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Study of the Chemical Composition and Application of the Essential Oil
Origanum vulgare L as Antimicrobial Agent in Sururu (Mytella
charruana) in natura

Abstract: In this work, we tested the preservative action of the essential oil of oregano (Origanum vulgare L) (OEO) in
sururu (Mytella charruana) in natura. In order to do this, we extracted the essential oil by hydrodistillation and then
identified the components by gas chromatography coupled to mass spectrometry (CG-MS) and for the activity, we
performed counts of Escherichia coli, mesophilic total bacteria, total volatile bases, and pH sururu. The result of the gas
chromatographic analysis showed that the largest component was carvacrol and the lowest was the 1,4 methanoazulene.
The addition of 1.4 % OEO completely inhibited inoculated E. coli, decreased the growth of total mesophilic bacteria and
delayed the deterioration process. OEO activity is mainly attributed to its main component, carvacrol, which has
antibacterial activity. The results indicate that OEO can be applied to help prolong the shelf-life and safety of sururus in
natura.

Keywords: Food preservative; volatile compounds; Origanum vulgare L; Mytella charruana; antibacterial activity.

Resumo

Neste trabalho, testamos a agdo conservante do éleo essencial de orégano (Origanum vulgare L)(OEO) em sururu (Mytella
charruana) in natura. Para isso, extraimos o Odleo essencial por hidrodestilagio e em seguida, identificamos os
componentes por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) e para a atividade realizamos
contagens de Escherichia coli, bactérias totais mesofilicas, bases volateis totais e pH sururu. O resultado da analise
cromatografica gasosa mostrou que o componente em maior quantidade foi o carvacrol e o menor foi o 1,4
metanoazuleno. A adi¢do de 1,4 % de OEO inibiu completamente a E. coli inoculada, diminuiu o crescimento do total de
bactérias mesofilicas e retardou o processo de deterioragdo. A atividade OEO é atribuida principalmente ao seu principal
componente, o carvacrol, que possui atividade antibacteriana. Os resultados indicam que o OEO pode ser aplicado para
ajudar a prolongar o prazo de validade e a seguranga de sururus in natura.

Palavras-chave: Conservante alimentar; compostos volateis; Origanum vulgare L.; Mytella charruana; atividade
antibacteriana.
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. Introducgido embalagem ativa,” conservantes naturais,
como quitosana,® subprodutos de citros® e
nanoparticulas.” Cada uma das estratégias
acima contribui na retencdo de propriedades
fisico-quimicas  (pH, perdxidos, acido
tiobarbiturico, nitrogénio bésico volatil total,
rancidez e  textura), microbioldgicas
(contagem total vidvel) e sensorial (odor,
sabor, cor, maciez),® conforme citado por
Patel.®

A contaminagado de carnes e peixes exige o

versos métodos com essa finalidade,
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Dentre esses métodos, o conservante
guimico é o mais utilizado. No entanto, esta
comprovado a relacgdo deste com o
desenvolvimento de algumas doencgas, tais
como: toxicidade neural e tumorigenicidade,’
Transtorno de Deficit de Atengdo com
Hiperatividade,'®! carcinomas,’> doencas
renais®® colorretais’* e pancreas.’* Assim, é
necessario o desenvolvimento de
conservantes que sejam de baixo custo e
menos nocivo ao ser humano. Nessa linha de
raciocinio, temos os conservantes naturais.

Os conservantes naturais a base de 6leos
essenciais despertam interesse na busca de
plantas. Isso é explicado por que a aplicacdo
de dleos essenciais nos alimentos possui trés
vantagens, que sdo: prolongacdo da vida util
nas prateleiras, inibicdo do desenvolvimento
de patégenos alimentar e redugdo da
atividade téxica.®® Assim, das diversas
espécies de plantas com essa finalidade,
destacamos o orégano (Origanum vulgare L).
Pois além de possuir essas caracteristicas,

este Oleo essencial é utilizado como
conservante natural em pescados.
A acdo desse o6leo essencial como

conservante natural em pescados é atribuida
a sua atividade antibacteriana. Um estudo
realizado por Pyrgotou e colaboradores®®
mostraram que esse 6leo a 0,2 % aumentou o
tempo de armazenamento de filés de truta
fresca, salgados e embalados por sete a oito
dias. Durante o armazenamento, os autores
observaram que a populacdo de bactérias
produtoras de sulfeto de hidrogénio diminuiu
os valores de nitrogénio total e nitrato de
triemetilamina volateis

Mas é vidvel que se diminuirmos ainda
mais a concentragdo do dleo, este continuara
garantindo a conservacao? A resposta é sim.
O estudo realizado por Evangelista-Barreto e
colaboradores!’ mostraram que esse dleo
inibiu o desenvolvimento de Escherichia coli
na concentracdo de 0,08 %, enquanto na
concentragao de 0,16 % este foi mais efetivo
no controle de bactérias psicotréficas
cultivaveis.

Apesar dos recentes estudos do efeito
desse o6leo essencial sobre pescados,’ %2

Vo

observamos na literatura a auséncia da
aplicacdo desse dleo em sururu ou mexilhGes
(Mytella charruana). Esse molusco ¢é
proveniente das regides litoraneas da
América Central e do Sul, especialmente do
Brasil,® e possui alto valor nutricional, o que
garante fonte de renda e alimentos para boa
parte da populacdo do nordeste brasileiro.?*
Portanto, o desenvolvimento de wuma
metodologia a base de dleo essencial que
possa conserva-lo por mais tempo é de suma
importancia. Nesse aspecto, determinamos a
composicdo quimica e testamos acgdo
conservante do dleo essencial do orégano em
sururu (Mytella charruana) in natura.

2. Parte Experimental

2.1. Obtengdo e extragdo do Oleo
Essencial de Orégano (OEO)

Adquirimos as folhas de orégano organico
desidratadas da empresa Arvoredo Brasil —
Coopaflora, Turvo, Parand, em maio de 2012
e verificamos que o certificado emitido pela
empresa atestou que as amostras foliculares
pertenciam a espécie Origanum vulgare. Em
seguida, armazenamos essas amostras em
embalagens plasticas de 1 kg, até o momento
da extracao.

Realizamos a extracdo a partir do
processo de hidrodestilacdo, utilizando o
aparelho extrator de Clevenger. Em cada
extragao, colocamos 220 gramas da planta
desidratada em um baldo de fundo redondo
de 6000 mL com cerca de 2000 mL de agua
destilada e o aquecemos em uma manta
elétrica que estava acoplado ao baldo e este
ao aparelho de Clevenger e a um
condensador. No condensador, circulava
adgua refrigerada a 10 °C por um banho
termostdtico. Apds trés horas de destilagdo,
recolhemos o 6leo essencial do aparelho de
Clevenger. Secamos o d6leo com uma
percolacdo de sulfato de sédio anidro e
centrifugamos. Acondicionamos o éleo seco
em ampolas de vidro ambar e em seguida
guardamos na geladeira (15 °C)
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Determinamos o melhor tempo de
extracdo a partir da relagdo do rendimento
do dleo essencial em func¢do do tempo. Para
isso, utilizamos o mesmo sistema anterior de
extragdo, com as mesmas condigdles,
variando os tempos de extragdo: 30, 60, 90,
120 e 180 minutos. Ao aproximar-se de cada
tempo pré-determinado, desligdvamos a
fonte geradora de calor, anotdvamos e
mediamos o volume em mililitros do dleo
extraido. Para o cdlculo do rendimento de
cada extracdo de dleo, calculamos na razdo
da massa de dleo essencial pela massa de
planta em base livre de umidade.
Determinamos a umidade das folhas de
orégano de cada pacote adquirido, antes das
extragdes. Para essa determinacao,
utilizamos o analisador de umidade por
infravermelho do fabricante Gehaka.

2.2. Caracterizagdo fisica e quimica do
6leo essencial

Para a caracterizagdo das propriedades
fisico-quimicas, realizamos as seguintes
analises: Densidade a 25 °C, solubilidade em
etanol a 70 e 90 %, indice de refragdo, cor e
aparéncia.?®

Para a determinacdo quimica, utilizamos a
analise de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Realizamos essa
analise em cromatégrafo a gas acoplado a
detector seletivo de massa — GC/MSD
(Shimadzu, modelo QP5050A), usando uma
coluna capilar BPX55 % (30 m x 0,25 mm x 25
um), gas de arraste hélio, e uma taxa de fluxo
de 2,5 mL/min, no modo de impacto de
elétrons em modo split. O gradiente de
temperatura usado foi: 60 °C (4 min) -5 °C/ 2
min — 320 °C (2 min). A temperatura da
interface foi mantida a 280 °C. Identificamos
0s compostos, comparando os espectros de
massas obtidos com os das bibliotecas Wiley
e Nist?® e expressamos os teores dos mesmos
em percentuais.
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2.3. Avaliagido da eficicia do dleo
essencial de orégano quando aplicado como
um conservante em sururu

Para a avaliagdo da  atividade
antibacteriana do dleo essencial de orégano
frente a Escherichia coli e bactérias mesdfilas
totais do sururu, realizamos um estudo do
efeito do OE sobre a viabilidade das células
microbianas apds periodos de estocagem
refrigerada. Também, realizamos as analises
de pH e bases volateis totais para avaliacdo
do impacto na estabilidade fisico-quimica. Em
paralelo, preparamos controles sem adicao
do OE e utilizando-se método de conservagao
tradicional (congelamento), para efeito de
comparagao.

2.4. Teste de solubilizagao

Quando uma porg¢do de dleo essencial é
adicionada a um meio aquoso, uma fase
oleosa separa-se da fase aquosa. A
estabilizacdo da solucdo de éleo essencial em
caldo de meio de cultura, melhora suas
propriedades antimicrobianas. Uma
vantagem a mais de se estabilizar a solugdo é
a reducdo da concentracdo requerida de dleo
essencial, assim reduzindo também o aroma
herbaceo. Isso amplia a perspectiva de se
utilizar Oleos essenciais como
antimicrobianos em alimentos.?’

Realizamos testes prévios de solubilizacao
do OE em agua a partir de emulsificantes de
grau alimenticio: Tween 20 e Tween 80.
Preparamos esses emulsificantes em tubos
de ensaio com dleo essencial e dgua destilada
na concentracdo de 40 puLmL?. Escolhemos
uma concentracdo acima da maxima
concentragdo a ser usada em todo
experimento para que a solubilizacdo fosse
avaliada em uma condicdo mais critica.
Adicionamos diferentes quantidades dos
emulsificantes em cada tubo, promovendo
em seguida uma agitacdo vigorosa por um
minuto com auxilio de um agitador de tubos
do tipo vortex. Observamos a estabilidade
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das emulsGes obtidas nos tempos zero
(imediatamente apds a agitacdo), 10 minutos
e 24 horas de acordo com a metodologia de
solubilizac3o proposta por Leite de Souza.®

Aplicamos as concentra¢Oes das solugdes
no sururu e calculamos em fungdo do teor de
carvacrol (composto majoritario) do dleo
essencial de orégano utilizado e da
concentracdo minima necessdria desse
componente para inibicdo da bactéria E. coli
% (selecionamos para este trabalho
concentracdes de OEO que contessem o teor
de carvacrol 10 e 20 vezes maior do que a
Concentragdo  Inibitéria  Minima  MIC
(traduzido do inglés Concentracdo Inibitdria
Minima) deste composto para a E. coli);
Preparamos as solucdes de dleo essencial a
0,7 % e 1,4 % através da diluicdo de uma
solucdo made de 14 %. As mesmas foram
preparadas em tubos de ensaio com dagua
estéril e o tensoativo Tween 80 (30 mg mL?).

2.5. Determinagdo da atividade do OE
frente a Escherichia coli em sururu

A matéria-prima utilizada como substrato
para o crescimento da E. coli e avaliagdo da
eficacia do OE de orégano como conservante
foi o sururu. Adquirimos o mesmo, sem
casca, na feira do bairro Sdo Francisco de Sao
Luis - MA. Diversas aquisicdes foram feitas
para a realizacdo de todos os testes, bem
como suas repeticdes. Transportamos-as
imediatamente para o laboratério, em caixa
térmica e antes das andlises, lavamos o
sururu em agua corrente por 10 minutos para
eliminacdo de residuos fisicos, como pedacgos
de concha, algas e areia.

Aplicamos o OE, em diferentes
concentragbes as amostras de sururus
previamente tratadas e inoculadas com E. coli
e realizamos controles positivos (sururus
contaminados sem OE) e um negativo
(sururus ndo contaminados sem OE), que
foram refrigerados. Também preparamos
controles com um método de conservagdo
tradicional, o congelamento.

Vo

A cepa de Escherichia coli ATCC 25922
utilizada nessa pesquisa foi fornecida pelo
Laboratério de Microbiologia de Aguas e
Alimentos do Pavilhdo Tecnoldgico da UFMA.
Inicialmente as cepas foram estocadas em
Agar Triptona de Soja (TSA / Merck) 1 %. A
bactéria foi transferida para crescimento em
tubos de 1,0 mL de caldo infusdo de cérebro
e coracdo (BHI / Merck) por 24 h a 35 °C. A
pureza da cepa foi confirmada pela
inoculacdo das células crescidas no caldo,
através de alca de platina, para o agar eosina
azul de metileno (Agar Emb / Himedia)
incubado por 24 h a 35 °C. Todas as col6nias
deveriam apresentar coloragdo escura com
brilho metalico. Selecionamos algumas
col6nias isoladas e transferimos para TSA
inclinado e incubadas por 48 h a 35 °C. Em
seguida, transferimos a massa de célula
crescida em TSA com auxilio de uma alga de
platina para tubos de Caldo BHI até atingir-se
turbidez equivalente a 0,5 Mc Farland que
equivale a uma carga de aproximadamente
108 UFC mL! %0,

Submetemos as amostras de sururu a um
tratamento térmico em agua fervente (10
minutos/100 °C) para eliminagdo de sua
carga inicial de micro-organismos. Antes da
inoculacdo das bactérias, retiramos uma
amostra para confirmacao da eliminac¢do da
contaminacdo  bacteriana3®  Apds o
tratamento térmico, colocamos amostras de
sururus (10 g) em frascos plasticos estéreis
de 50 mL. Cada frasco recebeu 2 mL do
indculo de E. coli e 8 mL de solucdao de OEO
ou 8 mL de agua estéril, para obter-se
concentragdo final de 0,7 % e 1,4 % (v v) e
0 % (controle), respectivamente. Esse volume
foi estipulado no intuito de manter o sururu
suficientemente imerso. Visando a
comparagdo com um método convencional
de conservagdo, preparamos amostras sem
OEO que foram congeladas. Agitamos
manualmente os frascos por 1 minuto para
homogeneizacdo do OEO adicionado e
conduzimos o procedimento de maneira
asséptica,?®3? refrigerando essas amostras a
4°C ou congelamos a -15 °C para ser
analisadas para contagem de E. coli por sete
dias.
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Para a contagem das células de E. coli,
realizamos em cada tratamento o seguinte
procedimento: pesamos em frascos estéreis
10 g da amostra e adicionamos 90 mL de
solucdo salina estéril (0,85 % Cloreto de
sodio), em seguida agitamos vigorosamente
por 1 minuto. A solugdo (1,0 mL) foi diluida
em série em tubos de ensaio contendo 9,0
mL de solugdo salina estéril. Conforme a
técnica spread-plate, 0,1 mL de cada diluicdo,
de cada amostra, foi inoculado em placas de
EMB &agar para contagem de E. coli. As placas
foram incubadas por 24 h a 35 °C, e as
colénias foram contadas apds a incubagdo.?

2.6. Determinagao da atividade do OE
frente a bactérias mesoéfilas totais de sururu
in natura e estabilidade fisico-quimica

Aplicamos as solugdes de OE as amostras
de sururu in natura e preparamos controles
sem OE e também controles usando um
método de conservagdo tradicional, o
congelamento. Colocamos 20 gramas das
Amostras de sururus in natura em frascos
pldsticos estéreis de 50 mlL. Cada frasco
recebeu 20 mL de solucdo de concentracao
de 0,7 % e 1,4 % (v v) de OEO ou 20 mL de
agua estéril (controle). Visando a comparagao
com um método convencional de
conservagdo, preparamos as amostras sem
OEO que foram congeladas. Os frascos foram
agitados manualmente por um minuto para
homogeneizacdo do OEO adicionado. Estas
amostras foram refrigeradas (4 °C) ou
congeladas (-15 °C) e analisadas para
contagem de bactérias mesdfilas totais, pH e
bases volateis totais durante 10 dias.

Para a contagem das células de bactérias
mesofilas totais, realizamos o seguinte
procedimento para cada tratamento:
Pesamos 10 g da amostra em frascos estéreis
contendo 90 mL de solugdo salina estéril
(0,85 % Cloreto de sddio) e agitamos
vigorosamente por 1 minuto. A solucdo (1,0
mL) foi diluida em série em tubos de ensaio
contendo 9,0 mL de solucdo salina estéril.
Conforme a técnica pour-plate, 1,0 mL de
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cada diluicdo, de cada amostra, foi inoculado
em placas de Pétri que receberam o Plate
Count Agar (Pca / Merck). As placas foram
incubadas por 48 h a 35 °C e as colonias
foram contadas apds a incubacdo.}!
Determinamos o pH dos sururus conforme
metodologia descrita no manual de Métodos
de Andlises de Pescados da Embrapa;®® ja
para as Bases voldateis totais, realizamos em
cada tratamento a homogeneizacdo de 20
gramas de amostra em 60 mL de acido
tricloroacético 5 %. Filtramos a mistura em
papel de filtro quantitativo para obtencao de
um extrato claro. O nitrogénio proteico era
precipitado. Com uma pipeta transferimos
10 mL do extrato para um tubo de micro
Kjeldahl e adiciondvamos 1,0 g de dxido de
magnésio (alcalinizante) e 20 mL de agua
destilada. Destilamos por arraste a vapor e o
produto era recolhido em 20 mL de &acido
borico a 4 % com indicador misto (verde de
bromocresol e vermelho de metila). Amoénia
e aminas volateis foram tituladas com
solucdo de 4&cido sulfurico 0,005 mol L*
padronizada até a viragem para coloragdo
avermelhada.®*

2.7. Determinagdo da
quimica do sururu

composicao

Por haver poucos dados na literatura a
respeito do sururu e para auxiliar no
entendimento das possiveis interagdes fisico-
quimicas que pode haver entre o sururu e o
6leo essencial aplicado, determinamos a
composicao centesimal do mesmo para
umidade, cinzas, lipideos, proteinas e
carboidratos. Para a umidade, pesamos cinco
gramas da amostra em capsulas de porcelana
previamente tarada e aquecidas em estufa a
105 °C por trés horas;* para a determinacio
das cinzas, pesamos aproximadamente trés
gramas da amostra em capsulas de porcelana
previamente taradas. Em seguida a amostra
foi carbonizada sobre o aquecimento brando
da chama de um bico de Bunsen e
posteriormente incinerada em uma mufla a
570 °C por quatro horas. As capsulas foram
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resfriadas em dessecador e pesadas; para a
determinacdo de lipidios, realizamos a
extragdo com solvente organico. Pesamos
cinco gramas da amostra de sururu em
cartucho de Soxhlet, o qual foi tampado com
algodao. Colocamos o cartucho dentro de um
extrator de Soxhlet e acoplamos a um baldo
de fundo chato previamente tarado a 105 °C.
Em seguida, adicionamos o solvente hexano e
conectamos o conjunto a um condensador de
bolas. Realizamos a  extracdo  por
aquecimento continuo em chapa elétrica por
seis horas. Apds a extragdo removemos O
cartucho, recuperamos o hexano, e o baldo
com o residuo extraido foi levado para
evaporacdo do residuo de hexano a uma
estufa a 105 °C por uma hora. O balao foi
resfriado  em dessecador e pesado;*®
determinamos a proteina pelo método
micro-Kjeldahl, segundo proposto por Silva e
Queiroz;*® por fim, calculamos o teor de
carboidrato pela diferenga entre o total da
amostra (100 %) e os teores de proteina,
lipidios, umidade e cinza obtidos.?’

1,2

0,8 0,7
0,6
0,4

0,2

RENDIMENTO DO OLEO %

0 30 60

1 {””’

Vo

2.8. Analise estatistica

Realizamos as andlises microbioldgicas em
duplicata e as fisico-quimicas em triplicata.
Submetemos os resultados a andlise de
variancia (Anova) para fator duplo com
repeticdo. Determinamos as diferengas entre
os tratamentos das amostras aplicando-se o
teste de comparagao multipla de Tukey.
Diferengas entre as médias foram
consideradas significativas quando p < 0,05.

3. Resultados

3.1. Caracteristicas fisicas e quimica do
Oleo Essencial do Oregano

Processamos uma massa de 4 kg de
orégano desidratado em dezoito extragdes
por hidrodestilacdo, obtendo-se
aproximadamente 39 mL de dleo essencial de
orégano. O rendimento médio, em base livre
de umidade, foi de 1,17 % + 0,298. Na figura
1, mostramos que o tempo para esse
rendimento foi em 120 minutos e que este
permaneceu constante até 180 minutos.

112 1,17 1,17

e

90 120 150 180

TEMPO (MINUTOS)

Figura 1. Cinética de extragdo para o 6leo essencial do orégano
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Na Tabela 1, apresentamos um resumo
das caracteristicas fisico-quimicas
determinadas neste trabalho e comparamos
esses resultados com os dados de referéncias
bibliograficas. Em relagdo a solubilidade do
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6leo, observamos que este é insoluvel em
solucdo de etanol a 70 %, mas solivel em
solucgo de etanol a 90 % quando
comparados na mesma proporgao.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do éleo essencial de orégano e comparacdo com

dados de referéncia

Propriedades Resultados Referéncias
Densidade (g mL?) 0,938 + 0,028 0,92 %

indice de refracdo (20 °C) 1,495 + 0,000 1,508 28
Solubilidade em alcool a 90 % 01:01 N3ao disponivel
(v/v)

Rendimento (%) 1,17 + 0,298 1,3+0,16%
Cor Amarelo Amarelo %
Aparéncia Limpido Limpido &

O resultado do cromatograma mostrou 22
picos, indicando assim a existéncia de 22
compostos (Figura 1S). ldentificamos esses
compostos comparando-os com os dados da
biblioteca Nist e Willey. Na tabela 2,
mostramos os 22 componentes do odleo
essencial com seus respectivos tempos de
retencdo, indice de retencdo e porcentagem
da area normalizada. Desses, temos os
componentes majoritario e minoritario, que
sdo, respectivamente, o carvacrol (45,74 %) e
o 1,4 metanoazuleno (0,22 %).

3.2. Teste de solubilizagao

Nesse teste, observamos que ambos eram
estaveis na concentracdo de 30 mg mL*? apds
a agitacdo. No entanto, apds 10 minutos de
repouso, a emulsdo do tensoativo Tween 20
desprendeu goticulas de dleo na superficie da
emulsdo, enquanto a emulsdo do tensoativo
Tween 80 permaneceu estavel durante esse
periodo. Assim, escolhemos a solucdo do
tensoativo Tween 80 para dar continuidade
nos experimentos.

3.3 Atividade do dleo essencial frente a
Escherichia coli em sururu

Apresentamos na tabela 3 o efeito
antimicrobiano das solucées de dleo
essencial do orégano (OEO)a 0,7 %e 1,4 % e
do congelamento sob a E. coli inoculada em
sururus, estocados por sete dias. Inoculamos
todas as amostras com uma carga de
aproximadamente 7,0 log de UFC g* de E.
coli. A partir da andlise de variancia de fator
duplo com repeticdo (Anova), observamos
que os tratamentos possuem diferengas
significativas entre si. A aplicacdo da solucao
com 0,7 % de OEO provocou um efeito de
reducdo da carga contaminante apenas no
sétimo dia de estocagem (p<0,05), resultando
em uma reducdo de apenas 0,53 log UFC g
em relacdo ao controle; Jd a adicdo da
solugdo com 1,4 % de OEO resultou em um
alto efeito inibitério sob a E. coli. Houve uma
reducdo gradual da carga de bactérias, sendo
que apds o terceiro dia ndo houve
crescimento de células viaveis nas placas.
Amostras submetidas ao congelamento
apresentaram  queda  significativa na
contagem bacteriana a partir do segundo dia
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de estocagem. No sétimo dia de estocagem de OEO, porém menos eficaz do que a
houve a reducdo de 0,97 log UFC g! em aplicagdo de solucio de 1,4 % de OEO
relacio ao controle. Esse método foi mais  (p<0,05).

eficaz do que a aplicacdo de solucdo a 0,7 %

Tabela 2. Compostos identificados na amostra de 6leo essencial de orégano

Pico® Compostos TR? (min.) IR3 %A%
1 a-Felandreno 4,529 4,452 1,22
2 2-Pineno 4.750 4.618 0,83
3 Canfeno 5.274 5.202 0,79
4 B-Pineno 6.121 6.052 0,32
5 1-octen-3-ol 6.498 6.377 6,18
6 3-Octanona 6.593 6.552 0,43
7 a-terpineno 7.386 7.318 1,6
8 m-Cimeno 7.836 7.652 24,17
9 1,8-Cineol 7.965 7.893 0,71
10 y-Terpineno 8.778 8.702 2,94
11 (2)-B-Terpineol 9.348 9.277 0,43
12 a-Terpinoleno 10.308 10.235 0,77
13 Borneol 12.788 12.693 2,81
14 Terpineol-4 12.955 12.910 1,01
15 Timol metil éter 14.650 14.543 3,15
16 Carvacrol 16.894 16.602 45,74
17 Timol 16.982 16.952 0,69
18 trans-Cariofileno 19.665 19.585 1,16
19 o-humuleno 20.170 20.102 0,28
20 1,4-Metanoazuleno 21.577 21.510 0,22
21 B-Bisaboleno 22.027 21.910 4,22
22 +)-espatulenol 24.014 23.943 0,33

(+)-esp

Nota: !Numero do pico pela ordem de eluicido da coluna; Tempo de retencdo dos
compostos na coluna em minutos; 3indice de retengdo; “%A: Porcentagem da drea normalizada
a qual indica a distribuicdo relativa dos componentes na amostra
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Tabela 3. Desenvolvimento da E. coli inoculada em sururus

Gomes, P. R. B. et al.

submetidos a diferentes

tratamentos
Tratamento® Tempo de estocagem (dias)
0 1 2 3 4 7
1 7,00 £ 7,04 + 7,23x0% 7,06 + 6,78 + 5,73 +
0,05 0,23A¢ 0,08AC 0,010z 0,078
2 7,00 £ 6,79 + 6,89 + 6,78 + 6,63 + 520+0%
0,05 0,13%82 0,09%82 0,02A82 0,17°
3 7,00 £ 2,85+0% 2,18+0,21 0,00°+0° 0,00°+0° 0,00°+ Q"
0,05
4 700+ 6,65+0,07% 6,22 t+ 6,16 + 5,93 + 4,76 +
0,05 0,02 0,11 0,05°° 0,03%

Valores expressos em Média + DP log UFC g*. Diferentes letras significam diferenca a 95 %
(teste de Tukey - p<0,05), sendo a comparacdo feita entre letras minusculas nas colunas e
maiusculas nas linhas. ®: 1: sem OEO; 2: solucdo com 0,7 % de OEO; 3: solucdo com 1,4 % de
OEO; 4: sem OEO, congelado a -15 °C. *: menor do que o limite de detec¢do da andlise (2 log

UFCg?)

3.4. Atividade do dleo essencial frente as
bactérias mesofilas totais de sururu in
natura e estabilidade fisico-quimica

Na tabela 4, apresentamos o efeito
antimicrobiano das solu¢des de OEO a 0,7 %
e 1,4 % e do congelamento sob a contagem
de bactérias mesodfilas em sururus in natura,
estocados por 10 dias. Através da analise de
variancia (Anova) realizada, observamos que
os tratamentos possuem  diferencas
significativas entre si. Amostras refrigeradas
que nao receberam solugio de OEO
apresentaram aumento de 2,12 log UFC g?,
na contagem de bactérias mesdfilas durante
o periodo de estocagem. A aplicacdo de
solucdo a 0,7 % de OEO resultou em um
aumento mais discreto da carga bacteriana
ao longo do periodo de estocagem, sendo

que essas amostras apresentaram contagem
de bactérias mesdfilas totais 1,24 log UFC g
menor do que o controle. Amostras que
receberam solucdao de 1,4 % de OEO
apresentacdo uma queda na contagem de
bactérias mesodfilas no segundo dia, porém
nos dias seguintes as mesmas ultrapassaram
a contagem inicial, apresentando aumento de
0,66 log UFC g! ao final dos 10 dias de
estocagem em relagdo a contagem inicial e
reducdo de 1,46 log UFC g em relacdo ao
controle. O congelamento foi o tratamento
mais eficaz no controle da contagem de
bactérias mesodfilas, pois apesar dos
aumentos de 0,46 log UFC/g e 0,42 log UFC/g
observados no 22 e 49 dias de estocagem,
apos o 62 dia, a contagem voltou a ficar igual
a contagem inicial (p<0,05) e 1,96 log UFC g
menor do que o controle.
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Tabela 4. Desenvolvimento das bactérias mesofilas totais em sururus in natura submetidos

a diferentes tratamentos

Tratamento® Tempo de estocagem (dias)
0 2 4 6 8 10
1 6,10 + 7,34+ 7,72 + 7,89 + 8,20+0,24“ 8,22 +0,35%
0,05% 0,108 0,018¢ 0,098¢a
2 6,10 + 6,72 + 6,92 t 7,17 + 7,31+£0,01 7,34 +
0,05% 0,048 0,05 0,04 0,23%c¢
3 6,10 + 5,48 + 0% 6,23 + 6,65 + 0,03 6,67 + 6,76 +
0,05Aa O’OZACC CDc 0,20CDbc 0,19Dbc
4 6,10 + 6,56 * 6,52+ 0% 6,10 + 6,22 t 6,26 Fh
0,054 0,118° 0,027 0,09%° 0,040

Valores expressos em Média * DP log UFC/g. Diferentes letras significam diferenca a 95 %
(teste de Tukey - p<0,05), sendo a comparagao feita entre letras mindsculas nas colunas e
maiusculas nas linhas. ®: 1: sem OEO; 2: solucdo com 0,7 % de OEO; 3: solugdo com 1,4 % de

OEO; 4: sem OEO, congelado a -15 °C

Apesar da aplicacdo da solucdo de OEO
ndo ter sido capaz de reduzir a contagem de
bactérias mesofilas totais, a solugdo de 1,4 %
de OEO impediu o aumento dessas bactérias.

O efeito das solugdes de OEO a 0,7 % e
1,4 % e do congelamento sob o pH e o teor
de BVT em sururus in natura, estocados por
10 dias, mostramos na Tabela 5 e Tabela 6,
respectivamente. Sururus refrigeradas que
nao receberam solugdo de OEO
apresentaram uma queda significativa
(p<0,05) do pH e um aumento também
significativo (p<0,05) do teor de BVT. Sendo o
limite maximo aceitdvel para o teor de BVT
em pescados 30 mg/100 gramas %, entre o
sexto e oitavo dia de estocagem essas
amostras de sururu tornaram-se inaceitaveis.
Amostras que receberam solucdo de OEO
0,7%  apresentaram  alteracbes  mais
discretas, porém nao diferiram
significativamente (p<0,05) de amostras que

ndo receberam solucdo de OEO. Amostras
congeladas e as que receberam solucdo de
OEO 1,4 % apresentaram redugdo do pH
significativamente menor do que as amostras
gue nao receberam solucdo de OEO. Apesar
de a reducdo de pH ter sido maior nas
amostras que receberam solucdo de OEO
1,4% do que a ocorrida nas amostras
congeladas, estes tratamentos nao
apresentaram diferenca significativa entre si.
O mesmo ocorreu em relagao ao teor de BVT
para sururus que receberam solu¢ao de OEO
1,4 %, o aumento foi pequeno, assim como
nas amostras congeladas e foi
significativamente menor do aumento
registrado para amostras que ndo receberam

solucdo de OEO. Amostras congeladas
apresentacdo  maior estabilidade dos
parametros analisados, nao sendo

observadas alteracdes significativas ao longo
dos 10 dias de estocagem.
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Tabela 5. Grafico do pH de sururus in natura submetidos a diferentes tratamentos

Tratamento® Tempo de estocagem (dias)
0 2 4 6 8 10
1 7,50 + 7,17 £0,15% 7,05 + 6,84 + 6,77 + 6,72 +£0,04%
0,143 0,1480a 0,03¢P? 0,07¢P2
2 7,50 + 7,30 + 7,15 + 7,03 + 6,99 t+ 6,97 +
0'14Aa 0'17ABa 0,19ABa 0’20ABab 0,23ABab 0'228ab
3 7,50 + 7,42 + 7,30 + 7,18 + 7,16 + 7,13 *
0,14 0,117 0,08%B2 0,045° 0,08%° 0,118°
4 7,50 + 7,41 + 7,40 + 7,32 + 7,26 + 7,21 *
0,14 0,13 0,144 0,127 0,07%° 0,03"°

Valores expressos em pH Médio + DP. Diferentes letras significam diferenca a 95 % (teste
de Tukey - p<0,05), sendo a comparagdo feita entre letras mindsculas nas colunas e maiusculas
nas linhas. #: 1:sem OEO; 2: solu¢do com 0,7 % de OEO; 3: solucdo com 1,4 % de OEO; 4: sem
OEOQ, congelado a -15 °C

Tabela 6. Teor de BVT em sururus in natura submetidos a diferentes tratamentos

Tratamento® Tempo de estocagem (dias)

0 2 4 6 8 10

1 12,36 + 22,79 + 25,44 + 29,84 + 32,29 + 34,78 +
3,63 4,188 3,75%82 7,51482 8,438 7,965

2 12,36 + 16,21 + 17,73 + 20,08 + 23,50 + 24,56 +
3,63 7,0 2 A 4,000 6,514 6,66

3 12,36 + 13,71 + 16,09 + 17,38 + 19,98 + 20,63 +
3,63% 2,9148b 2,8878b 2,167 2,58"8a 2,988b

4 12,36 + 15,00 + 15,87 + 16,26 + 18,03 + 18,83 +
3,63% 3,05%%° 2,940 2,65%° 3,06"° 2,397

Valores expressos em Média + DP mg N/100 g. Diferentes letras significam diferenca a 95 %
(teste de Tukey - p<0,05), sendo a comparacdo feita entre letras minusculas nas colunas e
mailsculas nas linhas. ?: 1:sem OEO; 2: solu¢do com 0,7 % de OEO; 3: solugdo com 1,4 % de
OEO; 4: sem OEO, congelado a -15 °C

3.5. Composigdo quimica do sururu cinzas, lipidios e carboidratos do sururu.
(Mytella charruana) Calculamos o intervalo de confianga a 95 % e
verificamos que esses resultados foram

concordantes com o estudo realizado por
Apresentamos na tabela 7 os teores Lemos (1988).%°

médios encontrados de umidade, proteina,
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Tabela 7. Composicao quimica do sururu fresco em porcentagem

Componente Teor médio* (%) Referéncia (Lemos, 1988)
Umidade 70,68 £ 0,258 76,67
Proteina 24,72 £ 0,539 20,05

Cinzas 2,74 £ 0,137 3,19
Lipidios 1,35+ 0,300 0,99
Carboidratos 0,51** Ndo determinado

* Média = IC / ** IC ndo calculado por que o teor de carboidrato é determinado

teoricamente

4. Discussao

Nesse estudo, descrevemos as
caracteristicas fisicas e quimicas do dleo
essencial do oregano antes de testd-lo como
conservante no sururu. Ao testa-lo, o dleo

essencial inibiu o desenvolvimento da
bactéria alimentar Escherichia coli,
confirmando assim a atividade

antibacteriana. Assim, com os resultados
desse estudo, abrimos o leque de estudos a
respeito dos métodos de conservagdo em um
alimento muito conhecido por habitantes da
regido litoranea da América Central e do

Sul,”® devido ao seu inestimavel valor
nutricional.
A partir dos estudos cinéticos,

constatamos nesse trabalho que o melhor
tempo foi em 120 minutos. De acordo com
Mouchrek Filho,* conforme citado por
Gomes e colaboradores, uma destilacdo
rapida conduz a um produto contendo
constituintes mais volateis, porém destituido
das melhores caracteristicas; ao contrario,
uma extracdo prolongada encarece o produto
e também pode sobrecarrega-lo de
compostos de aromas indesejaveis.** Logo, os
melhores rendimentos sao obtidos,
geralmente, entre 180 e 300 minutos.*> 4446

A partir disso, podemos identificar quais
constituintes terdo o maior rendimento
quando empregamos a técnica
cromatografica gasosa acoplada ao
espectrometro de massa. Dessa analise,
identificamos o carvacrol como componente

majoritario. Embora o carvacrol seja o
constituinte majoritario predominante na
maioria dos estudos de extragdo do dleo
essencial do orégano,*”* outros estudos
revelam a existéncia de outros constitutintes
que variam com a origem. O estudo realizado
por Busatta®® mostrou que 4-terpineol esteve
em maior concentracdo no 6leo essencial do
O. vulgare de origem chilena; ja no estudo
realizado por Sahin e colaboradores®®
mostrou o cariofileno como componente
majoritdrio no OEO da Turquia, enquanto
Sartoratto e colaboradores®! encontraram o
timol como majoritario de OE de O. vulgare
brasileiro.

Além das diferencas das predominancias
do componente majoritario do dleo essencial
do orégano, observamos na literatura que ha
diferencas nas guantidades desses
componentes no 6leo. O estudo realizado por
Kokkini e colaboradores®® mostrou que
plantas de diferentes regides da Grécia
possuiam o teor de carvacrol variando de 2,4
a 69,6 %, timol de 0,2 a 42,8 % e p-cimeno de
17,3 a 51,3 %. Essas variacOes sdo explicadas
a partir das condicdes ambientais como
altitude e disponibilidade de agua,® estacdo
do ano,”* estagio fenoldgico da planta,®® do
tipo de extracdo,>® entre outros fatores. Logo,
a presenca do carvacrol ou a de seu isbmero,
o timol, é bastante comum, assim como
observamos no éleo essencial desse trabalho.

Com a identificacdo do componente
majoritario do dleo essencial do orégano,
verificamos que este possui baixa atividade
inibitéria na concentracdo de 0,7 % e alta na
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concentracao de 1,4 % frente a E. coli no
sururu. Ja os parametros fisico-quimicos, pH
e BVT demonstraram que a aplicacdo de
solucdo de OEO a 1,4 % foi capaz de retardar
o processo de deterioragao. Entendemos que
esse processo € provocado por bactérias
deteriorantes especificas, como Shewanella
putrefaciens, Photobacterium phosphoreum,
Brochothrix  thermosphacta e bactérias
l[dticas, que se desenvolvem  mais
rapidamente do que as demais bactérias,
produzindo metabdlitos responsaveis pela
rejeicdo sensorial do produto.>” Assim, o OEO
inibiu tais bactérias, mesmo ndo sendo capaz
de reduzir a contagem de bactérias de
mesdfilas totais.

Considerando a diversidade de
componentes presentes em um OE, sua
atividade nao deve ser atribuida a apenas um
mecanismo de a¢do. Mesmo um Unico
componente, como o carvacrol, composto
majoritario do OE estudado, ou seu isOmero
timol, possuem diversas formas de agdo ja
elucidadas. O carvacrol e o timol sdo capazes
de desintegrar a membrana externa de
bactérias gram negativas.®® Além disso,
sabemos que o carvacrol provoca o
esgotamento da reserva intracelular de ATP
(trifosfato de adenosina) e aumenta a
permeabilidade da membrana citoplasmatica
para cations, o que compromete processos
essenciais da célula, causando a morte da
bactéria.>®

Medidas da atividade antimicrobiana de
compostos similares ao carvacrol mostraram
que o grupo hidroxila deste composto e a
presenca de um sistema de deslocalizacdo de
elétrons sdo importantes para sua atividade.
Dessa forma, o carvacrol desestabiliza a
membrana citoplasmatica de modo a atuar
como um permutador de prétons, o que
resulta na reducdo de pH através da
membrana citoplasmatica, e
consequentemente o colapso da forga motriz
dos prétons e o esgotamento da reserva de
ATP, o que eventualmente leva a célula a
morte.®°

Os dados da composicdo quimica do
sururu mostram possiveis interacdes entre o

Gomes, P. R. B. et al.

alimento e o OE aplicado. Se o alimento tem
alto teor de lipidio, o OE se dissolve na fase
lipidica do alimento, tornando-se menos
disponivel para atuar contra as bactérias
presentes na fase aquosa,® portanto neste
aspecto o sururu é beneficiado, pois possui
apenas 1,35 % de gordura. Se este possui alto
teor de proteinas, esta acaba protegendo as
bactérias contra os efeitos do 6leo.®’ No
entanto, o estudo realizado por®? mostraram
a limitagdo do OE contra Bacillus cereus em
leite na reacdo do carvacrol com proteinas.
Porém, sabemos que os OEs podem ser mais
efetivos contra patogenos de origem
alimentar quando aplicados em meios com
alto teor de proteina.®® Dessa forma o sururu
sofre mais com os efeitos negativos de suas
caracteristicas em relacdo a eficacia da acdo
do OEO contra as bactérias, haja vista a
necessidade de aplicaggo de uma
concentracdo bastante alta de OEO, em
relagdo a MIC, para a obtengdo de resultados
satisfatorios. Este fato sugere que o uso de
outros métodos, como a redugdo do pH, em
conjunto com a aplicagdo do OE possibilite o
uso de concentragdes menores.

A aplicacdo de OEO ao sururu traz dois
impactos importantes para o aspecto
sensorial. Um consiste na reducdo da
perceptibilidade da presenca do dleo
essencial quando cozido antes do consumo®*
e o outro na relacdo inversa da aceitabilidade
desse produto com a concentracao do dleo
essencial. Estudos mostraram que
concentragdes proximas ou acima de 1 % sao
perceptiveis a provadores treinados e
prejudicam a aceitacido do produto®®’
apesar de que, ao longo da vida de prateleira
do alimento, a presenca do OE afeta
positivamente a qualidade sensorial do
alimento por retardar o processo de
deterioracdo.%* Por isso a aplicacdo do OEO
conjugada a métodos de conservagao
coadjuvantes, como reduc¢do de pH, adicdo
de NaCl, embalagem com atmosfera
modificada ou mesmo o congelamento é
sugerida visando a aplicacdo de
concentracdes menores de OEO, o que
resultaria em maior periodo de estabilidade e

Rev. Virtual Quim. |Vol 11| |No. 6| |1693-1711|



Gomes, P. R. B. et al.

menor impacto na qualidade sensorial do
sururu.

5. Conclusao

Determinamos as caracteristicas fisicas e
guimica do o6leo essencial do déregano e a
atividade antibacteriana em sururu (Mytella
charruana) in natura. Da andlise fisico-
guimica, constatamos similaridades do
resultado do nosso estudo com os da
literatura. Ja& a dnalise quimica, identificamos
vinte e dois compostos, no qual o majoritario
foi o carvacrol e o minoritario foi o 1,4
metanoazuleno. No estudo da atividade
antibacteriana, constatamos que o Odleo
essencial extraido do dregano inibe o
processo de deterioragao do sururu, sendo o
mesmo uma alternativa para a conservagao in
natura.
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