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RESUMO

Alimentos a base de pescado cru, originarios da cultura japonesa, sdo responsaveis por inimeros
surtos de toxinfecgdes, tornando necesséarias medidas rigorosas de seguranca alimentar. Oleos
essenciais ou produtos de sua associacdo podem desempenhar fun¢des antimicrobianas, tornando-
0s uma opgdo viavel no combate a patdgenos. Este estudo visou avaliar as condi¢fes higiénico-
sanitarias e a eficacia de solucbes de vinagre aromatico como sanitizantes em amostras de sashimi
elaborados a partir de filé de tilapia. Os filés de tilapia foram fatiados em lascas para obtencdo dos
sashimis. A contagem total de microrganismos aerébios mesofilos foi realizada em Agar Padréo
para Contagem (PCA). Né&o foi detectada a presenca de coliformes termotolerantes e Escherichia
coli satisfazendo o padrdo estabelecido pela RDC n°® 331 de 2019. As solugdes de vinagre
aromatico foram elaboradas com vinagre comercial acrescido de Tween 80 (0,5%) em associacdo
com 6leo essencial de orégano a 0,25% e 0,5%, respectivamente. Para a avaliacdo da atividade
antimicrobiana das solucgdes, as amostras de sashimi foram imersas por 30 segundos e 1 minuto,
respectivamente. Maiores valores de reducdo da microbiota total nas amostras de sashimi foram
observados nos tratamentos com vinagre 4% + 6leo essencial de orégano 0,25% por 1 minuto (1,18
log); e vinagre a 4% por 30 segundos (1 log), respectivamente. A atividade antimicrobiana foi
demostrada para as solucbes de vinagre e vinagre aromatico, requerendo mais estudos para
prospeccdo de outros 6leos essenciais que possam ser empregados em associacdo com o vinagre
4%, bem como verificacdo de outras variaveis que podem influenciar sua eficécia.

Palavras-chave: 6leo essencial, atividade antimicrobiana, vinagre aromatico, sashimi.

1 INTRODUCAO

O consumo de peixe no Brasil aumentou nos Gltimos anos e excede 12 kg/habitante/ano,
quantidade minima recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude (SNA, 2015). Isto é devido
principalmente a sua qualidade nutricional. O peixe é uma excelente fonte de proteina animal,
possui acdo anti-inflamatoria e quantidades significativas de magnésio, fosforo e vitaminas A e D
(FENG, 2012).

Alimentos a base de pescado cru, como o sushi e o sashimi, originarios da cultura japonesa,
vém ganhando destaque no Brasil (SANTOS et al.,, 2012) e constitui uma sofisticacdo
gastrondmica responsavel por incontaveis surtos de toxinfecgoes.

O nivel de contaminacdo desses dois alimentos com patdgenos transmitidos por alimentos
pode ser alto devido as técnicas de preparacdo, portanto, medidas rigorosas de seguranca alimentar
devem ser consideradas para evitar intoxicacao alimentar (PUAH et al., 2017).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da RDC n° 331/2019
(BRASIL, 2019) estabelece padrdes microbioldgicos para alimentos a base de carnes, pescados e

similares crus, o que inclui o sushi e o sashimi. Esses alimentos, para serem seguros ao consumo



humano, devem respeitar os limites estabelecidos na legislagdo para Escherichia coli (10> NMP/g),
Staphylococcus coagulase positiva (10° UFC/g) e auséncia de Samonella sp.

Existe um interesse crescente na aplicacdo de compostos antimicrobianos naturais na
industria de alimentos. Os consumidores estdo cada vez mais evitando o consumo de alimentos
tratados com produtos quimicos. S&o necessarias alternativas naturais para alcangar um alto nivel
de seguranca em relagcdo aos microrganismos patogénicos de origem alimentar (LINGHAM et al.,
2012) e deterioradores. Compostos volateis naturais, incluindo vinagre e dleo essencial, foram
extensivamente investigados e demonstraram atividades antibacteriana e antiflingica
(TZORTZAKIS et al., 2011).

Uma solucdo para prolongar a vida util do peixe fresco pode ser a aplicagdo de vinagre. O
acido acetico, um acido organico, é o principal agente antimicrobiano ativo no vinagre (MANI-
LOPEZ et al., 2012). A medida que o pH diminui, a inativacio do vinagre contra bactérias aumenta
devido a sua capacidade de penetrar e romper a membrana celular e acidificar o conteudo interno
da célula (KEENER et al., 2004). No entanto, o baixo teor de &cido acético (4%), que torna o
vinagre seguro, também limita sua eficacia. Como consequéncia, mais estudos podem ser
necessarios para melhorar a eficiéncia do vinagre (TZORTZAKIS et al., 2011).

Atualmente hd um interesse consideravel em extratos e Oleos essenciais de plantas
aromaticas com atividade antimicrobiana para o controle de microrganismos em alimentos. Alguns
estudos tém focado nas propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais de tomilho (Thymus vulgaris)
e orégano (Origanum vulgare). Segundo Essawi e Srour (2000), o 6leo essencial de T. vulgaris é
rico em timol, apresentando tracos de carvacrol, potentes bactericidas e fungicidas reconhecidos
cientificamente. O Gleo essencial de orégano possui atividades antioxidante, antibacteriana e
antifangica e, entre elas, o potencial antimicrobiano € de especial interesse (De FALCO et al.,
2013). Baser (2008) identificou o carvacrol como o principal responsavel por essa atividade
bioldgica.

A combinacdo eficaz de 0leos essenciais e outros agentes conservantes, por exemplo o
acido acético, pode ser reconhecida como uma alternativa promissora para a industria de alimentos,
podendo viabilizar a diminuicdo de doses de antimicrobianos aplicados para inibir o crescimento
microbiano em alimentos (SOUZA et al., 2009).

O estudo visou avaliar a qualidade higiénico-sanitaria de amostras de sashimi obtidas de
filé de tilapia e, posteriormente testar a eficicia de solugdes de vinagre aromatico como alternativa

para sua sanitizacéo.



2 METODOLOGIA

Coleta e preparo das amostras

Amostras de filés de tilapia, adquiridas em uma peixaria da regido Sul Fluminense-RJ
foram acondicionadas em caixa isotérmica contendo gelo e imediatamente conduzidas ao
Laboratério de Microbiologia do Centro Universitario de Barra Mansa, onde foram fatiadas em
lascas (sashimi) e mantidas em congelador durante todo o experimento. No Laboratério, aliquotas
de 25 g de cada unidade experimental dos sashimis foram homogeneizadas em 225 mL de agua
peptonada 0,1% (p/v) com posteriores diluicGes seriadas para as analises de coliformes e contagem
total de microrganismos aerobios mesoéfilos. Todas as analises microbioldgicas foram conduzidas
em duplicata de acordo com ICMSF (2000).

Contagem total de microrganismos aerdbios mesofilos

Empregou-se a técnica de plagueamento em profundidade (Pour Plate), selecionando-se
trés diluicbes e transferindo-as em aliquotas de 1 mL em placas de Petri estéreis. Foram
adicionados 20 mL de Agar Padrio para Contagem (PCA), previamente fundido e resfriado a 44-
46°C. Em seguida o inéculo foi misturado com o meio de cultura por meio de movimentos
circulares suaves em forma de “8”. Apos solidificagdo do meio as placas foram incubadas a
temperatura de 37°C/48h com posterior contagem de unidades formadoras de coldnias (UFC). Esta
contagem foi realizada no sashimi sem tratamento com vinagre aromatico e sashimi tratado com

vinagre aromatico.

Enumeracdo de coliformes totais e termotolerantes

Para enumeracdo de coliformes empregou-se a técnica dos tubos mdaltiplos para a
determinacdo do nimero mais provavel (NMP), transferindo-se aliquotas de 1 mL das diluicdes
para séries de trés tubos de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) e incubacdo a 37°C/24-48 horas.
Foram considerados positivos os testes que apresentaram producdo de gas nos tubos de Durham.
A partir dos tubos positivos de caldo LST foram transferidas aliquotas com alca de niquel-cromo
para tubos contendo Caldo Bile Verde Brilhante (VB) e Caldo Escherichia coli (EC), para a
realizacdo de testes confirmativos para coliformes totais e termotolerantes, respectivamente. Os
tubos contendo caldo VB foram incubados a 37°C/24-48 horas e caldo EC a 45°C/24-48 horas.
Foram considerados positivos os testes que apresentaram producdo de gas nos tubos de Durham.

Para confirmac&o da presenca de Escherichia coli, aliquotas foram transferidas com auxilio de al¢a



bacterioldgica dos tubos considerados positivos do caldo EC para placas contendo agar EMB.
Foram consideradas positivas as placas nas quais ap6s a incubacdo de 37°C/24-48 horas
apresentaram formacdao de colbnias pequenas, esféricas, com precipitado negro no centro e brilho
verde metélico. Esta contagem foi realizada no sashimi sem tratamento com vinagre aromaético e

sashimi tratado com vinagre aromatico.

Obtencao do vinagre aromatico e avaliacdo da atividade antimicrobiana

As solugdes de vinagre aromatico foram preparadas com vinagre (4% de acido acético)
acrescido de Tween 80 (0,5%) em associagdo com Oleo essencial de orégano a 0,25% e 0,5%,
respectivamente. Para cada tratamento foi realizado um teste controle constituido por vinagre
apenas.

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana das solugdes, as amostras de sashimi foram
imersas por 30 segundos e 1 minuto, respectivamente, e posterior enxague com agua destilada
estéril. A reducdo logaritmica da populagdo microbiana foi obtida ap6s tratamento com as solucgdes
antimicrobianas, de acordo com Sharma e Anand (2002), para cada tratamento empregado, por
meio da seguinte equacdo: Log N — Log n, em que N é a concentracdo inicial da populagéo
bacteriana nas amostras (T0) e n é a contagem de células apds tratamento com 0s compostos

antimicrobianos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da avaliagdo higiénico-sanitaria de amostras de sashimi in natura e
diminuicdo da microbiota total das amostras tratadas com vinagre e vinagre aromatico estdo
representados na Figura 1.

Né&o foi detectada a presenca de coliformes termotolerantes e Escherichia coli nas amostras
de sashimi. No entanto, foi verificada a presenca de coliformes totais (2,17 x 102 NMP). Esses
valores estdo em conformidade com os padrdes estabelecidos pela RDC n° 331/2019 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que ndo define limites para coliformes totais em
pescados crus. De acordo com Antunes et al. (2016) e Furlaneto-Maia (2006), a presenca de
coliformes totais indica a possibilidade de contaminacéo através do processamento da tilapia em
filé, devido a préticas de sanitizagdo ineficientes relacionadas a alta capacidade de colonizagdo

desses microrganismos.
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FIGURA 1. Reducdo logaritmica da microbiota total de sashimis tratados com solugBes de vinagre e vinagre
aromatico.

Os resultados indicaram maiores reducdes da microbiota total nas amostras de sashimi nos
tratamentos com vinagre 4% + dleo essencial de orégano 0,25% por 1 minuto; e vinagre a 4% por

30 segundos, respectivamente.

A utilizacdo de baixa concentracdo de acido acético (4%) em vinagre foi suficiente para
promover a reducdo da microbiota total presente nas amostras de sashimi, como expresso por
Utyama (2007) que avaliou a dilui¢do inibitéria maxima do acido acético contra bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas. Nos testes realizados utilizando-se apenas vinagre 4% por 30
segundos como sanitizante, foi observada reducdo média de 1 ciclo logaritmico da microbiota total
do sashimi, evidenciando sua capacidade antimicrobiana, que ocorre por meio de suas moléculas,
responsaveis por acidificar o meio intracelular microbiano, causando efeitos inibitorios
(LINGHAM, T. et al.,, 2012) e toxicos, afetando bactérias Gram-positvas e Gram-negativas
(MANI-LOPEZ, et al., 2012).

O tratamento com solucdo de vinagre aromatico contendo 0,25% de 6leo essencial de
orégano por 1 minuto resultou em reducdo média de 1,18 ciclo logaritmico da microbiota total,
valor superior ao obtido com vinagre apenas, resultado em conformidade com os valores minimos
de reducdo relatados por Da Silva Santos et al. (2017). O 6leo essencial de orégano possui como
principais constituintes os fendis lipofilicos carvacrol e timol, compostos isbmeros caracterizados
como principais responsaveis pela atividade antimicrobiana (BASER, 2008). Estes compostos
possuem atracdo a membrana externa de Gram-negativos e a membrana citoplasmética devido a

presenca de lipideos em sua constituicdo, locais onde estes fendis possuem maior efeito, atuando



como antimicrobianos através de sua permeabilizacdo e despolarizacdo (ALMEIDA, 2015),
causando a interrupgdo de processos vitais para 0 metabolismo microbiano que necessitam de

enzimas, provocando a morte celular (BONA et al., 2012).

Apesar de diversos estudos comprovarem a alta eficiéncia do éleo essencial de orégano
como um bom sanitizante (FALLEH et al., 2020), os resultados preliminares obtidos, mesmo
dentro dos padr6es minimos relatados em literatura, apresentaram valores menores que 0S
observados por PATEIRO et al. (2021). Este fato pode ser explicado por diversos fatores, como
concentracdes, tempo de exposicdo ou as interaces entre vinagre e 6leo essencial de orégano
(RHAYOUR et al., 2003), ou mesmo a diminuicdo da eficacia por ter sido empregado diretamente
na matriz alimentar, podendo desta forma reagir com alguns de seus componentes. Outra
possibilidade seria emulsdo Oleo essencial/vinagre, esta variavel também pode interferir na
atividade antimicrobiana pois surfactantes podem afetar a atividade in vitro de agentes
antimicrobianos (GOMEZ-LOPEZ et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2008)

4 CONCLUSAO

A atividade antimicrobiana foi demonstrada para o vinagre e vinagre aromatico neste
estudo preliminar como fonte alternativa de sanitizante para produtos alimenticios, especialmente
alimentos para consumo in natura, como o sashimi. Porém, sdo necessarios estudos adicionais para
a melhor compreensdo dos mecanismos relacionados a inibicdo microbiana pelo vinagre em
associacdo com 0leo essencial, bem como a prospeccao de outros 6leos essenciais, possibilitando

o desenvolvimento de novas metodologias aplicaveis e Uteis.
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