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RESUMO

Os produtos carneos sdo classificados como alimentos pereciveis e possuem condi¢des
favoraveis para a multiplicacdo de microrganismos como a Listeria monocytogenes, um
importante patogeno associado a alimentos prontos para consumo. Os Oleos Essenciais (OEs)
sdo antimicrobianos naturais promissores para uso na industria, mas seu sabor e aroma
caracteristicos podem prejudicar a aceitacdo pelo consumidor. Assim, neste estudo avaliou-se
o potencial anti-Listeria de OEs de canela e orégano isolados e combinados, testados em matriz
carnea de forma encapsulada. O tratamento mais eficiente aplicado em salame tipo Italiano,
verificando a aceitabilidade do consumidor. Inicialmente os OEs de canela e orégano isolados
e combinados foram avaliados em ensaios de Agar Difusdo e Concentracdo Inibitdria Minima
(CIM) com as seguintes proporg¢des estabelecidas: 100% orégano (T1), 100% canela (T2), 80%
orégano/20% canela (T3), 50% orégano/50% canela (T4), 20% orégano/80% canela (T5). O
tratamento mais eficaz foi avaliado por cromatografia gasosa (T4 — 50:50) e de forma isolada,
avaliando a composic¢ao de cada OE e o sinergismo em OEs combinados. A combinagdo de OE
com melhor acdo anti-Listeria foi encapsulada por coacervagao simples com alginato de sédio,
reticulado com cloreto de céalcio em atomizador e liofilizada. As capsulas foram avaliadas
quanto a eficiéncia de encapsula¢do (EE), morfologia e agdo contra L. monocytogenes em
matriz carnea com concentracdes de 1,5%, 2%, 2,5% e 3%. As cépsulas de alginato de sodio
vazias (TA) ou com OE (50% canela/50% orégano - TOE) foram adicionadas em salames do
tipo italiano, uma amostra controle sem céapsulas (C) também foi produzida. Os salames foram
avaliados quanto as propriedades tecnoldgicas e microbiologicas além da avaliagdo sensorial.
Os principais componentes encontrados nos OE de canela e orégano foram cinamaldeido
(85.55%) e carvacrol (91.1%), respectivamente. Todos os tratamentos mostraram inibi¢ao de
L. monocytogenes no Agar Difusdo e inibigdo com a aplicacao de até 3 mg/mL na CIM. O T4
(50% orégano/50% canela) apresentou melhor atividade anti-Listeria e foi selecionado para ser
encapsulado, com EE de 98,36%. Quando aplicados em matriz carnea formulada como salame
tipo Italiano o tratamento com 2% de cépsula mostrou reducdo significativa da L.
monocytogenes em relagao ao controle. O indice de aceitabilidade das amostras de salame TOE
foi de 58,67%, enquanto de 84,99% para a amostra controle e 82,75% para as amostras apenas
com capsulas de alginato e os atributos encontrados na CATA foram sabor amargo e picante,
odor acido, textura seca, odor e sabor de esséncia. Os OE combinados apresentaram potencial
anti-Listeria ¢ a técnica de microencapsulacdo permitiu alta eficiéncia de encapsulagao.
Entretanto, para melhorar a aceitabilidade do produto adicionado de OE podem ser necessarias
outras técnicas de aplicagdo, encapsulagdo e liberagao de OE, bem como uma ampliacao do
periodo de armazenagem dos alimentos com este tratamento.

Palavras-chave: Alginato de s6dio. Encapsulacdo. /n situ.



ABSTRACT

Meat products are classified as perishable foods and have favorable conditions for the
multiplication of microorganisms such as Listeria monocytogenes, an important pathogen
associated with ready-to-eat foods. Essential Oils (OEs) are promising natural antimicrobials
for use in industry, but their characteristic flavor and aroma can impair consumer acceptance.
Thus, in this study, the anti-Listeria potential of isolated and combined cinnamon and oregano
OEs was evaluated, tested in an encapsulated meat matrix. The most efficient treatment applied
to Italian type salami, checking consumer acceptability. Initially the isolated and combined OEs
of cinnamon and oregano were evaluated in assays of Agar Diffusion and Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) with the following proportions established: 100% oregano (T1), 100%
cinnamon (T2), 80% oregano / 20% cinnamon (T3), 50% oregano / 50% cinnamon (T4), 20%
oregano / 80% cinnamon (T5). The most effective treatment was evaluated by gas
chromatography (T4 - 50:50) and in isolation, evaluating the composition of each OE and the
synergism in OEs combined. The combination of OE with the best anti-Listeria action was
encapsulated by simple coacervation with sodium alginate, cross-linked with calcium chloride
in an atomizer and lyophilized. The capsules were evaluated for encapsulation efficiency (EE),
morphology and action against L. monocytogenes in a meat matrix with concentrations of 1.5%,
2%, 2.5% and 3%. Empty sodium alginate (TA) or OE (50% cinnamon / 50% oregano - TOE)
capsules were added to Italian type salamis, a control sample without capsules (C) was also
produced. Salamis were evaluated for technological and microbiological properties in addition
to sensory evaluation. The main components found in cinnamon and oregano OE were
cinnamaldehyde (85.55%) and carvacrol (91.1%), respectively. All treatments showed
inhibition of L. monocytogenes in Agar Diffusion and inhibition with the application of up to
0.3 mg / mL in MIC. T4 (50% oregano / 50% cinnamon) showed the best anti-Listeria activity
and was selected to be encapsulated, with an EE of 98.36%. When applied to meat matrix
formulated as Italian type salami, the treatment with 2% capsule showed a significant reduction
of L. monocytogenes in relation to the control. The acceptability index of TOE salami samples
was 58.67%, while 84.99% for the control sample and 82.75% for the samples with only
alginate capsules and the attributes found in CATA were bitter and spicy taste , acidic odor, dry
texture, odor and essence flavor. The combined OE showed anti-Listeria potential and the
microencapsulation technique allowed for high encapsulation efficiency. However, to improve
the acceptability of the product added with OE, other techniques of application, encapsulation
and release of OE may be necessary, as well as an extension of the food storage period with
this treatment.

Keywords: Sodium alginate. Encapsulation. /n situ.
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1 INTRODUCAO

Os alimentos prontos para consumo a base de carne possuem meios que permitem a
proliferagdo da L. monocytogenes, uma bactéria capaz de causar listeriose, uma doenga
veiculada por alimentos (DVA) de alta letalidade, capaz de sobreviver em baixas temperaturas
e embalagens a vacuo (SAGOO et al., 2007; LIANOU; SOFOS, 2007). Com o aumento da
populacdo mundial o consumo médio global de carne per capita cresceu 75%, quadruplicando
a producdo de carne (FAO, 2017; MILFORD et al., 2019), indicando a necessidade de maiores
cuidados com seguranga desses produtos.

O interesse por produtos sem aditivos artificiais vem crescendo entre os consumidores
e a adicdo de substancias naturais com propriedades antimicrobianas sdo alternativas
importantes. Os Oleos essenciais (OE) possuem compostos antimicrobianos com agao
comprovada frente a L. monocytogenes (CALO et al., 2015; CASTRO et al., 2017). Porém,
possuem desvantagens como alta volatilidade e propriedades organolépticas caracteristicas, que
podem interferir na aceitabilidade de um produto alimenticio (MERINO et al., 2019).

Assim, a microencapsulagdo pode ser uma alternativa de protecdo e estabilidade para os
compostos bioativos bem como para mascarar alteragdes sensoriais como sabor adstringente e
amargo (BALLESTEROS et al., 2017).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial anti-Listeria em matriz carnea de OE
de canela e orégano isolados, combinados e encapsulados, e a aplicagdo destes em salame tipo
Italiano, verificando a aceitabilidade do consumidor.

Para alcancar o objetivo principal, os seguintes objetivos especificos foram delineados:

a) Verificar o potencial anti-Listeria de OE de canela e orégano isolados e combinados;

b) Realizar a microencapsulacdo dos OE por coacervagdo simples utilizando alginato de
sodio e cloreto de célcio para reticulagdo

c¢) Verificar a eficiéncia de encapsulagdo (EE) dos OE encapsulados;

d) Aplicar as capsulas de OE frente a L. monocytogenes em matriz carnea e salame tipo

Italiano;

e) Realizar as andlises microbioldgicas, fisico quimicas das formulagdes para

posteriormente avaliar a aceitacao sensorial dos salames formulados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BACTERIAS DO GENERO Listeria

A Listeria spp. € uma bactéria Gram-positiva com formato de bastonete ¢ o género
compreende seis espécies: L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L. welshimeri, L. seeligeri
e L. grayi (MCLAUCHLIN, 1997). Microrganismos psicrotroficos e anaerobicos facultativos,
como a L. monocytogenes, sdo capazes de sobreviver e proliferar sob baixas temperaturas, em
produtos embalados a vacuo ou atmosfera modificada, indicando que a bactéria pode se
multiplicar durante o armazenamento do produto (SAGOO et al., 2007; LIANOU; SOFOS,
2007).

A espécie Listeria ¢ um dos principais patdogenos alimentares para humanos. O
microrganismo consegue suportar diferentes tensdes fisico-quimicas e pode persistir em
diversos ambientes. A alta tolerancia ao estresse ¢ caracteristica e permite a0 mesmo persistir
em ambientes de processamento de alimentos bem como no trato gastrointestinal dos
hospedeiros e, subsequentemente, causar doencas (STRATAKOS et al., 2020;
CHATURONGAKUL et al., 2008). Também se destaca por sua capacidade de sobreviver e
multiplicar em baixas temperaturas e tolerar ambientes salinos (EFSA, 2018).

Bactérias do género L. monocytogenes podem ser encontradas em alimentos crus e
processados, contaminados apds o processamento. Nao forma esporos e ¢ facilmente eliminada
por cozimento padrao (70 ° C), porém, devido a crescente popularidade dos produtos prontos
para o consumo, o patdgeno encontra condigdes para disseminacdo, o que mostra a importancia
de controlar a presenga desse microrganismo na industria de alimentos (LIANOU et al., 2007,
ZUNABOVIC; DOMIG; KNEIFEL, 2011).

O microrganismo estd amplamente distribuido no ambiente, solo, vegetacao, aguas
superficiais e residuais, adubos agricolas, assim como em alimentos (BUCHANAN et al.,
2017). Queijos e carnes prontas para consumo sdo alimentos de alto risco, mas, a L.
monocytogenes também ¢ encontrada em diversos alimentos, incluindo frutas e vegetais
(SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT, 2007).

Alimentos como carne, aves ¢ produtos lacteos t€ém sido mais frequentemente
associados aos surtos de listeriose, que geralmente estdo ligados a erros nas fabricas de
processamento de alimentos, como maquinas de corte contaminadas, seguidos por

oportunidades de crescimento da bactéria (TODD; NOTERMANS, 2011).
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Em 2017 na Unido Europeia, a ocorréncia de L. monocytogenes foi mais elevada em
pescados (6%), seguido por saladas (4,2%), produtos carneos (1,8%), queijos (1%), frutas e
legumes (0,6%) (EFSA; ECDC, 2018). A L. monocytogenes ¢ considerada um problema de
saude global, sendo reconhecida como o principal agente causador da listeriose, uma infec¢ao
grave transmitida por alimentos contaminados, que embora tenha incidéncia baixa, apresenta
altas taxas de hospitalizacao e mortalidade (BUCHANAN et al., 2017; MCLAUCHLIN, 1997,
WHO, 2018; EFSA; ECDC, 2018).

A listeriose foi descrita como uma epidemia pela primeira vez em 1926, sendo
observada em animais de laboratério (MURRAY et al., 1926). E uma doenca invasiva que afeta
principalmente recém-nascidos e gestantes, podendo ocorrer perda fetal, prematuridade ou
infeccdo neonatal em 80% dos casos. Idosos e individuos imunocomprometidos também estao
entre os principais grupos de incidéncia (CHARLIER et al., 2019; BUCHANAN et al., 2017;).

Os sintomas clinicos incluem febre (83%), sindrome da gripe (35%) e mais raramente
diarreia (8%). A manifestacao da gastroenterite também ¢ comum, mas a doenga pode resultar
em complica¢des como sepse, meningite e morte (BERTHOLOM, 2018). Um estudo realizado
em hospitais na Dinamarca avaliou o tratamento com antibidticos e a mortalidade de pacientes
(20 a 30%), e os fatores de risco significativos para a mortalidade 30 dias ap6s o diagnostico,
foram sepse, estado mental alterado e tratamento inadequado (THONNINGS et al., 2016).

As causas mais graves da doenca ocorrem, pois o patdogeno possuir viruléncia com
capacidade de contornar barreiras fisioldgicas e ciclo intracelular altamente complexo,
passando por etapas como adesdo, invasdao das células hospedeiras, multiplicacdo com alta
motilidade e por este motivo, disseminacdo intercelular para diferentes tecidos do corpo
(CAMEIJO et al., 2011).

Em 2011, foram registrados 1470 casos na Unido Europeia, com taxa de mortalidade de
12,7% (EFSA, 2018). Eventos mais recentes ocorreram em larga escala, como o surto na Africa
do Sul entre 2017 e 2018, o maior surto de L. monocytogenes registrado até o momento, com
cerca de 1000 casos confirmados e mais de 200 mortes (ALLAM et al., 2018).

Para impedir a listeriose, a abordagem basica ¢ garantir a seguranca do alimento,
minimizando a carga microbiologica inicial ou inibindo a multiplicagdo dos microrganismos
no alimento, através de processos de higienizacao eficiente e cuidados com pds-processo, como
producao e armazenamento. Além desses fatores, uma medida para reduzir os riscos de
proliferagdo do contaminante é a adicdo conservantes em produtos prontos para consumo

(NERIN et al., 2017; YILDIRIM et al., 2018; MEJLHOLM et al., 2010).
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2.2 L. monocytogenes EM PRODUTOS CARNEOS PRONTOS PARA CONSUMO

Produtos carneos prontos para consumo, como salsichas, presunto cozido e salame, nao
necessitam de aquecimento prévio ao consumo, fator que eliminaria microrganismos. Caso
estejam contaminados por patdgenos, esses alimentos podem causar doengas veiculadas por
alimentos (DV As), uma das principais formas de contaminacao para seres humanos (SAGOO
et al., 2007; LIANOU; SOFOS, 2007).

Os alimentos prontos para consumo a base de carne estdo dentre os mais associados a
L. monocytogenes. As carnes e produtos a base de carne, peixe e produtos a base de peixe e
leite e produtos lacteos, podem permitir a proliferacdo de L. monocytogenes e quando
consumidos por pessoas altamente suscetiveis t€ém o potencial de contribuir com a doenga
(EFSA; BIOHAZ, 2018).

Gomez et al. (2015) analisaram 129 amostras de produtos carneos prontos para consumo
e detectaram que 17,17% das amostras estavam contaminadas por L. monocytogenes. Outro
estudo realizado em 10 industrias mostrou presenga da bactéria em 7 delas, sendo 25% (5/20)
em amostras de alimentos, 20% (6/30) em supertficies em uso ¢ 10% (3/30) em superficies
higienizadas (HENRIQUES; GAMA; FRANQUEZA, 2017).

Em uma pesquisa sobre prevaléncia de L. monocytogenes na categoria “produtos a base
de carne e pastelaria embalados” foram analisadas 220 amostras, das quais 6% apresentaram L.
monocytogenes. Ja no grupo de “produtos de carne fatiados e abertos” foram analisadas 200
amostras sendo 17% contaminadas por L. monocytogenes (GARRIDO; VITAS; GARCIA-
JALON, 2009).

Segundo a OCDE- FAO (2014), a proje¢ao de consumo de proteina animal aumentara
até 2024. Por este motivo, o controle da seguranca alimentar ¢ extremamente importante. Além
disso, métodos alternativos de conservagao estdo sendo estudados para prolongar a vida util
desses produtos reduzindo conservantes atuais como nitrito e nitrato de sodio ou potassio, de
forma mais natural, atendendo a demanda do consumidor por produtos mais saudaveis

(BRASIL, 2019; OCDE- FAO, 2014).

2.3 OLEOS ESSENCIAIS

Atualmente, os consumidores estdo mais exigentes, preferindo alimentos naturais e
evitando produtos quimicos artificiais que possam prejudicar a saide, como os antimicrobianos
e conservantes nos alimentos. Consequentemente, ha um crescente interesse em meios naturais
como alternativa para substituir os antimicrobianos convencionais, prolongando a validade e

combatendo os patdogenos transmitidos por alimentos. Por isso, estd cada vez mais presente o
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uso de compostos naturais como Oleos essenciais (OE) para controle de microrganismos
(CALOcetal.,2015; CASTRO etal., 2017). Também, a crescente resisténcia de microrganismos
aos antimicrobianos, requerem o desenvolvimento de novas estratégias, mais eficientes
(SAKKAS; PAPADOPOULOU, 2017).

Os OE se encaixam neste contexto, pois estudos relatam a acdo antimicrobiana e
antioxidante dos mesmos frente a diferentes microrganismos nocivos, além de reduzir a
degradacdo de compostos bioativos e manter a qualidade nutricional do alimento (POPOVIC-
DJORDIJEVIC et al., 2019; RAEISI et al., 2016; BOR et al., 2016; GUPTA et al., 2016).

Existem registros do uso de OE na aromaterapia e medicina herbal desde 4500 a.C,
sendo utilizados historicamente em diversos segmentos, como tintas, aromas alimenticios,
perfumes, produtos de limpeza e medicamentos (PLANTA et al., 2019). Os 6leos de plantas
sdo extremamente volateis em condi¢des normais, comumente encontrados nas folhas, frutas,
raizes, troncos, cascas, caules e flores, sendo que sua composicao e poténcia variam conforme
a parte da planta extraida. Quimicamente, os OEs sdo divididos em compostos terpénicos e
aromaticos, sao uma combina¢do de hidrocarbonetos (compostos terpenos, mono, sesqui €
diterpenos), alcoois, acidos, ésteres, epoxidos, fendis, cetonas, aminas, sulfetos e aldeidos,
sendo que um 6leo pode possuir de 80 a 300 hidrocarbonetos diferentes (PLANTA et al., 2019;
RIOS, 2016; ALI et al., 2015; CALO et al., 2015; BAKKALI, 2008).

Os OE sao hidrofobicos, responsaveis pelo rompimento das estruturas bacterianas, pois
a parede celular de peptidoglicano das bactérias Gram-positivas permite que moléculas
hidrofobicas penetrem em seu ambiente interno e os OEs dissolvem a membrana citoplasmatica
dos microrganismos. Assim, a acdo dos OEs tem basicamente os seguintes mecanismos:
degradagao da parede celular e da membrana citoplasmatica, coagulagao do citoplasma, difusdo
através da dupla camada lipidica da membrana e alteracdo da permeabilidade e funcao
bacteriana (GHOSH; MUKHERJEE; CHANDRASEKARAN, 2014; NAZZARO et al., 2013).

O efeito do OE nas bactérias esta demostrado na Figura 1.
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Figura 1 - Efeito do 6leo essencial nas bactérias
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Fonte: Rao et al. (2019)

Um estudo comparativo com 28 6leos essenciais com efeito frente a Escherichia coli,
L. monocytogenes, Salmonella Typhimurium e Staphylococcus aureus, mostrou como mais
efetivos o OE de orégano (Origanum heracleoticum), casca da canela (Cinnamomum verum),
segurelha-das-montanhas  (Satureja montana, Thymbra capitata) e canela-chinesa
(Corydothymus capitatus, Cinnamomum cassia). Os autores observaram Oleos com menor
potencial contra esses microrganismos como tomilho (Thymus vulgaris thymoliferum, Thymus
serpyllum, Thymus satureioides), cravo da india (Eugenia caryophyllus), pimenta da Jamaica
(Pimenta dioica), folha da canela (Cinnamomum verum) e capim limao (Cymbopogon martinii)
(OUSSALAHA et al., 2007).

Raeisi et al. (2016) realizaram um estudo comparativo entre 6leos essenciais (canela e
alecrim) com diferentes combinacgdes e revestidos com alginato e tratados com nisina com
atividades frente a L. monocytogenes, revelando a combinagao de 6leos de canela e alecrim com
efeito antimicrobiano mais elevado.

O oleo essencial de Hibiscus surratensis L. calyces, por exemplo, possui efeito
antibacteriano potente contra L. monocytogenes € em menor eficacia contra S. aureus ¢ E. coli
(ACARKA, 2019). Em 2018, um estudo realizado por Cui et al., comprovou que o 6leo de
cravo possui a¢do sobre a L. monocytogenes devido ao eugenol, seu principal componente que
possui propriedades antifiingicas, anestésicas e antissépticas. O eugenol altera a estrutura da

bactéria, causando danos irreversiveis a membrana celular, mudando seu DNA e afetando o



19

metabolismo respiratorio por interferir nos metabolitos e enzimas-chave do ciclo do acido
tricarboxilico (TCA) (CUI et al., 2018).

Em uma pesquisa realizada com salmao foram avaliados os OE de limao, capim-limao,
lima, alho, cebola, orégano, tomilho e alecrim frente a L. monocytogenes, onde o 6leo de
orégano mostrou maior atividade bactericida (PEDROS-GARRIDO et al., 2020). Outro estudo
com 39 Oleos contra L. monocytogenes, mostrou a agao de 6leos de gardénia, cedro, louro, broto
de cravo, orégano, canela, pimenta-da-jamaica, tomilho e patchouli mais efetiva (FRIEDMAN
et al., 2002).

Barbosa et al. (2016) testou os 6leos de orégano e alecrim em vegetais minimamente
processados, sendo que o orégano mostrou efeitos inibitdrios mais elevados frente a L.
monocytogenes em comparagao com o alecrim. Na avaliagdo de 21 6leos essenciais contra L.
monocytogenes e Salmonella in vitro, verificou-se que os mais eficazes foram orégano, canela,
cravo, tomilho vermelho e melaleuca. Em particular, a canela e o orégano mostraram maior

atividade contra as linhagens de L. monocytogenes (MAZZARRINO et al., 2015).

2.3.1 Oleos essenciais de orégano (Origanum vulgare L.) e de canela (Cinnamomum spp.)

O oleo essencial de orégano ¢ um aditivo alimentar aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) para uso em alimentos e bebidas, e reconhecido como geralmente seguro
“GRAS” (FDA, 2018). O OE de orégano possui propriedades antioxidantes que retardam a
degradacao oxidativa dos lipideos em alimentos gordurosos e eliminam radicais livres. Além
disso, o OF de orégano ¢ um dos agentes antioxidantes e antimicrobianos mais eficazes, uma
Otima opcdo para as industrias que necessitam de alternativas naturais para substituir os
conservantes e garantir a qualidade e seguranca dos alimentos (ORTEGA-RAMIREZ et al.,
2016).

Esses efeitos podem ser atribuidos ao alto teor de compostos fendlicos, incluindo
carvacrol, y-terpineno e timol (MECHERGUIA et al., 2016). Entre as substancias quimicas do
OE de orégano, o carvacrol ¢ o principal componente e um dos mais eficazes, apresentando
atividade microbiana de amplo espectro frente & microrganismos deteriorantes e patogénicos
transmitidos por alimentos, como a L. monocytogenes (SOUZA et al., 2016; FIELD et al.,
2015).

Os efeitos benéficos do carvacrol em terapias combinadas com outros fito compostos
potencializam a atividade antimicrobiana, promovendo o uso de OE em concentragdes mais
baixas, minimizando os efeitos sensoriais adversos quando aplicados como conservantes nos

alimentos (MARINELLI et al., 2018).
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A canela por outro lado, ¢ uma especiaria obtida da casca das espécies arboreas do
género Cinnamomum, pertencente a familia Lauraceae. A presenga de compostos fenolicos e
volateis no 6leo essencial de canela fornece o sabor e 0 aroma caracteristicos deste condimento
(PHAM et al., 2019; OOI et al., 2006).

O OE de canela tem compostos importantes como cinamaldeido, acetato de cinamil,
eugenol, linalol e canfora, que apresentam atividade bioldgica, inibindo o crescimento
microbiano (CARDOSO-UGARTE; LOPEZ-MALO; SOSA-MORALES, 2016). O OE de
canela ¢ eficaz na preservacdo de alimentos e produtos derivados devido as suas propriedades
atribuidas ao seu principal composto denominado cinamaldeido (NOSHIRVANI et al., 2017).
O cinamaldeido apresenta cerca de 80% da composicao do OE, podendo superar 90% do OE
em alguns casos (SIMIONATO et al., 2019; MAZZARRINO et al., 2015). O 6leo de canela
tem efeito antimicrobiano de amplo espectro, com propriedades naturais e seguras, 0 que o
tornaria ideal para utilizagdo em varios segmentos (PAUDEL; BHARGAVA; KOTTURI,
2019).

Porém, os 6leos essenciais em geral apresentam desvantagens, como alta volatilidade,
insolubilidade em dgua e aroma intenso, gerando propriedades organolépticas desagradaveis
quando aplicadas em produtos alimenticios (MERINO et al., 2019). Os principais componentes

dos OE antimicrobianos sdo aromaticos, conforme apresentado na Figura 2:

Figura 2 - Estruturas de componentes aromaticos de OE antimicrobianos
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Fonte: Marinelli et al. (2018).

Outra desvantagem dos OE seria que a atividade antioxidante das substancias bioativas
podem ser influenciadas negativamente por sua degradagdo, devido a luz, temperatura,
oxigénio, umidade e presenca de ligagdes ndo saturadas nas estruturas moleculares. Por estes
motivos, a microencapsulacdo ¢ uma tecnologia alternativa para melhorar o armazenamento e

estabilidade dos compostos bioativos, além de proporcionar a aplicagdo com um avango na
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questado sensorial ao mascarar o sabor amargo e a adstringéncia dos polifendis

(BALLESTEROS et al., 2017).

2.4 MICROENCAPSULACAO

A industria de alimentos e o consumidor final buscam alternativas que estendam a vida
util dos alimentos com a manutengdo do sabor e de suas caracteristicas nutricionais além do
controle de microrganismos patogénicos e deteriorantes. Uma das formas de controlar estes
microrganismos ¢ a aplicagdo de compostos naturais, como extratos de plantas e Oleos
essenciais. Entretanto, estes podem conferir alteragdes organolépticas indesejaveis nos
alimentos e a microencapsula¢do auxilia na estabilidade do nticleo e mascara o sabor amargo
dos OEs (BALLESTEROS et al., 2017).

A encapsulacdo foi desenvolvida para a estabilizacdo, solubilizacdo e liberacdo
controlada de compostos. E um processo pela qual determinado material ou uma combinagio
de materiais sdo revestidos por outro material ou sistema. De forma simplificada, ¢ um meio de
empacotar, separar ¢ armazenar substdncias em capsulas microscopicas para aplicagdo e
posterior liberagao (PELLICER, 2019; GUPTA et al., 2016; SOBEL et al., 2014). O material
externo ¢ denominado agente encapsulante enquanto que o ingrediente interno € o material ativo

(GUPTA et al., 2016), conforme a Figura 3.

Figura 3 - Exemplos de capsulas
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Fonte: Copiado de Jafari et al., (2008).

O estudo da microencapsulacao ¢ dividido em duas categorias, denominadas cépsulas e
esferas, sendo ambas amplamente aplicadas na industria e atendendo legislagdes implantadas
por orgaos reguladores (SOBEL et al., 2014). Os métodos mais comuns de preparagdo das

capsulas sao: atomizagao, revestimento por pulverizagdo, co-extrusao e sistemas baseados em
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emulsdo. A selecao adequada do método depende do processo e dos parametros especificos da
funcdo da capsula (OXLEY, 2014). Os principais métodos estdao divididos em fisicos, quimicos

e fisico-quimicos (Figura 4).

Figura 4 - Métodos de microencapsulacao
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Fonte: Adaptado de Ozkan et al. (2019).

Como cada método possui vantagens e desvantagens, a selecdo do processo de
microencapsulagdo estd relacionada principalmente com a fungdo, incluindo termo
sensibilidade e solubilidade dos compostos ativos (OZKAN et al., 2019). A técnica de
coacervagdo, por exemplo, possui alta eficiéncia de encapsulagdo, redu¢do de perdas na
evaporacdo e degradacdo térmica, além de boa estabilidade no controle da liberagdo de
materiais ativos (TANEJA; SINGH, 2012).

A morfologia da cépsula ¢ o estudo da forma, porosidade e integridade das particulas.
Fatores como materiais de parede, nicleo ativo e técnica utilizada para microencapsulacdo irdo
interferir na forma (GOMEZ et al., 2018). A morfologia das particulas podem ser observadas

na Figura 5.

Figura 5 - Morfologia das particulas
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Fonte: Vasisht, (2014).
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A escolha do material de parede ¢ um fator importante, pois ira proteger o material ativo
e a integridade do nucleo. Fatores externos que podem degradar o material nuclear e que,
portanto, devem ser considerados em processos de microencapsulagdo sdo, quantidade de dgua
e oxigénio, pressdo de compressdo, calor e luminosidade. A Tabela 1 relaciona a morfologia
com a qualidade da prote¢ao do material nuclear frente a fatores externos como oxigénio, agua,

pressao, calor e luz.

Tabela 1 - Morfologia relacionada com a qualidade da protegdo do material nuclear frente a fatores externos

Fatores externos

Morfologia 7

Oxigénio Agua Pressao Calor Luz
Irregular Razoavel Razoavel Excelente Boa Excelente
Nucleo concha Boa Boa Ruim Razoavel Bom
Multinuclear Excelente Excelente  Razoavel Bom Bom
Matriz insoluvel Razoavel Razoavel Bom Ruim Razoavel
Matriz soluvel Ruim Ruim Excelente Ruim Ruim

Fonte: Vasisht, (2014).

2.4.1 AGENTES ENCAPSULANTES

O agente encapsulante deve ser selecionado considerando algumas caracteristicas
importantes, tais como: nao alterar a atividade do 6leo encapsulado, mecanismo de liberacao e
condi¢des de secagem. O material de parede deve apresentar qualidade alimentar e alta
solubilidade em agua, tendo em vista que o processo ¢ realizado utilizando formulagdes
aquosas. O material também deve apresentar boa emulsdo, sendo necessario ter baixa
viscosidade (RODRIGUEZ et al., 2016).

Dentre os agentes encapsulantes destacam-se o alginato de sdédio, um polissacarideo
derivado de algas marrons como a Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera e Ascophyllum
nodosum. Esse biopolimero ¢ composto por unidades de acidoa-1,4-1-gururdnico e 4cido B-1,4-
d-manurunico, disponivel em diferentes graus, dependendo da pureza. Embora possa ser
produzido por fontes bacterianas, esta comercialmente disponivel a partir de algas, na forma de
sal, como o alginato de s6dio (CAETANO; ALMEIDA; GONCALVES, 2016). A Figura 6,

apresenta a estrutura molecular do alginato.
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Figura 6 - Estrutura molecular do alginato
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Possui em sua estrutura grupos carboxilicos conferindo ao polimero uma sensibilidade
ao pH externo. No pH abaixo de 3,4, os grupos de &cidos carboxilicos apresentam-se na forma
ndo ionizada (COOH), formando uma estrutura insoluvel. Para pH acima de 4,4, o grupo
carboxilico torna-se ionizado (COQO-), resultando em um aumento da repulsdo eletrostatica
dessas cargas negativas, causando expansdo da cadeia polimérica e inchago da matriz
hidrofilica. O material ¢ liberado totalmente quando o pH se aproxima a 7,4, conforme Figura

7 (AGUERO et al., 2015; AGUERO et al., 2017).

Figura 7 - Ilustragdo esquematica da resposta ao estimulo do pH de microparticulas de alginato
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Fonte: Aguero et al., 2017

A cépsula de alginato pode ser reticulada em cadeias poliméricas de maneira fisica ou
quimica. Os cétions possuem importante forca de reticulagdo do alginato, seguindo a ordem:
cations trivalentes chumbo (Pb 2+), cobre (Cu ?+), cddmio (Cd %+), bario (Ba +), estroncio (Sr
2+) e calcio (Ca 2+). Embora o ion Ca 2+ ndo possua a maior for¢a de interagdo, € o mais
utilizado, devido a aceitabilidade do célcio pelo organismo humano, regulando processos
fisioldgicos e sendo o principal componente do sistema esquelético, bem como na regulagdo de

varios processos fisiologicos. Os cations Sr 2+ e Ba 2+ também sdo considerados agentes
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reticulantes, porém o uso de Pb 2+, Cu 2+ ¢ Cd 2+ ¢ limitado, devido a toxicidade (LEE;
MOONEY, 2012; MOREIRA et al., 2014).

A tendéncia persiste na reticulagdo idnica, oferecendo métodos adequados para
encapsulacdo de substancias ativas, preservando atividade bioldgica para aplicacdo pratica.
Desta forma, o cloreto de célcio ¢ um excelente ion para fins de encapsulagao (VENKATESAN

etal., 2015; DIANAWATI; MISHIRA; SHAH, 2012).

2.4.2 COACERVACAO SIMPLES

Coacervagao ¢ um termo usado para o processo de separacdo de fase, induzida pela
alteragcdo do ambiente em condigdes controladas. A técnica pode ser definida como um sistema
coloidal, envolvendo separagdo induzida de uma fase polimérica homogénea, por influéncia de
fatores como pH, forga idnica, temperatura e solubilidade, que forma duas fases liquidas
imisciveis. Nesse processo, uma fase € rica em coldides (fase coacervada) e outra, com poucos
coldides, conhecida como fase de equilibrio (NAIRM, 1995; XIAO et al., 2014).

A coacervagao geralmente ¢ dividida em coacervagao simples e coacervagao complexa.
A coacervacao simples envolve um tipo de macromolécula ou surfactante e pode ser induzida
pela adi¢do de alcoois e sais ou pelo aumento de temperatura (ZHAO; WANG, 2017).

A técnica ¢ uma Otima escolha para microencapsulacdo, devido a eficiéncia de
encapsulacdo do principio ativo e processamento em temperatura ambiente. As capsulas sdo
envoltas por uma matriz, protegendo o nticleo contra danos causados por fatores externos como
luz, umidade e oxidacdo (AUGUSTIN; SANGUANSRI; BODE 2006).

De modo geral, o processo de coacervagdo consiste em trés etapas basicas:
emulsificacdo, coacerva¢do e formacdo e/ou endurecimento de conchas. Pode também ser
definida da seguinte forma (YAN; ZHANG, 2014).

1° estagio = dispersao do agente ativo na solugdo polimérica;

2° estagio = separagdo de fases do polimero na solucdo aquosa, com adi¢do de um ndo
solvente;

3° estagio = formagao de um filme com agregados poliméricos ao redor do nucleo;

Embora existam varios métodos de microencapsulagdo, a coacervacao é a opcdo com
maior carga util e melhor eficiéncia de encapsulagdo, com até 99%. Apresenta 6timos resultados
na encapsulacdo de elementos como o6leos, sabores, vitaminas e pigmentos. Outros fatores
importantes sdo sua estabilidade oxidativa, insolubilidade em agua, libera¢dao controlada com
base no estresse mecanico, além da resisténcia ao calor. Além desses fatores, a coacervagao

possui uma grande faixa de variacdo do tamanho de particula, conforme Figura 8.
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Figura 8 - Tamanho de particula versus método de encapsulacio
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Fonte: Oxley, (2014).

Uma pesquisa sobre perfil de liberacdo de capsulas de 6leo de hortela-pimenta mostrou
que cargas elevadas de nucleo diminuem a espessura da parede das capsulas (DONG et al.,
2011). O controle na liberagdo do nucleo das capsulas de coacervacdo esta interligado com
estrutura, tamanho da particula, carga, grau de reticulacdo e meio de dispersao. Também, o
aumento da carga diminui a eficiéncia das capsulas protegerem o nucleo e, como consequéncia,
melhora a taxa de liberacdo do material do nucleo (YEO et al., 2005; BAYOMI, 1998).

Sutaphanit e Chitprasert (2014), citam a utilizagdo da microencapsulacdo por
coacervagdo simples para proteger o 6leo essencial de manjericao da oxidagdo, tendo gelatina
como agente encapsulante. Segundo os autores, sob condi¢des de estocagem a 60°C durante 49
dias, equivalente a 25°C por 18 meses, foram observadas pequenas diminui¢des na taxa de
atividade antioxidante, comprovando o potencial da técnica para aplicagdo em outros
compostos volateis.

Solomon et al. (2012) encapsularam 6leo essencial de citronela com matrizes de gelatina
por coacervacdo simples para produzir repelente de mosquitos, com adi¢ao gradual de uma
solugdo de sulfato de sodio e reticulagao por formaldeido, indicando o método como adequado
para encapsular 6leo essencial além de prolongar sua acao.

Outro estudo mostrou a utilizacdo de capsulas com oleo essencial de capim-limao,
utilizando alcool polivinilico como polimero de parede e reticulado com glutaraldeido. Os
resultados demonstraram que o Oleo essencial ndo foi degradado pelo processo de

microencapsulacdo. Entretanto, os mecanismos responsaveis pela aglomeracdo das cépsulas
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durante a coacervacdo podem reduzir a eficiéncia da encapsulacdo e influenciar as
caracteristicas de liberagao (LEIMANN et al., 2009).

Segundo Dong et al. (2011), para que dleo essencial tenha maior tempo de acdo nos
produtos, a capsula deve possuir caracteristicas apropriadas para libera¢do controlada. Assim,
a principal vantagem da coacervacao simples em relagdo aos outros métodos ¢ a capacidade de

encapsulacdo e utilizagao na liberagao controlada (LEIMANN et al., 2009).
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3 MICROENCAPSULACAO DE OLEOS ESSENCIAIS DE OREGANO
E CANELA COMBINADOS COM ACAO SOBRE Listeria
monocytogenes EM PRODUTO CARNEO.

3.1 INTRODUCAO

Os produtos de origem animal prontos para consumo, como presuntos, salames e queijos
fatiados sdo apreciados pelos consumidores devido a sua praticidade e fécil aquisi¢do. No
entanto, esses produtos também sdo associados a L. monocytogenes, um importante patégeno
causador de doencas veiculadas por alimentos (DVAs). Esses alimentos possuem condic¢des
favoraveis para a proliferacao da bactéria, que suporta altas concentracdes de sal, temperaturas
de refrigeracao e embalagens a vacuo, agravando as possibilidades de contaminacdo ja que estes
produtos ndo necessitam de cocgdo prévia ao consumo (EFSA; BIOHAZ, 2018; SAGOO et al.,
2007; LIANOU; SOFOS, 2007).

A ingestdo de alimentos contaminados por L. monocytogenes pode gerar febre, gripe,
diarreia e gastroenterites, além de complicagdes como sepse € meningite, apresentando altas
taxas de mortalidade (EFSA, 2018; EFSA; BIOHAZ, 2018). Para evitar ou diminuir a
contaminacdo dos alimentos sdo utilizados conservantes, que além da possibilidade de
toxicidade para os consumidores podem induzir a resisténcia bacteriana (SAKKAS;
PAPADOPOULOU, 2017). Assim, a necessidade de alternativas a estes conservantes tem
levado pesquisadores e industria a buscar opgdes mais saudaveis e naturais (CALO et al., 2015;
CASTRO et al., 2017) com ag¢do sobre bactérias tanto patogé€nicas como deteriorantes, sendo o
uso de 6leos essenciais uma alternativa promissora.

Os oleos essenciais (OEs) sao metabdlitos secundarios das plantas com atividade
antioxidante e antimicrobiana (POPOVIC-DJ ORDJEVIC etal., 2019; RAEISI et al., 2016) mas
apresentam algumas desvantagens como aroma pronunciado e elevada volatilidade, reduzindo
sua ac¢do durante o processamento por serem instaveis a alteracdes de luz, temperatura, pH e
oxigénio (GUPTA et al., 2016; ZAKHAROVA et al., 2016). Ainda, podem alterar as
caracteristicas sensoriais quando adicionados em alimentos, necessitando estudos sobre
aceitacdo do consumidor (MERINO et al, 2019). Os OEs de canela e orégano sao
antimicrobianos eficazes, pois possuem como principais compostos o cinamaldeido e carvacrol,

respectivamente (SOUZA et al., 2016; FIELD et al., 2015, PHAM et al., 2019).



29

Uma das formas de proteger os OEs da degradagao e volatilizagcdo ¢ a encapsulacao,
pois os materiais das capsulas protegem os OEs de fatores ambientais, melhorando sua
estabilidade e funcionalidade e controlando sua liberagao com reducao da atividade bacteriana
e reagdes oxidativas, e consequentemente ampliagdo da vida util do produto (KAUSHIK et al.,
2015; SANGUANSRI; AUGUSTIN, 2006). Desta forma, o objetivo foi avaliar a acao anti-
Listeria de OE de orégano e canela, isolados, combinados e microencapsulados, bem como sua

aceitagdo sensorial em salame tipo Italiano.

3.2 MATERIAL E METODOS
O resumo dos métodos encontra-se na Figura 9 conforme a ordem de execugdao do

experimento.

Figura 9 - Resumo da aplicagdo da metodologia.

Atividade Agar difusdo
antimicrobianados OF | ] Concentragdo inibitdria minima
Concentragdo bactericida minima
. o Cromatografia dos OEs
Microencapsulagdo a "
(produco das capsulas) ———————— — Eficiéncia de encapsulacao
Morfologia
Atividade
anfimicrobiana das | 5 ] In situ
capsulas com OE
Producdo do salame Analise microbiolégica: Salmonella, Staphylococcus
com capsula de OE e coagulase positiva , Escherichia coli e L. monocytogenes.
alginato. Avalia¢do do Analise fisico quimica: Umidade, cinzas, lipideos,
salame proteina, cor e textura.
Analise sensorial S CAT’_D‘ .
Aceitabilidade

3.2.1 Materiais
Os o6leos essenciais de canela (Cinnamomum cassia) e orégano (Origanum vulgare)
foram adquiridos de fornecedor comercial (Oshadhi®, Brasil) e uma cepa ATCC7644 de L.

monocytogenes foi utilizada nos ensaios microbiologicos.
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3.2.2 Composicao dos dleos essenciais

A composi¢ao quimica dos OEs de canela e orégano simples e combinados (50:50, v/v),
foram determinadas em cromatografo gasoso (GCMS-TQ 8030, Shimadzu, Japao) operando no
modo EI (equipado com uma coluna capilar RTX-5MS® (30 m x 0,25 mmID x 0,25 um de
espessura de filme) seguindo a metodologia de Kakaei e Shahbazi (2016). Hélio foi usado como
gas de arraste a uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min e programa de temperatura do forno de 2 min
a 50 °C, elevando-se gradualmente até 150 °C a uma taxa de 4°C min’!, mantendo-se até 52

min e novo aumento até 280 °C a uma taxa de 4°C min™'

*mantendo-se esta temperatura por 2
min, com energia de ionizacao de elétrons (EI) de 70 e VT a 280 °C e interface a 280 °C. O
espectrometro de massas operou no modo SCAN de 35 a 600 m/z. O volume injetado foi de 1
pL (proporg¢do de divisdo de 1:60). Os compostos do OE foram identificados comparando-se
seus tempos de retengdo (RT) e espectro de massa com padrdo de fragmentacdo espectral de

massa padrao do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST).

3.2.3 Atividade anti-Listeria dos OEs

A atividade anti-Listeria dos OEs foi avaliada com os seguintes tratamentos: T1: 100%
orégano; T2: 100% canela; T3: 80% orégano/20% canela; T4: 50% orégano/50% canela; T5:
20%/80% canela.

3.2.3.1 Agar difusdo

Uma suspensao bacteriana equivalente a 0,5 da escala Mac Farland foi distribuida em
placas de Mueller Hinton e, ap6s 5 min, inoculou-se 80 pL dos OE nas concentracdes de 0,5%,
1%, 2%, 5% e 10% dos tratamentos T1 até TS5 em pogos de 6 mm, tendo Dimetilsulféxido
(DMSO) como controle negativo e alcool 70% como controle positivo. As placas foram

incubadas a 37 £ 1 °C por 24/48 h e o didmetro da zona de inibi¢do mensurado em milimetros.

3.2.3.2 Concentragdo inibitoria minima (CIM)

Em uma placa de titulagdo de 96 pogos depositou-se 100 pL. da combinacao 90 pL de
BHI e 10 uL. de DMSO em cada pogo e, na sequéncia, 100 pL de cada tratamento (T1 até T5),
realizando-se diluigdes seriadas de 1:1 até 1:128. Na sequéncia adicionou-se 30 uL da
suspensdo de L. monocytogenes (0,5 da escala Mac Farland), utilizando-se caldo BHI com
DMSO como controle negativo e alcool 70% como controle positivo. As placas foram
incubadas a 37 = 1 °C e a leitura realizada apos 24/48 h. Aliquotas de 10 pL dos pogos sem

turvagao foram transferidos para placas de Palcam e incubadas a 37 = 1 °C por 24/48 h,
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registrando-se a menor concentragdo sem evidéncia de multiplicacdo bacteriana apos este

periodo.

3.2.3.3 Agdo anti-Listeria das capsulas contendo OEs em matriz carnea

Para determinar a atividade anti-Listeria dos OEs de canela e orégano
microencapsulados em matriz carnea foram utilizadas formulag¢des semelhantes ao salame tipo
Italiano. Para tanto, aliquotas de 30 g de carne suina moida adicionada de 3% de sal, 3% de
agua, 0,6% de agucar e 0,08% de pimenta preta foram expostas a radiacdo UV em placas de
Petri abertas, 15 min em cada lado. A avaliagdo in situ foi realizada com a adicao das seguintes
concentracdes de capsulas: T1:0%; T2:1,5%; T3:2%; T4:2,5% e T5:3% e 100 puL de L.
monocytogenes 107*. Para quantificacdo de L. monocytogenes adicionada aos tratamentos
coloca-se o conteudo da amostra controle (T1) em saqueta estéril e acrescentou-se 30 mL de
APT 1%, agitando-se a 300 rpm por 2 min. Deste conteudo semeou-se 200 uL por espalhamento
em Agar Aloa e incubou-se as placas a 37 = 1 °C por 24/48 h, realizando a contagem das UFCs.
Os demais tratamentos foram incubados a 7 + 1°C em BOD e apo6s 7 dias realizou-se o mesmo
procedimento do T1, mas semeando-se 100 uL diretamente do conteudo das saquetas ¢ das
dilui¢des seriadas (107! até 104) em Agar Aloa, incubando-se as placas a 37 = 1 °C por 24/48 h

e contagem das UFC. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.2.4 Elaboracao das capsulas de OE

As céapsulas foram produzidas por coacervagao simples (Solomon et al., 2012; Raeisi et
al., 2016). Uma solucao de alginato de sddio a 2% foi preparada com agitacao constante de 700
rpm a 60 °C por 2 h, arrefecido a 50 °C. Em seguida foi adicionado acido citrico até atingir o
pH 3,5 a 4,0. Apos, adicionou-se os OEs puros na propor¢ao 50:50 (6leo essencial de
canela/oleo essencial de orégano) na concentracdo de 2% (v/v; 6leo/solucao), com agitagcao
constante por 10 min e resfriamento até 10 °C. As capsulas foram atomizadas por spray dryer
com bico de aspersdo numero 2, pressao 15 e velocidade de vazao em 0.3 L/h em uma solugdo
de cloreto de calcio (3%, p/v) para reticulacao, usada em volume 5 vezes maior que a solugao

de encapsulacdo. As capsulas foram filtradas com auxilio de bomba a vacuo e liofilizadas.

3.2.5 Eficiéncia de encapsulac¢iao (EE)
A eficiéncia da encapsulacdo foi determinada pela avaliacdo do 6leo ndo encapsulado
(Bannikova et al., 2018). O 6leo essencial ndo encapsulado foi removido por lavagem com

hexano da superficie da solugdo de cloreto de calcio, da superficie das capsulas imidas e dos
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utensilios utilizados. A absorbancia do liquido contendo o 6leo e hexano foi medida em
espectrofotometro a 279 nm (BioSpectrometer Kinetic, Eppendorf, Inglaterra). O contetido de
6leo na fracdo hexano foi determinada por curva padrao preparada pela diluicdo do OE em
hexano em diferentes concentragdes. A quantidade de 6leo nas amostras foi determinada pela
equagao y: 5,6599X -0,0046, R?: 0,9981. A diferenca entre a quantidade tedrica de 6leo usado

(A) e o 6leo nao encapsulado (B) foi utilizado para calcular a EE, conforme equacao (1)

EE (%) = 24100 (1)
3.2.6 Morfologia

A andlise morfologica da cépsula vazia e com OE foi avaliada em Microscopio
Eletronico de Varredura (MEV Vega LM3, Tescan, Republica Tcheca). As amostras foram
dispersas em stub com fita dupla face de carbono e metalizadas (Q150 R ES, Quorum, Pais)

com uma fina camada de ouro de 10 micron de espessura. As imagens foram obtidas a 10 kV,

com ampliagdes de 100x, 250x e 1500x.

3.2.7 Formulacio de salames tipo Italiano

A elaboragdo dos salames seguiu o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Salame Tipo Italiano (Brasil, 2001). Os salames foram preparados com carne suina (80%),
toucinho (16%), condimento pronto para salame (1,2%), sal (1,2%), pimenta preta (0,08%) e
vinho tinto (0,4%). Os tratamentos foram: controle, sem adi¢do de capsulas (C); adicionado de
2% de capsulas de alginato (TA); adicionado de 2% de capsulas de OE (TOE). Os salames
foram embutidos em envoltorios naturais, defumados por 24 h e dessecados a temperatura

ambiente por 7 dias.

3.2.8 Analises microbiologicas e fisico quimicas dos salames tipo Italiano

Previamente a andlise sensorial os salames foram submetidos a contagem de Salmonella
e L. monocytogenes e de Staphylococcus coagulase positiva e Escherichia coli (Brasil, 2019).
As andlises fisico-quimicas foram umidade, cinzas, lipideos e proteina (Adolfo Lutz, 2008),
além da cor, Atividade Agua (aw) e textura.

Os parametros de cor foram determinados com Espectrofotometro de Reflectincia
Difusa (ColorQuest II, Hunter Lab, EUA), com sensor 6tico geométrico de esfera, calibrado

com ceramica. Para leitura foi determinado iluminante D65 e angulo de 2°. A ay, foi medida
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diretamente em higrometro (modelo 650, TEXTO, Brasil) a temperatura constante de 23,5 +
0,5°C e os valores expressos de 0 a 1. A firmeza dos salames foi determinada em texturdometro
(TAXT.plus, Stable Micro Systems, Inglaterra) com probe guilhotina em formato “V” Warner-
Bratzler. As amostras foram cortadas com 20 mm de espessura, 20 mm de altura e 20 mm de
largura, e cisalhadas a uma velocidade de 1 mm s

A luminosidade (L*) indica a quantidade de luz de uma determinada cor que ¢ refletida,
0 indica a coloragao preta e 100 indica a coloragdo branca. Quanto maior o parametro de a*,
mais vermelho ¢ a amostra. E o pardmetro b*, quando negativo indica coloracao azul e quando

positivo, indica a coloragdo em direcao ao amarelo.

3.2.9 Analise sensorial

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade de Passo Fundo (nimero
4.023.587). Apods assinar um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), 114
painelistas ndo treinados (73 mulheres e 41 homens) foram recrutados aleatoriamente. As
amostras dos tratamentos (C, TA e TOE) foram cortadas em fragmentos com aproximadamente
0,3 cm de largura e servidas individualmente em recipientes descartaveis codificados com
numeros aleatdrios de trés digitos. O teste de aceitabilidade foi apresentado de forma monadica,
usando luz LED branca e uma escala hedonica de 1 a 9 em relacdo aos atributos cor, sabor,
textura e aspecto global. O indice de aceitabilidade foi calculado em porcentagem pela média
geral de aceitagdao /9 * 100.

Na sequéncia, os participantes responderam o questionario CATA (Check-All-That-
Apply) composto por 23 termos descritivos baseados nos atributos aparéncia, textura, cor, odor
e sabor, apresentados em ordens diferentes para cada amostra e participante. Os consumidores
foram instruidos a marcar todos os atributos que considerassem adequados para descrever cada
amostra. Os atributos foram baseados no estudo realizado por Scheid, 2001 e adaptados ao

presente estudo.

3.2.10 Analise estatistica
A andlise dos ensaios microbioldgicos foi realizada por ANOVA e as médias
comparadas através do teste de Tukey com intervalo de confianca de 95%. Para a metodologia

CATA foi aplicada a andlise estatistica multivariada utilizando o programa Statistic 7.0.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Atividade anti-Listeria dos OE

Todos os ensaios realizados em Agar Difusdo mostraram agao sobre L. monocytogenes
nas diferentes concentracdes dos tratamentos (T1: 100% orégano; T2: 100% canela; T3: 80%
orégano/20% canela; T4: 50% orégano/50% canela; T5: 20% orégano/80% canela), sendo que
os tratamentos com 2%, 5% e 10% apresentaram halos de inibi¢do entre 20-38mm e os
tratamentos com 0,5% e 1% entre 08- 20mm. Neste estudo, convencionou-se que a formagao
de halo de inibicdo, independentemente de sua dimensdo, configuraria a¢do anti- Listeria,
optando-se pelas menores concentragdes com agdo reconhecida para os demais ensaios frente
a bactéria.

Dados de literatura geralmente apresentam halos de inibigdo dos OEs em torno de 22
mm a 56 mm (BARBOSA et al., 2021, AMOR et al., 2019; SANTOS et al., 2019) conforme
a diluicdo utilizada e a bactéria avaliada. Entretanto, ha necessidade de se confirmar a agao
destes OEs em amostras de alimentos (ensaios in sifu) bem como ensaios de concentracao
inibitéria minima (CIM), ja4 que a acdo dos mesmos ¢ influenciada pela matriz analisada
(GONCALVES et al., 2017).

Rosa et al. (2020) testaram nanocapsulas de zeina (proteina do milho) carregadas com
OE de orégano e de tomilho, isolados, em Agar Difusdo frente a L. monocytogenes e S. aureus
(Gram +) e S. Typhimurium e E. coli (Gram -), demonstrando 2—4 mm de halo de inibi¢ao para
as bactérias Gram positivas € 1 mm para as Gram negativas. Apos, aplicaram estas mesmas
nanocapsulas em paes, mas avaliando somente bolores e leveduras, com 21 dias sem a presenca
de colonias.

Castro et al. (2017b) testaram diferentes concentracdes de OEs de orégano e de cravo
encapsulados com B-ciclodextrina e ndo encapsulados frente L. monocytogenes e E. coli por
Agar Difusdo, mostrando halo de inibi¢dao de 6-7,3mm frente a L. monocytogenes com OE de
orégano livre e 2-5,67mm com OE de orégano encapsulado.

No presente trabalho selecionou-se para os ensaios de CIM a concentragdao de 5% do
tratamento T4 (50% orégano/50% canela), por ter formado halo de inibi¢do equivalente as
concentragdes de 2 e 10% e por considerar que esta diluigdo teria maior agao nos ensaios com
matriz carnea e microencapsulagdo. Os resultados da CIM mostraram que as concentracdes de
5%, 2,5%, 1,25%, 0,625% e 0,3% (diluicdes de 1:1 ao 1:16) de todos os tratamentos
apresentaram inibicdo de L. monocytogenes, confirmada apds inoculacdo em placas de Agar

Palcam.
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A partir dos resultados de Agar Difusdo e CIM selecionou-se o tratamento T4 nas
concentragdes de 1.5, 2, 2.5 e 3% de cépsulas para os ensaios em matriz carnea por este
tratamento apresentar atividade anti-Listeria equivalente aos demais e atenuar as
caracteristicas aromaticas intensas da canela e o sabor acentuado do orégano, devido a redugao

de cada OE.

3.3.2 Composi¢io dos Oleos Essenciais (OEs)

Os principais compostos dos OEs de orégano, de canela e da combinacdo de ambos
(50:50 v/v) estao apresentados na Tabela 1. O carvacrol (91.1%) foi o principal componente do
OE de orégano e o cinamaldeido (85.55%) da canela. Ja a combinagdo de 50:50 de ambos

resultou em 43,16% de carvacrol e 46,09% de cinamaldeido.

Tabela 2 - Componentes majoritarios do OEs de canela, de orégano e combinagdo de ambos (50:50 v/v).

Oleos essenciais

Componentes
Canela (%) Orégano (%) Combinados (%)
Carvacrol - 91,1 43,16
P- cymene - 3,21 2,14
Cariofileno - 2,99 1,13
Terpinene - 0,93 0,31
Cinamaldeido 85,55 - 46,09
2-propenal 8,52 - 4,34
Acido acrilico 3.47 - 1,90
Benzaldeido 0,88 - 0,56

O carvacrol ¢ um dos componentes mais eficazes frente a microrganismos deteriorantes
e patogénicos transmitidos por alimentos, como L. monocytogenes (SOUZA et al., 2016;
FIELD et al., 2015, PHAM et al., 2019) e, além deste, outros compostos fenolicos como os
terpinenos sdo antimicrobianos (MECHERGUIA et al., 2016). No estudo de Chuang et al.
(2020), aplicaram O6leo essencial de carvacrol em carne de frango moida para inativar
Salmonella e L. monocytogenes, os resultados mostraram que a L. monocytogenes ¢ mais
sensivel a esse estressor, sendo reduzido a niveis abaixo do limite detectdvel durante
armazenamento de 4°C e 10°C, ap6s o tratamento com carvacrol. A propriedade antibacteriana

do OE ¢ associada a capacidade dos componentes penetrarem e destruirem a membrana
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citoplasmatica, inibindo o desenvolvimento da bactéria (GHOSH; MUKHERIJEE;
CHANDRASEKARAN, 2014).

O cinamaldeido exibe alta concentracdo no OE de canela, podendo superar 90% da
composi¢ao (SIMIONATO et al., 2019; MAZZARRINO et al., 2015) com reconhecida agao
antimicrobiana (CARDOSO-UGARTE; LOPEZ-MALO; SOSA-MORALES, 2016). O
cinamaldeido inibe a divisdo celular e interfere no perfil lipidico, levando a morte celular
(SILVA et al., 2018; FRIEDMAN, 2017). A agdo antimicrobiana dos OEs também ¢ alterada
conforme a composi¢do quimica dos mesmos, espécies de plantas, método de extragdo e
condi¢des ambientais (SHAHBAZI et al., 2016)

A combinacao dos OEs de orégano e canela almejava ampliar a agdo de ambos ao
combinar seus principios ativos bem como reduzir o impacto sensorial do OE de canela quando
aplicado em produtos carneos, um dos objetivos deste trabalho. No entanto, a combinagado
destes manteve 43,16% de carvacrol e 46,09% de carvacrol, o que poderia representar
diminui¢ao da a¢do sobre L. monocytogenes, mas nao se confirmou nos ensaios de Agar Difusao
e/ou MIC, ja que nao houve diferenca entre os tratamentos com OEs utilizados separados e em
combinagdo. Assim, optou-se pela utilizagdo da combinagdo dos mesmos nos ensaios em matriz

carnea e na avaliacao sensorial.

3.3.3 Eficiéncia de encapsulacio

A eficiéncia de encapsulacao (EE) da combinacao dos OEs de canela e orégano por
coacervagao simples foi de 98,36%. A técnica de encapsulacdo influencia na eficiéncia de
encapsulacdo e a coacervagdo ¢ conhecida pela sua alta EE, redugdo de perdas na evaporagdo e
degradacdo térmica, além de boa estabilidade no controle da liberagdo de materiais ativos
(SILVA et al.,, 2018B; TANEJA; SINGH, 2012). Embora existam varios métodos de
microencapsulagdo, a coacervagdao apresenta maior carga util, com EE até 99% e Otimos
resultados na encapsulacdo de dleos, aromas, vitaminas e pigmentos. Outros fatores importantes
sdo sua estabilidade oxidativa, insolubilidade em 4gua e desempenho na liberagdo controlada
dos principios ativos (YAN; ZHANG, 2014; TIMILSENA et al., 2019; DONG et al., 2011).

Sutaphanit e Chitprasert (2014) utilizaram a coacervagao simples para proteger OE de
manjericao tendo gelatina como agente encapsulante e obtiveram 95,41% de EE, ja Solomon et
al. (2012), ao utilizarem o mesmo método e material de parede do estudo anterior para
microencapsular OE de citronela demonstraram EE de 60%, verificando que, além do método,
o material de parede é um fator importante para o aprisionamento do niicleo (RADUNZ et al.,

2020).
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O alginato utilizado como parede, ¢ um sal de sodio de 4cido alginico e polimero natural
soltivel em agua, biodegradavel e versatil no uso, o que o torna um biopolimero apropriado para
encapsulacdo devido sua capacidade de formar gel estadvel em meio aquoso (CARDOSO;
COSTA; MANO, 2016). Muito utilizado na aplicacdo de microencapsulagdo e incorporagao,
como na pesquisa de Pavli et al. (2019), que aplicou OEs de orégano incorporado em filmes
comestivel de alginato de sodio para controlar a deterioragdo e crescimento de L.
monocytogenes em fatias de presunto, obtendo redu¢do de 2,5 log a 4 °C ao final do periodo de

armazenamento.

3.3.4 Morfologia das capsulas

As capsulas de alginato de sodio sem adigdo de OE, formaram estruturas desordenadas
e distribuicdo assimétrica além de revestimento irregular com menor homogeneidade e
depressdes bem acentuadas (Figura 10 A, B, C). As capsulas sem nucleo apresentam
caracteristicas amorfas, rugosas e superficies quebradas que podem estar vinculadas ao efeito
do estresse causado na moldagem das particulas e secagem. A identificacdo dessa estrutura ¢
importante uma vez que a morfologia interfere nas propriedades fisico-quimica como dispersao
do material encapsulado (CAM et al., 2014).

As capsulas com OEs (Figura 10 D, E, F) apresentaram morfologia irregular, mas
diferente da cépsula sem adicdo de OE, as esferas apresentam assimetria e algumas superficies
achatadas, mas sem superficies quebradas. As depressoes indicadas no circulo (Figura 9E) sao
caracteristicas da liofiliza¢do, isso ocorre devido a remogdo da agua das capsulas e
enfraquecimento de sua estrutura (ALVES et al., 2017). A técnica de secagem, o material de
revestimento e a propor¢ao de nucleo e parede também alteram a morfologia da superficie
(HAMID et al., 2020). A morfologia apresentada pelas capsulas de OE nao interferiu na

eficiéncia de encapsulacao.



38

Figura 10 - Morfologia da capsula de alginato (A, B e C) e capsula de alginato com OEs de canela e orégano (50:50, v/v (D,
EcF)

SEM HV: 10.0KV | Date(midly): 12100720 VEGA3 TESCAN SEMHV: 10.0KV | Date(midly): 12/08/20 VEGA3 TESCAN]|
View field: 4.99 mm Det: BSE 1mm View field: 332 pm
SEM MAG: 100 X ca o2 UPFParque SEM MAG! 150 kx UPFParque

E : F

SEM HV: 10.0kV  Date(mid, VEGA3 TESCAN SEMHV: 10.0kV | Date{midly): 11/26/20 VEGA3 TESCAN SEMHV: 10.0kV | Date(m/diy): 11/26/20 | | vEGA3 TESCAN|
View fieid: 4,98 mm View field: 996 ym Det: BSE 200 ym View field: 332 ym Det: BSE 100 pm
SEM MAG: 100 X Oregane Canels Granuiads UPFParque SEM MAG: 500 X  Oregano po_250x_02 UPFParque SEM MAG: 150 kx | Oregano po_1500x UPFParque

As imagens foram obtidas a 10 kV, com ampliagdes de 100x (A, D), 250x (B, E) ¢ 1500x (C, F).

3.3.5 Acao anti-Listeria dos OEs sobre matriz carnea

A figura 11 mostra os resultados da aplicacdo de diferentes concentracdes de cépsulas
com OE em matriz cdrnea, observando-se reducdo das contagens de L. monocytogenes em
compara¢do ao grupo controle (sem adi¢do de capsulas) a partir da concentracdo de 2%

(p<0,05).
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Figura 11 - Resultados em Log UFC/mL dos tratamento usados na in situ.
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Meédia baseada em triplicatas. Letras minusculas diferentes diferem estatisticamente umas das outras pelo teste de

Tukey com 5% de significancia.

As capsulas apresentaram inibi¢do de 60,2% em relacdo ao controle quando adicionado
2% de céapsula com OEs, observou-se que o aumento da concentracao de cépsula incorporada
a matriz cdrnea aumenta a acao frente a L. monocytogenes (p<0,00001), chegando a 78,6% de
inibi¢do com 3% de céapsula, assim como Carvalho et al. (2019), que citam maior acao
antimicrobiana conforme o aumento da disposi¢do do OE na matriz alimentar. Bukvicki et al.
(2014), aplicaram 0,16-20 mg/mL de OE puro e livre de Satureja horvatii em carne de porco
picada, pasteurizada a 70°C por 20 min e armazenada a 4 °C, obtendo 93,45 a 96,62% de
inibi¢do com as concentragdes de 0,67 a 5 mg/mL. Entretanto, nenhuma inibicao foi registrada
nas concentragdes entre 0,16 e 0,32 mg/mL. Em nosso trabalho observamos inibi¢ao de L.
monocytogenes a partir de 0,3% (3 mg/mL) na CIM, mas a aplicagdo em matriz carnea requer
porcentagens maiores para atingir o mesmo efeito. Isso provavelmente ocorre devido a
interacdo entre os compostos dos OEs e as proteinas e lipideos da matriz alimentar, além da
interferéncia das condi¢des ambientais, temperatura e pH (GONCALVES et al., 2017).

Raeisi et al. (2016), testaram um revestimento ativo de alginato de sédio incorporado

com nisina, canela e alecrim, adicionados individualmente ¢ em combinagdo frente a L.
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monocytogenes em CIM e em carne moida, utilizando 5% e 10% de OE de cravo € 2,5% ¢ 5,0%
de OE de canela, sendo observado que o OE de cravo inibiu a bactéria (3,5-4,0 log UFC/g) na
amostra tratada com 5% de canela apds 60 dias sob refrigeracdo em 0°C, 7 dias a 8 °C e
congelamento -18 °C.

A combinagado de OEs de manjericao e orégano com concentracao de 0,3%, 1,0% ¢ 1,5%
v/p foi efetiva na reducao de L. monocytogenes em linguigas de frango frescais (BARBOSA et
al., 2015). Marwan et al. (2018) aplicaram OEs de orégano e de alecrim para controlar a
multiplicagdo de Salmonella enterica, L. monocytogenes ¢ E. coli em carne de frango crua,
armazenada sob diferentes temperaturas e obtiveram uma redugdo significativa com o uso
sinérgico dos OEs. Esses resultados mostram que existe uma concentragdo minima para reduzir
cada bactéria, mas o desafio ¢ aplicar uma quantidade antibacteriana efetiva e com
aceitabilidade nos alimentos.

A concentragdo de 2% de capsulas do T4 foi selecionada para aplicagdo nos salames
formulados para a andlise sensorial por ser a menor concentracdo com diferenca significativa

na reducao das contagens de L. monocytogenes em relagdo ao controle (sem adicao de OEs).

3.3.6 Analises microbiologicas e fisico quimicas dos salames tipo Italiano

Os ensaios para pesquisa de Salmonella e L. monocytogenes e contagem de S. aureus
coagulase positiva e E. coli nos salames formulados atenderam a legislagao vigente no Brasil
(Brasil, 2019). Além disso, nao houve diferenca significativa na composicao fisico quimica das

amostras (Tabela 3)

Tabela 3 - Composigao fisico-quimica das formula¢des de salame tipo Italiano controle C, com 2% de capsulas vazias (TA) e
com 2% de 6leo essencial encapsulado (TOE).

Parametro C TA TOE

Lipideo 3,85 0,2 3,74°+0,1 3,76°+0,05
Cinzas 2,92*+0,02 2,88%+0,1 2,96"+0,05
Umidade 1,68%+0,3 1,58%+0,1 1,63°+0,001
Proteinas 22,89%+4,0 20,93%+3,1 15,98*+2,0
Atividade de agua 0,86°+0,003 0,87°+0,002 0,87*+0,001

*Resultados Média+Desvio padrao. Nos resultados valores seguidos de letras iguais na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Nao houve diferenga significativa na luminosidade (Tabela 4) entre as amostras. O

escurecimento ou clareamento da carne esta relacionado a oxidagao lipidica e interacdo entre

nitrito e compostos de OE (OLIVEIRA, et al., 2012).

Tabela 4 - Parametros de cor e textura das formulagdes de salame tipo italiano controle C, com 2% de capsulas vazias (TA) e

com 2% de 6leo essencial encapsulado (TOE).

Tratamentos L* a* b* Textura

C 48,70°+0,7 16,48'+0,6 13,25%+0,6 1010,99°+164,69
TA 53,06*£1,2 13,94%+0,8 14,04°+0,9 1281,81°+115,97
TOE 53,19%+1,1 14,45%+0.,4 14,23°+0,8 1217,26°+180,29

Resultados Média+Desvio padrao. Valores seguidos de letras iguais na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A amostra controle apresentou coloragao mais avermelhada com diferenga significativa

entre as amostras (Tabela 4, Figura 12). A cor vermelho-rdsea brilhante ¢ tipica dos produtos

carneos, devido ao pigmento nitrosomioglobina, mas a coloragdo escura ¢ indesejavel nesse

produto (BACUS, 1984), pois altera o aspecto geral e pode influenciar na percepg¢ao sensorial

do consumidor. Na Figura 12, podemos observar visualmente que a amostra C estd mais

vermelha, o que comprova a diferenga estatistica entre os tratamentos.

As amostras avaliadas ndo mostraram diferenga significativa referentes a textura das

formulagdes. A textura ¢ uma propriedade chave do produto e muitos fatores podem influenciar

a textura como a propor¢ao de gordura e sal, onde o aumento proporciona dureza e reducao da

elasticidade e coesao (DREHER et al, 2021).

Figura 12 - Fotografia das amostras de salame tipo Italiano controle (C), com 2% de capsulas vazias (TA) e com 2% de 6leo

essencial encapsulado (TOE).
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3.3.7 Analise sensorial dos salames tipo Italiano

A metodologia CATA foi aplicada para entender a percep¢ao dos consumidores sobre
23 caracteristicas sensoriais dos tratamentos aplicados. A Figura 13 apresenta a relagdo dos
termos da CATA para cada formulagdo, representando 100% da variancia dos dados (Dim 1:
85,74% e Dim 2: 14,26%; Fig. 13 A). A primeira dimensdo segmentou as formulacdes de
salame (Fig. 13 B), descrito por 15 atributos sensoriais, dos quais apenas oito diferiram nas
formulagdes (p <0,05), sendo os principais: muito salgado, textura gordurosa, textura arenosa,

vermelho opaco, residual na boca, cor opaca, odor de ranco e gosto acido.

Figura 13 - Analise sensorial das formulagdes de salame.
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C: controle, TA: tratamento adicionado de 2% de capsulas de alginato de sodio, TOE: tratamento adicionado de 2% de capsulas de OE.

SP: Sabor picante, CO: Cor opaca, TU: Textura umida, GA: Gosto acido, OA: Odor agradavel, SE: Sabor de esséncia, VO: Vermelho opaco,
MS: Muito salgado, TCS: Textura caracteristica do salame, OR: Odor de rango, TG: Textura gordurosa, CCS: Cor caracteristica do salame,
TAR: Textura arenosa, OE: Odor de esséncia, SCS: Sabor caracteristica do salame, PS: Pouco salgado, OAC: Odor acido, CB: Cor brilhante,

GAM: Gosto amargo, OCS: Odor caracteristica do salame, TS: Textura seca, VI: Vermelho intenso, RB: Residual na boca.

Atributos como sabor amargo e picante, odor acido, textura seca, odor e sabor de
esséncia sao caracteristicas indicadas para a formula¢do TOE, o que justifica a porcentagem de
aceitabilidade desta formulagao.

Na Tabela 5 estdo apresentados a aceitabilidade para os atributos de cor, textura, sabor
e aspecto global das formulagdes de salame tipo Italiano. A adi¢do de OE encapsulado acarretou
a diferenga significativa nos parametros cor e textura, o que confirma a alteracdo da cor indicada
no parametro a* da avaliacdo instrumental. No entanto, esta diferenga percebida pelo painel
sensorial ndo foi verificada nos ensaios de textura instrumental, demonstrando a importancia
da apresentagdo dos produtos aos potenciais consumidores.

O atributo sabor exibiu o menor valor médio, o que justifica o indice de aceitabilidade
de 58,67% do TOE, ja que um indice de aceitabilidade considerado bom deveria ser superior a

70% (DUTCOSKY, 2007), como os tratamentos C e TA obtiveram.

Tabela 5 - Indices de aceitabilidade sensorial em relagdo aos atributos de cor, textura, sabor e aspecto global das formulagdes
de salame tipo Italiano C: controle, sem adi¢ao de capsulas; TA: adicionado de 2% de capsulas de alginato; TOE: adicionado
de 2% de céapsulas de OE.

Parametros C TA TOE
Cor 7,89* 7,53% 6,54°
Textura 7,65% 7,32% 5,970
Sabor 7,55% 7,19% 4,67°
Aspecto Global 7,65% 7,45% 5,28b
Indice de aceitabilidade 84,99% 82,75% 58,67%

Valores seguidos de letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Estes resultados sugerem que o sabor e o aroma dos OEs de canela e orégano, mesmo
encapsulados, sdo um fator limitante para aplicacdo em alimentos, ja4 que houve um impacto
negativo na aceitabilidade dos salames adicionados destes Oleos. Entretanto, estes resultados
ndo inviabilizariam estudos com outras capsulas, combinagdes de OEs ou tempo de
armazenamento prolongado, que pudessem minimizar estes efeitos, ja que estes Oleos
mostraram acao deletéria sobre L. monocytogenes e poderiam auxiliar no controle da bactéria

em produtos prontos para consumo.
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Agrimonti et al. (2019), aplicaram emulsdes de OEs de orégano, tomilho e canela em
embalagens frente E. faecalis e S. aureus e analisaram a aceitabilidade de hamburgueres e carne
bovina moida e cozida apos 15 dias armazenados a 4°C. Todas as amostras apresentaram
paladar e odor perceptiveis de OEs, mas foram consideradas aceitaveis no painel sensorial, com
parametro de aceitagdo entre 60%-80%.

O efeito de dezesseis formulacdes de salsichas de porco e bovina contendo OE de canela
além de nisina, nitrito e acidos organicos mostraram que os OEs em combinacdo com outras
substancias podem reduzir a multiplicagdo microbiana com resultados aceitaveis nas avaliagdes
organolépticas. Neste estudo, com 35 painelistas, ndo houve diferenga significativa do controle,
com 58,6% no fator gosto para as amostras (GHABRAIE et al., 2016), semelhante aos
resultados de nosso estudo, porém consideramos aceitavel somente acima de 70%.

Wang et al. (2020), avaliaram a acdo de OE de semente de damasco em filmes de
quitosana para controle de L. monocytogenes. Os autores relataram que 1% de OE apresentou
a maior aceitagdo (70%) das carnes bovinas picadas, maior do que a amostra controle (43%).
Carvalho et al. (2019), reportaram uma rejei¢ao na avaliacdo sensorial de embutidos a base de
carne de aves contendo 0,195% de OE de orégano, os autores atribuiram essa negativa ao sabor

intenso e gosto residual desagradavel.

3.4 CONCLUSAO

A concentrac¢do de 0,3% de OE apresentou inibi¢do contra L. monocytogenes em todos
os tratamentos utilizados. As capsulas produzidas atingiram 98,36% de eficiéncia de
encapsulacdo com morfologia irregular, mas sem prejudicar a agdo antimicrobiana. O
tratamento com 2% de cépsulas foi a menor porcentagem utilizada com agao antimicrobiana e
apos sua aplicagao em salame tipo italiano, o produto apresentou alteracao na coloragdo e teve
diferenca significativa na sensorial com impacto negativo, apresentando 58,67% na
aceitabilidade e os atributos encontrados na CATA foram sabor amargo e picante, odor acido,
textura seca, odor e sabor de esséncia.

A avaliagdo sensorial mostrou que ajustes para aplicagdo de OE sdo necessarios, para
que a quantidade de OE aplicada mantenha a atividade antimicrobiana e a0 mesmo tempo, nao

interfira negativamente na aceitagdo sensorial do produto
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4 CONCLUSAO

Os principais componentes dos OEs de canela e orégano foram cinamaldeido (85.55%)
e carvacrol (91.1%). Os OEs foram testados em diferentes concentragdes, de forma isolada e
combinadas e mostraram ser um antimicrobiano natural eficiente. A encapsulacao dos 6leos
essenciais combinados (50:50) apresentou excelente eficiéncia de encapsulagao e quando
aplicados em salame tipo italiano mostraram redu¢do significativa de L. monocytogenes,
mesmo as capsulas tendo apresentado morfologia irregular. A aplicacdio de OE em matriz
alimentar demanda uma porcentagem maior de 6leos para obter a mesma eficacia identificada
nos ensaios de Agar Difusdo e Concentragao Inibitoria Minima e os resultados mostraram que
conforme aumenta a quantidade de capsulas aplicadas maior ¢ a agdo contra a bactérias. A
sensorial foi aplicada e a aceitabilidade atingida foi de 58,67%, abaixo de 70% estabelecido
para ser considerado aceito pelo consumidor. Os atributos encontrados na CATA foram sabor
amargo e picante, odor acido, textura seca, odor e sabor de esséncia, podendo ser observado a
razao pela baixa aceitabilidade.

Estudos devem ser conduzidos a fim de avaliar a aplicacdo de outros OEs menos
aromaticos bem como diferentes materiais de parede, acompanhando a liberagio do OE no

produto durante o armazenamento além da avaliagdo sensorial em diferentes periodos.
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APENDICE A - FREQUENCIA DOS ATRIBUTOS DA CATA

Tabela 5 - Frequéncia dos atributos da CATA
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Atributos C TA TOE
Sabor picante (SP) 22 23 47
Cor opaca (CO) 10 18 36
Textura umida (TU) 43 41 26
Gosto acido (GA) 3 7 23
Odor agradavel (OA) 74 62 26
Sabor de esséncia (SE) 18 14 59
Vermelho opaco (VO) 15 25 40
Muito salgado (MS) 6 14 11
Textura caracteristica do salame (TCS) 74 58 28
Odor de ranco (OR) 0 4 16
Textura gordurosa (TG) 26 31 31
Cor caracteristica do salame (CCS) 71 67 38
Textura arenosa (TA) 3 18 19
Odor de esséncia (OE) 8 6 47
Sabor caracteristica do salame (SCS) 70 63 14
Pouco salgado (PS) 21 23 14
Odor acido (OAC) 3 3 15
Cor brilhante (CB) 29 19 9
Gosto amargo (GAM) 3 7 29
Odor caracteristica do salame (OCS) 64 61 17
Textura seca (TS) 10 5 14
Vermelho intenso (VI) 24 11 4
Residual na boca (RB) 12 25 49




