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Resumo da Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-Graduacdo em
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EFEITO DE OLEOS ESSENCIAIS COMO ALTERNATIVA NO CONTROLE DE
Penicillium sp. NA SUPERFICIE DE SALAME TIPO ITALIANO

Aline Maria Cenci
Junho/2013

Orientadores: Geciane Toniazzo
Rogeério Luis Cansian

Durante o processo de fermentacdo de salame tipo Italiano, pode ocorrer o
desenvolvimento de culturas indesejaveis, como o fungo de coloracédo esverdeada
gue retarda o tempo de cura do produto. Neste ambito, o presente trabalho avaliou a
acao in vitro de quatro Oleos essenciais contra o crescimento de fungos
contaminantes de coloracédo esverdeada, indesejavel na fabricacdo de salames. Os
Oleos testados in vitro foram: 6leo de alecrim (Rosmarinus officinalis), salvia (Salvia
officinalis), orégano (Origanum vulgare) e cravo-da-india (Eugenia caryophyllata),
nas concentracées de 1000, 750, 500, 250, 100, 50, 26, 10, e 6 pL mL™* (100, 75, 50,
25, 10, 5, 3, 1 e 0,5%). Atraves das analises in vitro foi possivel obter o halo de
inibicdo formado pelos 6leos contra o crescimento do fungo estudado. O 6leo de
alecrim apresentou halo de inibicdo apenas com 1000 pL mL™ de concentracéo,
onde apresentou halo de inibicdo de 9,6 mm. O Oleo de salvia apresentou halo de
inibicdo para as trés primeiras concentracdes testadas, onde se verificou halos de
12,2 mm; 11,2 mm e 10,5 mm respectivamente. Os 6leos de cravo e oregano foram
0s que apresentaram melhores resultados, proporcionando halos de inibicdo mesmo
nas concentracdes mais baixas, demostrando potencial fungicida. Com os resultados
obtidos foram escolhidos os 6leos de cravo e orégano para serem aplicados na
superficie do salame, com concentraces de 250 e 500 uL mL™* para o éleo de
orégano, 125 e 250 pL mL™ para o 6leo de cravo e uma mistura (1:1 v/v) destes dois
6leos com 100 pL mL* de concentracdo. Para as cinco concentracdes pré-
determinadas foi realizado analise sensorial visual e de sabor. No teste visual foi
possivel verificar que todas as amostras aspergidas com 6leo apresentaram reducao
siginificativa no crescimento do fungo. O teste sensorial de sabor revelou que as
amostras que receberam 6leo de cravo com 125 pL mL™? de concentracéo e a
mistura (1:1 v/v) dos dois 6leos, com 100 pL mL* de concentracdo, nao
apresentaram diferenca sigificativa com relacdo ao sabor quando comparadas com a
amostra padrdo (sem adicdo de 6leo). A comparacdo dos resultados com a analise
da composicdo quimica dos 6leos indica que o carvacrol e o eugenol sdo 0s
principais compostos responsaveis pela alta atividade antifungica do Oleo de
orégano e do 6leo de cravo-da-india, respectivamente.

Palavras-chave: Oleos essenciais, salame tipo italiano, Penicillium sp.
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ESSENTIAL OILS EFFECT IN ALTERNATIVE CONTROL OF Penicillium sp.
SURFACE IN DRY SAUSAGE ITALIAN TYPE
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During the fermentation process of Italian type sausages, there may be undesirable
development of microorganisms, such as greenish fungus that retards the curing time
of the product. In this context, the present study evaluated the in vitro effect of
essential oils against four fungal growth contaminants greenish undesirable in the
manufacture of sausages. The essential oils tested in vitro were: rosemary
(Rosmarinus officinalis), sage (Salvia officinalis), oregano (Origanum vulgare) and
clove (Eugenia caryophyllata) at concentrations of 1000, 750, 500, 250, 100, 50, 26,
10 and 6 pL mL™ (100, 75, 50, 25, 10, 5, 3, 1 and 0.5%). Through the in vitro assays
was possible to obtain the inhibition halo formed by the oils against fungal growth.
The rosemary oil showed inhibition zone only for oil in 1000 uL mL™ concentration
where there was a halo of 9.6 mm. The sage oil showed inhibition zone for oil in first
three concentration where was a halo of 12.2 mm; 11.2 mm e 10.5 mm respectively.
Oils of clove and oregano presented the best results, providing zones of inhibition
even at the lowest concentrations, demonstrating potential fungicide. With the results,
were chosen oils of clove and oregano to be applied on the surface of Italian type
sausage, with concentrations of 250 and 500 pL mL™for oregano oil, 125 and 250 pL
mL™ for clove oil and a mixture (1:1 v/v) of these two oils, with 100 pL mL™. For the
five predetermined concentrations test was performed visual sensory and flavor. In
the visual test was verified that all samples sprayed with oil decreased siginificative
on fungal growth. The sensory test showed that the samples received clove oil
concentration of 125 pL mL™* and (1:1v/v) mixture of two oils with 100 pL mL*
concentration, no difference with regard to sigificativa (p<0,05) flavor when compared
with a standard sample (without adding oil). The comparison of the results with the
analysis of the chemical composition of the oils indicates that carvacrol and eugenol
are the main component responsible for the antifungal activity of oregano and clove
oil, respectively.

Keywords: Essential oils, Italian type sausage, Penicillium sp.
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1. INTRODUCAO

Diversas plantas apresentam potencial aromatico, condimentar e medicinal,
sua utilizacdo é importante desde as primeiras civiliza¢des. Os povos do Egito, Israel
e Grécia utilizavam habitualmente esses vegetais em varios procedimentos, tanto
medicinais quanto culinarios. No Brasil, as plantas aroméaticas, condimentares e
medicinais j& eram utilizadas pelos indios desde antes da colonizacdo, estes
passaram seus conhecimentos para os colonizadores e assim as plantas tornaram-
se amplamente empregadas na medicina caseira nas formas de chas e xaropes
(FURLAN, 1998; MENDONCA, 2004; SAGGIORATO, 2008).

Para a industria alimenticia os condimentos sempre foram aliados na
conservacao dos alimentos, no entanto a preocupacdo que O UuSO excessivo de
conservantes sintéticos possa causar nos consumidores, faz com que a industria
busque novas alternativas com o objetivo de reduzir o uso dos mesmos. Neste
ambito, a utilizacdo de produtos naturais na conservacdo dos alimentos é uma
alternativa promissora para continuar garantindo a qualidade sanitaria dos alimentos,
prolongar a vida de prateleira e atender as necessidades e espectativas dos
consumidores (CASTRO et al., 2011).

As plantas aromaticas possuem aroma capaz de sensibilizar o olfato, destas
sdo extraidos os Oleos essenciais, 0s quais sdo provenientes do metabolismo
secundario das plantas. Em sua composicdo apresentam uma mistura de
compostos, tais como: monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanoides, alcodis,
aldeidos, ésteres, cetonas, fenois e Oxidos. Estes metabolitos conferem as
caracteristicas organolépticas do 6leo que sdo largamente conhecidos pela sua acao
terapéutica e farmacoldgica, também estdo sendo estudados quanto ao potencial
antimicrobiano, antifungico, citotoxico, antiinflamatorio e inseticida, diversas
pesquisas apontam nos 0Oleos essenciais a presenca de substancias com tais
atividades (CASTELLANI et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011; UPNMOOR, 2003).

A utilizacdo de produtos naturais na fabricacdo de alimentos tem ganhado
espaco nas industrias carneas que apostam em formulacfes de produtos saudaveis
e atrativos. O salame possui grande representatividade no mercado de produtos

carneos. No cenario nacional a regido sul se destaca na produgdo e no consumo
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deste produto (BACKES, 2011; JIMENEZ-COLMENERO, 2007; MUGUERZA et al.,
2004; TERRA et al., 2004).

O salame tipo italiano é o produto carneo industrializado, elaborado de carnes
suinas ou suinas e bovinas, toucinho, adicionado de ingredientes, moidos, embutido,
curado, podendo ser defumado ou nédo, fermentado, maturado e dessecado por
tempo indicado pelo processo de fabricacdo. Sendo que a presenca de mofos
caracteristicos € consequéncia natural do seu processo tecnoldgico de fabricacéo
(BRASIL, 2000).

O desenvolvimento de fungos filamentosos na superficie dos salames durante
a maturacdo € considerado um fator de qualidade que deve complementar
mudancas bioquimicas envolvidas na maturacdo do produto. Muitos destes fungos
podem, no entanto, ocasionar alteracbes de cor e sabor e o0 ataque ao envoltério,
como também representar um problema de salude publica pelas toxinas que podem
produzir (CASTRO et al., 2000). Estes fungos podem produzir metabdlicos
secundarios toéxicos, podem produzir coloracédo verde, marrom ou pontos pretos que
nao sao aceitos pela maioria dos consumidores, e também podem ter impacto
negativo no sabor ou simplesmente retardar o tempo de cura (SAGGIORATO, 2008;
SAMSON et al., 1995).

Saggiorato (2008) avaliou a atividade antifangica e antioxidante do oOleo
essencial de manjericdo (Ocimum basilicum L.) in vitro e na superficie de salames
tipo Italiano, determinou a atividade antifungica na superficie dos salames pela
aspersao de diferentes concentracdes de Oleo essencial e realizou analise sensorial
em relacdo ao sabor. Em seu estudo concluiu que as diferentes concentracdes de
o0leo empregadas nao influenciaram sobre as determinacdes fisico-quimicas. As
atividades fungistatica nos salames ocorreram a partir da concentracdo de 25 mg
mL™, sendo que a anélise sensorial ndo determinou diferenca em relacdo ao sabor
nesta concentracdo. Os resultados entre as determinacdes das atividades
antifangicas em placas e nas superficies dos salames foram concordantes,
validando a metodologia em placas utilizada no trabalho.

Estudos relacionados a atividade antifingica de Oleos essenciais em
alimentos sdo escassos nha literatura, no entanto, este assunto tem despertado

bY

enorme interesse a nivel industrial e comercial. Face a relevancia de estudos
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relacionados a obtencdo de produtos alimenticios seguros e saudaveis, dando
énfase a utilizacdo de conservantes e aditivos naturais, o presente trabalho teve
como objetivo a avaliacdo da acdo antifangica in vitro do 6leo de alecrim
(Rosmarinus officinalis), salvia (Salvia officinalis), orégano (Origanum vulgare) e
cravo-da-india (Eugenia caryophyllata). Estes dois ultimos também foram testados
sensorialmente, para o 6leo de cravo foram utilizadas as diluicées 125 e 250uL mL™,
para o 6leo de orégano 250 e 500 pL mL™, também foi testada a acdo dos dois

6leos misturados (1:1 v/v) na concentracdo de 100 uL mL™.



4

Reviséo Bibliografica

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item constam informacgdes sobre a producéo de salame e a utilizagéo de

condimentos, plantas aroméaticas e 6leos essenciais.
2.1 PRODUCAO DE SALAME

Denomina-se salame tipo italiano o produto carneo industrializado, elaborado
de carnes suinas ou suinas e bovinas, toucinho, adicionado de ingredientes, moidos
em granulometria média entre 6 e 9 mm, embutido, curado, podendo ser defumado
ou nao, fermentado, maturado e dessecado por tempo indicado pelo processo de
fabricacdo. Este produto € classificado como um produto curado, fermentado,
maturado e dessecado. Sendo que a presenca de mofos caracteristicos é

consequéncia natural do seu processo tecnologico de fabricacdo (BRASIL, 2000).

A Figura 1 mostra as etapas de producao de salame tipo italiano.

Carne: hovina e suina Toicinho suino

L s

Agentes decura —= Ahlisiura - Culiura starter
Condimentos Fixadoo de cor

Emb wiimento

Fermemntacio
Ml aturacio

Disiribuicio

Figura 1 — Etapas de producéo de salame tipo italiano.
Fonte: PENA, M. (2006).
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2.1.1 ADICAO DE CULTURA STARTER

A fermentacdo é um dos processos mais antigos utilizados como forma de
conservacao de alimentos, porém no passado ela era resultado natural da microflora
presente na carne e no ambiente. No entanto hoje se sabe que a fermentacéo
descontrolada pode produzir produtos com baixa qualidade e até mesmo inseguros
para o consumo (CIROLINI et al., 2010; ESSID et al., 2007).

A utilizacdo de culturas starters na fermentacdo de alimentos se iniciou em
1957, o que permitiu maior uniformidade entre os produtos, menor tempo de
fermentacdo e alta conservacdo. Normalmente séo utilizadas duas categorias de
micro-organismo, as bactérias lacticas as quais promovem a seguranca e
estabilidade do produto e Staphylococccus coagulase negativa capaz de estabilizar
a cor, prevenir a rancificacédo e realgcar compostos aromaticos dos produtos carneos
(CIROLINI et al., 2010; DROSINOS et al, 2005; VURAL, 1998).

O objetivo € que as culturas adicionadas sejam dominantes frente a microbiota
espontanea, para isso elas devem estar adaptadas ao meio, exibir tolerancia ao sal
comum e nitritos, além de serem capazes de crescer a temperaturas relativamente
baixas. Entre as propriedades mais desejaveis esta a atividade catalase, que
possibilita desdobrar o peroxido de hidrogénio formado por certas bactérias laticas,
assim como pode evitar desvios de cor e sabor e devem ser inGcuas para a saude.
Entre os derivados de carne, os embutidos fermentados sdo considerados pratos
prontos, cuja seguranca alimentar ocorre devido a diminuicdo da atividade de agua
gue é necessaria para o crescimento da maioria dos patdégenos e pela reducédo do
pH (MATOS, 2009).

As bactérias laticas utilizadas como culturas na elaboracdo de produtos
carneos, formam a partir da glicose e outros acucares o acido latico, que é
responsavel pela aceleracdo da maturacéao. A diminuicdo gradativa do pH favorece a
coloracdo e a consisténcia. A acidificacdo também inibe o crescimento de micro-
organismos indesejaveis. Ja para o Staphylococcus a atividade nitrato redutase e
catalase sdo consideradas as mais importantes para serem usados como culturas
iniciadoras na producédo de embutidos fermentados (CASABURI et al, 2005; LEROY
et al, 2006; MATOS, 2009).
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2.1.2 DEFUMACAO, CURA E FERMENTACAO

O propdsito da defumacado é aumentar a conservacao e modificar a textura, o
aspecto, o aroma e o0 sabor dos alimentos. A defumacdo possui acdo conservante
limitada, por este motivo ela deve ser combinada com outros procedimentos de
conservacao (cura, fermentacédo, secagem ou aquecimento). As substancias que
constituem a fumacga e possuem acao inibitéria sobre os micro-organismos sao
fundamentalmente o formaldeido, a creosota (mescla de guaiacol, metilguaiacol,
cresois e xilendis), os fendis e alguns acidos como o acido férmico e o acido acético.
A acdo inibitéria da fumaca é mais intensa no local onde se concentram estas
substancias, normalmente a superficie do alimento, assim se considera que a
defumac&o € um método de conservacio superficial (MATOS, 2009; PRANDL et al.,
1994).

Durante a etapa de cura ocorre o desenvolvimento da cor e também a
acidificacdo, o ideal é que esta etapa aconteca em camaras climatizadas para ser
possivel o controle de temperatura e da umidade relativa. Os padrdes praticados
podem variar bastante dependendo das caracteristicas do produto que se pretende
obter, das condi¢cdes de infra-estruturar disponiveis e da cultura local. Com
temperaturas entre 16°C e 18°C, sdo fabricados produtos de melhor qualidade,
sabor e aroma. Entre 24°C e 26°C todo o processo é acelerado, mas causa
degradacao de gorduras, o que € desfavoravel ao sabor do produto. Nas primeiras
24 horas, a umidade relativa € de aproximadamente 95% e em seguida, cai
gradativamente para cerca de 80%, para desenvolvimento da cor adequada e da
acidificagdo (MATOS, 2009; YAMADA, 1995).

A fermentacéo € a fase mais longa no processo de fabricacdo de salames, € a
etapa onde ocorre a maioria das transformacgdes bioquimicas, fisicas e
microbiolégicas, as quais séo influenciadas pelas caracteristicas da matéria-prima e
do processo. Entre as etapas de cura e fermentacéo, as transformacdes fisicas e
bioquimicas causam a alteracdo na microbiota inicial, decréscimo no valor do pH,
reducdo do nitrato a nitrito para a formacdo da mioglobina nitrosa, solubilizacdo e
gelificacdo das proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas, protedlise, lipdlise e
fendbmenos oxidativos, além da desidratacdo. Neste processo de transformacéo, a
acdo das enzimas € determinante, entre elas, a catepsina D é uma das proteinases

endbégenas que tem sido registrada como responsavel pela protedlise durante o
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estagio de fermentacdo enquanto as proteinases bacterianas contribuem para a

protedlise durante o estagio de secagem (MATOS, 2009).

2.2 DESENVOLVIMENTO DE FUNGOS

O crescimento de fungos ao longo da fermentacdo em salames ocorre pelas
condi¢Bes do ambiente e a disponiblilidade de matéria organica. Os fungos preferem
ambientes com alta umidade, mas submetidos a um ambiente desidratado
esporulam e permanecem como forma de resitencia (CIROLINI et al., 2010; MATOS,
2009).

De maneira geral, ap0s os esporos se dispersarem, o desenvolvimento dos
fungos depende de sua interagdo com o oxigénio, umidade, temperatura, pH e
atividade de agua. A maioria & aerObia com temperatura otima de crescimento entre
20°C e 30°C, umidade superior a 70%, capazes de se adaptar a baixos valores de
atividade de agua (MATOS, 2009).

Os produtos tais como o salame, que sao curados por nitrato, necessitam de
uma determinada microbiota redutora de nitrato. Os micro-organismos nitrato
redutores mais importantes nos produtos carneos sdo 0sS micrococos. Também
exercem papel importante os estreptococos do grupo sorolégico D, os lactobacilos e
algumas estreptobactérias atipicas como Leuconostoc e Pediococcus. Esses micro-
organismos contribuem através da producdo de acidos a partir dos hidratos de
carbono durante a cura, fundamentalmente o acido latico. Assim além do efeito
bactericida do nitrito, também contribuem criando um meio mais inospito para o
desenvolvimento de micro-organismos deteriorantes (MATOS, 2009).

Porém, se a umidade relativa ndo estiver controlada e atingir valores
superiores a 80%, junto ao fungo de coloracdo branca (desejavel), crescem culturas
de diferentes cores como verde, azul, amarelo e preto (Mucor). Os dois primeiros
sdo preocupantes, no entanto os amarelos e pretos sdao completamente
indesejaveis, sendo que o de coloracdo preta causa o aparecimento de orificios na
tripa, ja o fungo amarelo retarda o tempo de cura por formar uma pelicula ao redor
do embutido, dificultando a desidratacdo (MATOS, 2009; TERRA, 1998).
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2.3 CONDIMENTOS, PLANTAS AROMATICAS E OLEOS ESSENCIAIS

Do ponto de vista nutricional, os condimentos possuem valor energético
modesto, sua relevancia esta ao se comportarem como complemento ao alimento
para que este se torne mais agradavel ao olfato, visdo e paladar, estimulando o
apetite e a digestdo (RODRIGUES et al.,, 2011). Além da funcdo sensorial, os
condimentos atuam na conservacdo dos alimentos aumentando sua vida Util através
da atividade bacteriostatica e bactericida (CARVALHO et al., 2005).

As plantas condimentares séo utilizadas como tempero, realcando o sabor e o
aspecto do alimento, podendo apresentar propriedades de conservacao. As plantas
arométicas possuem aroma capaz de sensibilizar nosso olfato, destas séo extraidos
0os Oleos essenciais, largamente conhecidos pela sua acdo terapéutica e
farmacoldgica, também estdo sendo estudados quanto ao potencial antimicrobiano,
antifangico, citotoxico, antiinflamatério e inseticida. Diversas pesquisas apontam nos
Oleos esséncias a presenca de substancias com tais atividades, prevenindo o inicio
da deterioracdo e o crescimento de micro-organismos indesejaveis (CASTELLANI et
al., 2011; CARVALHO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2011; UPNMOOR, 2003).

Os Oleos essenciais sdo provenientes do metabolismo secundario das
plantas. Em sua composicao apresentam uma mistura de compostos, tais como:
monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanoides, alcodis, aldeidos, ésteres, cetonas,
fendis e Oxidos. Estes metabdlitos conferem as caracteristicas organolépticas do
Oleo. Flores, folhas, cascas, rizomas e frutos sdo matérias-primas para sua
producdo. Normalmente os 0Oleos essenciais sao extraidos de plantas através da
técnica de arraste a vapor, para frutos citricos a extracdo pode ocorrer também
através da prensagem do pericarpo dos frutos. Sua aplicacdo ocorre em diversas
areas: perfumaria, cosmética, alimentos e como coadjuvantes em medicamentos
(BAJPAI et al., 2008; BIZZO, 2009; VALERIANO et al., 2012).

Biologicamente, as plantas respondem ao ataque de herbivoros e patdogenos
liberando compostos organicos volateis, estas substancias sdo sintetizadas com o
objetivo de defesa da planta. Assim o0s Oleos essenciais, substancias biologicamente
ativas, se tornaram alvo de pesquisas pela sua potencial acdo contra bactérias,
fungos e leveduras (CAMPOS et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011).

O potencial antimicrobiano de éleos essenciais se deve a presenca de grupos

terpendides e fendis, esta caracteristica estd relacionada com a caracteristica
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lipolitica destes compostos, causando acumulos e injurias ha membrana celular. A
atividade antimicrobiana pode ser associada a composi¢ao e configuracdo estrutural
do ¢6leo, os seus grupos funcionais e a possibilidade de sinergismo entre seus
compostos. A grande variabilidade que ocorre entre resultados obtidos a partir de
O0leos de uma mesma planta estd relacionada com as variaveis da planta e
condicdes de cultivo, variacdo geografica, climatica, gendtipo e métodos para extrair
o0 Oleo, estes fatores podem interferir na composicdo quimica e propor¢cdo dos
compostos individuais do 6leo essencial (OUSSALAH et al., 2007).

Os Oleos essenciais estdo sendo alvo de pesquisas nas mais diversas areas,
na area de alimentos se destacam pela acdo antimicrobiana e antioxidante. A
aplicacdo de Oleos essenciais como ingredientes em produtos alimenticios,
cosméticos e sanitizantes, desperta grande interesse do setor industrial devido a
grande preocupacdo dos consumidores com o0s danos a saude causados por
aditivos sintéticos, o que consequentemente desperta a grande aceitacdo dos
produtos naturais (MARANGONI e MOURA, 2011; SCHERER et al., 2009).

Muitas vezes a aplicacdo de Oleos essenciais e compostos naturais nos
alimentos podem causar modificacdes sensoriais desagradaveis, porém atualmente
diversos conservantes a base de plantas ja estdo disponiveis e sendo utilizados nos
alimentos com sucesso, exemplo disso é o cha verde, muito pesquisado como

antioxidante hoje aplicado em formulac¢des alimenticias (BURT, 2004).

2.3.1 OLEO ESSENCIAL DE CRAVO-DA-INDIA (EUGENIA CARYOPHYLLATA)

Conforme Zago et al. (2009), o cravo-da-india pertence a familia Myrtaceae,
seu Oleo essencial esta presente na planta em grande quantidade, representa entre
15 e 25%, sendo 0 componente majoritario o eugenol, que é conhecido por

apresentar atividade antibacteriana e antifingica.

A Figura 2 mostra a estrura quimica do eugenol.
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eugenol

Figura 2 — Estrutura do composto eugenol.
Fonte: MORAIS et al. (2006).

Os compostos fenolicos apresentam uma grande capacidade de sequestrar
radicais livres que causam o estresse oxidativo, além de apresentarem propriedades
anti-inflamatoria, anti-alérgica, antimicrobiana e atividade antineoplasica. O eugenol
€ um derivado fendlico que pode ser extraido ndo s6 do cravo-da-india, mas também
a partir de pimenta, louro, canela, noz-moscada, canfora e alguns 6leos naturais. O
eugenol € um liquido oleoso amarelo com um odor caracteristico que é soluvel em

alcool e apresenta uma baixa solubilidade em agua (HIDALGO et al., 2009).

Souza et al. (2004) avaliaram Oleos essenciais de condimentos sobre o
desenvolvimento micelial de fungos associados a produtos de panificacdo, onde
concluiram que na concentracédo de 250 pg/mL o 6leo de cravo apresenta inibicdo ao
desenvolvimento e da producédo de toxina de Aspergillus parasiticus, apresentando,

neste estudo, maior inibicdo que o 6leo de orégano e elevado poder antimicrobiano.

2.3.2 OLEO ESSENCIAL DE ALECRIM (ROSMARINUS OFFICINALIS)

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) € uma planta que pertence a familia
Lamiaceae (Labiatae), originaria do Sul da Europa e do Norte da Africa.
Popularmente € chamada por alecrim-da-horta, alecrim-de jardim, alecrim-de-cheiro,
alecrim-rosmarinho, rosmarin (alemédo), € conhecida por apresentar propriedades
estomacais, estimulantes, antiespasmaodica e cicatrizantes. A planta é considerada
um subarbusto ramificado, de coloracdo verde, com hastes lenhosas, folhas

pequenas, sésseis, finas, opostas e lanceoladas, de sabor picante. A parte inferior
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das folhas apresenta coloragdo verde-acinzentada, enquanto a superior é quase
prateada. A planta exala aroma forte e é utilizada para fins culinarios, medicinais e
arométicos, seu Oleo essencial é utilizado nas industrias cosméticas, de higiene e
perfumaria na fabricacdo de sabonetes, shampoos, desodorantes, colonias e
desinfetantes. Além disso, o extrato alcodlico dessa planta é utilizado como

antioxidante na industria alimenticia (MAY et al., 2010).

Em seus componentes, o 6leo essencial de alecrim apresenta terpenos, que
proporcionam acgdo antimicrobiana contra linhagens de bactérias e leveduras (MAY
et al., 2010; ZAGO et al., 2009).

Genena et al. (2008) avaliaram a acao antioxidante e antibacteriana de
extrado de alecrim, a atividade antioxidante foi determinada através do método
DPPH (2,2-difenil-1-pricril-hidrazina), a atividade antibacteriana foi determinada para
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa e a acao antifungica para Candida albicans. Os autores confirmaram as

atividades antioxidantes, antibacterianas e antifiungicas do extrado de alecrim.

2.3.3 OLEO ESSENCIAL DE OREGANO (ORIGANUM VULGARE)

O orégano é uma planta aromatica da familia Lamiaceae muito comum na
regido do mediterraneo, € uma erva arbustiva, anual e perene, costuma crescer em
encostas pedregosas e areas de montanhas rochosas, o orégano é conhecido como
uma planta muito versatil, com muitas propriedades terapéuticas (sudorese,
carminativo, antiespasmodico, anti-séptico, tbnico) sendo aplicado na medicina
tradicional em muitos paises, é rico em 6leo essencial e muito usado como tempero
na preparacao de alimentos (MARQUES, FILHO, SANTOS, 2009; MITCHELL et al.,
2010).

No d6leo de orégano o0s principais componentes antimicrobianos sdo o
carvacrol e o timol, com comprovada acao inibitéria no controle in vitro da
multiplicacdo de Salmonella. A atividade bactericida dos 6leos essencial pode variar
conforme os teores de timol e carvacrol presentes, sendo que estes dependem do
tipo de solo, clima, praticas agricolas, variedade do orégano e do processo de
extracdo do 6leo essencial. Os compostos fendlicos ndo possuem afinidade com a

agua, sao hidrofébicos, eles agem na membrana celular da célula do micro-
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organismo. Esses compostos se acumulam na bicamada lipidica ocasionando
desarranjo na funcéo e na estrutura da membrana e transpde a célula bacteriana,
realizando acéo inibitoria no citoplasma celular, provocando lise e liberacdo do ATP
intracelular, outra forma de acédo é a perda de constituintes celulares causado pelo
aumento da permeabilidade da membrana citoplasmatica (SANTURIO et al., 2011;
SILVA et al., 2010).

A Figura 3 mostra a estrutura dos compostos timol e carvacrol.

OH

OH

Timol Carvacrol
Figura 3: Estrutura dos compostos timol e carvacrol.
Fonte: BOTRE et al. (2010).

Medeiros et al. (2011) desenvolveram saches incorporados com 6leo essencial
de orégano e avaliaram as propriedades microbiolégica de mangas armazenadas
em sacos de papel contendo estes sachés em seu interior. A atividade
antimicrobiana foi testada para os seguintes fungos: Colletotrichum gloeosporides,
Lasiodiplodia theobromae, Xanthomonas campestris pv. mangiferae indica,
Alternaria alternata. Assim, verificaram que os sachés incorporados com o6leo de

orégano apresentaram controle no crescimento dos micro-organismos testados.

2.3.4 OLEO ESSENCIAL DE SALVIA (SALVIA OFFICINALIS)

O género Salvia L. pertence a familia Lamiaceae e possui em torno de de 900
espécies dispersas em todo o mundo, principalmente nas areas do Mediterraneo,
Africa do Sul e América do Sul. Mesmo n&do sendo originalmente do Brasil, algumas
espécies de sélvia tém sido bem adaptados, especialmente na regido sul. Estas
espécies sdo amplamente utilizados na medicina popular e diversas pesquisas

farmacol6gicas tém procurado identificar os componentes responsaveis por seus
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efeitos terapéuticos (MOSSI et. al., 2011; PIEROZAN et al., 2009; DELAMARE et al.,
2007; RADULESCU et al., 2004; EVANS, 2002).

Muitos estudos trazem a caracterizacdo quimica e avaliacdo da atividade
antimicrobiana e antioxidante dos éleos essenciais de espécies do género Salvia. A
sua atividade anti-microbiana tem sido reconhecida a décadas e se atribui a
presenca de alguns compostos importantes que variam de acordo com a espécie,
como o 1,8-cineol, canfora, borneol, p-cimeno, linalol, acetato de linalila e a-terpineol
(MOSSI et al., 2011; KAMATOU et al., 2008, 2010; PIEROZAN et al., 2009).

A Figura 4 mostra a estrutura dos compostos: 1,8-cineol, canfora, borneol, p-

cimeno, linalol, acetato de linalila e a-terpineol.
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Figura 4: Estrutura dos compostos: Acetato de linalila, linalol, a-terpineol, p-cimeno, borneol,
1,8-cineol, canfora.

Fonte: SILVA et al. (2009); ANTUNES (2005); PAULA et al. (2010); ALVES e VICTOR (2010);
MORAIS et al. (2006); MONTANARI e BOLZANI (2001).

Pozzatti et al. (2008) investigaram a atividade antifingica do 6leo essencial de
sélvia, o 6leo estudado apresentava a seguinte composicdo: cis-tujona (40,61%),
trans-tujona (15,10%), canfora (13,9%), 1-8 cineol (7,54%), a-pinene (4,82%),

canfene (2,51%), borneol (2,21%). Através deste estudo néo foi possivel evidenciar
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a atividade antifungica do O6leo essencial da salvia frente a diversas cepas de

Candida spp.
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3. MATERIAL E METODOS

Neste item estdo descritos o material e métodos utilizados nas analises in
vitro e nas analises em salame tipo italiano que permitiram avaliar a atividade
antifingica dos oOleos essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis), séalvia (Salvia
officinalis), orégano (Origanum vulgare) e cravo-da-india (Eugenia caryophyllata)
adquiridos comercialmente. Para melhor compreenséo, esta secao esta subdividida
em analises realizadas in vitro e em andlises realizadas no salame tipo italiano. Para
as andlises sensoriais foi encaminhado projeto ao Comité de Etica em Pesquisa o
qual foi aprovado com nimero CAAE 14416613.3.0000.5351.

3.1 ANALISES REALIZADAS IN VITRO

3.1.1 COLETA E ISOLAMENTO DO FUNGO FILAMENTOSO CONTAMINANTE
INDUSTRIAL

O fungo foi coletado em uma cooperativa produtora de salames da cidade de
Erechim — RS, onde com o auxilio de uma al¢ca de platina, os fungos foram retirados
da peca de salame e imediatamente inoculados em uma placa com meio PDA
(batata dextrose agar).

Em laboratério os fungos coletados foram incubados em estufa (Tecnal,
modelo TE - 393/2) a temperatura de 30°C por 72 horas. Apés, foram realizados
repiques para isolar o fungo de interesse, feito em razdo da cor do fungo estudado
(verde). Este procedimento foi repetido até se obter apenas o fungo de coloracao
verde.

Apés ser isolado o fungo de coloracéo verde, o mesmo foi inoculado em 200
mL de meio PD (batata dextrose) estéril, incubado em estufa (Tecnal, modelo TE -
393/2) por 7 dias a temperatura de 30°C, apds 7 dias de incubacdo a suspensao foi

utilizada nas analises conforme descrito nos proximos itens.
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3.1.2 IDENTIFICACAO DO FUNGO CONTAMINANTE

Ocorrido o crescimento das colbnias do fungo, realizou-se a técnica de
microcultivo em lamina, utilizando azul de lactofenol-algoddo como corante. No
microcultivo em lamina, as estruturas permanecem integras além de ser utilizado um
meio de cultura (&gar batata), que estimula a producdo de macro e microconideos,
gue na maioria das vezes permitem a identificacdo do fungo, assim como estimula
também, & formacéo de pigmentos.

Nessa técnica semeou-se o fungo em um cubo de agar sobre uma lamina
recoberta com uma laminula esterilizada, e incubada dentro de uma placa de petri
contendo 5 mL de agua esterilizada para evitar a dessecacao do meio de cultura,
por cinco dias a 25°C, como representado na Figura 5.

Figura 5 - Exemplo de microcultivo em camara umida apoés 5 dias de incubacéo a 25°C

Posteriormente, retirou-se a laminula com auxilio de uma pinga,
cuidadosamente, uma vez que nela estavam aderidas as hifas e esporos do fungo.
Em seguida, adicionou-se uma gota de corante azul de lactofenol-algoddo (Cotton
Blue) e montou-se sobre uma lamina. O cubo de agar foi desprezado, e em seu
lugar foi adicionada outra gota de corante azul e recoberto com uma laminula para
visualizar os esporos e hifas, também aderidas a lamina, vedada pra conservar por
mais tempo (RIBEIRO e SOARES, 1998).
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A lamina foi seca e visualizada em microscépio, onde foi submetida a uma
avaliacdo para identificagdo do fungo, fundamentada na morfologia macroscopica
das colbnias e no estudo dos 6rgdos vegetativos e de frutificacdo do fungo cultivado
pela técnica de microcultivo seguindo a chave de identificacdo de géneros de
Barnett et al. (1986).

3.1.3 COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais comerciais de 6leo de alecrim (Rosmarinus officinalis),
salvia (Salvia officinalis), orégano (Origanum vulgare) e cravo-da-india (Eugenia
caryophyllata), todos da marca Ferquima, foram caracteizados quanto a composicao
dos compostos volateis através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM) (Shimadzu QP5050 A), usando uma coluna capilar DB-WAX
(30m, 0,25mm, 0,25um). A temperatura da coluna foi programada a 50 °C por 3
minutos, aumentando 5 °C/minutos a 130 °C e depois 15 °C/minutos a 210 °C por 5
minutos. Heélio foi usado como gas de arraste e as temperaturas do injetor e detector
foram de 250 °C. 0,5 pL foram injetadas no sistema GC/MS. Este dispositivo operou
com uma taxa de fluxo de 1 mL/minuto com um impacto eletrénico de 70eV e no
modo split (razdo split 1:3). A identificacdo dos compostos foi realizada pela
comparacdo do espectro de massas com aqueles da biblioteca Wiley e por

comparacao adicional dos tempos de retencédo do GC de compostos padrdes.

3.1.4 AVALIACAO DO EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS CONTRA O
CRESCIMENTO DO FUNGO CONTAMINANTE

As diluicdes dos Oleos de Oleo de alecrim (Rosmarinus officinalis), salvia
(Salvia officinalis), orégano (Origanum vulgare) e cravo-da-india (Eugenia
caryophyllata), foram preparadas com agua destilada e 1% de Tween 80, sendo que
os Oleos foram testados nas concentra¢des de 1000, 750, 500, 250, 100, 50, 26, 10,
e 6 uL mL™ (100, 75, 50, 25, 10, 5, 3, 1 e 0,5%). A diluicéo foi agitada por 5 minutos

com auxilio de agitador de tubos - Tipo Vortex (Fanem).
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A metodologia utilizada foi de difusdo em placas (LAUXEN, 2012). Em um
erlenmayer com 400 mL de PDA estéril em estado liquido e levemente resfriado foi
adicionado 20 mL da suspensdo fungica preparada conforme o item 3.1.1
(aproximadamente 10° UFC/mL), a mistura foi agitada e em seguida vertida nas
placas de petry estéreis. Apés solidificacdo do Agar nas placas de petry, foram feitas
quatro cavidades com canulas de vidro estéreis (6 mm de didmetro). Em duas das
cavidades foi adicionado 50 uL da diluicao do 6leo, em outra cavidade 50 pL de
Tween 80 utilizado como controle negativo e na cavidade restante 50uL de
antifingico padréo Cetoconazol como controle positivo.

A Figura 6 apresenta placa com meio solidificado e as 4 cavidades de 6 mm.

o Diluigdo do dleo

g
Diluigdo do 6leo\‘° /
Fungicida
Tween 80 \ /
¥

—

\\\__/"

Figura 6 - Placa com meio solidificado e as cavidades de 6mm de diametro, onde em duas
das cavidades foi adicionada a diluicdo do 6leo, em uma das cavidades Tween 80 e na

cavidade restante o Fungicida.

O sistema permaneceu incubado por 72 horas a 30°C e, ap6s término do
periodo de incubacéo, foi realizada a medida do diametro do halo em milimetros. Os

experimentos foram conduzidos em seis réplicas.

3.2 ANALISES REALIZADAS NO SALAME TIPO ITALIANO

3.2.1 ELABORACAO DO SALAME TIPO ITALIANO

Os salames foram elaborados conforme formulagdo padrdo de uma

cooperativa da cidade de Erechim-RS, a qual possui registro no Minitério de
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Agricultura Pecuéria e Abastecimento. As pecas seguiram seu procedimento normal
de fabricacéo até chegar na etapa de cura.

Foram separados 76 salames (20 para as analises com 6leo de orégano, 20
para as analises com 6leo de cravo e 10 para as analises com a mistura dos dois
6leos. Um padrao para andlise visual e 25 amostras padrdo para analise sensorial
de sabor). Assim que as pecas entraram na sala de cura foram acompanhados
Diarimente. Em torno de 15 dias ap0s entrar na sala de cura os fungos esverdeados
apareceram, foi realizada enté@o a aplicacdo do 6leo através de aspersao.

3.2.2 APLICACAO DOS OLEOS NAS PECAS DE SALAME

Conhecidos os Oleos e as suas concentracdes que apresentaram melhor
atividade antifungica in vitro, realizou-se a aplicacdo dos 0Oleos por aspersao nas
pecas de salame. Os 0leos e as concentracdes utilizadas foram: 6leo de cravo nas
concentracdes de 125 e 250 pL mL™?, 6leo de orégano nas concentracées de 250 e
500 pL mL™* e uma mistura (1:1 v/v) dos dois 6leos com 100 pL mL* de
concentracao. As diluicbes foram preparadas com agua destilada e Tween 80.

A Figura 7 mostra a peca de salame tipo italiano com uma aspersdo da

concentracao de 6leo (0,14 mL).
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Figura 7 — Aspecto visual do salame tipo italiano com uma aspersdo (0,14 mL) da

concentracao de Oleo essencial.

Para as amostras destinadas a analise visual foram aplicadas as diluicbes
apenas nas extremidades do salame ( 5 centimetros), regido onde o fungo mais se
desenvolve, foi escolhida essa regido para aplicacdo com o objetivo de facilitar a
identificacdo de crescimento ou auséncia de crescimento apds a adi¢cao do Oleo.

A Figura 8 mostra a regidao do grampo (extremidade) de uma peca de salame

tipo italiano com desenvolvimento do fungo de coloragéo esverdeada.
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Figura 8 — Aspecto visual do crescimento do fungo de coloracdo esverdeada na regido do
grampo (extremidade) do salame tipo italiano.

Na analise sensorial de sabor, para que fosse possivel se obter as amostras,
o0 ¢6leo foi aplicado em toda a peca. A diluicdo foi aplicada por aspersao, sendo que
as aspersfes foram aplicadas em toda a peca, porém sem se sobrepor, ou seja,
cada parte do salame recebeu uma aspersao, sendo que cada uma lanca 0,14 mL
da diluicdo. Apds a aplicacdo dos Oleos as pecas permaneceram mais 15 dias na
sala de cura e apos este periodo foram coletadas para a realizacdo das analises

visual e de sabor.

3.2.3 CARACTERISTICAS SENSORIAIS

A analise sensorial de sabor foi realizada com o objetivo de verificar se existia
diferenca perceptivel entre a amostra padréo (sem 0leo) e as amostras com o0s 0leos
essenciais nas concentracdes citadas no item anterior.

Foi utilizada uma avaliacdo pelo teste de comparacdo pareada, onde foram
selecionados 40 julgadores ndo treinados, com idade entre 22 e 50 anos, todos
consumidores do produto e conhecedores do seu processo de fabricacdo. Os
julgadores receberam uma amostra identificada como padrdo e cinco amostras
codificadas onde uma era teste e as demais iguais ao padrdo, as amostras foram
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servidas em temperatura ambiente e foi fornecida dgua para limpeza do palato.
Através de uma ficha de avaliacdo (Figura 9) foi solicitado aos julgadores para que
identificassem qual das amostras codificadas possuia sabor diferente da amosta

padrao.

Vocé esta recebendo 6 amostras de salame, 1 padrao e 5 codificadas, identifique qual das

amostras codificadas possui SABOR DIFERENTE da amostra padrao.

Figura 9 - Ficha de avaliacao sensorial distribuida aos julgadores.

3.2.4 ANALISE VISUAL DISCRIMINATIVA PELO TESTE DE DIFERENCA DO
CONTROLE

A analise visual foi realizada pelo teste de diferenca do controle (Dunnett)
(QUEIROZ, TREPTOW, 2006). A caracteristica avaliada foi a presenca de fungos na
regido do grampo (ponta) do salame tipo Italiano com adicdo das mesmas
concentragfes do teste de sabor.

Participaram da avaliacdo visual 30 julgadores nado treinados, todos
consumidores deste produto e conhecedores do seu processo de fabricacdo, com
idade variando entre 22 e 50 anos, de ambos 0s sexos.

Os testes foram realizados individualmente, com luz branca, por meio da
comparacao da regido do grampo dos salames (ponta), apresentado uma amostra
padrdo especificada com a letra P e cinco amostras codificadas com 3 digitos de
numeros aleatdrios (uma amostra de cada diluicao descrita no item “Aplicacdo dos
Oleos nas Pecas de Salame”). Os julgadores foram solicitados a observar
atentamente a regido do grampo das amostras, comparando-as com a padréo (P),
sem controle dos fungos, e avaliando o grau de diferenca entre o padrdo e as
amostras codificadas, usando uma escala mista estruturada de 8 pontos, variando
de nenhum crescimento (nota 0) a igual ao padrao (nota 8) em relagcéo a presenca

visual de fungo.
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A Figura 10 mostra a ficha de avaliagéo distribuidas aos julgadores.

Vocé estd recebendo 6 amostras de salame, 5 sdo codificadas e 1 padrdo, compare a
extremidade (regido do grampo) das amostras codificadas com a amostra padrdo com relagdo
o

a presenca de fungo. Escreva o codigo da amostra e margque com “x” o quadro que melhor

descreve sua percepgao.

Codigo da amostra

8 lgual ao padrio
7

b Pequena reducdo do padrdo
5

4 Moderada reducdo do padrio
3

2 Grande reducdo do padrao
1

0 Sem crescimento

Figura 10 - Modelo da Ficha de avaliacdo de analise visual.

3.3 Tratamento Estatistico

A andlise estatistica de comparacéo de médias para avaliar o efeito antifingico
dos dados das analises in vitro, realizou-se através do Teste de Tukey com 95% de

confiancga, usando o programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences).

Os resultados da analise sensorial visual foram avaliados através do teste de
diferenca do controle (Dunnett com 95% de confianga), comparando-se a amostra
padrao (P) com os demais tratamentos (QUEIROZ, TREPTOW, 2006).

Os Resultados da analise sensorial de sabor foram avaliados pelo teste de
comparacao pareada, analisando-se a significancia do namero de acertos (diferente
do padrdo) em relacéo ao numero de erros (QUEIROZ, TREPTOW, 2006).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nestem intem estdo descritos os resultados obtidos através das analises
realizadas, bem como a discussdo dos mesmos através da comparacao com outras

pesquisas.
4.1 ANALISES REALIZADAS IN VITRO

Neste item estdo relatados os resultados e as discussoes referentes a
identificacdo do fungo industrial e a determinacdo da concentracao inibitéria minima

in vitro.

4.1.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DO FUNGO CONTAMINANTE

Os fungos coletados na sala de cura de uma cooperativa produtora de
salames foram isolados pela cor dividindo-se em: branco e verde. O fungo branco foi
identificado como Penicillium sp. (Figura 11a), provavelmente sendo o Penicillium
nalgiovense, pois este fungo é o inoculado no produto das industrias onde foram
realizadas as coletas.

O fungo verde identificado como Penicillium sp. (Figura 11b), pela técnica de
microcultivo. Segundo Andersen (1995) e Bremmelgaard (1998), fungos verdes
podem produzir manchas pretas ou marrons que ndo sdo aceitas pelos
consumidores, promovendo impacto negativo no sabor e no flavor, além de estarem
associados a producado de penicilina que podem promover alergias se estiverem em

grande quantidade.

[ b

Figura 11 — Aspecto do Fungo branco (a) e fungo verde (b), identificados como Penicillium

sp. pela técnica de microcultivo (aumento de 1000 vezes).
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4.1.2 COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS (OES)

Os teores dos principais componentes encontrados nos 6leos essenciais (OES)
avaliados, determinados através da andlise por CG-EM, estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1 — Principais compostos volateis (% de area) encontrados nos OEs de

alecrim, cravo-da-india, orégano, sélvia e cravo-da-india/orégano 1:1.

Area do pico (%)

Composto Alecrim Crrflvo_-da- Orégano Salvia Oréga}no ./ Cravo-da-
india india 1:1

1,8 Cineol 22,53 * * * *
p-cimeno * * 10,06 * 6,82
y-terpineno * * 6,73 * 4,46
Linalol * * 3,57 23,08 1,66
Canfora 16,72 * 0,94 * 1,06
a-terpineol 7,21 1,12 0,54 2,68 1,03
Acetato de linalila * 7,75 * 64,53 0,84
Acetato de bornila 39,64 * * * *
Timol * * 4,50 * 2,50
Carvacrol * * 60,71 * 42,72
Eugenol * 89,58 * * 29,92
Acetato de geranil * * * 1,65 *
Trans-cariofileno * * 4,35 1,67 3,80

* Compostos ndo detectados

A composicao quimica dos OEs é determinada por fatores genéticos, porém,
outros fatores podem acarretar alteracdes significativas na producdo dos metabdlitos
secundarios. Dentre estes fatores, podem-se ressaltar as interacées planta-micro-
organismos, planta-insetos e planta-planta; idade e estagio de desenvolvimento,
fatores abidticos como luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutricdo, época e

horério de coleta, bem como técnicas de colheita e pos-colheita (MORAIS, 2009).
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Varias publicacdes tém apresentado dados sobre a composi¢cdo quimica de
diferentes OEs, constituidos por compostos majoritarios até elementos trago, muitas
vezes com efeito sinérgico entre os diferentes componentes nas atividades
biolégicas (BURT, 2004; BAUER et al., 2001).

No Oleo essencial de alecrim, foi identificado como composto majoritario o
acetato de bornila (39,64 %), seguido de 1,8-cineol e canfora (Tabela 1). O OE de
cravo-da-india apresentou o eugenol como composto volatil majoritario (89,58 %)
(Tabela 1), sendo que resultado semelhante foi obtido por Silvestri et al. (2010), com
o eugenol representando 90,3 % dos compostos volateis. Arenas et al. (2011)
analisaram OE de cravo-da-india, o qual teve o eugenol como principal componente,
mas em percentagens menores (60,5 %).

O monoterpeno fendlico carvacrol foi 0 componente majoritario encontrado no
OE de orégano (60,71 %) (Tabela 1), o qual apresenta conhecida atividade
antimicrobiana (BURT, 2004). Silva et al. (2010) avaliaram OEs de orégano de cinco
marcas comerciais distintas, tendo como composto majoritario o carvacrol, em
percentagens que variaram entre 61,7 e 93,4 % do total de volateis detectados em
cada oleo. Percentuais bem inferiores de carvacrol (11,67 %) foram encontrados por
Busatta et al. (2007) avaliando OE de orégano obtido a partir de folhas oriundas do
Chile.

O OE de salvia teve como composto volatil principal o éster acetato de linalila
(64,53 %) (Tabela 1). No entanto, a pesquisa realizada por Pierozan et al. (2009)
apontou como composto volatil majoritario na Salvia officinalis a a-tujona (40,37 %).
Conforme citado anteriormente, a diferenca na composi¢cdo dos 6leos essenciais
esta realcionada a varios fatores, entre eles: a regido de cultivo, variacdo geografica,
climatica, genotipo e métodos para extrair o 6leo. Estas variaveis podem interfeirir na
composicdo quimica e na proporcdo dos compostos individuais do 6leo essencial
(OUSSALAH et al., 2007).

A mistura 1:1 de 6régano e cravo-da-india apresentou como majoritarios o
carvacrol (42,72 %) e o eugenol (29,92 %).
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4.1.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os resultados da atividade antifangica dos 6leos essenciais testados sobre o
fungo isolado de coloragao verde (Penicillium sp.) encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Diametro médio (mm) dos halos de inibigcdo do fungo Penicillium sp, para

as diferentes concentracdes dos Oleos essenciais testados.

Didmetro (mm) dos halos de inibigdo

Concentracdes (uL mL™?) Alecrim Cravo Orégano Sélvia
1000 9,6°+0,21 36,7+ 0,21 46,5°+ 1,18 12,22 +0,31
750 0°+0 36,2%+ 0,40 46,2+ 0,95 11,2°+0,31
500 0°+0 36,0%+ 0,26 39,7°+ 0,56 10,5° + 0,22

250 0°+0 30,7+ 0,33 27,3°+0,88 0°+0

100 0°+0 18,8°+ 0,31 24,5° 0,72 0°+0

50 0°+0 16,0+ 0,26 19,3+ 0,71 0°+0

26 0°+0 15,8° + 0,31 16,0% 1,52 0°+0

10 0°+0 13,8°+ 0,31 5,0°+ 0,26 0°+0

6 0°%0 10,3'+ 0,33 0'+0 0°+0

* Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p<0,05).

O 6leo de alecrim apresentou halo de inibicdo apenas em 1000 puL mL™ de
concentragdo, onde se verificou um halo de 9,6mm ( Tabela 2).

Genena et al. (2008) avaliaram a acdo antioxidante e antimicrobiana de
extrado de alecrim. A atividade antibacteriana foi determinada para S. aureus, B.
cereus, E. coli e P. aeruginosa e a acdo antifungica para C. albicans. Os autores
confirmaram as atividades antioxidantes, antibacterianas e antifUngicas do extrado
de alecrim.

Benjilali et al. (1984) testaram o efeito de 6 6leos essenciais em 39 espécies

de fungos dos géneros Penicillium, Aspergillus e outros, sendo que o 6leo de tomilho
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foi 0 mais eficiente, seguido dos 6leos de estragdo (Artemisia dracunculus), alecrim
(Rosmarinus officinalis L.) e eucalipto (Eucalyptus globulus Labil).

Hillen et al. (2012) estudaram o efeito dos Oleos essenciais extraidos de
Eremanthus erythropappus (candeia), Cymbopogon martinii (palmarosa) e de
Rosmarinus officinalis (alecrim) no crescimento micelial de fungos (Alternaria
carthami, Alternaria sp. e Rhizoctonia solani) e no tratamento de sementes de milho,
soja e feijdo. No teste in vitro, utilizaram aliquotas de 20, 40, 60, 100, 200, 500 e
1000 pL de cada um dos Oleos essenciais, onde verificaram que o Oleo de
palmarosa inibiu completamente todos os patdgenos fungicos, independente da
concentracdo. No entanto os Oleos de candeia e alecrim foram melhores quando
foram adicionadas aliquotas superiores a 200pL.

Daferera et al. (2003) pesquisaram o efeito de 0leos essenciais de plantas no
cresmimento Botrytis cinerea, Fusarium solani var. coeruleum e Clavibacter
michiganensis, os resultados encontrados mostraram que in vitro o 6leo essencial de
alecrim ndo foi eficiente no controle de Botrytis cinerea, Fusarium solani var.
coeruleum e Clavibacter michiganensis nas concentracoes estudadas, pois apenas a
partir de 606 e 668 mg/mL foi possivel constatar reducdo de 50% do crescimento
micelial de B. cinerea e Fusarium, respectivamente.

Pereira et al. (2006) avaliaram o efeito in vitro, de 6leos essenciais dos
condimentos, alecrim (Rosmarinus officinalis L.), cebola (Allium cepa L.), manjericédo
(Ocimum basilicum L.), menta (Mentha piperita L.) e orégano (Origanum vulgare L.),
sobre o desenvolvimento micelial dos fungos A. niger, Aspergillus ochraceus,
Aspergillus flavus e Fusarium sp. Referente ao 6leo de alecrim concluiram que em
relacdo ao fungo A. ochraceus o indice de inibicdo do desenvolvimento micelial é
proporcional ao aumento das concentracfes testadas, os fungos Fusarium sp. e A.
flavus tiveram o seu desenvolvimento micelial afetado a partir das concentracdes de
1500 e 2000 mg/mL, respectivamente. Ja o fungo A. niger ndo teve o0 seu
desenvolvimento micelial afetado nas concentracfes testadas. Resultados estes que
vem ao encontro ao resulatados encontrados onde o 6leo de alecrim apresentou
halo de inibicdo apenas com 1000 pL mL™ de concentracéo.

A grande variabilidade que ocorre entre resultados obtidos a partir de 6leos de

uma mesma planta esta relacionada com as variaveis da planta e condi¢cdes de
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cultivo, variagdo geogréfica, climatica, genotipo e métodos para extrair o 0leo, estes
fatores podem interferir na composicdo quimica e proporcdo dos compostos
individuais do 6leo essencial (OUSSALAH et al., 2007).

A Figura 12 mostra o crescimento do fungo estudado nas placas com éleo
essencial de alecrim com 1000 puL mL™ de concentracdo (a), onde houve formacao
de um pequeno halo de inibicdo (9,6 mm) e com 750 uL mL™ de concentracéo (b),
onde é possivel verificar que ndo houve formacéo de halo de inibic&o.

Alecrim 100%

N
!?” N /
~ Alecrim 75%
y.

\ s &, Alecrim 100%

.\‘

Fungicida

Figura 12 - Crescimento do fungo estudado (verde) nas placas com 6leo essencial de

alecrim com 1000 pL mL™ (a) e 750 uL mL™* (b) de concentracao.

Ainda observando a Tabela 2, pode-se verificar que o 6leo de salvia
apresentou halo de inicéo para as concentracdes de 500, 750 e 1000 pL mL™, com
formacdo de halo de inibicdo de 10,5, 11,2 e 12,2 mm, respectivamente. Santurio
(2011) cita em seu estudo a pesquisa realizada por Pozzatti et al. (2008) que ao
investigarem a atividade antifangica do oleo essencial de salvia, também néo
conseguiram evidenciar a atividade antifingica deste 6leo frente as diversas cepas
de Candida spp.

Pinto et al. (2007) estudaram a composicdo e a atividade antifungica do 6leo
de Salvia officinalis, foram testadas trés amostras do 6leo essencial obtido por
hidrodestilacdo (A, B e C) e uma amostra comercial (D). A atividade antifiUngica dos
Oleos foi avaliada pela concentracdo inibitéria minima (CIM) contra varios fungos
entre eles Penicillium, contra este micro-organismo o 6leo apresentou CIM de 0,63

pL/mL para a amostra de 6leo A; 2,5 uL/mL para a amostra B e 2,5-5 yL/mL para as
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amostras C e D, o que demonstra o quanto os resultados podem ser variaveis

mesmo com amostras obtidas da mesma planta.

A Figura 13 mostra o crescimento do fungo estudado nas placas com 6leo
essencial de salvia com 1000 pL mL™ (a), 750 pL mL™* (b) e 500 pL mL™? (c) de

concentragao.

Figura 13 - Crescimento do fungo estudado (verde) nas placas com 6leo essencial de salvia
com 1000 pL mL™ (@), 750 uL mL™ (b) e 500 uL mL™ (c) de concentragéo.

Os Oleos de cravo e orégano foram os que apresentaram melhores
resultados, proporcionando halos de inibicio mesmo nas concentracdes mais
baixas, demostrando assim, potencial fungicida (Tabela 2). Observa-se também um
aumento progressivo no diametro dos halos com o aumento da concentracdo até
750 pL mL™ para orégano e até 500 pL mL™ para cravo.

As Figuras 14 e 15 mostram o crescimento do fungo estudado nas placas
com 6leo essencial de orégano e cravo com 750 pL mL™ (a) e 26 pL mL™ (b) e 500

uL mL? (a) e 6 pL mL™ (b) de concentracdo, respectivamente.
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Figura 14 - Crescimento do fungo estudado (verde) nas placas com o6leo essencial de
orégano com 750 uL mL™* (a) e 26 uL mL™ (b) de concentracéo.

a
Figura 15 - Crescimento do fungo estudado (verde) nas placas com 6leo essencial de cravo

com 500 pL mL™ (a) e 6 uyL mL™ (b)) de concentracao.

Souza et al. (2004) encontraram 6timos resultados do 6leo de cravo contra o
desenvolvimento micelial de fungos, onde concluiram que na concentracdo de 250
pug/mL, o 6leo de cravo apresenta inibicdo ao desenvolvimento e a producédo de
toxinas de Aspergillus parasiticus, apresentando assim, maior inibicdo que o 6leo de
orégano e elevado poder antimicrobiano.

Omidbeygi et al. (2007) testaram a atividade antifingica de 6leos essenciais
de tomilho e cravo contra o desenvolvimento de Aspergillus, os Oleos essenciais
foram adicinados nas concentracdes de 0, 50, 200, 350 e 500 ppm. Os resultados
mostraram que ambos 0s 0Oleos essenciais podem inibir o crescimento do micro-
organismo.

Gupta et al. (2011) avaliaram a acdo dos 6leos essenciais de menta, erva
cidreira, cravo e eucalipito contra o crescimento de Fusarium oxysporum (fungo
patogénico em plantas). Foi utilizado o método de difusdo em disco para testar a
atividade antifiUngica dos 6leos essenciais e verificou-se que o 6leo de cravo foi 0
gue apresentou a maior inibicdo em termos do didmetro médio da zona de inibicéo,
apresentando halo de inibicdo de 5,3+0,2 cm para a concentracdo de 10% de
oleo e 6,6+0,9 cm com 20% de concentracdo de oleo.

NuUfiez et al. ( 2001) estudaram as propriedades antifingicas do 6leo de cravo
em solugdo de acgucar, os micro-organismos testados foram Candida albicans,
Penicillium citrinum, Aspergillus niger e Trichophyton mentagrophytes. Os resultados
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mostraram que o efeito fungicida aumentou a 37°C; a esta temperatura e em um
tempo de contacto curto (cerca de 1 minuto) foi possivel eliminar um indculo
microbiano de 10° ufc/mL de C. albicans. Apesar do éleo essencial de cravo causar
efeito letal importante, P. citrinum, A. niger foram mais resistentes. Apds 60 minutos
o 6leo essencial de cravo (0,4% v/v) em solucdo concentrada de agUcar apresentou
uma reducdo de 99,6% da populagdo inicial (10° UFC/mL) de Trichophyton
mentagrophytes. A atividade fungicida do 6leos de cravo em C. albicans, apés 2
minutos de contato, foi semelhante ao de desinfetantes comumente usados em
hospitais, tais como povidona-iodo e cloroxilenol.

Pereira et al. (2006) avaliaram o efeito in vitro , de Oleos essenciais
condimentares, entre eles o 6leo de orégano (Origanum vulgare L.), sobre o
desenvolvimento micelial dos fungos Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus,
Aspergillus flavus e Fusarium sp. Onde constataram que a partir de 500 mg/mL
todos os fungos estudados tiveram o desenvolvimento significativamente inibido,
com excecao do fungo Aspergillus niger, que apresentou reducdo a partir da

concentracdo de 1000 mg/mL, evidenciando o poder antimicrobiano do orégano.

Mitchell et al. (2010) testaram a efetividade do Oleo essencial de orégano
(Origanum vulgare L., Lamiaceae) como inibidor do crescimento de espécies de
Aspergillus ( A. flavus, A. parasiticus, A. fumigatus, A. terreus e A. ochraceus). O
6leo essencial apresentou um significante efeito inibitério, a CIM foi de 0,6 pL.mL™,
para todos os fungos ensaiados. Relatam ainda que as principais alteracbes
morfolégicas provocadas pelo 6leo essencial em A. parasiticus, observadas sob
microscopia oOptica, foram auséncia de conidiacdo, perda de citoplasma, perda de
pigmentacao e ruptura de estrutura celular.

Souza et al. (2008) estudaram a interferéncia do aquecimento sobre a
atividade antimicrobiana e a composicdo quimica do 6leo essencial de Origanum
vulgare L. (Lamiaceae), onde concluiram que o 06leo essencial apresentou intensa
atividade antimicrobiana sobre todas as amostras microbianas ensaiadas (Candida
albicans, C. krusei, C. tropicalis, Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Yersinia enterocolitica, Salmonella enterica e Serratia marcencens),

mostrando amplos halos de inibicdo do crescimento microbiano (30 a 42 mm), sendo
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gue o aquecimento do 6leo essencial de O. vulgare ndo mostrou interferéncia sobre
sua propriedade antimicrobiana.

Carmo et al. (2008) avaliaram o potencial do 6leo essencial de Origanum
vulgare L. (Lamiaceae) em inibir o crescimento de algumas cepas de Aspergillus (A.
flavus, A. parasiticus, A. terreus and A.fumigatus), neste estudo o 6leo essencial
revelou grande atividade provocando a inibicdo de todas as cepas fungicas
ensaiadas. Os valores da CIM estiveram entre 80 e 20 yL/mL, nas concentragdes de
80 e 40 uL/mL o dleo essencial causou efeito fungicida sobre A. flavus, A. fumigatus
e A. niger notado por apresentar total inibicdo do crescimento micelial radial ao longo
de 14 dias de interacdo, também foi capaz de inibir a germinacédo de esporos destas
cepas fungicas.

Diversos estudos trazem resultados que mostram a capacidade dos Oleos
essenciais contra o crescimento de fungos, no entanto sdo raros os que explicam os
mecanismos pelos quais os 6leos agem impedindo o crescimento destes micro-
organismos. Alguns autores afirmam que a acdo antifingica dos oleos esta ligada a
perturbacdo na membrana citoplasmatica, as modificacdes causadas nas proteinas
da membrana, a inibicdo da forca motriz de prétons, do fluxo de elétron, do
transporte ativo e da coagulacdo dos contetdos celulares. Outros explicam ainda
gue a atividade antifangica esteja relacionada as caracteristicas hidrofébicas, as
guais permitem quebrar os lipideos da mebrana celular e da mitocéndria, causando
modificacdes na estrutura e aumentando a permeabilidade, o que causa vazamento
de componentes celulares tais como os ions (SAGGIORATO, 2008; BURT, 2004;
CARSON et al., 2002; ULTEE e SMID, 2001; ULTEE et al., 2000, 2002; ULTEE et
al., 1999; OOSTERHAVEN et al., 1995; JUVEN et al., 1994; SIKKEMA et al., 1994,
KNOBLOCH et al., 1989).

4.2 ANALISES REALIZADAS NO SALAME TIPO ITALIANO

Através resultados obtidos foram escolhidos os 6leos de cravo e orégano para
serem aplicados na superficie do salame, as concentracdes aplicadas para ambos
os Oleos foram escolhidas por serem as primeiras a apresentar diferenca

significativa, 500 uL mL™ para 6leo de orégano e 250 pL mL™ para 6leo de cravo,
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também foi testada a metade de cada uma destas concentracdes e uma mistura dos
dois 6leos (1:1 v/v) com 100 pL mL™ de concentracéo.

A Figura 16 mostra os salames em diferentes estagios do processo de cura.
Obeservou-se que a partir de 15 dias, ja ocorre o crescimento dos fungos

contaminantes (Penicillium sp.).

d

Figura 16 - Aspecto visual do Salame tipo Italiano em diferentes estagios do processo de
cura.

(&) Logo apos o processo de defumacéo (1 dia); (b) inicio do desenvolvimento da cultura
starter Penicillium nalgiovense (8 dias); (c) durante o processo de fermentagdo com cultura
starter ja desenvolvida e inicio do crescimento dos fungos verdes (15 dias); (d) crescimento

do fungo de coloracdo verde em uma peca de salame tipo Italiano.
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4.2.1 ANALISE SENSORIAL DE SABOR

Embora os 6leos essenciais sejam bastante estudados, o seu uso em
alimentos como substancias antimicrobianas sdo bastante limitadas devido a
alteracao dos sabores, pois doses eficazes contra micro-organismos podem mudar a
aceitabilidade do produto. Como consequéncia, hA uma demanda crescente para
determinar as concentracdes dos 6leos essenciais que permitam atingir um balanco
entre a eficacia como agente antimicrobiano e a aceitabilidade sensorial
(KOUTSOUMANIS et al., 1998).

Neste sentido, foram feitas analises sensoriais (sabor) da aplicacdo de
diferentes concentracbes dos Oleos essenciais de cravo e orégano, sobre a
superficie de salame tipo italiano, a fim de determinar as concentracdes possiveis de
serem utilizadas no produto sem que venham a promover alteragcbes sensoriais
significativas. Os resultados da analise sensorial referentes ao sabor estdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Teste de comparagcdo pareada para analise de sabor de salames com
aplicacdo superficial de diferentes concentracdes de 6leos essenciais em relacédo ao

padrao (sem oleo essencial).

Cravo Cravo Orégano Orégano  Cravo/Orégano
250 yL mL?t 125 pL mL™* 500 pL mL* 250 pL mL™ 100 pL mL™*
N° acertos 35 19 37 30 21
N° erros 5 21 3 10 19
Significancia p<0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05

A anélise sensorial revelou que as amostras com 125 pL mL™ de 6leo de
cravo e com a mistura de 6leo de cravo e orégano (1:1) com 100 pL mL™ de
concentracdo ndo apresentaram diferenca significativa quando comparadas com a
amostra padrdo em relacdo ao sabor (p>0,05), ou seja, os julgadores néo
perceberam diferenca de sabor entre as amostras acima citadas e a amostra padréo

(sem adicéo de 6leo), o que possibilita a utilizacdo do 6leo sem a alteracédo no sabor
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padrdo do produto nestas concentracdes. Concentraces de 250 pL mL™ foram
percebidas pelos provadores, alterando as caracteristicas do produto, ainda com
comentarios de aceitacdo, principalmente do 6leo de cravo.

4.2.2 ANALISE VISUAL

Visando avaliar a eficacia dos 6leos essenciais de cravo, orégano e da mistura
de ambos, foram feitas aplicacdes destes na regidao do grampo (extremidade) do
salame tipo Italiano (onde ocorre a maior incidéncia dos fungos contaminantes), com

adicdo das mesmas concentragdes do teste de sabor.

A Figura 17 mostra a regido avaliada das seis amostras apresentadas e 0s

resultados referentes a analise visual estdo apresentados na Tabela 4.

Figura 17 - Regido avaliada nas seis amostras apresentadas.

P = Padr&o; A= Oleo de cravo em 250 puL mL™ de concentracdo; B= Oleo de cravo em 125
uL mL™* de concentracdo; C= Oleo de orégano em 500 uL mL™ de concentracéo; D= Oleo de
orégano em 250 uL mL™ de concentracdo; E= Mistura (1:1) dos 6leos de cravo e orégano
em 100 pL mL™ de concentracg&o.
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Tabela 4 - Teste de diferenca do controle, analise visual do controle de fungos em
salames através da aplicacdo superficial de diferentes concentracbes de Oleos

essenciais em relacdo ao padréo (sem 6leo essencial).

Cravo Cravo  Orégano Orégano Cravo/Orégano

Padrao
250 125 500 250 100 ]
1 1 1 1 4 (sem Gleo)
ML mL ML mL ML mL ML mL ML mL
1,07° 1,60° 0,77° 0,73° 0,73° 7,632

Média

Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem estatisticamente da amostra padrdo com 95% de
confianga (Dunnett).

A analise visual revelou que todas as amostras apresentaram diferenca
significativa quando comparadas com a amostra padréo com relacdo a presenca de
fungos na regido do salame onde foi aplicado o o6leo, ou seja, os julgadores
perceberam que as amostras que receberam 0leo essencial apresentaram reducéo
na quantidade de fungos quando comparadas com a amostra padrdo. Entre as
amostras que receberam 0Oleo ndao houve diferenca significativa, ou seja, todas as
concentragcfes testadas dos Oleos essenciais de cravo, orégano e mistura (1:1)
destes, inibiram o crescimento do fungo.

Considerando-se a eficacia de todos os tratamentos na analise visual e do
sabor, conclui-se que as concentracdes de 125 pL mL™ de 6leo de cravo e a mistura
de 6leo de cravo e orégano (1:1) com 100 pL mL™ podem ser recomendadas como
tratamento curativo, ou seja, capaz de controlar o crescimento de fungos
indesejaveis em superficies de salame durante o processo industrial de cura, sem
alterar as caracteristicas do sabor original do produto. Estes resultados indicam
ainda, que o composto majoritario carvacrol presente no 6leo essencial de orégano é
o principal responsavel pela alta atividade antifingica observada, embora
possivelmente com efeito sinérgico do eugenol no tratamento com a mistura de

cravo e orégano.
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5. CONCLUSOES

Diante dos resultados das andlises in vitro, foi possivel verificar que contra o
fungo estudado os 6leos de alecrim e sélvia ndo apresentaram bons resultados, ja
os 6leos de cravo e orégano apresentaram halos de inibicdo mesmo nas menores

concentracgOes testadas.

O 6leo de cravo apresentou halo de inibicdo entre 36,7mm e 10,3mm para as
concentracdes de 1000 pL mL™* e 6 pL mL™ respectivamente, apresentando a
primeira diferenaca significativa na concentracdo de 250 uL mL™ (30,7 mm de halo).

O 6leo de orégano apresentou halo de inibicdo entre 46,5mm e 5mm para as
concentracdes de 100 pL mL™* e 10 pL mL™ respectivamente, apresentando a
primeira diferenca significativa na concentracdo de 500 pL mL™ (39,7mm de halo).

Os resultados da analise sensorial de sabor mostraram que a adi¢cdo dos 250
pL mL™* de 6leo de cravo e 500 pL mL™ e 250 pL mL™* do orégano causam diferenca
perceptivel no sabor do salame em comparagdo com o sabor do salame sem adicéo
de 6leo. Porém isso nao indica que o sabor causado pela adicdo do 6leo ndo seja
aceitavel, apenas que existe diferenca e que a mesma e € perceptivel. J4 as
amostras com 125 pL mL™ de 6leo de cravo e com 100 pL mL™ da mistura de 6leo
de cravo e orégano (1:1) ndo apresentaram alteracéo significativa no sabor quando

comparadas com a amostra sem adicao de dleo.

Os resultados da analise visual comprovam que a aspersao do 6leo inibe o
crescimento do fungo estudado, e que quando comparadas as amostras com adicéo
de 6leo e a amostra sem adicdo de 0Oleo é possivel perceber visualmente a inibicdo

do crescimento do fungo.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nas conclusdes obtidas através deste estudo, bem como dos
conhecimentos adquiridos, seriam bem vindos estudos que avaliassem a acgao
antifingica dos componentes isolados dos 6leos essenciais, possibilitando definir
guais sdo 0s compostos com maior acao antifungica, evitando assim a adicao de
compostos que prejudicam a aceitacdo sensorial quando aplicado em produtos
alimenticio.

Outra possibiliade é avaliar a mistura dos 6leos de cravo e orégano in vitro,
para verificar os halos de inibicAo com a possivel acao sinérgica do eugenol e do
carvacrol.

Também é viavel realizar analise sensorial com o objetivo de verificar a
aceitacao dos salames aspergidos com 6leos essenciais, tendo em vista que neste

trabalho o objetivo foi apenas identificar se havia diferenca significativa.
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