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RESUMO

Este estudo visou avaliar a influéncia da adi¢ao de 6leo essencial de orégano e alecrim sobre a
vida 1til de linguica Toscana armazenada a vacuo a 4 °C. Foram utilizados 10 tratamentos:
um controle (sem adi¢ao de 6leo), um com a adi¢do de um blend comercial composto por
acidos organicos, o qual ¢ comumente utilizado pelas industrias do setor e quatro diferentes
concentracdoes de cada o6leo essencial (0,05%, 0,1%, 0,2% e 0,4%). De acordo com a
literatura, foram utilizados dois critérios para a avaliagdo da vida util da linguiga Toscana:
como o tempo necessario para a populagdo de bactérias acido-lacticas alcancar o nivel de 7
logaritmos de UFC/g e como o tempo necessario para o pH atingir o valor de 5,5. Os valores
da vida qutil previstos de acordo com o segundo critério foram inferiores aos previstos pelo
primeiro. Entretanto, como o primeiro critério ¢ mais utilizado pelos pesquisadores da area, os
resultados obtidos com este critério foram considerados como mais fidedignos. Foi observado
que para menores concentragdes de oleo essencial (0,05% e 0,1%), o alecrim forneceu
melhores resultados que o orégano. Por outro lado, para as maiores doses, os melhores
resultados foram obtidos com o orégano. No que diz respeito ao pH ¢ a cor das amostras, os
resultados indicaram que os tratamentos com oOleo essencial ¢ o com o blend comercial
promoveram uma maior estabilidade das amostras. Concluiu-se que a adicdo de O6leos
essenciais pode ser uma boa op¢ao para o aumento da vida 1til do produto.

Palavras-chave: Linguica Toscana. Vida util. Bactérias acido-lacticas. Oleos essenciais.



ABSTRACT

The purpose of the current study was to evaluate the influence of the addition of oregano and
rosemary essential oils on the shelf life of refrigerated vacuum-packed Tuscan sausage. There
were used 10 different treatments to accomplish this task: the control (without oil), one with
the addition of a commercial blend composed by organic acids commonly used in the
industry, and four different concentrations of essential oil (0.05%, 0.1%, 0.2%, and 0.4%).
Two criteria were adopted to evaluate the shelf life: it was estimated as the time to the lactic
acid bacterial population attains 7 log CFU/g and it was also evaluated as the time to the pH
of the samples reaches the level of 5.5. The shelf life values estimated with the second
criterion were lower in relation to the values obtained when the first one was employed.
However, as the shelf life is more commonly evaluated through the lactic acid bacterial
counting, the conclusions obtained with these results were assumed as closer to the reality. It
was obtained that after the addition of lower concentrations of essential oil (0.05% and 0.1%),
the increase of the shelf life was higher for the rosemary in relation to the oregano. On the
other hand, the oregano furnished better results when higher doses of essential oil were added
to the Tuscan sausage. Regarding the pH and color of the samples, results showed that all of
the treatments with the essential oils and the treatment with the commercial blend stabilized
the samples. It was concluded that the addition of essential oils can be a useful tool to increase
the shelf life of the Tuscan sausage.

Keywords: Tuscan sausage. Shelf life. Lactic acid bacteria. Essential oils.
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INTRODUCAO

O Brasil ¢ a segunda poténcia mundial no mercado global de carnes, desempenhando
um papel importante na producao mundial (BRASIL, 2016). Segundo a Associagao Brasileira
de Proteina Animal (ABPA), a producdo brasileira de carne suina no ano de 2017 foi de
aproximadamente 3,7 milhdes toneladas com exportacdo de 1,4 milhdes toneladas as quais
foram divididas entre cortes, carcagas, miudos, gordura e embutidos. Deste total de produgao,
o estado de Santa Catarina ¢ o maior produtor e exportador de carne suina do Brasil, tendo
sido responsavel por 26,55% da producdo e 37,90% da exportagdo de acordo com o
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A producao global de carne ¢
projetada para ser 16% maior em 2025 do que no periodo de (2013-2015) (FAO, 2009).

Dentre os produtos carneos, as linguicas frescais estdo entre os produtos de carne
processada mais comuns, populares e consumidos em todo o mundo (GEORGANTELIS et
al., 2007; SOJIC et al., 2018). Uma das mais importantes linguigas frescais é a linguica
Toscana, a qual ¢ definida como um produto cru e curado fabricado exclusivamente com
carne suina, gordura suina e condimentos (BRASIL, 2000). Estes produtos sdo altamente
pereciveis e tém uma vida util curta (PRICE; SCHWEIGERT, 1994). O principal grupo
bacteriano associado a deterioragdo de produtos carneos curados, especialmente em produtos
embalados a vacuo, como a linguiga Toscana, sdo as bactérias acido-lacticas (BAL)
(VARNAM; SUTHERLAND, 1995; BORCH et al., 1996). A combinagdo de condigdes
microaerdfilas, presenca de nitrito e nitrato de sodio e a alta atividade de 4gua (aw) favorece o
crescimento das BAL (AUDENAERT et al., 2010).

Os produtos carneos sdo altamente propensos a contaminagdo microbiana, uma vez
que sdo ricos em nutrientes essenciais e de natureza perecivel. Nas linguigas frescais, como a
linguiga Toscana, isto ¢ ainda mais acelerado por fatores intrinsecos do produto, tais como
pH, atividade de 4gua (aw), estrutura triturada de matérias-primas e a falta de tratamento
térmico. Assim, a deterioracdo da qualidade e potenciais problemas de satide publica sdo
comuns se esses produtos nao forem adequadamente manuseados, preservados e armazenados
(FRATIANNTI et al., 2010; SOLOMAKOS et al., 2008).

Os dleos essenciais (OE) sdo compostos complexos, naturais e volateis. Eles estdo
presentes em plantas aromaticas como metabdlitos secundarios e sdo caracterizados por um
forte odor. Existem entre 20 e 60 componentes que compdem um OE, sendo que geralmente

dois ou trés componentes principais em concentracdes razoavelmente altas sdo responsaveis
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pela bioatividade (BAKKALI et al., 2008). Oleo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis)
(OEA) e oleo essencial de orégano (Origanum vulgare) (OEO) sdo conhecidos por sua
atividade antimicrobiana e sao comumente usados para prolongar a vida util de muitos
produtos alimenticios, principalmente produtos carneos (MCMILLIN, 2017).Varios estudos
indicam que a atividade antimicrobiana de um determinado OE pode ser atribuida aos seus
principais constituintes devido a intera¢do que ocorre entre eles (HYLDGAARD et al., 2012).
Em resumo, os OEs podem degradar a parede celular bacteriana, perturbar a bicamada
fosfolipidica da membrana citoplasmatica e danificar as proteinas da membrana, levando ao
aumento da permeabilidade da membrana celular e levando a perda de constituintes celulares.
Muitos OEs sdo classificados como seguros pela Food and Drug Administration (FDA) e a
utilizagdo deles como agentes antimicrobianos naturais, conservantes para estender o prazo de
validade dos alimentos, aumentou significativamente.

A microbiologia preditiva ¢ uma ferramenta util para entender e quantificar as
respostas microbianas em produtos alimenticios submetidos a diferentes condi¢des
ambientais. De acordo com este campo da microbiologia de alimentos, a cinética microbiana
pode ser caracterizada por diferentes pardmetros que afetam o crescimento microbiano e a
sobrevivéncia. Usando dados experimentais previamente obtidos, modelos matematicos sao
aplicados para prever respostas microbianas em ambientes similares. Os resultados obtidos
podem ser aplicados na analise de risco e para prever a vida util de um dado produto alimentar
(ROSS et al., 2000).

Este estudo buscou avaliar a influéncia de um blend comercial de 4cidos organicos e
diferentes concentragdes de OEA e OEQO para descrever o crescimento de BAL em amostras
de linguica Toscana armazenadas a 4 °C e embaladas a vacuo. Foram avaliados parametros
fisico-quimicos e microbiologicos, tais como o pH, a atividade de dgua, a cor das amostras ¢ a
contagem das bactérias acido-lacticas. Além disso, foi feita uma avaliacdo cromatografica dos
componentes dos d0leos essenciais € a estimativa da vida de prateleira da linguiga foi obtida
através do emprego de modelos matematicos. Como resultado, espera-se que uma melhor
compreensdo da influéncia desses compostos possa contribuir para um melhor entendimento

dos mecanismos que prolongam a vida util da lingui¢a Toscana.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na fundamentacdo tedrica estdo apresentados conceitos acerca de produgdo,
parametros de qualidade, microbioldgicos, fisicos e quimicos dos efeitos da aplicagdo de

6leos essenciais em produtos carneos e na linguica Toscana.

2.1 PRODUTOS CARNEOS

A carne suina ¢ uma das fontes de proteinas animais mais importantes do mundo. No
Brasil, a carne suina ocupa o terceiro lugar na preferéncia do consumidor atrds da carne de
frango e bovina. A carne de suina preferencialmente consumida através de produtos
processados ao invés da carne suina fresca (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA
PRODUTORA E EXPORTADORA DE CARNE SUINA - ABIPECS, 2014).

Entendem-se como produtos carneos processados ou preparados, aqueles em que as
propriedades originais da carne fresca foram modificadas através de tratamento fisico,
quimico ou biologico, ou ainda, através da combinacdo destes métodos. Tais processos visam
o prolongamento da vida util dos produtos, procurando manter suas propriedades nutritivas e
sensoriais (PARDI et al., 1993; BALIN, 2010).

O Brasil ¢ um dos principais exportadores e consumidores de produtos carneos do
mundo. Segundo a Associagdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA), no ano de 2017 o
Brasil produziu 3,73 milhdes de toneladas de carne suina. Deste total, o Estado de Santa
Catarina foi responsavel por 26,35% da producdo e ainda se consolidou como o maior
exportador de carne suina do Brasil. No total, o Brasil se consolidou como o quarto maior
produtor de carne suina do mundo, com aproximadamente 3,7 milhdes de toneladas
produzidas anualmente.

Como outras carnes, a carne suina e seus produtos frescais industrializados sdo uma
fonte rica em proteinas, gorduras, vitaminas e micronutrientes de alto valor. Portanto, ela
desempenha um papel importante na dieta humana. Por outro lado, a carne suina apresenta as
condi¢des ideais para o crescimento de bactérias patogénicas e deteriorantes. Além disso,
trata-se nao somente de uma fonte comum de micro-organismos patogénicos e deteriorantes,
mas também ¢ uma das carnes mais suscetiveis a deterioragcdo porque apresenta mais bactérias

do que outros tipos de carne (MATARAGAS et al., 2008; RAHMATTI et al., 2016).
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Um nivel significativo de deteriora¢do de carne e produtos carneos ocorre a cada ano
em diferentes niveis da cadeia de producdo, incluindo a preparacdo, armazenamento e
distribuicdo. No entanto novas técnicas para a producdo de alimentos seguros e de alta
qualidade, juntamente com a demanda recente dos consumidores por produtos naturais e

rétulos limpos, sdo grandes desafios para a industria (JAYASENA e JO, 2013).

2.2 DETERIORACAO DE PRODUTOS CARNEOS

Carne e produtos a base de carne sdo muito favoraveis para o desenvolvimento
bacteriano, uma vez que sao ricos em nutrientes essenciais e de natureza perecivel, onde este
processo pode ser mais acelerado por alguns fatores intrinsecos, incluindo pH e aw. Em geral,
a maioria das carnes frescas tem um valor de ay superior a 0,85 e seu valor de pH dentro da
faixa favoravel para o desenvolvimento de bactérias deteriorantes e patogénicas (GOVARIS et
al., 2010).

Dependendo do método de preservacao utilizado, o crescimento e o metabolismo de
micro-organismos deteriorantes e patogénicos podem causar uma deterioragdo rapida dos
produtos carneos. Embora os micro-organismos deteriorantes normalmente ndo causem
doengas, eles podem resultar em distirbios gastrointestinais quando consumidos em altas
concentracdes (DZUDIE et al., 2004; FRATIANNI et al., 2010; DAVE; GHALY, 2011).

Portanto, a deterioracdo da qualidade da carne e seus produtos industrializados e
processados sdo potenciais problemas de saude publica se esses produtos ndo forem
devidamente manipulados e preservados, podendo levar a um impacto econdmico e ambiental
se medidas cautelosas em seu processamento ndao forem tomadas (SOLOMAKOS et al.,
2008).

O controle da qualidade das carnes e produtos carneos concentra-se no monitoramento
dos pontos criticos de controle (PCC) durante o ciclo de vida da carne desde o momento do
abate do animal, processamento e distribui¢do até a chegada do produto para o consumidor
final. No entanto, a carne ¢ um alimento altamente perecivel, que necessita de um controle
bem detalhado dos fatores intrinsecos e extrinsecos que podem ocasionar sua deterioragdo.
Dentre os fatores intrinsecos se encontram: pH, aw, composi¢ao do alimento e interagdes entre
0s micro-organismos presentes no produto e entre os fatores extrinsecos, podem ser
mencionados: temperatura, atmosfera da embalagem, umidade e exposicao a luz (TERRA;

BRUM, 1988; RUSSELL; FLETCHER; COX, 1996; LAMBALLERIE-ANTON et al., 2002;
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JUNEJA et al., 2009; ZHOU et al., 2010).

Os micro-organismos encontrados na carne e produtos carneos sdo provenientes de
varias fontes. A maioria da microbiota da carne ¢ composta de micro-organismos encontrados
na superficie e/ou no interior do animal. Contudo, as condi¢des ambientais, as operagdes de
processamento, a manipulacdo e os procedimentos de limpeza e sanitizacdo das instalagdes
tém uma grande influéncia sobre os tipos e quantidade de micro-organismos encontrados na
carne (KINSMAN et al., 1994).

Os micro-organismos associados a deterioracdo da carne e dos produtos carneos
processados e industrializados, incluem principalmente bactérias como Pseudomonas ssp. €
bactérias acido-lacticas, tais como: Acinetobacter, Brochothrix thermosphacta, Lactobacillus
spp. ¢ Enterobactérias. Estas bactérias sdo responsaveis por causarem defeitos de qualidade,
no sabor, odor e textura do produto podendo proporcionar problemas a saude se consumidas
em grandes quantidades (FRATIANNI et al., 2010; TAUXE et al., 2010).

Garantir a vida 1util dos alimentos e a sua seguranca microbioldgica implica em
minimizar niveis de contaminagao, limitando ou impedindo a taxa de crescimento microbiano.
Muitas estratégias sdo adotadas pelas industrias processadoras de alimentos, e estas tém
contribuido para tal finalidade com a implantagdo de programas de qualidade, novas
tecnologias, novas embalagens, além de inimeros métodos de conservagao (McMEEKIN et

al., 1997).

2.3 LINGUICAS FRESCAIS

As linguigas frescais, sdo produtos fabricados a partir de carnes frescas moidas de
diferentes espécies de carne, embutidas em envoltorios naturais de bovinos ou suinos (RAJU
et al., 2004; SALLAM; SAMEJIMA, 2004). As linguicas frescais e congeladas sdo os
produtos de carne processada mais consumidos e produzidos no Brasil, além de serem
altamente pereciveis e constituirem o meio ideal para o desenvolvimento de bactérias
deteriorantes e patogénicas (PRICE; SCHWEIGERT, 1994; TERRA, 1998; GALVAN et al.,
2011). A deterioragdo desses produtos envolve um processo complexo e quantidades
excessivas de alimentos podem ser perdidas, o que resulta em altas perdas economicas (LIU et
al., 2006; GEORGANTELIS et al., 2007).

Os fatores intrinsecos que afetam o crescimento bacteriano e, portanto, o potencial de

deterioragdo das linguigas frescais, incluem o pH, que ndo deve ser inferior a 5,5, a
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disponibilidade de nutrientes, a atividade de agua, a qual ¢ igual ou superior a 0,95, e
potencial de oxidagdo/reducdo (KOUTSOUMANIS et al., 2008). Os fatores extrinsecos
incluem a temperatura onde as linguicas frescas sdo geralmente armazenadas (abaixo de 5 °C)
antes do consumo, didmetro de corte da moagem da carne, ambiente e material de embalagem
(RUST, 1987; SILVEIRA et al., 2014).

O primeiro indicio de alteragdo na carne fresca e produtos a base de carne ¢ a
producao de odores desagradaveis, perceptiveis quando o numero de micro-organismos
deteriorantes existentes atinge um nivel entre 10® ¢ 10’ UFC/g. Neste momento critico, os
micro-organismos passam da utilizagdo de glicose a utilizagdo de aminoédcidos como substrato
para o seu crescimento. Assim, o metabolismo bacteriano origina misturas complexas de
¢ésteres volateis, alcoois, cetonas e compostos sulfurados que produzem odores desagradaveis.
Nas ultimas fases de alteragdo se observa uma diminui¢do do pH e limosidade superficial
(ADAMS; MOSS, 1997).

A deterioragdo das linguicas frescais pode resultar em alteragcdes nas caracteristicas
sensoriais (cor, odor, sabor e textura) do produto que podem ser inaceitaveis para oS
consumidores (ZHOU et al., 2010). No entanto, obter novos métodos e tecnologias que
controlem o crescimento bacteriano € o fator mais importante para evitar a deterioragdo desse

produto.

2.3.1 Definicoes, padroes fisico-quimicos e microbiologicos da linguica Toscana

O Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA) através do
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) estabelece que linguiga Toscana € o
produto bruto cru e curado fabricado e obtido exclusivamente com carne suina, gordura suina
e condimentos embutida em envoltdrio natural ou artificial, ndo sendo permitida a adigdo de
proteinas nao carneas, porém permitindo-se a adi¢do de 3% de 4gua em sua formulagdo
(USDA-FSIS, 2014; BRASIL, 2017). No entanto, este produto pode ter sua classificagao
variavel de acordo com a composi¢cdo da matéria-prima e a tecnologia utilizada no processo
de fabricacao.

Segundo a resolugdo RDC n° 12 de janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), que estabelece os padrdoes microbiologicos para linguiga crua e similares
as mesmas devem conter os seguintes pardmetros microbioldgicos em tolerancia para amostra

indicativa de coliformes a 45 °C/g de até 5x10° UFC/g, Staphylococcus coagulase positiva de
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até 5x10° UFC/g, Clostridium Sulfito Redutor a 46 °C de até 3x10°> UFC/g e Salmonella spp.
auséncia total em 25 g (BRASIL, 2001).

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) (BRASIL, 2017), define os
parametros fisico-quimicos para linguigas frescais entre elas a linguica Toscana com umidade
maxima de 70%, gordura maxima de 30%, teor de proteina minimo de 12%, ¢ 0,1% de célcio
em (base seca).

A lingui¢a Toscana ¢ altamente perecivel possui uma curta vida util mesmo quando
armazenada sob temperaturas de refrigeragdo, isto se deve ao fato desse produto conter um
alto teor de gordura, processamento das matérias-primas, alto teor de agua e, por se tratar de
um produto que sO tera tratamento térmico antes de seu consumo, esse produto ¢

extremamente propenso a deterioracdo microbiana e também pela oxidacdo lipidica

(GEORGANTELIS et al., 2007).

2.3.2 Processamento, matéria-prima e ingredientes da linguica Toscana

A fabricacdo e processamento das linguicas frescais, requerem uma série de etapas de
manipulagdo conforme a Figura 1, o que eleva as possibilidades de contaminagao por diversas
espécies de micro-organismos patogénicos e deteriorantes, podendo comprometer a qualidade
microbiologica do produto final. Desta forma, a qualidade do produto elaborado reflete nas
condi¢des da matéria—prima e ingredientes empregados em sua producdo (OCKERMAN;

BASU, 2014).

Figura 1 — Fluxograma para elaboracdo de linguicas frescais.

Obtencéo e
preparo das —> Moagem —> Mistura
matérias-primas

\4

Condimentacdo —> Cura/Embutimento —>»  Embalagem

\4

Armazenamento  —>  Distribuicéo

Fonte: Adaptado de Ockerman e Basu, 2014.
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A conservacdo e o processamento da carne envolvem a aplicagdo de medidas para
retardar ou prevenir alteragdes microbioldgicas, quimicas ou fisicas que a tornam impropria
para o consumo ou que reduzem alguns aspectos da sua qualidade. Apesar de os varios tipos
de alteragdes serem significativas, a deterioragdo microbiologica ¢ a mais importante e
geralmente ocasiona outros tipos de deterioragdo da carne (BORCH et al., 1996).

Em sua fabricagdo, as carnes ¢ a gordura sdo moidas, normalmente, em discos de
diametro de 8 a 18 mm e transportados até a misturadeira onde receberdo as demais matérias-
primas e ingredientes. Concluida a mistura, a massa ¢ embutida em tripa natural ou artificial,
em gomos com o tamanho caracteristico (TERRA, 1998).

A carne a ser utilizada no preparo da linguiga, deve estar livre de nervos, tecidos com
hematomas, pequenos pedacos de ossos e objetos estranhos. Durante o processamento, a cor
dos tecidos musculares se ndo controlada influenciard a coloragdo do produto carneo
processado. O tecido muscular suino palido, macio e exsudavel (PSE) ndo so6 resultard em
uma cor mais clara, mas também resultarda em um maior encolhimento quando o produto
passar por tratamento térmico. Por outro lado, o tecido muscular suino escuro, firme e seco
(DFD) resultara em linguicas mais escuras com um pH mais favoravel para o crescimento
bacteriano e aumento da capacidade de reten¢do de agua (CRA) (PARDI, 1993; PEARSON;
GILLET, 1996).

A gordura ¢ utilizada como matéria prima de grande importancia nas linguigas, sendo
a fracdo entre os componentes basicos da carne (umidade, proteinas, cinza) mais variavel do
ponto de vista quantitativo e qualitativo. Ela se deposita principalmente na cavidade corporal,
zona subcutanea, intermuscular e intramuscular do suino (BORCH, 1996). A gordura utilizada
na elaboragdo de embutidos ¢ principalmente da regido dorsal (toucinho), na qual a relagao
entre acidos graxos saturados e insaturados permite que permaneca no estado soélido, a
temperatura ambiente (TERRA, 1988).

A condimenta¢do varia de acordo com os individuos que fabricam os produtos. Na
maioria dos casos, a mistura apropriada deve ser selecionada de acordo com o gosto requerido
do mercado consumidor, uma vez que existe uma ampla gama de preferéncias étnicas e
regionais por condimentos (TERRA, 1988).

Na formulagdo das linguigas, sdo utilizados também como ingredientes nitrito e
nitrato, os quais atuam como agentes seletivos no desenvolvimento de micro-organismos.

Estes conservantes tém a finalidade de fixa¢do da cor résea, processo da cura (maturacio),
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aspecto sensorial, e conferem protecdo contra o Clostridium botulinum (HUGO; HUGO,
2015). Embora, a presenca de Clostridium botulinum ser a maior preocupagdo, o nitrito e
nitrato de soédio também sao eficientes contra Staphylococcus aureus, sendo que esta
eficiéncia aumenta com a diminuicdo do pH. Porém, ¢ ineficaz contra Enterobacteriaceae
spp., Salmonella spp. e bactérias éacido-lacticas (FRANCO; DE MELLO; LANDGRAF,
1996).

O sal e o agucar bem como o nitrito e nitrato de sédio, também sao utilizados como
agentes conservantes nas linguicas, além de possuirem fungdo tecnoldgica importante. O sal,
cloreto de sodio, auxilia na conservacgdo do produto. Além disso, o sal ¢ um agente que reforga
o sabor das demais especiarias. Finalmente, o sal extrai as proteinas soliveis da carne,
tornando-as disponiveis como emulsificantes (TERRA, 1988; PRICE; SCHWEIGERT, 1994).

Logo apos o abate do animal, a carne tem uma capacidade 6tima de retencao de agua.
Apobs a morte, com o desenvolvimento do rigor mortis, a carne perde esta capacidade, mas
para a produgdo de embutidos ela deve ser recuperada. Este processo ¢é revertido pela adi¢ao
de sal e fosfatos também conhecidos como emulsificantes. Uma boa retengdo de agua facilita
a formacao da emulsdo (TERRA, 1998).

Apos preparada, a massa da linguica passa pelo processo de embutimento, no qual a
massa carnea ¢ acondicionada em envoltorios/tripas, naturais ou artificiais, a fim de proteger
os produtos de influéncias externas, além de lhe dar forma e estabilidade. Estes envoltorios
podem ser derivados do colageno, celulose e plastico (TERRA; TERRA; TERRA, 2001).

A embalagem influencia a qualidade e a durabilidade dos produtos carneos, pois altera
o ambiente ao redor do produto, criando condi¢des que retardam as reagdes de deterioragdo. A
embalagem previne perdas de peso e alteragdes de aparéncia, textura e aroma. Contudo, a
maior alteracdo no ambiente que circunda o produto, provocada pela embalagem, ¢ quanto a
composicdo gasosa. Esta atmosfera ird determinar a cor do produto, o tipo e a extensdo da
deterioragdo microbiologica e a taxa de oxidagdo dos seus componentes (HOOGENKAMP,
2001). Nas embalagens a vacuo, a taxa de permeabilidade ao oxigénio do material influi
diretamente na vida de prateleira do produto, pois a entrada de pequena quantidade de
oxigénio na embalagem gera uma baixa pressdo parcial deste gas, suficiente para a oxidacdo

do pigmento de carnes frescas e curadas (BALEY, 1970).
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2.4 BACTERIAS ACIDO-LACTICAS E A DETERIORACAO DE PRODUTOS CARNEOS

As bactérias acido-lacticas (BAL), sdo o principal grupo bacteriano associado a
deterioragdo de produtos carneos embalados a vacuo e mantidos sob condicdes de
refrigeracdo incluindo, linguicas frescais armazenadas a vacuo (VARNAM; SUTHERLAND,
1995; CASABURI et al., 2015). Essas constituem um grupo que tem sido amplamente
associado com a deterioragdo de carne e produtos a base de carne, estando associadas ao
grupo que contribui para a geracdo de metabodlitos ofensivos e a posterior degradagdo
organoléptica da carne (HUIS IN'T VELD, 1996; LABADIE, 1999).

As BAL possuem caracteristicas morfologicas, fisiologicas, metabolicas e bioquimicas
comuns podendo ser classificadas como Gram positivas, ndo formadoras de esporos, catalase
e oxidase negativas, que se apresentam na forma de cocos ou bacilos, microaerdfilas e
anaerobicas facultativas. Sdo geralmente mesoéfilas, pois a temperatura 6tima de crescimento
se situa na faixa entre 30 °C e 35 °C. No entanto, elas conseguem se desenvolver numa ampla
faixa de temperatura entre 3 °C e 45 °C (MASSAGUER, 2006).

Na maioria dos produtos carneos embalados a vacuo, as BAL predominam devido a
capacidade de tolerarem baixos valores de pH e possuirem metabolismo estritamente
fermentativo, sendo assim classificadas como homofermentativas e heterofermentativas, de
acordo com o produto da fermentagdo. Como caracteristica geral, as bactérias
homofermentativas produzem acido lactico através da fermentagdo e nesta classificacdo estdo
incluidos os géneros Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus e Pediococcus. Por outro
lado, as heterofermentativas produzem &cido lactico (C3HsO3), didoxido de carbono (CO»),
acido acético (C2HsO2) e etanol (C2HeO). Por esta razdo, elas sdo responsdveis pelo
desenvolvimento da acidez dos produtos e pelo aparecimento de aromas e sabores especificos.
As principais bactérias heterofermentativas sdo as dos géneros: Leuconostoc, Oenococcus,
Weissella, Carnobacterium e Lactosphaera (GUERRERO; CHABELA, 2000; LYHS, 2002;
JAY, 2005; MASSAGUER, 2006; JANSSEN et al., 2006). A coloracao esverdeada da carne ¢
ocasionada pelo sulfito de hidrogénio produzido a partir de cisteina, onde as bactérias
transformam os pigmentos vermelhos da carne (mioglobina) para verde (sulfomioglobina)
(BORCH et al., 1996).

O crescimento das BAL ¢ favorecido por uma combinagdo de condi¢des
microaerdfilas no produto carneo, a presenga de cloreto de sodio e nitrito e nitrato de sodio e

um valor alto da atividade de agua (0,95 a 0,98), além de pH em torno de 6,0 (AUDENAERT
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et al., 2010). No entanto, ainda ndo ¢ totalmente claro em que medida as BAL presentes nos
produtos carneos provém da carne ou do meio ambiente, com a contaminacdo subsequente
durante o manuseio (HOLZAPFEL et al., 2001; VASILOPOULOS et al., 2010).

A legislagao brasileira nao estabelece um limite para a concentragdo da flora
deteriorante das BAL, mas muitos autores (SLONGO et al., 2009; KREYENSCHMIDT et al.,
2010; KARABAGIAS et al., 2011; MENEZES et al., 2018) utilizam o critério definido pelo
International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF, 1986) que
estipula a concentracdo de 107 UFC/g para a contagem total das BAL como critério para
determinagao da vida util de alimentos.

Como as BAL estdo naturalmente adaptadas a produtos carneos, a fase de adaptacao
(lag) da curva de crescimento microbioldgico € curta, e em alguns casos ndo ¢ observada. Em
consequéncia, a fase exponencial e a fase estaciondria sdo alcancadas rapidamente (HU et al.,
2009). Quando o objetivo ¢ evitar o desenvolvimento de micro-organismos indesejados, a
extensdo da fase de adaptagdo é a principal preocupagdo, especialmente para as bactérias
acido-lacticas que causam sabores indesejados, diminuicdo do pH, producdo de gés, inchaco
da embalagem, descoloragdo, coloracdo esverdeada e producdo de limo superficial nos
produtos (AUDENAERT et al., 2010). Neste sentido, a deterioragdo microbiana desempenha

um papel significativo, levando a um impacto econdmico e ambiental substancial.

2.5 A UTILIZACAO DE OLEOS ESSENCIAIS COMO ANTIMICROBIANOS NATURAIS
EM PRODUTOS CARNEOS

Nos ultimos anos, a industria de alimentos tem buscado técnicas alternativas para
substituir os métodos tradicionais de controle de micro-organismos nos alimentos. Neste
contexto, a crescente demanda de compostos naturais para desenvolver novos conservantes de
alimentos contra micro-organismos deteriorantes e patogénicos estd em expansao (EL
ASBAHANI et al., 2015).

A seguranca dos alimentos ¢ uma das principais questdes da industria de alimentos e,
além da deterioracdo dos produtos alimentares, sempre ha preocupacdo com o surto de
doencas transmitidas por alimentos (DTA) entre fabricantes de alimentos, agéncias
reguladoras, pesquisadores e consumidores (KHORSHIDIAN et al., 2018).

Segundo Tisserand e Young (2012), a utilizacdo de agentes quimicos para a

conservagdo de alimentos ndo ¢ compativel com a imagem de produtos “frescos”. Além disso,
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a adi¢cdo de alguns produtos quimicos, visando o aumento da seguranca ¢ da vida util, pode
levar a formagdo de compostos carcinogénicos ao organismo humano caso estes produtos
quimicos sejam ingeridos em alta quantidade durante longos periodos.

O uso de oleos essenciais (OE) como antimicrobianos naturais ¢ uma técnica de
preservacdo na industria de alimentos, que estd ganhando ateng¢do nos ultimos anos,
principalmente impulsionado pela preocupacdo com a percep¢ao negativa dos consumidores
sobre conservantes quimicos (SEOW et al., 2014).

Segundo Devlieghere et al. (2004), uma das vantagens do uso de OE em alimentos ¢ a
imagem de produto natural. No entanto, a eficiéncia de seu uso depende de diversos fatores,
como difusdo nas matrizes sélidas, solubilidade no meio aquoso, interagdo dos componentes
do alimento (proteinas, carboidratos e lipideos) e eficdcia como agente antimicrobiano.
Portanto, a producdo de alimentos mais seguros ¢ uma das prioridades mais importantes na
industria de alimentos e da presente pesquisa.

Os OEs sao compostos aromaticos de origem natural, com atividades bioldgicas de
amplo espectro (EL ASBAHANI et al., 2015). At¢ o momento, os OEs foram explorados
como aditivos, aromatizantes, medicamentos e cosméticos (DIMA; DIMA, 2015). Além
disso, eles foram utilizados como agentes inseticidas, antioxidantes, anti-inflamatorios,
antialérgicos e anticancerigenos (SEOW et al., 2014). No entanto, muitos OEs exercem fortes
atividades antibacterianas, antivirais e antifungicas, estimulando sua aplicagdo também como
antimicrobianos naturais em alimentos e bebidas (BURT, 2004).

Além de sua capacidade antimicrobiana, aproximadamente 60% da produgao de 6leos
essenciais sdo utilizados nas induastrias de alimentos principalmente para aromatizar e
temperar produtos alimentares, como carnes curadas, bebidas alcodlicas e refrigerantes,
sorvetes e produtos de confeitaria, dentre outros (BORDAS; BERMEJO, 2012).

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria) classifica os OEs como aromas
naturais. Sob a Resolugdo RDC n° 2, de 15 de janeiro de 2007, a ANVISA os regulamenta
como produtos volateis de origem vegetal, os quais sdo obtidos por processo fisico (destilagao
por arraste com vapor de dgua, destilacdo a pressdo reduzida ou outro método adequado).

Estes compostos possuem grande poder antimicrobiano atuando como conservantes
naturais contra a deterioracao e inibi¢ao microbiologica de micro-organismos patogénicos e
deteriorantes em produtos a base de carne. Porém, a aplicagdo de oOleos essenciais ¢
parcialmente limitada devido ao seu aroma intenso, o que pode alterar as propriedades

sensoriais do produto. Entretanto, seu uso em combinag¢do com tecnologias avangadas, como
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certos tipos de embalagem, ¢ uma das alternativas para melhorar a estabilidade microbiana e

principalmente a qualidade sensorial do produto final (DONSI; FERRARI, 2016).

2.5.1 A composicio dos oleos essenciais

A Organizagdo Internacional de Normalizacdo (ISO DIS9235, 2013) definiu OE como
o produto obtido a partir de uma matéria-prima natural de origem vegetal, por destilagdo a
vapor. Este produto ¢ gerado através de processos mecanicos do epicarpo de citrinos ou por
destilacdo seca, apos separagdo da fase aquosa. A destilagdo a vapor ¢ o método mais utilizado
para produzir OE.

Os OEs sao considerados antimicrobianos naturais constituidos de misturas complexas
de compostos ndo volateis e volateis. Estes compostos sdo usados desde tempos antigos para
alterar o sabor, para a preservagdo de alimentos e como medicamentos e perfumaria obtidos a
partir de materiais de plantas aromaticas ¢ medicinais, incluindo flores, brotos, raizes, cascas,
frutas e folhas (HYLDGAARD et al., 2012).

Além disso, os OEs sdo sintetizados pelas plantas, como metabdlitos secundarios, e
sdo compostos bioativos com propriedades biologicas. Eles desempenham um papel na
protecao de plantas contra herbivoros tornando-os desagradaveis na atragdao de polinizadores,
infec¢des fungicas, virais e bacterianas. O teor de OE do material vegetal pode variar de
acordo com a estacdo do ano, zona climatica, condi¢des de crescimento e estresse
(JAYASENA; JO, 2013; COOK; LANARAS, 2015).

Em geral, os OEs sdo lipofilicos e pouco soliveis em agua. Sao compostos por
diferentes componentes, tais como alcaloides, flavonoides, isoflavonas, monoterpenos, acidos
fenolicos, carotenoides e aldeidos. Além disso, sdo encontradas em cada OE misturas
complexas de terpenos e terpenoides, as quais compdem o aroma caracteristico de cada
planta. O efeito conjunto de todos os constituintes presentes nele proporciona as
caracteristicas peculiares de cada OE (BAKKALI et al., 2008; SEOW et al., 2014). A Figura 2

apresenta as formulas estruturais de alguns compostos encontrados em 6leos essenciais.
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Figura 2 — Férmulas estruturais de componentes selecionados de diferentes 6leos essenciais.
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Fonte: Burt, 2004.

Em relagdo a carne e aos produtos carneos, os OEs de orégano, alecrim, tomilho,
cravo, balsamo, gengibre, basilica, coentro, manjerona e manjericdo possuem maior potencial
para uso como agentes antimicrobianos (BARBOSA et al., 2015). Por possuirem grande
atividade bioldgica, os 6leos essenciais podem ser aplicados tanto no controle de bactérias

deteriorantes quanto no controle de bactérias patogénicas (EL ASBAHANI et al., 2015).

2.5.2 Mecanismos de acao dos 6leos essenciais

A atividade antimicrobiana dos OEs depende das caracteristicas hidrofilicas e
lipofilicas dos seus componentes, do tipo de micro-organismo e da estrutura da parede celular.
Observa-se que os OEs sdo mais eficazes contra bactérias Gram-positivas em comparagao
com as Gram-negativas (HYLDGAARD et al., 2012). Isto ocorre porque a parede celular da
bactéria Gram-positiva consiste em peptidoglicano (90-95%), juntamente com acido teicoico
e proteinas ligadas a ele. Como os componentes principais dos OEs sdo hidrofobicos, os
mesmos interagem com a membrana celular e assim passam facilmente através do citoplasma.
A Figura 3 apresenta o mecanismo de atividade antimicrobiana dos OEs em bactérias Gram-

positivas.
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No que diz respeito a parede celular das bactérias Gram-negativas, trata-se de uma
estrutura mais complexa, composta por uma monocamada de peptidoglicano, a qual ¢ rodeada
por uma membrana externa constituida por proteinas e lipopolissacarideos. Este limite de
célula externa ¢ carregado e, portanto, tem uma natureza hidrofilica. No entanto, compostos
hidrofoébicos podem passar por esta barreira (VAARA, 1992). Entretanto nem todos os
estudos com OEs, mostram que as Gram-positivas sdo mais susceptiveis aos OEs, conforme
Burt (2004). Deans e Ritchie (1987) testaram 50 OEs em 25 espécies de bactérias e nao
encontraram evidéncias de diferenca significativa de sensibilidade entre as bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas.

Figura 3 — Mecanismo de atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais nos micro-organismos
Gram-positivos.
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Fonte: Adaptado de Khorshidian et al., 2018.

A natureza lipofilica de hidrocarbonetos e a natureza hidrofilica dos grupos funcionais
dos OEs desempenham papéis substanciais nos efeitos antimicrobianos desses compostos. A
maior atividade antimicrobiana em um dado OE ¢ encontrada com compostos fenoélicos,
seguindo em ordem por aldeidos, cetonas, alcoois, €ésteres e hidrocarbonetos (KALEMBA;
KUNICKA, 2003). A atividade dos fenois ¢ atribuida a caracteristica acida do grupo
hidroxila. Esses compostos alteram a permeabilidade celular, interferem nas enzimas
envolvidas na producdo de energia e interrompem a forga motora da proteina que
eventualmente ocasiona a morte celular. A forma das bactérias também pode ser determinante

da atividade dos OE, tendo em vista que as células em forma de haste sdo mais suscetiveis
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(NAZZARO et al., 2013).

Pouco se conhece sobre o mecanismo de resisténcia de micro-organismos contra estes
compostos antimicrobianos naturais. Acredita-se que as células se protegem liberando
compostos neutros, cations anfipaticos ou anions (BRUL; COOTE, 1999). No entanto, varios
pesquisadores propuseram e reportaram que a agdo antimicrobiana dos OE ¢ atribuida a sua
capacidade de penetrar através das membranas bacterianas no interior da célula e exibir
atividade inibitoria sobre as propriedades funcionais da célula e suas propriedades lipofilicas
conforme mostra a Figura 4 (FISHER; PHILLIPS, 2009; GUINOISEAU et al., 2010; BAJPAI
etal., 2012).

Figura 4 — Mecanismos de a¢do reportados para os 6leos essenciais e seus componentes € sua
localizagao na célula bacteriana.
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Fonte: Adaptado de Burt, 2004.

2.6 OLEO ESSENCIAL DE OREGANO (Origanum vulgare)

O orégano (Origanum) (Figura 5) € uma erva pertencente a familia Lamiaceaee, a qual
possui uma grande diversidade de espécies. O género Origanum possui mais de 38 espécies
destacando-se Origanum majorana e Origanum vulgare entre as mais importantes
(DORMAN et al., 2003).

Figura 5 — Folhas do Orégano (Origanum vulgare).
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Fonte: Adaptado de Dorman et al., 2003.

O dleo essencial de orégano (OEO), assim como outros OEs, ¢ conhecido por possuir
atividade antimicrobiana ¢ estd sendo utilizado como conservante natural para aumentar o
prazo de validade de produtos alimenticios, principalmente quando aplicado em produtos
carneos (MCMILLIN, 2017). Por sua vez, o OEO ¢ considerado um dos mais eficazes entre
os OEs devido a sua a¢ao antimicrobiana (AGUIRRE et al., 2013; EMIROGLU et al., 2010).

Além da atividade antimicrobiana, os terpenos presentes no OEO possuem também
importante atividade antioxidante (MILOS et al., 2000; ZHENG; WANG, 2001), pois sao
capazes de doar elétrons aos radicais livres reativos, tornando as mesmas moléculas mais
estaveis ou ndo reativas (DORMAN et al., 2003).

A andlise quimica do OEO revelou a presenca de varios compostos, sendo que a
maioria possui importantes propriedades antioxidantes e antimicrobianas (EXARCHOU et al.,
2002; BOTSOGLOU et al., 2003; OZKAN et al., 2003). Dentre os diferentes compostos,
carvacrol, y-terpineno, p-cimeno e timol, sdo os principais constituindo entre 78 e 85% da
composi¢do do OEO. Além disso, outros constituintes menores, também contribuem para a
atividade antibacteriana do OEO como representado na Figura 2 (KOKKINTI et al., 1997).

A presenga predominante de carvacrol no OEO na matriz alimentar faz diminuir a
presenca de ions de fosfato no interior da célula bacteriana, de forma que o carvacrol forma
poros através da membrana celular permitindo assim que os ions deixem o citoplasma com a
diminui¢do do potencial de membrana e consequentemente diminui¢do do gradiente de pH
(BURT, 2004). Estudos demonstram que os OEs contendo carvacrol, timol e eugenol possuem
maior atividade antimicrobiana que outros OEs que ndo possuem estes compostos
(OUATTARA et al., 1997).

Segundo Viuda-Martos et al. (2010), o OEO tem aplica¢do promissora na industria de
alimentos, a fim de aumentar a vida til de produtos carneos. Muitos estudos utilizaram o

OEO, como agente antimicrobiano contra a deterioracdo e 0os micro-organismos patogénicos
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na carne e nos produtos a base de carne, conforme indica a Tabela 1.
Tabela 1 — Visao geral de estudos que avaliam a atividade antibacteriana de diferentes

concentragdes de Oleo essencial de orégano em bactérias deteriorantes e
patogénicas presentes em carne € produtos carneos refrigerados.

Oleo Reducio
Produto carneo Grupo bacteriano essencial ¢ Referéncia
(%) log (UFC/g)
Peito de frango BAL 0,2 0,74 (PAVELKOVA et al., 2014)
Carne bovina BAL 1,5 0,79 (AMARIEI et al., 2016)
moida
o 1,14
Carne bovina Listeria monocytogenes
] 1,5 (BARBOSA et al., 2015)
moida Salmonella s,
Pp. 1,25
Presunto fatiado 0,4 3 (MENEZES et al., 2018)
embalado a vacuo
Linguiga frescal 0,015 0.87
o f; ¢ Escherichia coli 0,023 1,08 (BUSATTA et al., 2008)
0,057 1,08
Presunto Listeria monocytogenes 0,05 0,78 (DUSSAULT et al., 2014)
embalado a vacuo
Carne de ovelha e 0,6 1,36
moida Salmonella Enteritidis 0.9 3.45 (GOVARIS et al., 2010)
2 0,27
Listeria monocytogenes 4 0,86
Carne Suina Pseudomonas spp. 2 0,51 (PAPARELLA et al., 2016)
BAL 2 1,35
4 0,93

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
2.7 OLEO ESSENCIAL DE ALECRIM (Rosmarinus officinalis)

A espécie Rosmarinus officinalis, comumente conhecida como alecrim, ¢ uma planta
culinaria popular cultivada e utilizada em todo o mundo, incluindo o Brasil (HERRERA,
2005). O alecrim (Figura 6) ¢ um arbusto denso, ramificado, de folha persistente e flor azul-
esbranquigada que pode atingir cerca de 1 metro de altura (AL-SEREITIA et al., 1999). Os
principais produtores sdo a Italia, Dalmdacia, Espanha, Grécia, Turquia, Egito, Franca,
Portugal ¢ Africa do Norte (ATTI-SANTOS et al., 2005). Suas principais atividades
bioldgicas sdo o seu carater antibacteriano (BOZIN et al., 2007; BAJALAN et al., 2017), anti-
carcinogénico (CHEUNG; TAI, 2007; YESIL-CELIKTAS et al., 2010), anti-inflamatério e
antioxidante (ESTEVEZ et al., 2007). Normalmente, as partes do alecrim usadas para a
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preparacao de extratos e 6leos essenciais sdo as principais partes aéreas de floragdo, incluindo

folhas, galhos e inflorescéncias.

Figura 6 — Folhas de alecrim (Rosmarinus officinalis).

Fonte: Adaptado de Burt, 2004.

O ¢leo essencial de alecrim (OEA) ¢ rico em a-pineno, 1,8-cineol e canfora,
associados a quantidades variaveis de outros compostos como o borneol e verbenona
(OJEDA-SANA et al., 2013). Segundo Wang et al. (2012), os principais constituintes do 6leo
sdo 1,8-cineol (27,23%), a-pineno (19,43%), canfora (14,26%), canfeno (11,52%) e B-pineno
(6,71%) no OEA. Componentes menores podem ter uma influéncia potencial sobre a
atividade biolégica devido a possibilidade de efeito sinérgico entre seus componentes
(HUSSAIN et al., 2010).

Muitos estudos utilizaram o OEA como agente antimicrobiano contra a deterioragao e
micro-organismos patogénicos na carne € nos produtos a base de carne, conforme apresenta a

Tabela 2.



33

Tabela 2 — Visdo geral de estudos que avaliam a atividade antibacteriana de diferentes
concentragdes de Oleo essencial de alecrim em bactérias deteriorantes e
patogénicas presentes em carne e produtos carneos refrigerados.

Oleo Reducio
Produto Carneo Grupo Bacteriano essencial log Referéncia
(%) (UFClg)
Carne de peru Pseudomonas spp. 0,25 1,87
embalada a vacuo Enterobactérias 0,25 0,78 (VASILATOS et al., 2013)
Carne bovina 0,5 0,58
moida BAL 1.5 0.25 (AMARIEI et al., 2016)
Carne picada Enterobactérias 1 0,8 (VILELA et al., 2016)
Carne de frango
pré-cozida BAL 0,2 0,30 (NTZIMANI et al., 2010)
embalada a vicuo
Peito de frango BAL 2 1,7 (PETROVA et al., 2013)
r(flirf(liz bovina Escherichia coli 0157:H7 1 Inativagdo  (SELIM, 2011)
Llngulg% frescal de BAL 1 1.5 (GEORGANTELI et al.,
carne suina 2007)
sjilrslifha defigado ;. ieria monocytogenes 1 1,5 (PANDIT; SHELEF, 1999)
Carne de frango Salmonella Typhimurium 2 Inativacdo  (MORSY et al., 2014)
Listeria monocytogenes 2 Inativacao
Escherichia coli O157:H7 2 4,73

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

2.8 MICROBIOLOGIA PREDITIVA

A microbiologia preditiva ¢ uma area de pesquisa da microbiologia de alimentos que
tem recebido uma importancia crescente como uma ferramenta para analise de risco e
previsdao da vida util de alimentos. Na microbiologia preditiva, modelos matematicos sao
desenvolvidos para estimar o crescimento ou a inativagdo de micro-organismos em alimentos.
Seu uso aumentou significativamente devido a sua capacidade de prever com boa acuricia o
crescimento microbiano em condi¢des especificas (MAFART, 2005; MCMEEKIN et al.,
2007, HUANG, 2014; LONGHI et al.,, 2013; TELEKEN et al.,, 2018). Os modelos
matematicos podem ser usados para descrever o comportamento de micro-organismos no
processo de fabricacdo e distribuicao de produtos alimenticios (ALAVI et al., 1999).

ApoOs seu alto crescimento no inicio da década de 1990, um esfor¢o consideravel foi

investido no desenvolvimento de modelos matematicos para prever o crescimento microbiano
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em condi¢cdes ambientais ndo isotérmicas (PELEG; CORRADINI, 2011). Neste sentido,
varios modelos tém sido empregados, como por exemplo, o modelo desenvolvido por
Baranyi-Roberts (BAR) (BARANYI et al., 1995; BOVILL et al., 2000; XANTHIAKOS et al.,
2006; LEE et al., 2007; JUNEJA et al., 2011; VELUGOTI et al., 2011), o modelo de
Gompertz modificado (GOM) (VAN IMPE et al., 1992; ZWIETERING et al., 1994; HUANG,
2003), o modelo logistico modificado (KREYENSCHMIDT et al., 2010), o modelo de Huang
(HUG) (HUANG, 2011) e o modelo de Robazza et al. (ROB) (ROBAZZA et al., 2017).

Modelos matematicos para avaliar o crescimento microbiano podem ser classificados
em modelos primarios, que representam o crescimento dos micro-organismos ao longo do
tempo para um conjunto de condigdes ambientais que permanecem constantes ao longo do
tempo. Por sua vez, os modelos secundarios descrevem a dependéncia de um ou mais
parametros cinéticos do modelo primario com uma ou mais condi¢des ambientais de cultura
(tipicamente temperatura, pH ou atividade de agua). Finalmente, os modelos tercidrios sao
obtidos combinando os modelos primarios e secundérios para prever a influéncia das
condigdes ambientais no crescimento microbiano (WHITING; BUCHANAN, 1993; HUANG,
2014).

2.8.1 Curvas de crescimento microbiano

As curvas de crescimento microbiano em um ambiente estaciondrio (ndo varia com o
tempo) apresentam um formato sigmoidal, conforme apresentado na Figura 7. Nesta situagao,
elas sdo divididas em fase de adaptagdo ou lag, na qual as células microbianas ndo se
multiplicam e estdo adaptando-se ao novo ambiente. Nesta fase, o pardmetro de interesse € a
duracao da fase /ag (4). Na fase exponencial, as células direcionam todo o seu metabolismo
para a reprodu¢do e o pardmetro mais relevante ¢ a taxa maxima de crescimento especifico
(Umax)- Finalmente, a fase estacionaria ¢ aquela na qual a populagdo bacteriana maxima,
log(Npmax), € atingida (SWINNEN et al., 2004). Do ponto de vista da seguranga alimentar,
somente a fase de adaptacdo e a fase exponencial sdo relevantes, pois na fase estacionaria, o

alimento ja ndo esta propicio para o consumo.
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Figura 7 — Curva tipica de crescimento microbiano em um ambiente estacionario.
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Fonte: Swinnen et al., 2004.

No presente estudo, serdo empregados trés modelos primarios da literatura: o modelo
de Baranyi-Roberts (BARANYI e ROBERTS, 1994), o modelo de Huang (HUANG, 2013) e
o modelo de Robazza et al. (ROBAZZA et al., 2017). Os trés modelos tém uma
fundamentagdo tedrica biologica e sdo oriundos de trés equagdes diferenciais e de hipodteses

diferentes na sua fundamentagao teorica.

2.8.2 Modelo de Baranyi-Roberts

De uma perspectiva historica, os principais modelos utilizados na microbiologia
preditiva sdo os modelos de Gompertz modificado e Baranyi-Roberts (BARANYI;
ROBERTS, 1994; JUNEJA et al., 2007). Acredita-se que o modelo de Baranyi-Roberts
ofereca melhor qualidade de ajuste do que a equacao de Gompertz modificada (VAN IMPE et
al., 2005). Também deve ser mencionado que o modelo de Gompertz modificado carece de
uma base mecanicista e que o modelo de Baranyi-Roberts fornece uma interpretagdo
bioldgica para a duragdo da fase /ag e introduz um conceito de estado fisiologico das células
definido pelo parametro h, que ¢ definido como o produto da fase lag com a velocidade
especifica maxima de crescimento (BARANYI; ROBERTS, 1994).

Para Van Impe et al. (2005), o modelo de Baranyi-Roberts ¢ muito utilizado na
microbiologia preditiva pelas seguintes razdes: ¢ facil de usar, aplicavel a condi¢des com
variacoes dinamicas no ambiente, tem uma boa capacidade de ajuste, a maioria dos
parametros do modelo s3o biologicamente interpretaveis € o modelo se encontra ja
implementado em sofiwares de uso livre como o ComBase Predictor e R.

A Equagdo 1 descreve uma versdo parametrizada do modelo de Baranyi-Roberts
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(BAR) (BARANYT; ROBERTS, 1994).

1
—1+eHmaxt 4¢Hmaxd.[08Wmax) ( )

—1+eMmax2 4 o Hmaxt )l
log(No)

logN(t) = log(Nmax) + log [(

onde N(t) ¢ a concentracdo celular (UFC/g) no instante t (h), Np,.x ¢ @ populagdo bacteriana
(UFC/g) final, N, corresponde a populacdo bacteriana inicial (UFC/g), ymax corresponde a

taxa maxima de crescimento especifico (dias™) e A é igual a duracdo da fase lag (dias).
2.8.3 Modelo de Huang

O modelo matematico de Huang (HUG), dado pelas Equagoes (2) e (3), foi elaborado
com o intuito de fornecer uma descri¢do mais simples do crescimento bacteriano. Isto porque
o modelo de Baranyi-Roberts inclui pardmetros de dificil mensura¢do como, por exemplo, o
valor do estado fisiologico das células bacterianas (h,). Neste caso, se torna dificil validar os

resultados obtidos para h e, na pratica, trata-se de um parametro empirico (HUANG, 2013).

y(t) = Yo + Ymax — ]n[eYO + (erax — e)’o)e_ﬂmaxs(t)] (2)
1 144D
= -In—— 3
B(t) t+ gIn———3 (3)

onde y(t) corresponde ao logaritmo natural da concentracdo celular (log UFC/g) no instante t
(dias), Ymax € 0 logaritmo natural da populagdo bacteriana (log UFC/g) final, y, corresponde
ao logaritmo natural da populagdo bacteriana inicial (log UFC/g) e B(t) é a fungdo de

transicao.

2.8.4 Modelo de Robazza et al.

O modelo de Robazza et al. (ROB), apresentado na Equacdo (4), possui duas
caracteristicas principais que sdo diferentes dos demais modelos primarios utilizados no
presente estudo. A primeira consiste no uso de um parametro diferente dos demais (¢é

empregado um parametro para a abscissa do ponto de inflexdo da curva de crescimento
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bacteriano (t*), e ndo ¢ utilizado nenhum parametro para descrever o logaritmo da populacao
maxima). A justificativa para este procedimento ¢ que a populacio maxima depende da
duracdo da fase de adaptacdo (lag), da populagdo inicial e da taxa méxima de crescimento
especifico. Portanto, ela nao deveria ser descrita por um parametro independente dos demais
(ROBAZZA et al., 2017).

A segunda caracteristica que diferencia o modelo de Robazza et al. ¢ a definicdo da
duracdo da fase de adaptacdo (/ag). Segundo a definicdo cléssica, que ¢ utilizada nos modelos
de Baranyi-Roberts e Huang, o valor de A consiste no ponto de intersec¢do da reta horizontal
que passa pelo logaritmo da populacdo inicial e a reta correspondente a fase de crescimento
exponencial. De acordo com o modelo de Robazza et al., a fase lag se encerra, quando a taxa
de crescimento especifico atinge uma fracdo pré-estabelecida (o) do seu valor maximo

(ROBAZZA et al., 2017).

t* —
tr —

JREERS

y(©) =y, + Hmax\g A—t") {erf [\/5 ( Y

E importante mencionar que a populagdo maxima ndo ¢ explicitamente incluida como
parametro no modelo. Entretanto, ela pode ser estimada diretamente dos parametros como um

valor assintotico conforme a Equacgao (5).

TC
Ymax = Yo T #max()L - t*)\g (5)

onde erf(x) corresponde a funcdo erro de Gauss definida pela expressdo erf(x) =

= J; exp(~w?)dw (CHRISTOV, 1992).
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3 OBJETIVOS
A seguir estao descritos os objetivos do presente estudo.
3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo ¢ avaliar o efeito da aplicacdo de diferentes
concentracdes de oleos essenciais de alecrim (OEA) e orégano (OEO) sobre parametros
fisico-quimicos, microbiologicos e a vida util de linguiga Toscana embalada a vacuo mantida
sob condicdes de refrigeracdo a 4 °C, com base no crescimento da flora natural de bactérias

acido-lacticas (BAL).
3.1.1 Objetivos especificos

a) Verificar o efeito da adicdo de OEA sobre o crescimento das BAL no produto.

b) Verificar o efeito da adicdo do OEO sobre o crescimento das BAL no produto.

c) Avaliar o efeito da aplicacdo de OEA ¢ OEO sobre os seguintes parametros fisico-
quimicos da linguica Toscana: pH, atividade de agua, coloragao ( L*, a*, b*, C* e h°)
durante o armazenamento a vacuo refrigerado.

d) Comparar o desempenho de trés diferentes modelos primarios através de indices
estatisticos para descrever o crescimento das BAL em linguica Toscana.

e) Estimar valores da vida util em fungdo de parametros cinéticos obtidos pelos modelos

primarios de crescimento para a linguica Toscana.
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4 MATERIAL E METODOS

Nessa secao estao descritos os materiais ¢ métodos empregados para alcance dos objetivos.

4.1 OBTENCAO, EXTRACAO E RENDIMENTO DOS OLEOS ESSENCIAIS

No presente estudo, foram selecionados o alecrim (Rosmarinus officinalis) e o orégano
(Origanum vulgare). A escolha destes componentes se deve tanto a acdo conservante quanto
ao menor impacto na aceitacdo da carne pelos consumidores porque estas ervas sao
comumente utilizadas como especiarias nesse tipo de produto. O alecrim e o orégano
desidratados foram obtidos no comércio de Chapecd — SC. Os OEs foram obtidos através do
método de destilagdo de arraste de vapor (CHEMAT, BOUTEKEDIJIRET, 2015). O
equipamento ¢ constituido por uma fonte de calor, um baldo de extragdo de 2 litros para criar
vapor por agua fervente, um recipiente de vidro esférico de 2 litros com entradas superior e
inferior, um condensador de vidro reto e um coletor de vidro para separar e recuperar o OE. A
amostra seca € colocada no baldo esférico com entradas superior e inferior € a 4gua no balao
de extragdo. A agua ¢ entdo aquecida e o vapor produzido ¢ forcado através do material
vegetal, proporcionado pelo calor que provoca a evaporacdo dos componentes volateis e o
fluxo de calor arrasta o material para o condensador. Finalmente, o OE ¢ condensado e
recuperado no coletor. As destilagdes foram mantidas por um periodo de 2 horas. As amostras
dos OEs foram entdo transferidas para um frasco ambar com tampa de rosca e armazenada a 5
°C. Através da razdo entre a massa final de OE extraido e a massa inicial de material utilizado

obtém-se o rendimento dos OEs, que foram calculados através da Equagao (6):

OE (9)
MS (9)

ROE (%) = [ x 100 (6)

onde ROE ¢ o rendimento do 6leo essencial, OF ¢ a quantidade de 6leo essencial extraida (g)

e MS refere-se a massa da amostra vegetal seca (g).
4.2 ANALISE DE CROMATROGRAFIA GASOSA / ESPECTROMETRIA DE MASSA

As andlises de cromatografia gasosa e espectrometria de massa (CG-MS) foram

realizadas utilizando-se um cromatégrafo a gas (CG) Agilent Technologies 7820A (California,



40

EUA), acoplado a um detector de massa seletiva (MSD) Agilent Technologies 5977E MSD
(Califérnia, EUA), com sistema de ionizacdao por impacto de elétrons modo (70 eV) na faixa
m/z 35-400. A aquisicao e o processamento de dados foram realizados pelo software Mass
Hunter Agilent Technologies (Califéornia, EUA). A coluna utilizada foi a coluna capilar
Agilent Technologies HP-5MS (5% fenil-metilpolissiloxano, J&W Scientific Inc) com vazao
de 1 mL/min (30 m % 0,25 mm X 0,25 um) e volume de inje¢do de IpL (8 mg/mL). A
temperatura do forno era de 60 °C (1 min), com aquecimento a 3 °C/min até atingir 240 °C,
em um tempo total de 60 min com a temperatura maxima da linha de transferéncia de 280 °C.
O gas hélio foi utilizado como gas de arraste com uma vazao de inje¢do de 1 mL/min com a
razao de divisdo de 1:20 em modo scan. A identificagdo dos constituintes foi baseada nos seus
indices de retencdo e comparacdo dos fragmentos obtidos fornecidos pela biblioteca NIST14
(Instituto Nacional de Padroes e Tecnologia, Gaithersburg, EUA). As andlises foram

executadas em triplicata para cada OE.

4.3 PREPARACAO, EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO DA LINGUICA TOSCANA
Na Tabela 3, estdo apresentadas as formulagdes de linguicas Toscanas que foram

produzidas na planta piloto de carnes do Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos

Alimentos da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Tabela 3 — Ingredientes e aditivos utilizados nas formulac¢des das linguicas Toscanas.

Formulacgoes

Ingredientes  controle Blend OEA OEO

% % 0,05% 01% 02% 04% 0,05% 0,1% 02% 0,4%
Pernil Suino 72,00 71,50 71,45 71,40 7130 71,10 7145 71,40 71,30 71,10
Sl‘l)irf;“a 21,00 21,00 21,00 21,00 21,00 21,00 21,00 21,00 21,00 21,00
Mix Toscana! 4,00 400 4,00 400 400 400 400 4,00 400 4,00
Agua 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 300 300 300 300 3,00
Blend? - 0,50 0,50 0,50 0,50 050 050 050 050 0,50
OEA3 - - 0,05 0,10 020 040 - - - -
OEO* - - - - - - 0,05 0,10 020 040

Mix Toscana' (Conditec Aditivos e Condimentos©), cloreto de sodio (73,25%), agucar (10%), especiarias
naturais (10%) (alho, coentro e pimenta vermelha), tripolifosfato de sodio (2,5%), glutamato monossddico
(1,8%), eritorbato de sodio (1,5%), nitrito de sodio (0,8%), e nitrato de sodio (0,15%).

Blend comercial de 4cidos organicos? (Engenutri ©), lactato de sodio (57%), acido latico (37%), 4cido citrico
(3%), acido ascorbico (1%), ascorbato de soédio (1%), especiarias naturais (anis e cardamomo).
OEA3 6leo essencial de alecrim, OEO* 6leo essencial de orégano.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Oleos essenciais de especiaria, quando adicionados em concentragdes adequadas
(inferior a 0,2%), ndo trazem alteracdes significativas as propriedades sensoriais (cor, textura
e sabor) da matriz alimentar em que sdo adicionados (REGLERO et al., 2008). Devido ao
odor muito forte dos 6leos essenciais de alecrim e orégano concentracdo acima de 0,4% nao
foram avaliadas sensorialmente, pois tornam seu consumo inviavel.

O pernil suino e a gordura suina refrigerados (2 °C) e desossados foram adquiridos no
comercio local de Santa Maria/RS. O pernil e a gordura foram moidos utilizando-se um
moedor de carne elétrico com placa de moagem de didmetro (@), igual a aproximadamente 8
mm. A lingui¢a Toscana foi obtida misturando carne suina, gordura suina moida e os aditivos
adicionados em um misturador de carne (IBRASMAK). Os ingredientes e aditivos foram
misturados durante 5 minutos, até que a massa homogénea fosse obtida, a uma temperatura
maxima de aproximadamente 7 °C. A massa resultante foi dividida em 10 lotes. Foram
adicionadas separadamente, as concentragdes de (0,05%, 0,1%, 0,2% ¢ 0,4%) de OEA e OEO,
mistura de 4cidos organicos (blend comercial) e um lote foi utilizado como controle. Com o
intuito de avaliar os efeitos separadamente, foi elaborada uma amostra controle sem o blend
comercial e outra com o blend comercial. Todos os lotes foram embutidos em tripas naturais
(intestino delgado de suino, @ = 38 a 42 mm). As linguicas foram embaladas (Nylon Poli) a
vacuo, em equipamento (SELOVAC 200B) e armazenadas a 4 £ 1 °C, durante 60 dias.

4.4 ANALISES MICROBIOLOGICAS

As andlises microbiologicas das BAL foram realizadas apo6s 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14,
20, 26, 32, 38, 44, 50 e 56 dias de armazenamento. Para as determinacdes das contagens
microbioldgicas das BAL, foram retiradas aliquotas de 25 g da amostra dos gomos de linguiga
Toscana. Estas foram transferidas para embalagem plastica estéril de Stomacher e adicionadas
de 225 mL de 4gua peptonada 0,1% estéril e homogeneizadas em Stomacher (MARCONI MA
440/CF) por 2 minutos obtendo-se a diluicdo 107, Dilui¢des seriadas subsequentes foram
preparadas com &gua peptonada 0,1% estéril, retirando-se 1 mL da diluicio 10! e
transferindo-se para tubos de ensaio contendo 9 mL de 4gua peptonada até a dilui¢io 10,
Para a contagem das BAL, utilizou-se o método de semeadura em placa (pour plate), com a
adi¢do de sobre camada com Agar De Mann, Rogosa e Sharpe (MRS) (LIOFILCHEM,

KASVI, Italia) para assim garantir a microaeréfila adequada das BAL. As placas invertidas
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foram incubadas a 37 °C durante 48 horas. Todo o procedimento foi realizado em bancada de
fluxo laminar (PACHANE PCR-T4). A concentracao de BAL foi expressa em (log UFC/g).

As andlises foram realizadas em duplicata.

4.5 ANALISE DE pH

As determinagdes do pH das linguicas Toscanas foram realizadas utilizando pHmetro-
(MPA-210 TECNOPON) com resolugao de 0,01. Para as analises de pH, foram utilizados 10
g de amostra de linguica Toscana homogeneizada em 100 mL de adgua destilada. O pHmetro
foi calibrado antes das leituras usando solu¢des padrdes (pH=4 e pH=7 a 20 °C). As medidas
foram realizadas em triplicata. Os valores experimentais de pH foram ajustados através de

uma adaptagdo do modelo de Robazza et al., Equacdo (7) (ROBAZZA et al., 2017).

t*—t

pH(t) = pHy + pHmax\/g A—-1t") {erf [\/E (t* }\)] —erf [\/5 t*ti }\]} (7)

em que pH(t) ¢ o pH no instante t (dias) e pH, corresponde ao pH inicial da amostra, pHy,
corresponde a taxa maxima de crescimento especifico do pH, A € igual a duracdo da fase lag e

t* corresponde a abscissa do ponto de inflexao.
4.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE AGUA (aw)

A atividade de agua foi determinada utilizando-se o aparelho Aqualab® Series 4TEV
(Decagon Decive Inc. 2003) com resolucao de 0,001 e realizacdo da medida diretamente nas
amostras. A ay foi obtida através do equilibrio entre a superficie da amostra e o ar. O sistema
foi calibrado usando 4gua destilada a 25 °C. A verificagdo da aw foi realizada nos primeiros 14
dias a cada 48 horas. Em seguida, foram realizadas uma vez a cada 6 dias até completar os 56
dias. As andlises foram determinadas em triplicata. Os valores de aw foram ajustados através

de uma relacado linear conforme indica a Equacao (8).
a,(t) = at+b (8)

em que a,,(t) ¢ a atividade de 4gua no instante t em (dias), a e b sdo parametros empiricos.
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4.7 ANALISE DE COR

Para a avaliagcdo instrumental da cor das linguigas Toscanas, as determinagdes foram
realizadas através de espectrofotometro (KONICA MINOLTA CM-700D, Osaka, Japdao), com
iluminante A, area de medicdo de 8 mm com SCI (angulo difuso de iluminagao/angulo do
sensor de 8°) e SCE (componente especular excluido) seleciondvel com comutacao
automatica. As amostras de linguica Toscana foram preparadas com cortes cilindricos 20 mm
e a cor foi medida 2 vezes em trés locais em cada amostra. Os atributos avaliados foram
(iluminante A) e (iluminante D65) com angulo de observacdo padrio de 2°, L*
(luminosidade), a* (intensidade de vermelho) e b* (intensidade do amarelo) (CIE, 1976).
Obteve-se ainda o espectro visivel entre os comprimentos de onda 360 ¢ 740 nm, com
intervalos de 10 nm entre eles. A partir desses dados, foram calculados os valores de angulo
de tonalidade (h°) Equacdo (9), indice de saturagdo chroma (C*) Equagdo (10). As analises
foram realizadas a temperatura ambiente. A calibragdo para branco e preto antes das medig¢des

foram realizadas. As analises de coloragdo foram realizadas a cada 7 dias, durante 49 dias.

h° = tan™' — (9)
a

C* =+a?+b? (10)

onde angulo de tonalidade é o (h°), intensidade do amarelo b*, intensidade de vermelho (a*),
indice de saturacao (C*).
Para modelar a cinética da mudancga dos parametros de L*,a*, b*, C* e h°, foi utilizado

um modelo cinético de primeira ordem Equacao (11).

y(t) = yoe (11)

onde y(t) corresponde ao valor dos parametros de coloragdo ( L*,a*, b*, C* e h°) apds t dias
de armazenamento, y, representa o valor inicial dos parametros de coloragdo e k ¢ a constante

de velocidade da reagao.
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4.8 MODELAGEM MATEMATICA

Os dados experimentais do crescimento de BAL foram expressos em log (UFC/g) para
o procedimento de ajuste. Para cada tratamento, os modelos de Baranyi & Roberts (1994)
(BAR) Equacao (1), Huang (HUG) (HUANG, 2013) Equagdes (2 ¢ 3) e Robazza et al. (ROB)
(ROBAZZA et al., 2017) Equagao (4), foram ajustados aos dados experimentais. Além dos
parametros cinéticos que estao inseridos nas fungdes de crescimento, calculou-se a amplitude
de crescimento logaritmico (A) Equacdo (12). A regressdo nao-linear foi realizada através do
algoritmo de Levenberg-Marquardt com o uso dos pacotes nlsMicrobio, minpack.lm, pracma,

investr € modelr disponiveis no software R v. 3.5.0.

—1+eMmax2 4o Hmaxt
logN(t) = log(Npax) + log [(_He#m:it%“m:;_M)l (1)
log(No)
y(t) = Yo + Ymax — Inf{e?o + [eYmax — gYo] g~HmaxB(1)} )
1 1+e %A
B)=t+ ZIHW 3)
T t"—t t”
2O =0+ 5 0 e e[ (=) - et V2 5] @
A = Ymax = Yo (12)

Os valores da vida util das amostras de linguica Toscana foram estimados utilizando-
se dois critérios: como o tempo para a populagdo de bactérias acido-lacticas alcangar o nivel
de 7 log (UFC/g) e como o tempo para o pH alcancar o valor de 5,5, conforme sera detalhado
adiante. Para se modelar a influéncia da concentracdo de oleo essencial sobre a vida util das
amostras, uma versao modificada do modelo de Weibull (MAFART et al., 2002; VAN
BOEKEL, 2002) foi ajustada aos dados da vida util em funcdo da concentragdo de oleo

essencial como mostra a Equagao (13):
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[0E]\"
tsy = tspo t (T) (13)

onde tg; ¢ a vida Util da amostra em dias, ts; o € o tempo de vida 1til em dias da amostra de
linguica Toscana sem a adi¢do de Oleo essencial, [OE] representa a concentragdo de 6leo
essencial empregada em cada tratamento, § corresponde a concentragdo de 6leo essencial
necessaria para aumentar a vida util da amostra em um dia e 3 ¢ um pardmetro de forma

adimensional.
4.9 ANALISE ESTATISTICA

A capacidade dos modelos primarios para ajustar os dados experimentais foi avaliada
através dos seguintes indices estatisticos: coeficiente de determinacio (R?), raiz do erro
quadratico médio (RMSE), erro médio absoluto (MAE), critério de informacao de Akaike
(AIC) (AKAIKE, 1974), critério de informacdo Bayesiano (BIC) (SCHWARZ, 1988), fator
de tendéncia (Bias factor) (BF) e fator exatiddo (Accuracy fator) (AF). Estes indices estdo
expressos nas Equagdes de (14 a 20). As andlises estatisticas foram realizadas no sofiware R v.

3.5.0.

z (ypred (14)

(exp —9)
_ 2
RMSE = \/Z(yexp ypred) (15)
n—p
1
MAE = ;Z |ypred — Yexp | (16)
AIC = =2log(Lp) +2[(p+ 1) + 1] a7

BIC = —2log(Lp) + [ (p + 1) + 1] log(n) (18)
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(ZIOg(Ypred/Yexp)>

BF = 10 n (19)
< |10g(Ypred/Yexp)|>

AF =10 n 20)

onde n ¢ o numero de pontos experimentais, p ¢ o numero de paradmetros do modelo, y sdo os
valores da variavel de resposta, y representa a média aritmética de todos os valores de y, yexp
s30 os valores obtidos nos experimentos, ypred $30 0s valores preditos pelo modelo, Lp é o
logaritmo do méaximo da func¢do de verossimilhanca do modelo.

O fator Bias (BF) ou fator tendéncia ¢ uma estimativa para avaliar a diferenga média
entre os valores observados e preditos pelo modelo. O fator Bias igual a 1 significa que o
valor observado ¢ exatamente igual ao predito, j& quando o fator Bias ¢ maior que 1 o valor
predito, na média, ¢ maior que o observado, porém quando o fator de bias ¢ menor que 1,
significa que o valor predito € menor que o observado na média (ROSS, 1996).

O fator exatiddo (AF), ¢ a medida da diferenca média absoluta entre os valores
preditos e observados do modelo, por se tratar de valores absolutos ¢ sempre maior ou igual a

1, sendo que quanto maior o seu valor, menos precisa a estimativa (ROSS, 1996).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Na sequéncia estao apresentados e discutidos os resultados obtidos na presente pesquisa.

5.1 RENDIMENTO DOS OLEOS ESSENCIAIS

O rendimento final dos OEs obtidos pelo método de extragdo por arraste de vapor,
foram iguais a 1,669 £ 0,024% (m/m) para o OEA e 1,210 £ 0,054% (m/m) para o OEO. Os
resultados encontrados estdo de acordos com Chemat e Boutekedjiret et al. (2015) e Ribeiro-
Santos et al. (2015) que relataram um rendimento igual a 1,20% (m/m) para o OEA e Khan et
al. (2018) que obtiveram um rendimento para o OEO de 1,70%, em ambos os métodos de
extragdo por arraste de vapor. Estudos sobre rendimento de OEs de variedades de orégano e
alecrim demonstraram que o rendimento de OEs pode variar ao longo de diferentes safras

(MECHERGUI et al., 2016; REZA et al., 2018).

5.2 COMPOSICAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

A composicdo dos OEs de alecrim e orégano foi determinada por GC-MS e os
resultados estdo apresentados na Tabela 4. Os principais componentes encontrados no OEA
foram 1,8-cineol (33,9%), canfora (17,6%), a-pineno (15,4%), borneol (6,9%) e canfeno
(5,4%). Estes resultados estdo de acordo com os componentes obtidos por Sirocchi et al.
(2013) e Jiang et al. (2011) que relataram a seguinte composi¢do para o OEA: 1,8-cineol
(36,2-26,5%), a-pineno (16,4-20,14%), canfora (11,7-12,88%), canfeno (4,7-11,38%) e f-
pineno (2,2-6,95%), respectivamente.

Os principais componentes observados para o OEO foram y-terpineno (46,33%),
terpinoleno (21,15%), p-cimeno (15,72%), B-cariofileno (7,74%). Esses resultados sao
coerentes com os obtidos por Kulisic et al. (2004) em dleo essencial de orégano, os quais
foram: y-terpineno (35,0%), carvacrol (32,0%), p-cimeno (9,1%) e a-terpineno (3,6%) e por
Bendahou et al. (2008), os quais relataram as concentragdes de y-terpineno (27,0%) e p-
cimeno (17,15%). Além disso, Burt (2004) relatou que as concentragdes de y-terpineno em
orégano (Origanum vulgare) podem variar significativamente, podendo ser encontrados desde
1% até 52%.

No total, foram identificados 40 componentes no OEA e 52 componentes no OEO

referentes a fracdo volatil dos 6leos. Estudos fitoquimicos sobre a composi¢do do OE de
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Origanum vulgare € Rosmarinus officinalis apontam uma ampla diversidade quimica e uma
consideravel variagdo qualitativa e quantitativa intraespecifica em constituintes. Essa
variabilidade pode estar relacionada ao efeito de varidveis como fatores genéticos,
distribuicdo geografica, parte da planta estudada, tempo de coleta, métodos de extracdo e
condi¢des ambientais (JIANG et al., 2011; LUKAS et al., 2015; MECHERGUI et al., 2016;
SIRROCCHI et al., 2017; REZA et al., 2018).

Tabela 4 — Composi¢do quimica observada nos Oleos essenciais de alecrim e orégano
determinados por CG-MS.

TR* Porcentagem (%)
Composto (min) OEA OEO
hex-(2E)-enal 3,75 - 0,26
a-pineno 5,38 15,37 3,81
canfeno 5,75 5,36 0,44
B-pineno 6,48 4,95 1,96
p-cimeno 7,90 1,66 15,72
limoneno 8,03 1,69 -
1,8-cineol 8,18 33,89 0,29
y-terpineno 9,04 0,61 46,33
terpinoleno 10,10 1,99 21,15
linalol 10,52 1,09 -
canfora 12,27 17,59 -
borneol 13,1 6,94 2,32
a-terpinol 14,14 4,03 -
B-cariofileno 23,57 4,83 7,74

Tempo de retencdo (T)™.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018

5.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS E MODELAGEM MATEMATICA

5.3.1 Ajustes primarios de crescimento

As curvas de crescimento das BAL obtidas para cada ajuste com os modelos de BAR,
HUG e ROB estao apresentadas nas Figuras 8, para a amostra controle (a) e adicionada do
blend comercial de acidos organicos (b). Por sua vez, a Figura 9 apresenta as curvas para os
tratamentos adicionados de diferentes concentragdes de 0,05% (a), 0,1% (b), 0,2% (c) € 0,4%
(d) de OEA e a Figura 10 para linguigas adicionadas das concentragdes de 0,05% (a), 0,1%
(b), 0,2% (c) e 0,4% de OEO.

As BAL consistem em uma parte substancial da microbiota natural de produtos

carneos. No entanto, quando presentes em concentracdes superiores a 7 log (UFC/g), essas
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bactérias causam alteragdes sensoriais, como a formagao de limo e sabores desagradaveis, que
tornam o consumo do produto inadequado (LABADIE, 1999). Portanto, uma concentragdo de
BAL de 7 log (UFC/g) foi estabelecida como um limite microbioldgico superior para a
qualidade sensorial e microbioldgica dos alimentos, de acordo com a Comissdo Internacional
sobre Especificagdes Microbiologicas para Alimentos (ICMSF, 1986). Assim, conforme
previamente mencionado, o tempo (em dias) para a concentragdo de BAL atingir este limite
foi adotado no presente estudo como a vida util da linguica Toscana. Apos o ajuste dos
modelos de crescimento BAR, HUG e ROB aos dados BAL, o prazo de validade da linguica

Toscana foi estimado a partir dos parametros obtidos para cada modelo.

Figura 8 — Curvas obtidas apds o ajuste dos modelos de Baranyi-Roberts (vermelho), Huang
(azul) e Robazza et al. (verde) para a amostra controle (a) e o blend comercial de
acidos organicos (b) em linguiga Toscana armazenada a 4 °C e embalada a vacuo.
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@ — ™ - s
o~ ~
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Tempo (dias) Tempo (dias)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Figura

log UFC/g

log UFC/g

Fonte:

9 — Curvas obtidas apos o ajuste dos modelos de Baranyi-Roberts (vermelho), Huang
(azul) e Robazza et al. (verde) para amostras adicionadas com diferentes
concentracdes 0,05% (a), 0,1% (b), 0,2% (c) e 0,4% (d) de OEA em linguica
Toscana armazenada a 4 °C e embalada a vacuo.
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Elaborado pelo autor, 2018.
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10 — Curvas obtidas apos o ajuste dos modelos de Baranyi-Roberts (vermelho), Huang
(azul) e Robazza et al. (verde) para amostras adicionadas com diferentes
concentragdes 0,05% (a), 0,1% (b), 0,2% (c) e 0,4% (d) de OEO em linguica
Toscana armazenada a 4 °C e embalada a vacuo.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

As Figuras 11 e 12, mostram os céalculos usados para a estimativa da vida util das

amostras de linguica Toscana apds adicdo de OEA e OEO, respectivamente. As duas figuras

apresentam os calculos para os modelos de BAR (a), HUG (b) e ROB (c). A densidade

populacional inicial das BAL para os diferentes tratamentos variou entre 2,46 e 3,23 log

UFC/g. Essas diferencas na flora bacteriana nativa sdo frequentes em produtos carneos

(PAPARELLA et al., 2016).

Como pode ser visto nas Figuras 11 e 12, todos os tratamentos prolongaram a vida util
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da linguica Toscana significativamente (p<0,05), em relagdo ao controle. Pode-se observar
também que quanto maior a concentracdo de OEA e OEO adicionada ao produto, maior a
extensao do prazo de validade. Os resultados indicaram que quando comparados o OEA entre
o OEO, o prazo de validade estimado com a adicdo de OEA foi maior em relagdo ao OEO
quando menores concentragdes de OE (0,05% e 0,1%) foram adicionadas a linguica Toscana.
Por outro lado, quando maiores concentracdes de (0,2% e 0,4%) de OE foram adicionadas a

linguiga a vida de prateleira obtida para o OEO foi maior em relagao ao OEA.

11 — Procedimentos de calculo da vida util para cada tratamento com OEA para os
modelos de BAR (a), HUG (b) e ROB (c). As linhas s6lidas verticais (coloridas)
correspondem a vida 1til prevista para cada tratamento e a linha sé6lida horizontal
(preta) define a contagem de BAL estabelecida como limite.

Figura
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

E possivel observar a partir das Figuras (11 e 12), que a vida util estimada para a
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amostra controle foi igual a 13,59, 14,52 e 18,31 dias para os modelos de BAR, HUG e ROB,
respectivamente. Apos este periodo, a adi¢do de 0,4 % de OEA e 0,4 % de OEO resultaram
em uma diferenca de aproximadamente 3 log UFC/g em relagdo a controle. Observou-se que a
adicdo de OE nao afeta a populagdo bacteriana final, mas diminui a sua velocidade de
crescimento.

De acordo como Burt (2004), a atividade antimicrobiana do OEO esta relacionada aos
hidrocarbonetos monoterpenicos (y-terpineno e p-cimeno). Portanto, os resultados obtidos no
presente estudo comprovam a atividade antimicrobiana das diferentes concentragdes de OEO
adicionadas na linguica Toscana na extensdo de sua vida util (TSIGARIDA et al., 2000;
SKANDAMIS; NYCHAS, 2001). Por outro lado, a atividade antimicrobiana do OEA esta
relacionada aos derivados terpénicos (p-cimeno, terpineno, limoneno, sabineno e pineno)
(REALINI; MARCOS, 2014), também presentes no dleo essencial estudado.

De fato, o carater lipofilico desses compostos presentes no OEA ¢ OEO (Tabela 2)
provoca o rompimento da membrana celular atingindo assim o citoplasma bacteriano e
comprometendo as fungdes vitais da célula resultando assim em redugdes significativas das
BAL. Além disso, a preseng¢a de grupos hidroxila como na estrutura do borneol dos OE
(Tabela 4), pode produzir uma toxicidade para as bactérias levando assim a reducdes
significativas nas contagens como foi observado para os diferentes tratamentos, em relagdo a
amostra controle (ULTEE et al., 2002; SIROCCHI et al., 2017).

Considera-se que os acidos organicos afetam a atividade bacteriana por mecanismos
primarios de acidificacdo citoplasmatica com subsequente desacoplamento da produgdo e
regulacdo de energia e pela acumulagdo dos anions dissociados (GOULD, 1989). A analise
frente a adicdo do blend comercial de 4cidos orginicos mostra que a vida util para este
tratamento foi superior em relagdo a amostra controle. No entanto, a vida 1til para este
tratamento foi inferior em relagdo a todos os tratamentos que apresentaram também diferentes
concentragcdoes de OEA e OEO adicionados a lingui¢a Toscana conforme pode ser visto nas
Figuras 11 e 12. Em seus estudos, Diez et al. (2009) e Neill et al. (2018) estudaram os efeitos
de combinagdes de sais e acidos organicos sobre a vida de prateleira de salsichas espanholas e
presunto cozido, respectivamente. Os resultados mostraram que a combinagdo de acidos
organicos reduziu a populacdo de bactérias deteriorantes aumentando consideravelmente a
vida de prateleira dos produtos. De forma similar, no presente estudo que a adi¢do do blend
comercial aumentou a vida Util de aproximadamente 14,76 dias em relagdo a amostra

controle.
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Uma analise dos graficos das Figuras 11 e 12, mostra a auséncia da fase de adaptacao
ou lag bem definida para todos os tratamentos. Como as BAL faziam parte da microflora
natural das lingui¢as Toscanas, ¢ provavel que as bactérias jad estivessem previamente
adaptadas ao ambiente quando o estudo foi realizado. Além disso, o aumento logaritmico
bacteriano dado pela diferenca entre a carga bacteriana final e inicial (parametro A4) ndo foi
afetado significativamente (p<0,05), pelos diferentes tratamentos em relacdo a amostra
controle. Resultados semelhantes foram encontrados por Cayré, Garro e Vignolo (2005) e
Geitenes et al. (2013), que avaliaram o efeito de diferentes temperaturas de armazenamento
no crescimento das BAL em embutidos carneos embalados em diferentes permeabilidades ao
oxigénio. Os autores verificaram a auséncia da fase /ag nas curvas de crescimento ajustadas

pelo modelo de Gompertz modificado.

Figura 12 — Procedimentos de célculo da vida util para cada tratamento com OEOQO para os
modelos de BAR (a), HUG (b) ¢ ROB (c¢). As linhas s6lidas verticais (coloridas)
correspondem a vida util prevista para cada tratamento e a linha solida horizontal
(preta) define a contagem de BAL estabelecida como limite.
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Os estudos de Viuda-Martos et al. (2010) mostraram que a adicdo de OEA e OEO em
linguiga frescal tipo Bolonha embalada a vacuo e mantida sob condi¢des de refrigeracdo a 4
°C resultou em menores contagens de BAL durante um periodo de armazenamento de 24 dias.
Além disso, como no presente estudo, constatou-se que a aplicacdo de OEO e OEA em carne
e produtos carneos ¢ eficaz para retardar o crescimento da microflora deteriorante das BAL
(NTZIMANI et al, 2010; GOVARIS et al, 2010; VASILATOS; SAVVAIDIS, 2013;
AMARIEI et al., 2016; BARBOSA et al,, 2015; PAPARELLA et al., 2016; MENEZES et al.,
2018).

A Tabela 5 apresenta os pardmetros cinéticos de crescimento das BAL estimados pelos
modelos de Baranyi-Roberts, Huang e Robazza et al. para todos os tratamentos.

Em geral, um melhor ajuste foi obtido quando o OEA foi adicionado a linguica em
relagdo aos demais tratamentos. A adi¢ao de diferentes concentragdes de OEA, OEO e blend
comercial afetaram significativamente (p<0,05) os pardmetros Upmax © Vmax- A taxa de
crescimento especifico maxima, p,,x €stimada para a amostra nao tratada foi de 0,713, 0,356
e 203,7 dias!' para os modelos de BAR, HUG e ROB, respectivamente. Para a amostra
adicionada de blend comercial de acidos organicos, os valores de pp.x obtidos para os
modelos de BAR, HUG e ROB foram de 0,316, 0,155 e 0,400 dias™!, respectivamente. Os
resultados de py,ax Obtidos para as amostras tratadas com 0,05%, 0,1%, 0,2% e 0,4% de OEA
para o modelo de BAR foram de 0,285, 0,296, 0,248 e 0,248 dias™!, para o modelo de HUG
iguais a 0,136, 0,140, 0,125, 0,120 dias e para o modelo de ROB de 0,312, 0,324, 0,279 e
0,496 dias™!, respectivamente. Por outro lado, os valores de fi,,q, Obtidos para as amostras
tratadas com 0,05%, 0,1%, 0,2% e 0,4% de OEO para o modelo de BAR foram de 0,332,
0,307, 0,248 e 0,205 dias™, para o modelo de HUG foram de 0,159, 0,148, 0,119 e 0,099 dias
'e para 0 modelo de ROB forma de 1,111, 13,980, 0,320 e 0,220 dias!, respectivamente.
Resultados semelhantes ao do presente estudo, foram encontrados por Menezes et al. (2018),
que adicionaram OEO em presunto embalado a vacuo e armazenado a 6 °C e obtiveram
valores de Upmay para a amostra controle e adicionada de 0,4% OEO de 0,79 e 0,65 dias™ pelo

modelo de BAR para o crescimento de BAL, respectivamente.
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Tabela 5 — Parametros cinéticos de crescimento das BAL estimados pelos modelos de
Baranyi-Roberts (BAR), Huang (HUG) e Robazza et al. (ROB) (+ intervalo de

confianca de 95%).
Mmax Yo Ymax A
Tratamentos  Modelo (dias™) (log UFC/g)  (log UFC/g)  (UFClg)

BAR 0713 (£0224) 3,006 (£0,707) 7411 (+0394) 4404

Controle HUG 0356 (+0.143) 2,980 (£ 1,010) 7440 (:0389) 4464
ROB 2037 (£ 18570,2) 2749 (+0.767) i -

BAR 0316 (£0,047) 3212 (£0267) 7,654 0271) 4442

Blend! HUA 0,155 (£0,025) 3,122 (£0289) 7746 (:0284) 4624
ROB 0.400 (£0.222) 3,028 (+ 0.343) ] i

BAR 0285 (£0.027) 3,097 (£0.174) 7,599 (+0206) 4,503

0,05% OEA2 HUG 0.136 (£ 0,015) 3,029 (£0322) 7752 (:0238) 4723
ROB 0312 (£0.031) 3,072 (0.229) - -

BAR 0296 (+0.027) 2,869 (£0.176) 7,550 (+0209) 4,681

0,1% OEA? HUG 0.140 (+ 0,014) 2,805 (£0,176) 7.715(+0250) 4910
ROB 0324 (+0,034) 2,897 (0,240) i i

BAR 0248 (£0.027) 3,105 (£0.236) 7,550 (+0236) 4395

0,2% OEA2 HUG 0125 (:0,016) 3278 (£0254) 7.629 (+0253) 4351
ROB 0279 (£0.032) 3,176 ( 0.224) - -

BAR 0248 (£0.032) 2,924 (£0240) 7,447 (:0303) 4,523

0,4% OEA? HUG 0120 (+0,017) 2,844 (£0247) 7598 (+0339) 4754
ROB 0.496 (+1.789) 2,700 ( 0,290) } i

BAR 0332 (£0.061) 2,971 (£0.333) 7405(x0317) 4434

0,05% OEO? HUG 0.159 (£0,029)  2.896 (£0,328) 7.513 (:0320) 4617
ROB LU (£7.612) 2,697 (+0.360) - -

BAR 0307 (£0.062) 2,995 (£0.345) 7,246 (+0345) 4251

0,1% OEO? HUG 0,148 (£ 0,031) 2,924 (£0359) 7.366 (+0384) 4442
ROB 13,980 (+899,096)  2.713 (= 0.416) - -

BAR 0248 (£0.032) 2,919 (£0.235) 7415(0297) 4496

0,2% OEO HUG 0119 (£0,016)  2.843 (£0220) 7.574 (+0342) 4731
ROB 0.320 (+0260) 2,753 (= 0.298) i i

BAR 0205 (£0.025) 2,952 (£0215) 7,405 (:0416) 4,445

0,4% OEO? HUG 0.099 (+0,016) 3,053 (£0,373) 7.641 (+0,554) 4588
ROB 0.220 (£0.032) 2,920 (0.308) - -

Blend comercial de acidos organicos!, Oleo essencial de alecrim?, Oleo essencial de orégano’.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

A andlise global dos valores de p,,,x indica que as BAL cresceram mais lentamente
quando menores concentracdes de OEA foram adicionadas a linguiga Toscana em relacao ao
OEO. A mesma analise mostra que seu crescimento foi mais lento quando doses mais altas de
OEO foram adicionadas a lingui¢a Toscana em relacdo ao OEA, levando a uma maior
extensdo da vida de prateleira com as adi¢des das maiores concentragoes.

Os valores dos indices estatisticos obtidos apds ajuste dos modelos de Baranyi-

Roberts, Huang e Robazza et al. aos dados experimentais para cada tratamento estdao
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apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Comparagdo dos parametros de estatisticos obtidos apds ajustes dos modelos de
Baranyi-Roberts (BAR), Huang (HUG) e Robazza et al. (ROB) aos dados

experimentais.
Indices estatisticos
Tratamentos
Modelo AIC BIC AF BF RMSE MAE R?

BAR 25,317 28,149 1,376 1,022 0,431 0,370 0,913
Controle HUG 24,542 28,083 1,337 1,019 0,393 0,338 0,922
ROB 19,795 23,335 1,299 1,008 0,335 0,269 0,953
BAR 4,261 7,093 1,218 1,014 0,214 0,174 0,978
Blend' HUG 1,671 5,212 1,183 1,009 0,183 0,140 0,984
ROB 0,202 3,742 1,116 1,005 0,175 0,128 0,989
BAR -7,334 -4,502 1,124 1,005 0,145 0,107 0,989
0,05% OEA? HUG -9,778 -6,238 1,097 1,002 0,125 0,084 0,994
ROB -10,398 -6,858 1,098 1,002 0,123 0,082 0,994
BAR -6,844 -4,012 1,131 1,005 0,148 0,109 0,989
0,1% OEA? HUG -7,961 -4.421 1,123 1,002 0,133 0,100 0,995
ROB -8,733 -5,193 1,130 1,003 0,130 0,100 0,994
BAR -2,852 0,239 1,153 1,003 0,172 0,140 0,984
0,2% OEA? HUG -7,466 -3,603 1,123 1,002 0,140 0,111 0,991
ROB -10,184 -6,321 1,105 1,001 0,129 0,100 0,994
BAR 4,136 7,226 1,218 1,018 0,214 0,166 0,977
0,4% OEA? HUG 0,147 4,010 1,180 1,012 0,178 0,132 0,984
ROB -3,918 -0,055 1,169 1,006 0,157 0,117 0,991
BAR 10,195 13,028 1,281 1,019 0,260 0,224 0,968
0,05% OEQO? HUG 6,601 10,141 1,233 1,015 0,216 0,183 0,975
ROB 1,152 4,693 1,175 1,005 0,137 0,1800 0,988
BAR 11,729 14,562 1,337 1,022 0,274 0,248 0,985
0,1% OEO? HUG 9,905 13,445 1,290 1,018 0,241 0,210 0,970
ROB 5,528 9,068 1,210 1,008 0,208 0,155 0,983
BAR 3,569 6,660 1,223 1,014 0,211 0,176 0,977
0,2% OEO3 HUG -0,196 3,667 1,118 1,009 0,176 0,147 0,985
ROB -2,618 1,245 1,167 1,004 0,163 0,129 0,990
BAR 2,287 5,337 1,214 1,009 0,202 0,164 0,979
0,4% OEO? HUG -0,422 3,440 1,173 1,006 0,175 0,137 0,985
ROB 0,083 3,946 1,191 1,005 0,177 0,142 0,987

Blend comercial de acidos organicos!, Oleo essencial de alecrim?, Oleo essencial de orégano®.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Todos os modelos matematicos se ajustaram bem aos dados experimentais, no entanto,
o modelo de Robazza et al., apresentou melhores resultados de AIC, BIC, AF, BF, RMSE,
MAE para a maioria dos tratamentos. Isso ¢ justificado devido ao fato de que o modelo de

Robazza et al.,, previu de forma mais uniforme valores acima e abaixo dos dados
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experimentais enquanto que no caso do modelo de Baranyi-Roberts e Huang, a maior parte
dos valores preditos foram superiores aos valores observados.

Os resultados dos indices estatisticos obtidos na avaliacdo da capacidade preditiva do
modelo para os valores do fator Bias (BF) variaram de 1,001 a 1,022 para os diferentes
modelos e tratamentos. Isso significa que o valor observado e o valor previsto eram
praticamente idénticos. Para o fator de Accuracy (AF) os valores variaram de 1,097 a 1,376
para os modelos de BAR, HUG e ROB nos diferentes tratamentos apresentados na Tabela 6.

Os maiores valores de RMSE foram observados para a amostra controle para os
modelos de BAR, HUG ¢ ROB de 0,431, 0,393 e 0,335, respectivamente. Para os demais
tratamentos os valores foram inferiores aos citados. Esses valores estdo de acordo com valores
relatados por Kreyenschmidt et al. (2010) e Silva et al. (2017) que obtiveram valores de
RMSE variando de 0,409 a 1,330 para ajuste de modelos descrevendo o crescimento da flora
bacteriana nativa em produtos carneos. Vale ressaltar, que os coeficientes de determinagdo dos
tratamentos foram superiores a 0,913 resultando em baixos valores de RMSE ¢ MAE.

Embora para a maior parte dos conjuntos de dados avaliadas pelo modelo de Robazza
et al. tenha fornecido um melhor ajuste (ver Tabela 6), optou-se pela escolha do modelo de
Baranyi-Roberts como mais eficiente para descrever o crescimento das BAL em linguica
Toscana. Esta escolha se baseia no fato que este modelo apresenta um pardmetro a menos em
sua equacao, ja que este modelo pode ser representado com ou sem a duragdo da fase /ag, o
que ¢ mais condizente com os dados experimentais obtidos e também como pode ser
visualizado na Tabela 5, o0 modelo de Robazza et al. superestimou alguns valores de -
Porém, os resultados dos indices AIC, BIC ¢ RMSE obtidos com esse modelo ndo sdo muito

diferentes em relagdo aos obtidos com os modelos de Robazza et al. e Huang.

5.3.2 Avaliacao da vida util em funcio da concentracao de 6leo essencial

A Tabela 7 apresenta os valores da vida util das linguicas Toscanas estimados através
dos modelos de Baranyi-Roberts, Huang e Robazza et al.

A partir dos dados da Tabela 7, observou-se que a adicao de doses baixas (0,05 e 0,1
%) de OEA e OEO provocou um prolongamento da vida de prateleira da linguiga Toscana em
2,40 e 2,44 vezes em relagdo ao controle segundo o modelo de Baranyi-Roberts. Para os
demais modelos, o aumento foi de 2,32 ¢ 2,39 vezes (0,05 e 0,1% de OEA) segundo o modelo

de Huang e 1,85 vezes (0,05 e 0,1% de OEA) de acordo com o modelo de Robazza et al. Ja no
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que concerne aos tratamentos com OEQO, a vida de prateleira foi estendida em 2,18 e 2,41
vezes (0,05 e 0,1% de OEO) para o modelo de Baranyi-Roberts, 2,16 e 2,44 vezes (0,05 e
0,1% de OEQO) para o modelo de Huang e 1,88 e 2,12 vezes (0,05 e 0,1% de OEO) para o

modelo de Robazza et al. em relacao ao controle.

Tabela 7 — Vida 1til da linguica Toscana estimada através das equagdes de Baranyi-Roberts
(ROB), Huang (HUG) e Robazza et al. (ROB) através dos diferentes tratamentos.

Tratamentos Vida util (dias)
Baranyi-Roberts Huang Robazza et al.

Controle 13,59 14,52 18,31
Blend" 28,35 29,16 30,34
0,05% OEA? 32,58 33,76 33,87
0,1% OEA? 33,28 34,71 33,86
0,2% OEA? 37,69 38,69 38,22
0,4% OEA? 39,55 41,15 43,42
0,05% OEO? 29,57 31,39 34,44
0,1% OEO? 32,78 35,40 38,85
0,2% OEO? 39,90 41,65 43,38
0,4% OEQO? 47,84 49,03 49,48

Blend comercial de 4cidos organicos', Oleo essencial de alecrim?, Oleo essencial de orégano’.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Ao se considerar a adicao de 0,4% de 6leo essencial de OEA e OEO, respectivamente,
obteve-se um aumento da vida util da linguica Toscana de 39,55 e 47,84 dias de acordo com o
modelo de Baranyi-Roberts, 41,15 e 49,03 dias segundo o modelo de Huang e 43,42 e 49,48
dias conforme o modelo de Robazza et al., respectivamente.

As Figuras de (13 a 15) apresentam os ajustes obtidos através da Equagao (13) para a
vida util das amostras segundo os modelos de Baranyi-Roberts, Huang e Robazza et al., em
funcdo da concentracdo de OEA e OEO aplicados nas linguicas Toscanas. As seguintes

equagoes empiricas foram obtidas:
e Modelo de Baranyi-Roberts:

tSLOEA = 13,59 + (8,63 X 108[0EA])0'17 (21)

tsoro = 13,63 + (2,35 x 10*[0E0])%3* (22)
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Figura 13 — Curvas obtidas apds o ajuste da Equagdo 13 aos dados de vida 1til estimados pelo
modelo de Baranyi-Roberts para os tratamentos com OEA (a) e OEO (b).
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Figura 14 — Curvas obtidas apos o ajuste da Equagao 13 aos dados de vida util estimados pelo
modelo de Huang para os tratamentos com OEA (a) e OEO (b).
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tSLOEA = 18,30 + (1,58 X 105[0EA])0’31 (25)
tsLopo = 18,37 + (4‘,4‘2 X 105[OE0])0’26 (26)

Figura 15 — Curvas obtidas ap6s o ajuste da Equagdo 13 aos dados de vida util estimados pelo
modelo de Robazza et al. para os tratamentos com OEA (a) e OEO (b).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Pode-se verificar em todos os tratamentos, que uma pequena dose de OE provoca um
grande aumento no prazo de validade em compara¢do com a amostra ndo tratada. No entanto,
quanto maior a concentra¢do de OE adicionada as lingui¢as Toscana seu aumento da vida util
fica menos intenso, como pode ser visualizado no comportamento assintdtico das curvas.
Além disso, pode-se observar nas Figuras (13, 14 e 15), para o OEA (a) que o aumento inicial
do prazo de validade foi mais acentuado, em relagdo ao OEO. Esse comportamento sugere
que uma quantidade menor de OEA pode promover um aumento significativo no prazo de
validade da linguiga Toscana, ndo levando a comprometimento de atributos sensoriais.

A qualidade do ajuste do modelo de Weibull modificado aos dados de vida util foi
estimada através dos parametros estatisticos (AF, BF, RMSE, MAE, R?) conforme apresenta a
Tabela 8.

Os valores ajustados para o modelo de Weibull modificado indicaram que o modelo se
ajustou bem aos dados empiricos de vida Ttil, justificando assim sua utilizagdo como
equacdes empiricas para predizer a vida de prateleira em fun¢do da concentracdo de OEA e
OEO. Em geral, curvas de crescimento concavas ascendentes foram observadas para todas as

concentragdes de OEA e OEO analisadas para os diferentes tempos de vida util.
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Tabela 8 — Parametros estatisticos obtidos pelos ajustes da Equacao 13 aos dados de vida ttil
da linguica Toscana estimados pelos modelos primarios de Baranyi-Roberts
(BAR), Huang (HUG) e Robazza et al. (ROB).

Indices estatisticos

Tratamentos
Modelo AF BF RMSE MAE R?

BAR 1,080 1,001 0,642 0,508 0,995
OEA! HUG 1,058 1,000 0,499 0,375 0,997
ROB 1,129 1,002 0,967 0,803 0,987
BAR 1,058 1,001 0456 0,336 0,998
OEO? HUG 1,022 1,000 0,18 0,137 0,999
ROB 1,016 1,000 0,157 0,116 0,999

Oleo essencial de alecrim', Oleo essencial de orégano?.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

5.4 ANALISES DE pH

O pH de um produto carneo ¢ um importante fator a ser analisado, porque afeta muitos
fatores de qualidade, incluindo cor, textura e sabor (LEE et al., 2010). Por essa razdo, foi
analisada a cinética da variagdo do pH em fun¢do do tempo de armazenamento para os
diferentes tratamentos testados. As Figuras 16 (a) e 16 (b), apresentam os efeitos da adi¢ao do
blend de é4cidos organicos e dos tratamentos com diferentes concentragdes de OEA (a) e OEO
(b), sobre os valores de pH das linguigas Toscanas embalada a vacuo a temperatura de 4 °C,
no decorrer do armazenamento.

Os estudos de Romans e Ziegle (2001), Cocolin et al. (2004), Ahmad e Baher (2013),
Monteiro et al. (2017), relataram que os valores normais de pH para produtos carneos e
linguicas ndo devem ser inferiores a 5,5 pois provocam sabores indesejaveis, descoloracao,
producdo de gas, inchaco da embalagem e coloragio do produto esverdeada,
consequentemente levando a uma répida deterioragdao do produto carneo. Portanto, esse valor

foi estabelecido como limite inferior de pH para cada tratamento.
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Figura 16 — Curvas obtidas apds ajuste da Equagdo 7 aos dados de pH em fungdo do tempo.
As linhas soélidas verticais correspondem ao prazo de validade previsto para cada

tratamento.
['o}
2 @) — Controle < () —— Controle
i Blend Blend
—— 0,05% OEA —e— 0,05% OEOQ
—+— 0,1% OEA (] —— 0,1% OEO
—— 0,2% OEA = ‘%8 —— 0,2% OEO
N —= 0/4% OEA i—é\ -=— 0,4% OEO
o L 5 Ny o | ¥
wo | 0 0y © T
' [ ] s
!\\\ } s
WA =
T T
o | Q A
© EN) © £ \kT
o AT w G N
x
* ﬁ\\ 2 i
N2 5 N
\‘;E i 3 z
o _| o
0 © ] ]

T T T T T T T T T T T | T T
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60

Tempo (dias) Tempo (dias)

Blend comercial de acidos organicos', Oleo essencial de alecrim?, Oleo essencial de orégano’.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Os valores de pH no inicio do armazenamento apresentaram-se na faixa de 5,98 a
6,41. Ao decorrer do armazenamento, houve um declinio significativo (p<0,05) nos valores de
pH para todos os tratamentos, sendo que foram observados valores de pH finais entre 4,99 e
5,13. Estes resultados sdo consistentes com relatos anteriores na literatura para linguicas
frescais conforme Crist et al. (2014), Fasolato et al. (2016), Sharma et al. (2017) e Soji¢ et al.
(2018). O declinio de pH foi mais acentuado para a amostra controle e nas amostras tratadas
com as menores concentragdes de OEA e OEO e blend comercial, verificando que as maiores
concentragdes levaram a uma estabilizacdo do pH até a concentracdo bacteriana das BAL
atingir 7 log (UFC/g).

As BAL fazem parte da microbiota inicial das linguigas Toscanas avaliadas. Conforme
Wojciak et al. (2014), esse declinio nos valores de pH durante o armazenamento ¢ uma
consequéncia da formag¢ao de acidos organicos a partir de hidratos de carbono sob a influéncia
do aumento da populacdo de BAL presentes na flora nativa do produto carneo (NYCHAS et
al., 2008; WENJIAO et al., 2014). Além disso, as BAL podem influenciar na degradag¢ao das
proteinas da carne, ocasionando assim, uma redug¢dao do pH (BORCH et al., 1996).

A Tabela 9, apresenta os parametros estimados apds o ajuste da Equacao (7) aos dados

experimentais do pH.
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Tabela 9 — Parametros cinéticos (+ intervalo de confianca de 95%) e vida 1til da linguica
Toscana estimada através do ajuste da Equacdao 7 aos dados experimentais para

cada tratamento.

Tratamentos PHo &?a’é‘f"fi (diitls) (dgas) ((:iSaI;S)
Controle 6,241(+ 0,227)  -0,174 (+0,077) -6,196(+20,629) 5718 (x7.910) 11,26
Blend" 6,054(+ 0,046)  -0,324(x0,296) 30,126 (+4,157) 24.887(+ 1,364) 2555
0,05% OEA? 6,126(+ 0,089)  -0,179(+ 0,123) 33,528 (+ 8,011) 23,462(+2,770) 2524
0,1% OEA? 6,149(x 0,080)  -0,294(x0,216) 30,351 (+4,857) 23973(+2,087) 25,09
0,2% OEA? 6,099(+ 0,055)  -0,282(+ 0,188) 18,356 (+4,962) 24,524(+ 1,520) 25,56
0,4% OEA? 6,098(+ 0,115)  -0,077(x 0,037) 8,670 (£ 19,065) 36,128(+9,743) 36,83
0,05% OEO? 6,186(+ 0,203)  -0,073(+ 0,036)  -12,166 (+44,494)  18,595(+ 13,308) 2553
0,1% OEO? 6,146(+ 0,145)  -0,137(+ 0,073) 2,143 (£ 9.,409) 15,247(+3,091) 18,13
0,2% OEO? 6,124(x 0,070)  -0,258(x 0,149) 15,704 (+ 4,617) 22,856(+ 1,894) 2395
0,4% OEO? 6,139(x 0,123)  -0,088(+ 0,039) 5,030 (+15,701) 28,909(+5,431) 30,91

Blend comercial de acidos organicos!, Oleo essencial de alecrim?, Oleo essencial de orégano’.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

A adi¢do de diferentes concentracoes de OEA e OEO e blend de é4cidos organicos
afetou significativamente a taxa de diminui¢do do pH conforme pode ser visualizado pelo
pardmetro pH .. Para a amostra ndo tratada, o valor de pH,,q,, foi igual a -0,17 dias!. Para
a amostra tratada com o blend de acidos organicos o pH,,,, foi igual a -0,32 dias™. Os
resultados obtidos para .., das amostras tratadas com 0,05%, 0,1%, 0,2% e 0,4% de OEA
foram de -0,18, -0,29, -0,28, -0,08 dias™, respectivamente. Por outro lado, os valores obtidos
para as amostras tratadas com 0,05%, 0,1%, 0,2% e 0,4% de OEO foram de -0,07, -0.14, -
0.26, -0.09 dias™, respectivamente. Portanto, ¢ possivel concluir que o pH diminuiu mais
lentamente quando maiores concentragdes (0,2 ¢ 0,4%) de OEA, OEO e o blend de acidos
organicos foram adicionados a linguica Toscana. Por sua vez, o declinio de pH foi maior
quando concentra¢des mais baixas (0,05, 0,1%) de OEA e OEO foram adicionadas a linguica
Toscana.

Pode-se observar na Tabela 9, que a vida util da amostra controle calculada através do
limite de pH aceitavel para linguigas frescais foi igual a 11,26 dias.

As concentragdes de 0,4% de OEA e OEO prolongaram a vida util da linguiga Toscana
para 36,80 e 30,95 dias, respectivamente. As aplicagcdes das menores concentragdes (0,05%)

de OEA e OEO nao foram significativamente diferentes quando comparadas com as



65

concentragdes de (0,1 e 0,2%) de OEA e OEO para a extensdo da vida util. Em geral, os
valores de vida util estimados com o critério do pH foram menores que os valores estimados
pela populacao de BAL, indicando que o critério do pH € um pouco mais rigoroso. Entretanto,
a maior parte dos autores considera a populacao de bactérias lacticas como um indicador mais
confiavel da vida util.

Os indices estatisticos obtidos pelo ajuste da Equacdo 7, aos dados experimentais sao
apresentados na Tabela 10. Para todos os tratamentos, foi obtido um bom ajuste aos dados
experimentais, com os valores médios de AIC, BIC, AF, BF, RMSE, MAE de -21,93 + 7,34, -
18,74 + 7,30, 1,07 £ 0,02, 1,00 £ 0,01, 0,09 £+ 0,02, 0,07 £ 0,02, respectivamente. Esses
valores demostram que o modelo adotado pode ser utilizado com seguranca para predizer os
efeitos da influéncia do pH em lingui¢ca Toscana adicionada de blend de acidos organicos e

diferentes concentragdes de OEA e OEO.

Tabela 10 — Parametros estatisticos estimados pelos ajustes da Equacdo 7 aos dados
experimentais para cada tratamento.

Indices estatisticos

Tratamentos —7 ~ BIC AF BF RMSE MAE
Controle 16877 -13336 1,084 1,001 0,099 0,084
Blend' 36,943 -33403 1,039 1,000 0,050 0,041

0,05% OEA*  -19,618 -16,078 1,055 1,001 0,090 0,059
0,1% OEA? -20,362  -16,821 1,064 1,001 0,087 0,066
0,2% OEA? -31,503  -27,963 1,044 1,000 0,061 0,044
0,4% OEA? -17,932 -14,392 1,068 1,001 0,095 0,072
0,05% OEO®  -12,016 -8,476 1,092 1,001 0,116 0,093
0,1% OEQ? -20,287  -16,747 1,067 1,001 0,088 0,068
0,2% OEQ? -24,869  -21,329 1,057 1,000 0,076 0,057
0,4% OEO’ -18,870 -15,329 1,076 1,001 0,092 0,079

Blend comercial de acidos organicos!, Oleo essencial de alecrim?, Oleo essencial de orégano®.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

As seguintes expressdes empiricas foram obtidas para descrever o prazo de validade

em fun¢do do pH das linguicas Toscanas.

tSLOEA = 11,55 + (1,68 X 104[0EA])0'36 (27)

tSLOEO = 11,54 + (2,70 X 104[OE0])0'31 (28)
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A Figura 17, mostra os ajustes obtidos através das Equagodes (27 e 28), para os dados

experimentais da vida util, estimados através do limite de pH aceitavel para produtos carneos.

Figura 17 — Curvas obtidas para a vida util das amostras tratadas com OEA (a) e OEO (b) e
func¢do da concentragdo de 6leo essencial usando o pH de 5,5 como limite.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Pode-se observar, de forma analoga a observada para os dados das BAL, que uma
pequena concentracdo de OE causa um aumento significativo no prazo de validade em relacao
a amostra nao tratada. Entretanto, nesta situa¢ao, menores concentragdes de OEO adicionados
a linguiga Toscana fazem com que o aumento da vida util seja mais intenso quando

comparado a mesma concentragdo de OEA.

5.4.1 pH em funcio da populacido de BAL

O 4cido lactico produzido pelas BAL durante seu crescimento ocasiona a redugao do
pH do meio nas quais estdo inseridas e adaptadas. Conforme ja mencionado, essas variagdes
do pH podem estar relacionadas a deterioragdo dos produtos carneos. Portanto, no presente
estudo procurou-se correlacionar a variagdo do pH em fungdo da populagdo de BAL presente
nas amostras.

A Figura 18 apresenta a variagdo do pH ao longo do crescimento das BAL para cada
tratamento adotado no presente estudo.

Conforme pode ser visualizado na Figura 18, houve um decréscimo nos valores de pH
conforme a populacdo de BAL aumentava. Entretanto, esta variacdo no pH ndo se deve
exclusivamente a agdo das BAL, mas também a outras reagdes quimicas que ocorrem na

linguica durante o armazenamento. Verificou-se ainda, que quando a concentracdo celular de
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BAL atingiu 7 log (UFC/g) e esse decréscimo foi mais acentuado para a amostra controle. Isto

se deve ao fato de que a mesma apresentou a menor vida util.

Figura 18 — Cinética de diminuicdo do pH em funcdo da populacdo de BAL para cada
tratamento com OEA (a) e OEO (b). O modelo de Weibull foi ajustado aos dados

experimentais.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Esses resultados corroboram com os encontrados nos estudos de Ruiz-Capillas,
Carballo e Colmenero (2007), Kreyenschmidt et al. (2010) e Dalcanton et al. (2013), onde o
perfil cinético de pH ao decorrer do crescimento celular das BAL se comportou mais
constante até atingir valores proximos a 7 log (UFC/g). A Tabela 11, apresenta as funcdes
empiricas obtidas apds ajuste do modelo de Weibull para o pH durante o crescimento das

BAL na linguica Toscana.
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Tabela 11 — Fungdes empiricas e indices estatisticos obtidos ap6s ajuste do modelo de Weibull
aos dados experimentais de pH em fun¢ao da populagao das BAL.

AF BF RMSE R?

Tratamentos Funcdes empiricas
Controle pH(y) =6,60— (6 07)1 32 1,055 1,000 0,073 0,953
Blend' pH(y) = 6,11 — (m)s 03 1,000 1,001 0,122 0,922
0,05% OEA> pH(y) = 6,38 — (6 85)2 46 1,093 1,001 0,112 0,939
0,1% OEA? pH(y) = 6,31 — (6 99)3 os 1,105 1,001 0,118 0,940
0,2% OEA? pH(y) = 6,23 — (7 01)3 3¢ 1,077 1,001 0,106 0,944
0,4% OEA? pH(y) = 6,12 — (7 34)4 9 1,077 1,001 0,101 0,932
0,05% OEO? pH(y) = 6,23 — (7 20)2 711,090 1,001 0,121 0,915
0,1% OEO? pH(y) = 6,46 — (6 11)1 73 1,097 1,001 0,111 0,930
0.2% OEQ? pH(y) = 6,30 — (6 60)2 so 1,116 1,001 0,134 0,921
0.4% OEQ’ pH(y) = 6,26 — (6 50)3 o4 1,084 1,001 0,105 0,942

Blend comercial de acidos organicos!, Oleo essencial de alecrim?, Oleo essencial de orégano’.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

5.5 MODELAGEM DA ATIVIDADE DE AGUA

Visualiza-se na Figura 19 (a e b), o perfil cinético de variacdo da aw da linguica
Toscana refrigerada a 4 °C e armazenada a vacuo para os diferentes tratamentos. Em geral, a
maioria das carnes frescas e produtos cérneos apresentam um valor de ay maior que 0,85
(DAVE; GHALY, 2011). Os valores de aw, obtidos ao longo do armazenamento para a
linguiga Toscana se mantiveram aproximadamente constantes ou com uma ligeira variagao
linear, indicando assim uma boa estabilidade nos diferentes tratamentos durante o
armazenamento refrigerado. Neste sentido, os resultados obtidos neste estudo concordam com
os observados por Metaxopoulos et al. (2002), Wojciak et al. (2014) e Zhang et al. (2016),
que apresentaram ay constante de 0,98 para linguicas de carne suina mantidas sob

refrigeragao.
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Figura 19 — Variacdo da atividade de agua durante armazenamento para os diferentes
tratamentos empregados.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

5.6 CINETICA DE VARIACAO DOS PARAMETROS DE COR

A cor ¢ um dos principais atributos de qualidade que determinam se um determinado
produto cérneo serd comprado. Além disso, do ponto de vista do consumidor, ¢ a
caracteristica que determina o prazo de validade da carne (BEKHIT et al., 2018). A cor da
carne e produtos carneos e dos produtos carneos esta relacionada com os pigmentos naturais,
como a mioglobina e a hemoglobina, encontrados na carne.

A variagdo na cor da carne depende de muitos fatores relacionados aos animais
(espécie, raga, sexo, idade, dieta e atividade). A atividade bacteriana ¢ outro fator que
contribui para as alteragdes dos pigmentos na carne crua influenciando significativamente nos
parametros de coloragao (FAUSTMAN et al., 1993). A acdo das BAL em lingui¢a Toscana e
demais produtos carneos, provoca, em geral, mudancas na cor. Durante o armazenamento
ocasionalmente podem ocorrer reacdes quimicas complexas que alteram a cor do produto.
Estas reacdes afetam a concentragdo de compostos como a mioglobina, oximioglobina,
desoximioglobina e metamioglobina, as quais estdo relacionadas as principais causas da
deterioragdo da cor da carne e dos produtos carneos.

Para modelar a cinética de mudanca dos parametros L', a’, b', C'e i° dos diferentes
iluminantes (A) e (D65), foi utilizado um modelo cinético de primeira ordem foi utilizado,

descrito na Equacao (11).
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As Figuras de 20 a 29 apresentam os ajustes do modelo cinético de primeira ordem
dos parametros de cor L', a’, b', C'e h° para os iluminantes (A) e (D65) para cada tratamento.
Os resultados mostram que todos os parametros de cor diminuiram durante o armazenamento
refrigerado. Conclusdes semelhantes foram obtidas em outros estudos, ¢ mudangas no pH e na
formacdo de acido lactico pelas BAL foram apontadas como os principais fatores
responsaveis pela reducdo dos parametros de cor em produtos carneos (BOZKURT, 2006;
PEREZ-ALVAREZ, 2008).

Em geral, observou-se uma diminui¢do maior dos pardmetros quando foram
adicionadas menores concentragdes de dleos essenciais nas linguigas Toscanas, indicando que

a adicdo de blend, OEA e OEO promoveram uma maior estabilidade da cor das linguicas em

relagdo a amostra controle.

No que diz respeito as constantes de velocidade da reacao (Tabela 12), o processo de

descoloragdo manifestou-se pela redugdo dos valores de k que esta relacionado a oxidagdo de

componentes presentes na carne (GRIMSRUD et al., 2008).

Tabela 12 — Valores de k estimados e indices estatisticos obtidos apos ajuste da Equagao 5 aos
dados dos diferentes parametros (L’, a’, b", C" e h°) de coloragdo para os
iluminantes (A) e iluminante (D65).

Parametros de coloracao

*

*

*

*

*

*

Tratamento L L a’ a’ b b C C h° h°
(A) (D65) A)  (D65) (A) (D65)  (A) D65) (A  (D65)

Controle -0,0001  -0,0001 0,0008 -0,0005 0,0038 0,0053 0,0020 0,0023 0,0022 0,0037
Blend' 0,0022  0,0022 0,0043 0,0027 0,0055 0,0068 0,0048 0,0049 0,0008 0,0025
0,05% OEA* 10,0031  0,0031 0,0048 0,0033 0,0069 0,0082 0,0056 0,0058 0,0016 0,0032
0,05 % OEO* 0,0039  0,0040 0,0046 0,0032 0,0062 0,0079 0,0020 0,0057 0,0011 0,0027
0,1% OEA*  0,0028  0,0028 0,0036 0,0020 0,0052 0,0066 0,0042 0,0044 0,0012 0,0030
0,1% OEO*  0,0028  0,0028 0,0034 0,0024 0,0050 0,0064 0,0052 0,0045 0,0012 0,0026
0,2% OEA*  0,0012 0,0011 0,0031 0,0016 0,0043 0,0054 0,0036 0,0037 0,0009 0,0024
0,2% OEO®  0,0027  0,0028 0,0028 0,0013 0,0044 0,0065 0,0034 0,0041 0,0012 0,0033
0,4% OEA*  0,0020  0,0020 0,0020 0,0005 0,0027 0,0036 0,0023 0,0023 0,0004 0,0019
0,4% OEO*  0,0016  0,0022 0,0034 0,0028 0,0031 0,0052 0,0033 0,0040 -0,0001 0,0016

Blend comercial de acidos organicos!, Oleo essencial de alecrim?, Oleo essencial de orégano’.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Pode ser visto na Tabela 12, que os resultados obtidos para a amostra controle nao

foram consistentes. Na verdade, obteve-se o pior ajuste da Equacdao (9) aos dados
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experimentais para este tratamento. Portanto, o valor do pardmetro k para a amostra controle
deve ser analisado com cautela.

A luminosidade (L"), é considerada o principal pardmetro que descreve a qualidade dos
produtos carneos. Em relagdo ao comportamento dos valores de L', Figuras 20 e 21, os
resultados indicam uma maior variagdo principalmente na amostra controle. Porém, assim
como no presente estudo, relatos presentes na literatura indicam que L” é o pardmetro que
mais varia em carne e produtos carneos durante o armazenamento em condi¢des de
refrigeragdo (BINGOL; ERGUN, 2011). Isto pode ser atribuido ao fato de ocorrerem reagdes
de oxidagio que ocorrem na carne durante o armazenamento (LINARES; BORNEZ;
VERGARA, 2008). Conforme Nerin et al. (2006), os compostos antioxidantes presentes nos
OE, tem a capacidade de retardar a oxidagdo da mioglobina que ¢ responsavel pela formagao
de metamioglobina, gerando assim uma estabilizacio dos valores de L, a'e b" durante o
armazenamento. Além disso, essa variagdo de L, pode ser explicada pela falta de interagdo da
amostra controle (sem adi¢do de OE) com componentes dos OE que retardam a oxidagdo da

carne (KULKARNTI et al., 2011).

Figura 20 — Variagio do parimetro L’ das linguicas Toscanas embaladas a vacuo e
armazenadas a 4 °C das amostras controle, blend e adicionado de diferentes
concentragdes de OEA (a) e OEO (b).
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Blend Blend
—s— 0,05% OEA —+— 0,05% OEOQ
—— 0,1% OEA bl —— 0,1% OEO
= n —— 0,2% OEA A —— 0,2% OEO
[ e —=— 0,4% OEA n Ly -=— 0,4% OEO
[Tel - wn
L ]

L*
50
|

45
|

T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50

Tempo (dias) Tempo (dias)
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Figura 21 — Varia¢do do pardmetro L* (iluminante D65) das linguicas Toscanas embaladas a
vacuo e armazenadas a 4 °C das amostras controle, blend e adicionado de
diferentes concentragdes de OEA (a) e OEO (b).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

.« 1~ * ., A . . . .
A vermelhiddo (a ) € o parametro de cor mais importante para avaliar o escurecimento
. . N * . .
da carne. No que diz respeito a coordenada a, verifica-se nas Figuras 22 e 23 (a e b), que os

~ * . . ,
pardmetros de a diminuiram durante o armazenamento para os tratamentos com blend de

acidos organicos, OEA e OEO.
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Figura 22 — Variagio do pardmetro (a’) das linguigas Toscanas embaladas a véacuo e

17
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Fonte:

armazenadas a 4 °C das amostras controle, blend e adicionado de diferentes
concentragdes de OEA (a) e OEO (b).
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Elaborado pelo autor, 2018.

Figura 23 — Variagdo do parametro a* (iluminante D65) das linguicas Toscanas embaladas a

11 12

a* (D65)
10

Fonte:

vacuo e armazenadas a 4 °C das amostras controle, blend e adicionado de
diferentes concentragdes de OEA (a) e OEO (b).
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Elaborado pelo autor, 2018.

. . o~ * 1~
Essas diminui¢cdes de a representam a perda de vermelhiddo na cor da carne

(vermelha) para uma a transi¢do de sua cor para um vermelho escurecido pela formagdo de

metamioglobina. Estes resultados concordam com os estudos de Esmer et al. (2011), Lorenzo

e Gomez (2012) e Sirocchi et al. (2017) que relataram diminui¢des do valor de a” e atribuiram
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isso a formagdo de metamioglobina, que provoca o escurecimento da carne ao decorrer do
armazenamento.

Com relagdo ao amarelecimento, conforme mostram as Figuras 24 e 25, menores
concentragdes de OEO estabilizaram b° mais efetivamente que o OEA, mas o oposto foi
observado para maiores concentragdes de Oleo.

Estes resultados foram coerentes com os obtidos para produtos carneos tratados com
OE em um periodo de armazenamento de 5 a 7 dias conforme Kahraman et al. (2015) e
Zhang, Wu e Guo (2016). No que diz respeito ao pardmetro 5", o OEO foi mais efetivo em
todas as concentragdes. A atividade antioxidante dos Oleos essenciais pode gerar uma
estabilidade na coloragdo devido a sua capacidade antioxidante de ser capaz de sequestrar os
radicais livres e inibir as enzimas hidroliticas e oxidativas que causam oxida¢do da carne

(BURT, 2004; BAKKALI et al., 2008; TAJKARIMI, IBRAHIM; CLIVER, 2010).

Figura 24 — Variagio do pardmetro b" das linguicas Toscanas embaladas a vacuo e
armazenadas a 4 °C das amostras controle, blend e adicionado de diferentes
concentracdes de OEA (a) e OEO (b).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Figura 25 — Variagdo do pardmetro b* (iluminante D65) das linguicas Toscanas embaladas a
vacuo e armazenadas a 4 °C das amostras controle, blend e adicionado de
diferentes concentragdes de OEA (a) e OEO (b).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Conforme Kahraman et al. (2015), um bom indicador de blooming (quando o oxigénio
¢ absorvido pela carne para formar oximioglobina, pigmento caracteristicamente vermelho

que faz com que a carne passe da cor purpura para a cor adequada de vermelho) ¢ o croma

().

Figura 26 — Variagio do pardmetro C° das linguigas Toscanas embaladas a vacuo e
armazenadas a 4 °C das amostras controle, blend e adicionado de diferentes
concentragdes de OEA (a) e OEO (b).

(a) —%— Controle o~ (b) —%— Controle
& Blend & Blend
—=— 0,05% OEA —+— 0,05% OEO
—4— 0,1% OEA A —— 0,1% OEO
—— 0,2% OEA —— 0,2% OEQO
—a— 0,4% OEA -=— 0,4% OEO
(=) o _
[ o™
M .
[&] o _| [&] o
© - . © -
A
< _| 3 -
T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Tempo (dias) Tempo (dias)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Figura 27 — Variagdo do parametro c’ (iluminante D65) das linguigas Toscanas embaladas a
vacuo e armazenadas a 4 °C das amostras controle, blend e adicionado de
diferentes concentragdes de OEA (a) e OEO (b).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Este parametro ¢ utilizado para indicar a saturacdo da cor, por vezes denominada cor
viva da carne. Visualiza-se nas Figuras 26 e 27, que os valores de € diminuiram ao decorrer
do armazenamento em todas as amostras de linguica Toscana. Este comportamento se deve ao
fato de C” representar a soma de suas cores de @ e A" e ambos perfis de coloragdo decairam
ao decorrer do armazenamento da linguica Toscana. Araujo et al. (2018) obtiveram resultados
semelhantes para " em linguica frescal adicionada de combinagdes de 6leo essencial de alho
e nisina. De acordo com Lorenzo et al. (2017), a oxidag¢do também pode afetar negativamente
a aparéncia do produto oxidando a mioglobina em oximioglobina e metamioglobina e
produzindo assim pigmentos marrons, ocasionando a reducdo dos valores de a’ ¢ b e
consequentemente alterando C".

O angulo de matiz (£9 ¢ o desenvolvimento da cor de vermelho para amarelo.
Conforme pode ser observado nas Figuras 28 e 29, angulos maiores no final do
armazenamento para ambos os tratamentos com blend, OEA (a) e OEO (b), indicaram um

produto mais vermelho € menos amarelo como ja era esperado.
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Figura 28 — Variagdo de h° das linguicas Toscanas embaladas a vacuo e armazenadas a 4 °C
das amostras controle, blend e adicionado de diferentes concentragdes de OEA (a)
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Figura 29 — Variag¢ao de h° (iluminante D65), das lingui¢cas Toscanas embaladas a vacuo e
armazenadas a 4 °C das amostras controle, blend e adicionado de diferentes
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De fato, uma diminuicdo significativa dos valores dos parametros ¢ e¢ b poderia

provocar na carne uma aparéncia mais marrom. Entretanto, as andlises dos valores de

coloragio mostraram que as linguicas Toscanas geralmente eram menos leves (menor L),

* N .
menos vermelhas (menor @) e menos amarelas (menor 5) 4 medida que o tempo de
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armazenamento aumentava para as amostras tratadas com blend, OEA e OEO, com relagdo a
amostra controle. Isto mostra que as modificagdes nos parametros de coloragdo da carne no
presente estudo foram significativamente afetadas pelo uso do blend e diferentes

concentracdes de OEA ¢ OEO.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo demostraram a eficiéncia da adicao dos o6leos
essenciais de alecrim e orégano para prolongar a vida util da linguica Toscana embalada a
vacuo. Ambos o0s Oleos essenciais de alecrim e orégano exerceram efeito inibitorio no
crescimento das bactérias acido-lacticas da linguica Toscana durante o armazenamento,
proporcionando a extensdo da vida de prateleira em relagdo a amostra ndo tratada,
dependendo da concentracdo de 6leo essencial empregada.

Além disso, os modelos primarios de crescimento bacteriano de BAR, HUG ¢ ROB
podem ser utilizados no ajuste dos parametros cinéticos de crescimento da flora natural de
bactérias acido-lacticas em linguica Toscana. Dentre estes, o modelo de BAR apresentou
melhor capacidade preditiva para o crescimento das BAL.

Com relacao ao crescimento das BAL e variagdo do pH, foi possivel estimar a vida 1til
das linguicas Toscanas, fixando-se limites aceitdveis de qualidade e através da obtencdo de
equagoes empiricas, podem ser uteis para predi¢ao da vida util nas condigdes estudadas.

Com base nos resultados das andlises fisico-quimicas, verificou-se que o uso de OEA e
OEO, influenciou positivamente os parametros de coloracdo e proporcionaram uma maior
estabilizacao do pH, no periodo de armazenamento. Porém, como j4 era esperado a atividade
de 4gua da linguica Toscana nao variou significativamente ao decorrer do armazenamento.

Os resultados obtidos levam a conclusdo, que a utilizacdo de baixas concentragdes de
blend, OEA e OEO, sdo uteis como antimicrobianos naturais para aplicagdes praticas em
industria de produtos carneos, para prolongar a vida de prateleira e estabilizar parametros de
qualidade da lingui¢a Toscana. O fato de que todos os tratamentos com Oleos essenciais
reduziram o crescimento das BAL, mostraram seu alto potencial de preservagdo na linguica

Toscana.
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7 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS:

Como pesquisas futuras, sugere-se:

Avaliacao de diferentes niveis de gordura suina e o efeito da reducdo de sal, nitrito e
nitrato de sodio no efeito inibitdrio no crescimento das bactérias deteriorantes e
patogénicas inoculadas ou ndo, em lingui¢ca Toscana durante o armazenamento;
Verificar diferentes Oleos essenciais ¢ suas combinagdes como antimicrobianos
naturais, frente a bactérias patogénicas na linguica Toscana em diferentes condigdes de
embalagens para prolongar a vida util;

Avaliar o efeito da microencapsulacio por spray-drying de diferentes 6leos essenciais
sobre parametros fisico-quimicos, oxidativas, sensoriais ¢ de qualidade da linguiga
Toscana;

Aplicar andlise sensorial para avaliar a aceitacdo de diferentes concentragdes de 6leos
esséncias por parte do consumidor.

Avaliar os efeitos da adigao dos OEA e OEO sobre a estabilidade quimica e oxidativa

na linguiga Toscana.
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