ANOVA) e
teste de Tukey de comparagdes multiplas foi realizada com nivel de significancia de 5% usando

0 programa estatistico Statistic® versao 12.

14 RESULTADOS E DISCUSSAO

14.1 Composicao quimica e rendimento do 6leo essencial

O rendimento foi calculado a partir da quantidade de 6leo que se obteve com uma
determinada massa do vegetal. Como nesse experimento, partiu-se de uma massa de 492,00 g
dos botbes florais secos do cravo-da-india e obteve-se em média 19,61 g de 6leo essencial, o

rendimento m/m foi de 3,99%, sendo considerado pela literatura como bom rendimento.
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Drawanz et al. (2020), obteve rendimento de apenas 1,7%, utilizando o método de
hidrodestilagdo, rendimento menor que o obtido nesse estudo. J& Mendes; Barros e Aguiar
(2021) e Selles et al. (2020), encontraram resultados superiores de 5,1% e 11,6%,
respectivamente. Alguns fatores como época de colheita, origem geogréafica e técnica de
extracdo, podem influenciar na diferenca de rendimento do 6leo essencial (NANA et al., 2015).
O rendimento de extracdo aumenta diminuindo o tamanho de particula de cravo-da-india
(GUAN et al., 2007), esse fator pode ser sido determinante para o resultado obtido no presente

trabalho, visto que, o cravo-da-india ndo foi submetido ao processo de moagem.

Os principais compostos presentes no 6leo essencial de S. aromaticum incluem eugenol
(62,81%), PB-cariofileno (30,55%), acetato de chavibetol (3,49%) e a- cariofileno (2,54%),
(Tabela 8). No geral foram identificados sete constituintes, totalizando 99,86% de compostos.
O eugenol e B-cariofileno foram as principais moléculas identificadas.

Tabela 8 - Composi¢do quimica do 6leo essencial de Syzygium aromaticum

Compostos NK cate 2K it S. aromaticum
Area (%)

Eugenol 1364 1359 62,81
a-Copaene 1380 1376 0,37
B-Cariofileno 1424 1419 30,55
a-Cariofileno 1458 1454 2,54
y-Muroleno 1480 1479 0,07
d-Cadineno 1527 1523 0,03
Acetato de chavibetol 1534 1525 3,49
Total identificado - - 99,86

Fonte: Elaborada pelo autor.

1K= Indice de Kovats calculado 2IK;;= indice de Kovats literatura

Os resultados sdo semelhantes a outros estudos que relataram esses compostos, como
Kiki (2023), que identificou eugenol (76,78%) e B-cariofileno (21,24%). Oliveira et al. (2016)
e Akansha et al. (2023), também encontraram eugenol como principal constituinte, com 62,88%
e 68,64%, respectivamente. A composic¢ao quimica do 6leo essencial de S. aromaticum pode
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ser influenciada por vérios fatores incluindo, condi¢bes ambientais, gendtipos, periodo de
colheita, origem geografica, local, temperatura e duragédo da secagem e pelo método de extracdo
(SOKAMTE; JAZET; TATSADJIEU, 2016).

14.2 Concentracao inibitéria minima e Concentragéo bactericida minima

Observou-se, ao utilizar o 6leo essencial de S. aromaticum, potencial inibitorio contra
todas as espécies bacterianas testadas, com CIM variando de 1,25 mg/mL a 0,62 mg/mL, e
destaque para E. coli que apresentou maior susceptibilidade (Tabela 9). Estudos anteriores
realizados com o 6leo S. aromaticum frente a diferentes espécies de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas mostraram um amplo espectro de atividade antibacteriana, incluindo E. coli, S.
aureus e Salmonella (AYOOLA et al., 2008). Estudos realizados por Zahli et al. (2023), que ao
avaliarem a eficacia antibacteriana do 6leo essencial de S. aromaticum contra cepas de
Salmonella de origem alimentar isoladas de aves e mariscos, separadamente e em combinagéo
com antibidticos (gentamicina e ampicilina) mostraram que o 6leo de S. aromaticum foi ativo
em todas as cepas testadas. Resultados obtidos por Selles e et al. (2020) ao realizarem atividade
antimicrobiana contra seis bactérias enteropatogénicas mostraram que o 6leo essencial de S.
aromaticum exibiu um MIC de 1,36 mg/mL a 2,72 mg/mL e MBC de 5,45 mg/mL a 10,9
mg/mL contra todas as bactérias, incluindo E. coli e Salmonella sp.

Tabela 9 - Concentracao inibitéria minima e concentracéo bactericida minima dos 6leos
essenciais de Syzygium aromaticum frente as cepas de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Salmonella sp.

Espécies Syzygium aromaticum
CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
Escherichia coli ATCC 25922 0,62 1,25
Staphylococcus aureus ATCC 25923 1,25 1,25
Salmonella sp. 1,25 1,25

Fonte: Elaborada pelo autor.

CIM: Concentracéo Inibitéria Minima; CBM: Concentragdo Bactericida Minima

Vale ressaltar que a atividade antibacteriana apresentada pelo 6leo S. aromaticum contra
as espécies bacterianas podera estar associada ao alto teor de eugenol (62,81%), presente no
oleo avaliado nesse estudo. Nazaro e et al. (2013) relataram que o eugenol atua nas células
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bacterianas alterando sua membrana celular, afetando o transporte de ions e ATP, além de
provocar alteragdes no perfil de &cidos graxos de diferentes bactérias. Também atua contra
varias enzimas bacterianas, incluindo ATPase e histidina carboxilase. Além disso, o eugenol
demonstrou a capacidade de desintegracdo na membrana bacteriana e, consequentemente na
desnaturacdo das proteinas e da reacdo deste composto com os fosfolipidos da membrana
celular alterando a sua permeabilidade. E o0 aumento desta, causa a morte do organismo (GUAN
etal., 2007).

14.3 Delineamento experimental

As interagdes das variaveis foram dadas por graficos de superficie de resposta (Figuras
6 e 7). Na Figura 1 estdo expressos os dados de PVA. Observa-se que na Figura 6a, quanto
maior a quantidade de glicerol maior a permeabilidade, obtendo PVA de 4,0, na concentracdo

de 8% de glicerol.

Figura 6 - Representacdes 3D das interacdes de a: Plastificante-CB b: Plastificante-
Alginato e ¢ Alginato-CB no PVA
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Fonte: Elaborada pelo autor

O aumento da concentracdo de glicerol de 4% para 8%, elevou a espessura de 0,046mm

para 0,075mm (Figura 7). Bagheri; Radi e Amiri (2019) ao avaliarem as condicGes de secagem
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e caracteristicas dos filmes de alginato plastificados com glicerol, também observaram aumento

da espessura devido a maior presenca de glicerol. A interagéo do alginato com a CB proporciona
um aumento na espessura.

Figura 7 - Representacdes 3D das interacdes de a: Plastificante-Alginato b: Plastificante-
CB e c Alginato-CB na espessura
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Fonte: Elaborada pelo autor

Para a escolha do filme foi observado a PVA e espessura, de acordo com os resultados
obtidos, o filme 4 (3,25% alginato, 4,00% glicerol e 0,10% de CB) foi o que apresentou melhor
resultado para utilizacdo como embalagem de embutidos carneos, expressando PVA de 1,916
g.mm/m?.h.kPa e espessura de 0,039 mm (Tabela 10).

O PVA refere-se a resisténcia a umidade das membranas, dessa forma o baixo valor de
PVA indica que as membranas compostas sdo mais duraveis em ambiente Umido. E sdo capazes
de evitar a transferéncia de agua entre o alimento e o ambiente. Um alto valor de PVA pode
levar a deterioracdo microbiana do alimento (DIXON, 2011). Pois a migracao do vapor de agua
é um dos principais fatores de alteracdo da qualidade sensorial. A atividade enzimaética ou

reacOes quimicas nos alimentos, propriedades de textura e estabilidade microbiana e fisica em



71

produtos alimenticios séo fortemente influenciadas pelo contelido de umidade e podem mudar
drasticamente as caracteristicas do alimento (SHIMAZU; MALI; GROSSMANN, 2007).

De acordo com Farhan e Hani (2017), os filmes com menor espessura, possuem menor
permeabilidade ao vapor de agua, sendo compostos também por uma menor quantidade de
biopolimeros. Para obteng&o de filmes comestiveis, € necessario que 0s mesmos tenham baixa
espessura, para que nao causem repudio ao consumidor final e também apresentem parametros

satisfatorio em todos 0s quesitos, sensoriais e microbiologicos.

Tabela 10 - Variaveis dependentes do delineamento Box-Behnken

Variaveis PVA (g.mm/m2.h.kPa) Espessura (mm)
1 3,593+0,573? 0,061+0,00132bcd
2 2,562+0,296°¢% 0,060+0,0052b¢d
3 3,048+0,328%¢ 0,056+0,001°%
4 1,916+0,083¢ 0,039+0,001
5 1,948+0,080% 0,055+0,004°%
6 3,093+0,426°% 0,060+0,002°
7 2,648+0,1843bcde 0,067+0,0042%
8 2,505+0,301°4 0,059+0,006°*
9 2,623+0,0900cde 0,074+0,006%
10 2,69620,0762°d 0,053+0,002¢%f
11 3,492+0,662% 0,073+0,015%
12 2,180+0,257¢¢ 0,043+0,003¢f
13 2,755+0,26320cde 0,054+0,007 ¢
14 2,804+0,1303bcde 0,051+0,001%f
15 2,890+0,238%0% 0,075+0,0012

Fonte: Elaborada pelo autor.

abcdet| etras distintas na mesma coluna indicam diferenca pelo teste de Tukey a 5%

14.4 Ensaio antimicrobiano

Os resultados dos testes antibacterianos indicaram que o filme ACO produzido com
1,5% de bleo essencial de S. aromaticum, apresentou halo apenas contra a bactéria E. coli, com
diametro de 3,6 mm (Tabela 11). Porém, observa-se que o filme inibiu o crescimento

microbiano de S. aureus e Salmonella sp. na area de contato com o meio de cultura (Figura 8b).
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Tabela 11 - Halo de inibicédo do filme ACO contra as cepas de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Salmonella sp.

Bactérias Halo de inibicdo (mm)
Escherichia coli ATCC 25922 3,6
Staphylococcus aureus ATCC 25923 -

Salmonella sp. -

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 8 - Halo de inibicdo a: E. coli, b: S. aureus e Salmonella sp.

Fonte: Elaborada pelo autor

Em estudo realizado por Odjo et al. (2022), avaliando filme de quitosana contendo 6leo
essencial de limédo, puderam observar efeito antifingico com halo de inibicdo de 11 e 20 mm,
respectivamente, contra fungos Candida albicans e Penicillium roqueforti. Galino et al. (2019),
ao estudar a atividade antimicrobiana de filmes comestiveis de gelatina e quitosana adicionados
de dleo essencial de orégano e alecrim, frente a Staphylococcus aureus (ATCC 25922) e
Escherichia coli (ATCC 35218), utilizando filme de didametro de 1,5 cm, observaram valores
de 47 e 30 mm respectivamente, para orégano e de 20 e 18 mm, respectivamente para alecrim.
Comparando esses estudos com a pesquisa atual a atividade antimicrobiana do filme com 6leo

essencial de S. aromaticum é satisfatoria.

15 CONCLUSAO

O filme contendo 3,25% alginato, 4,00% glicerol e 0,10% de CB, é o mais indicado para
utilizagdo como embalagem de embutidos carneos. O filme de alginato de sodio e celulose
bacteriana contendo 0Oleo essencial de S. aromaticum, apresenta potencial antimicrobiana frente
as cepas de E. coli, S. aureus e Salmonella sp., sendo considerado promissor para utilizagdo na
fabricacdo de embalagens ativas, contribuindo com a seguranga microbioldgica e manutengéo

das caracteristicas sensoriais.
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