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Os extratos obtidos a partir das sementes de Biza orellana L. (urucum) sdo amplamente utilizados
na industria alimentar como um corante natural, embora varios trabalhos tém reportado que tam-
bém possuem atividade antimicrobiana. O presente estudo teve por objetivo avaliar a cinética do
Staphylococcus aureus, durante o periodo de refrigeragdo, em bifes de carne bovina revestidos com
extrato de sementes de urucum ao 0%, 10%, 20% e 30% em Oleo de coco, embalados em atmosfera
normal e a vicuo. A caracterizacdo da cinética de sobrevivéncia do S. aureus nos bifes revestidos
foi realizada mediante o ajuste do modelo Weibull (o, §) a cada uma das curvas experimentais ob-
tidas apds inoculacio superficial do patogénico nos bifes (~ 5,2 log CFU/cm?). Em termos gerais,
quanto maior foi a concentracao de urucum extraido, maior foi seu poder bactericida. Exceto para o
extrato de urucum a 30%, todas as curvas do S. aureus inoculado nos bifes mantidos em atmosfera
normal apresentaram uma fase inicial de resisténcia a inativacio, pelo que os parametros de forma
0B quantificaram a convexidade da curva de inativacdo com valores maiores a 1,0. Comprovou-se
uma maior inativacgdo quando os bifes foram embalados a viacuo, mediante o decréscimo imediato
do S. aureus em todas as curvas de sobrevivéncia, agora concavas ( < 1,0). Uma transformacio
dos parametros Weibull o e 8 permitiu estimar o tempo necessario para atingir a primeira reducao
decimal do S. aureus em bifes revestidos com 6leo de urucum extraido ao 0%, 10%, 20% e 30%,
o qual foi oo, 14,4 dias (IC 95%: 8,1-20,8 dias), 8,3 dias (IC 95%: 6,6-10,1 dias) e 2,5 dias (IC
95%: 0,24-4,8 dias), respectivamente, quando embalados em atmosfera normal; e significativamente
e gradativamente menores quando embalados a viacuo: 10,6 dias (IC 95%: 0,80-22 dias), 7,2 dias (IC
95%: 0,11-14,3 dias), 2,9 dias (IC 95%: 2,2-3,7 dias) e 0,43 dias (IC 95%: 0,05-0,81 dias), respeti-
vamente. Este trabalho de investigagao permitiu concluir que o extrato de sementes de urucum em
Oleo de coco apresenta-se como um antimicrobiano promissor que pode ser aplicado como cobertura
de carnes de bovino frescas para o controle do S. aureus.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o relatério cientifico da Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar (EFSA, 2021),
no ano 2020, o nimero de surtos na UE causados por toxinas bacterianas foi 527, representando o
17% de todos os surtos. Estes surtos foram reportados por 12 Estados Membros (Bélgica, Dina-
marca, Finlandia, Franca, Alemanha, Hungria, Italia, Paises Baixos, Portugal, Espanha e Suécia)
e ocasionaram um total de 4517 casos, 182 hospitalizagoes e 6 mortes. Destes surtos, 43 tiveram
origem nas enterotoxinas estafilocécicas, e do total de surtos devido a toxinas bacterianas, seis fo-
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ram causados pelo consumo de carne de bovino e derivados (EFSA, 2021). A contaminagao destes
produtos por S. aureus pode vir diretamente dos animais infectados ou pode ser o resultado de
higiene deficiente durante o processo de produgao, no retalho e no armazenamento dos produtos,
uma vez que o ser humano também pode ser portador deste microrganismo (Ozdemir & Keyvan,
2016). De fato, o S. aureus enterotoxigénico pode ser encontrado em diveros locais do corpo, como
as narinas e a garganta, tanto do ser humano como dos animais (Borch et al., 1996). Esta bactéria
também pode colonizar a pele, as membranas mucosas e pode estar transitoriamente no trato intes-
tinal (Hansson, 2001). Durante o processamento de carne e derivados, S. aureus presente nas maos
dos manipuladores, sobre as superficies de trabalho e nos equipamentos, pode levar a contaminacao
cruzada entre as carcagas e o ambiente, pelo que é necessario limpar e sanitizar os ambientes de
abate e de processamento (de Lima et al., 2004). Um trabalho de investigagao realizado na Turquia
(Ozdemir & Keyvan, 2016) estimou que 14,6% da carne fresca de bovino vendida nos supermercados
estd contaminada com S. aureus, e desta fragao 77% é S. aureus enterotoxigénicos. Estudos micro-
bioldgicos similares realizados nos EUA (Hanson et al., 2011), Colombia (Lépez-Gutiérrez et al.,
2017) e China (Wu et al., 2018) revelaram prevaléncias de S. aureus em carne fresca de bovino de
6,9%, 46% e 50,4%, respectivamente.

Devido & crescente preocupacao dos consumidores sobre o uso de antimicrobianos sintéticos em
alimentos, tem surgido uma extensa investigacdo cientifica na utilizacdo de antimicrobianos natu-
rais, extraidos das plantas e 6leos essenciais, como biopreservantes alternativos para assegurar a
inocuidade dos produtos e estender o seu tempo de prateleira. Os efeitos antimicrobianos destes
extratos devem-se principalmente & presenca de compostos bioativos, incluindo fendlicos, terpenos,
alcoois alifaticos, aldeidos, 4cidos e isoflavonoides. Estes compostos bioativos encontram-se co-
mummente nas folhas (rosmaninho, sélvia, orégao, tomilho, manjericiao), bolbos (alhos e cebolas),
frutas (cardamomo e pimenta), flores (cravinho) e sementes (cominho, erva-doce, noz-moscada) das
plantas (Aziz & Karboune, 2015).

Uma planta originaria da América do Sul, utilizada pelos nativos pelas multiplas propriedades
benéficas atribuidas, e trazida para Europa no século XVII, é a Biza orellana L. (urucum ou achiote).
O pigmento extraido das sementes de urucum tem importancia econémica mundial por se tratar de
um dos corantes naturais mais utilizados nas indtstrias alimentar, cosmética e farmacéutica. Nos
alimentos, o corante de urucum é utilizado em gelados e produtos lacteos como queijos, margarinas
e manteigas. Os trés produtores principais de urucum sao o Peru, o Brasil e o México, paises que
em conjunto produzem o 60% da producdo mundial total (Jansen, 2005). Contudo, além da sua
capacidade corante, varios estudos tém revelado que os extratos de sementes de urucum também
possuem atividade antimicrobiana in vitro contra uma série de bactérias patogénicas incluindo o S.
aureus (Prathima et al., 2016; Quintero-Quiroz et al., 2019; Raga et al., 2011; Rojas et al., 2006;
Selvi et al., 2011). No entanto, até & data nao foi testada a capacidade antimicrobiana dos extratos
de sementes de urucum aplicados in situ. Considerando que o p6 das sementes de urucum tem
um uso difundido na culindria de varios paises sul-americanos, como potenciador de sabor e como
corante, o presente trabalho visou explorar uma aplicagao potencial do extrato oleoso de sementes
de urucum como revestimento de bifes como melhorador da cor e do sabor, mas também como
inibidor do crescimento microbiano.

Deste modo, os objetivos deste estudo foram: (i) avaliar mediante ensaios de desafio o efeito do
extrato oleoso de sementes de urucum na inibi¢do do S. aureus inoculado na superficie de bifes de
carne bovina embaladas em atmosfera normal e a vicuo durante 14 dias de refrigeragdo a 5°C; e
(ii) caracterizar, mediante modelos primdrios e secundarios de microbiologia preditiva, a cinética de
sobrevivéncia deste patogénico em bifes revestidos com extrato oleoso de sementes de urucum para
os dois tipos de embalagem.
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2 MATERIAL E METODOS

Para a realizagdo deste estudo, utilizaram-se sementes de urucum (humidade: 11,5%) originarias do
Peru que foram moidas com um moedor de café elétrico (Modelo SilverCrest Kitchen Tools 150 W,
Lidl, Alemanha). O 6leo de coco virgem de modalidade de produgao orgénica (marca VitaDor) e
bifes de carne bovina do tipo novilho foram adquiridos num mercado local da cidade. Staphylococcus
subsp. aureus utilizado nos ensaios de inoculacéo foi a cepa ATCCTM 6538.

2.1 PREPARACAO DOS EXTRATOS DE SEMENTES DE URUCUM EM OLEO DE COCO

A extragado da bixina presente nas sementes de urucum foi realizada usando éleo vegetal, ajustando
o peso das sementes & concentracdo desejada para a realizacdo do experiéncia. A extracdo foi
efectuada com 10, 20% e 30% p/p de sementes de urucum em 6leo de coco. Inicialmente, pesaram-
se 10, 20 e 30 g de sementes moidas e adicionaram-se sequencialmente em 100 gramas de 6leo de
coco estado liquido. Em seguida, os copos contendo o 6leo de coco e a semente de urucum foram
agitados numa estufa (SI500, Stuart, Reino Unido) com agitagao a 37°C durante 15 horas. Apds este
periodo, o dleo foi transferido para tubos de ensaio de 50 ml, os quais foram centrifugados (5804R,
Eppendorf, Alemanha) a temperatura de 25 °C a 5800 rpm durante 10 min. Apés a centrifugacao,
o sobrenadante foi filtrado para outro tubo para obter uma amostra clarificada. Durante o decorrer
da experiéncia, os extratos foram refrigerados e protegidos da luz.

2.2 PREPARACQAO DO INOCULO

O stock de S. aureus, congelado em 30% glicerol a -80 °C, foi activado em caldo soja triptona (TSB
610053, Liofilchem, Italia) numa estufa com agitagao (SI500, Stuart, Reino Unido) durate 15 horas
a 35 °C em duas subculturas sequenciais. No dia da inoculagdo dos bifes, mediu-se a absorvancia a
600 nm da suspensdo microbiana, a qual devia estar entre 0,80 e 0,85. Diluiu-se 1 ml de suspensao
em 9 ml de solucdo fisiolégica, e inocularam-se 60 pl desta suspensdo em cada bife de 40 cm? de
4rea, com a finalidade de obter uma contaminacio superficial inicial de 5,2 log UFC/cm? nos bifes.
Este procedimento foi seguido em todos os ensaio de desafio realizados.

2.3 ENSAIOS DE DESAFIO

Os ensaios de desafio foram realizados segundo um desenho experimentalfatorial completo de duas
variaveis: (i) nivel de antimicrobiano, compreendendo 5 tratamentos (controle [somente o inéculo],
0, 10, 20 e 30% de extrato oleoso de urucum); e (ii) tipo de embalagem, que compreendeu 2 niveis,
atmosfera normal e vacuo. Isto produziu um total de 10 condi¢Ges ambientais diferentes para os
ensaios de desafio os quais foram realizados em duplicado. A preparacio dos bifes de bovino e a
aplicacao dos revestimentos foi realizado da mesma forma, para os bifes embalados em atmosfera
normal e a vdcuo, bem como para os bifes que revestidos com 0, 10, 20 e 30% de extrato oleoso de
urucum.

Primeiramente, os bifes de carne bovina foram cortados em formato circular com a ajuda de um
cortador de 6,50 cm de didmetro (40,70 cm? de 4rea). Para cada condicdo experimental, cortaram-
se 18 amostras de bifes para as determinagoes em 6 pontos no tempo (desde dia 0 até dia 14)
e 3 bifes analisados por ponto (triplicado). Uma vez cortados, os bifes foram acomodados com
uma pinga estéril em bandejas de ago inox estéreis cobertos por papel secante. Posteriormente, as
amostras que seriam armazenadas em atmosfera normal foram colocadas em pequenas formas de
metal, previamente esterilizadas. De seguida, os bifes foram inoculados com 60 ul de suspensao de
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S. aureus, a qual foi espalhada sobre o bife com um espalhador. Apds a inoculagao, os bifes secaram
a temperatura ambiente durante 60 minutos.

2.4  APLICAGAO DO REVESTIMENTO DE EXTRATO DE URUCUM

Para o tratamento controlo, ndo se aplicou nenhum revestimento, portanto os 18 bifes inoculados
foram embalados em atmosfera normal ou a vacuo. Nos outros tratamentos - aqueles com revesti-
mento de extrato oleoso de urucum - cada bife foi revestido com 1 ml de extrato oleoso de urucum
(0, 10, 20 ou 30%), e espalhado em toda sua superficie com auxilio de um espalhador. O tratamento
de 0% extrato oleoso de urucum foi denominado como “Oleo de coco”, uma vez que o bife foi re-
vestido somente com o 6leo de coco. As formas de metal contendo os bifes que foram submetidos a
atmosfera normal foram recobertos com um filme de modo a causar uma barreira contra o ambiente
externo.

No caso dos tratamentos submetidos a embalagem a vacuo, os bifes inoculados e/ou revestidos
foram colocados num saco de stomacher (Gofradas, Orved®, Spain, com permeabilidade 84 + 4.20
cc/m2/24 h/atm para 02, 361 + 18.05 cc/m? /24 h/atm para COs, 22 £ 1.10 cc/m?/24 h/atm para
N, e 9.0 + 0.45 cc/m?/24 h/atm para H2p) com ajuda de uma pinga estéril, o qual foi selado a
vacuo (Silvercrest SF'S 110B2, Germany). Os bifes foram armazenados a 5 + 0.5 °C até a realizagao
da anélise.

2.5 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

A concentragao de S. aureus nos bifes foi determinada nos dias 0 (dia da conducdo do ensaio de
inoculagdo), 2, 5, 8, 11 e 14, analisando trés bifes por tempo e por condi¢io experimental. Na
modelagio matemética, utilizaram-se as médias em log CFU/em? dessas trés determinacoes (trés
bifes). Para andlise do S. aureus, prepararam-se tubos de 4gua tamponada peptonada (BPW 611014,
Liofilchem, Itélia), e placas de agar Baird-Parker (BP 610004, Liofilchem, Itdlia) suplementado com
5% emulsao gema de ovo telurito (YET 80121, Liofilchem, Itélia).

Nos tratamentos armazenados em condigoes atmosféricas, os bifes foram retirados das formas de
metal e depositados em bolsas de stomacher contendo 50 ml BPW. Ja os bifes acondicionados a vacuo
sO foi necessaria a abertura dos sacos, seguida da adicdo de 50 ml de BPW. Em seguida, as amostras
foram homogeneizadas num stomacher (BagMixer$ {®}$400) durante 90 s. Aliquotas de 100 pl
foram espalhadas em duplicata nas placas de BP a partir de pelo menos duas dilui¢ées adequadas.
Por tltimo, as placas foram colocadas na estufa incubadora (SLW 400, Pol-Eko Aparatura, Polénia)
a 37°C durante 48 h. Depois deste tempo, as coldénias tipicas de S. aureus foram observadas num
contador digital (Digital S® J.P. Selecta S.A., Espanha) e contadas nas placas que continham entre
20 e 150 colénias. Estes valores foram convertidos a log CFU/cm?.

2.6 MODELO PRIMARIO

O modelo primario de Weibull foi utilizado para descrever cada uma das 10 curvas experimentais de
sobrevivéncia microbiana produzidas pelas 10 condigoes ambientais. O modelo de Weibull (Equacao
1) define-se como:

t

In(N;) = In(Np) — ()B (1)

g

onde N; é a concentracdo microbiana em CFU/cm? no tempo t (dias); Ng) é a concentracio
microbiana inicial, apés inoculacdo, em CFU/cm?; o é o pardmetro de escala ou declive, enquanto
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B é o parametro de forma. Uma curva de sobrevivéncia concava é caracterizada por um § < 1 e
uma, curva de sobrevivéncia convexa por um 3 > 1. Se § = 1, o modelo de Weibull reduz-se a um
modelo linear (Van Boekel, 2002).

O modelo de Weibull pode ser reparameterizado definindo como variavel dependente o racio de
sobrevivéncia do patogénico (Equagao 2) ao longo do tempo, Sy,

5=

(2)

Portanto, a Equacao 1 transforma-se em:

S = — (;)ﬁ (3)

O modelo de Weibull de dois pardmetros (Equagao 3) foi ajustado a cada uma das curvas ex-
perimentais de sobrevivéncia produzidas pelos diferentes tratamentos. Uma vez que os pardmetros,
o e 3, foram estimados para cada uma das curvas experimentais, calculou-se o tempo necesséario
para atingir uma redugdo decimal (t1504), isto é: 1 logig CFU/cm? (ou 2.3 In CFU/em?). Para tal,
resolveu-se a Equacao 3 para determinar £1;,4 para cada uma das condigoes ambientais.

tllog = 2'31/6 X B (4)

2.7 MODELO SECUNDARIO

Os parametros cinéticos estimados para funcdo Weibull, o declive (o) e o tempo para atingir a
primeira redugao decimal (t1;04), foram utilizados para desenvolver dois modelos secundéarios. Os
modelos secundarios visaram prever o o (Equagéo 5) e o t1;,4 (Equagao 6) para as condi¢oes ambi-
entais em estudo, ou seja: a percentagem de urucum presente no 6leo de coco e o tipo de atmosfera
utilizado na embalagem. Apds a andlise dos resultados, observou-se uma relacdo linear inversa
entre o o, o0 ty;4 € a percentagem de urucum presente no éleo de coco, pelo que foram ajustados os
seguintes modelos lineares secundarios:

o = By — B1 X %Extracto (5)

tilog = Y0 — 71 X YoExtracto (6)

onde By, 1, 70 € Y1 sdo constantes, %Extracto é a percentagem de urucum presente no éleo de
coco (0, 10, 20 e 30%). As Equagoes 5 (declive da funcdo Weibull, ) e 6 (tempo para atingir a
primeira reducao decimal, t1;,4) foram ajustadas separadamente aos dados provenientes dos bifes
embalados em atmosfera normal e a vacuo, pelo que foram ajustadas quatro modelos de regressao
linear.

A andlise dos dados foi realizada utilizando o software R (R Core Team, 2022), a fungéo nls () foi
usada para ajustar o modelo primario; a fun¢do 1m() foi usada para ajustar os modelos secundarios;
a package investr foi utilizada para determinar o intervalo de confianga e de previsao a 95%; a
funcdo plot () para utilizada para construir os graficos.
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3 RESULTADOS E DISCUSAO

3.1 ESTUDO DE SOBREVIVENCIA DO S. AUREUS EMBALADOS EM ATMOSFERA NORMAL

Na Figura 1 apresentamos os dados experimentais e as curvas ajustadas pelo modelo Weibull para
os tratamentos em atmosfera normal. Em primeiro lugar, pode-se afirmar que o modelo Weibull foi
capaz de descrever todas as curvas de inativagdo, o qual pode ser examinado pelo fato das observa-
¢oes se encontrarem em todos os casos dentro do intervalo de confianga ao 95%. Em segundo lugar,
comparando o tratamento controlo com os tratamentos de revestimento de extrato oleoso de uru-
cum (0, 10, 20 e 30%), deduz-se que a sobrevivéncia do S. aureus em carne embalada em atmosfera
normal foi afetada em diferente medida pelos tratamentos aplicados. O efeito dos tratamentos na
cinética de sobrevivéncia do S. aureus pode ser avalizado pelos pardmetros do modelo Weibull, o e
B, que se apresentam na Tabela 1 para cada um dos tratamentos.

Tabela 1: Pardmetros do modelo de Weibull que descreve o logaritmo natural da redugao (In (No/N¢)
nas contagens de S. aureus em bifes com tratamento controlo, revestidos com 6leo de coco e com
extrato oleoso de urucum, embalados em atmosfera normal e armazenados a 5 °© C. O erro padrao
residual (S) é apresentado para cada modelo.

Revestimento Pardmetro Média Erro Padrdao Pr(>|t|) S

Controlo Declive (o) 20,68 7,429 0,108 0,1134
Forma (3) 2,788 2,801 0,437

Extrato urucum 0%  Declive (o) 15,66 0,244 <0,001 0,0471

6leo de coco Forma (8) 7,393 2,073 0,038

Extrato urucum 10% Declive (o) 8,101 1,026 0,004  0,2251

6leo de coco Forma (8) 1,113 0,275 0,027

Extrato urucum 20% Declive (o) 5,491 0,446 <0,001  0,2890

Oleo de coco Forma (8) 1,979 0,191 <0,001

Extrato urucum 30% Declive (o) 0,865 0,263 0,030  0,4876

6leo de coco Forma (5) 0,775 0,094 0,001

A curva experimental para o controle (Figura 1) demonstra que S. aureus, se bem nao foi ca-
paz de se multiplicar sob refrigeracao, foi capaz de sobreviver nos bifes refrigerados embalados em
atmosfera normal. De acordo com Fellows (2018) e Tortora et al. (2016), o efeito da temperatura
baixa sobre os microrganismos depende de dois fatores: 1) das caracteristicas prépria do microrga-
nismo e 2) da intensidade com que uma temperatura é aplicada. No intervalo de 0 e 7°C, a taxa
metabdlica da maior parte das bactérias é muito reduzida, pelo que nao conseguem reproduzir-se ou
sintetizar toxinas, portanto a refrigeracdo tem um efeito bacteriostatico, como se no tratamento de
controlo deste trabalho. Hoffmann (2001) explica que este fator extrinseco compromete a fase lag,
a velocidade de multiplicacdo, e a composicdo quimica e enzimatica das células, de facto as reaccgoes
metabolicas sdo catalisadas por enzimas, cuja actividade catalitica depende da temperatura (de
Souza et al., 2013).
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Cabe destacar que no tratamento controlo, o pardmetro de forma () nao foi diferente de zero
(p = 0,437; Tabela 1), o qual reduz o modelo de Weibull a um modelo linear para descrever a
sobrevivéncia do S. aureus, tal como se pode observar na Figura 1. J4 para os outros tratamentos,
o pardmetro [ foi diferente de zero (p<0,05; Tabela 1), pelo que se observa a curvatura na curva
sobrevivéncia bacteriana (Figura 1).

A curva de sobrevivéncia do S. aureus do bifes revestidos com 6leo de coco apresentou uma
queda muito ligeira, podendo ser dito que a sua acdo antimicrobiana nos bifes durante refrigeracao
em atmosfera normal foi minima. KEm contrapartida, alguns autores tém demonstrado o efeito
antimicrobiano in vitro do éleo de coco. Widianingrum et al. (2019) fizeram ensaios utilizando o éleo
de coco virgem, em diferentes concentragoes, como agente antimicrobiano e obtiveram resultados
positivos. O teste in vitro confirmou o efeito inibitério do 6leo de coco virgem do crescimento de
S. aureus quando aplicado numa concentracao de 200 pl (igual a 0,102% de acido ldurico). Estes
autores argumentaram que esta inibicdo é devida a composicao similar deste dcido com um dos
constituintes da parede celular de peptidoglicano das células bacterianas, assim o acido ldurico
consegue cobrir toda a superficie da parede celular, penetrar e destruir a célula. Por outro lado,
Hovorkova et al. (2018) avaliaram a atividade antibacteriana in vitro de dleos vegetais que contém
acidos gordos de cadeia média contra bactérias Gram positivas, incluindo cinco bactérias de origem
alimentar e seis linhagens intestinais domésticas. A metodologia seguida pelos autores referente a
preparacao dos Oleos vegetais foi a sua pesagem e diluigdo na mesma quantidade de dimetilsulféxido
(DMSO), acompanhado da adi¢do de um emulsificante. Num dos ensaios, determinaram o MIC
do bleo de coco contra S. aureus e o valor obtido foi de 4,5 mg/ml, sendo atestado um efeito
bacteriostatico deste 6leo contra o patogénico em questdao. Effiong et al. (2018) avaliaram o padrao
de suscetibilidade antimicrobiana do extrato de éleo de coco sobre bactérias e fungos selecionados,
utilizando a prova in vitro do didmetro de inibi¢do. Os resultados obtidos revelaram que o S. aureus
manifestou maior suscetibilidade ao éleo de coco (zona média de inibi¢do de 14,55 mm) do que a
Pseudomonas aeruginosa que obteve uma zona de inibigdo média de 7,7 mm.

Abbas et al. (2017) apontaram que o 6leo de coco nao possui elevada agdo antimicrobiana, mas
sim o acido laurico, derivado do éleo de coco, contra isolados clinicos de S. aureus, Streptococcus
spp., Lactobacillus spp. e Escherichia coli. Estes autores determinaram uma zona de inibicdo do S.
aureus de 10,50 mm, tendo concluido que, em geral, o efeito antibacteriano do 4cido laurico foi maior
sobre as bactérias Gram positivas que sobre as Gram negativas. Similarmente, Nagase et al. (2017)
revelaram que o 6leo de coco tem propriedades antimicrobianas somente contra algumas estirpes
de bactérias pertencentes ao género Streptococcus, mas nao possuem efeito contra S. aureus ou
algumas bactérias Gram negativas, enquanto o dcido ldurico possui efeito inibitério somente contra
S. aureus e todo o género Streptococcus. Outros autores tém investigado o efeito inibidor in vitro do
6leo de coco em sinergias com outros compostos. Tangwatcharin e Khopaibool (2012) pesquisaram
as atividades in vitro do dleo de coco virgem, do acido laurico e da monolaurina em combinagao com
acido lactico contra S. aureus. O 6leo de coco virgem ndo inibiu o crescimento do patogeno, ji o
acido ldurico apresentou um MIC 1,6% v/v e MBC 3,2% v/v, seguido pela monolaurina e pelo acido
latico que apresentaram o mesmo valor para MIC 0,1% v/v, e MBC de 0,1% v/v e de 0,4% v/v,
respectivamente. O 6leo de coco virgem também é efetivo contra S. aureus quando combinado com
o extrato de semente de Swietenia mahagoni, conhecida por mogno (zona de didmetro de inibi¢ao
8.49 + 0.3 mm; Idris et al. (2019)), ou quando combinado com o carvacrol, maior componente de
varios Oleos essenciais (MIC 1 mg/ml; Boik et al. (2018)).

A justificacao para utilizar o 6leo de coco como um antimicrobiano natural é que o acido laurico
(metabolito secunddrio) consegue desintegrar os lipidos que constituem a membrana das bactérias
(DebMandal & Mandal, 2011), e a monolaurina, um monoéster do acido laurico, consegue aumentar
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Figura 1: Curvas da sobrevivéncia (In(N;/Np) do S. aureus em bifes sem revestimento (controlo),
revestidos com 6leo de coco e revestidos com extrato oleoso de urucum com 10, 20 e 30%, embalados
em atmosfera normal e armazenados a 5 °C. Para cada tratamento, mostra-se a curva ajustada pelo
modelo de Weibull com os intervalos de confianga (verde) e de previsao (azul) a 95%. Eixo xx: Dias
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o permeabilidade da membrana celular do S. aureus, provocando a lise celular (Tangwatcharin &
Khopaibool, 2012; Warth, 1989). Devido as grandes diferengas nos resultados encontrados pelos
investigadores anteriormente citados sobre as propriedades antimicrobianas do 6leo de coco virgem,
a sua efetividade contra S. aureus é questiondvel. E necessario realizar mais trabalho de investigacao
sobre este tema, para validar a capacidade do 6leo de coco para inibir bactérias Gram negativas e
Gram positivas, quer in vitro quer nos produtos alimentares. Neste trabalho in situ, o 6leo de coco
virgem nao apresentou efeito inibidor relevante contra o S. aureus inoculado nos bifes, pelo menos
em atmosfera normal e & concentracio aplicada (1,0 ml de 6leo de coco em 40 em? de superficie de
bife). Usar uma maior concentracao de 6leo de coco nos bifes resultou tecnicamente invidvel.

A percentagem de urucum extraido em 6leo de coco (10, 20 e 30%) afetou (P < 0,05) a cinética
de sobrevivéncia do S. aureus nos bifes, como se pode observar na Figura 1. Os extratos oleosos de
urucum aceleraram a inativacdo microbiana em diferente medida, como se pode inferir dos parame-
tros da Tabela 1. Curiosamente, verificou-se que o erro padréo residual dos modelos aumentou com
o aumento do urucum extraido (s = 0,2251 para 10%, s = 0,2890 para 20%, e s = 0,4876 para
30%). Isto pode ser um resultado da maior aleatoriedade com que as células bacterianas respon-
dem (morrem) a medida que se incrementa o stress exercido sobre elas (concentragdo de urucum
extraido). Os tratamentos apresentaram diferengas no que diz respeito a concavidade das curvas
de sobrevivéncia do S. aureus: enquanto os extratos a 10% e 20% produziram curvas convexas,
o extrato a 30% produziu uma curva concava. Esta convexidade é representada pelos valores de
S acima de 1,0 (=1,113 para 10% urucum, e $=1,979 para 20% urucum). A Tabela 1 indica
que a inativacdo ocorreu de maneira lenta, mas que, todavia, em determinado momento as células
microbianas perderam toda resisténcia contra o extrato oleoso. Ao contrario, o extrato de urucum
a 30% produziu um valor de  menor que 1,0 (5=0,775), o que implica que S. aureus comegou a
ser inativado rapidamente embora em algum momento possa ter ganhado resisténcia.

A capacidade antimicrobiana dos extratos de sementes de urucum tem sido investigada por
multiplos autores. Varios estudos demonstraram que os extratos hidroalcéolicos de urucum possuem
um amplo espectro de a¢do antimicrobiana, sendo capaz de inibir o crescimento de bactérias Gram
positivas e Gram negativas. No entanto, cada autor tem reportado um valor diferente de MIC e
de didmetro de inibicao, estas variacbes podem resultar dos protocolos de quantificacao utilizados,
das diferentes concentragoes do principio ativo nos componentes da planta e dos seus respectivos
extratos decorrentes das condigbes ambientais, como a regidao onde a planta é cultivada (clima,
altitude e localizagdo geogréfica), o periodo de colheita, e porgao da planta utilizada. Por exemplo,
para extratos hidroalcéolicos de sementes de urucum, os MIC reportados contra S. aureus foram:
0,032 mg/ml (Ciro et al., 2014), 0,16 mg/ml (Galindo-Cuspinera et al., 2011) e 8,0 mg/ml (Arruda,
2016). Arruda (2016), Chisté et al. (2011), Coelho et al. (2003) e Tamil et al. (2011) atribuem
a capacidade antimicrobiana dos extratos de urucum & sua composicao fitoquimica, a qual inclui
compostos bioativos derivados do seu metabolismo secundario, nomeadamente compostos fendlicos
(flavondides, dcidos fendlicos, taninos) e carotendides (beta caroteno, licopeno, luteina e bixina).

Cabe destacar que na literatura nido foram encontrados trabalhos sobre o uso de éleo vegetal
como solvente de extracao de sementes de Bizra orellana, nem sobre as capacidades deste extrato
contra microrganismos que compoem a flora normal humana ou até mesmo contra os responsaveis
pela deterioracao dos alimentos. Segundo Costa e Chaves (2005), a extracdo das sementes de
urucum empregando 6leo vegetal é feita somente na preparacido comercial do corante colorau que
contém entre 0,20 a 0,25% de bixina. Por outro lado, os tinicos estudos onde se testaram extratos
ou p6 de urucum como antimicrobiano natural em matrizes alimentares sdo os de Van Cuong e Chin
(2016), Yolmeh et al. (2014) e Zarringhalami et al. (2009). Zarringhalami et al. (2009) avaliaram
a efetividade do urucum em salsichas inoculadas com 10?2 esporos de Clostridium perfringens por
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100 g de amostra. As amostras foram refrigeradas a 4 + 1 °C durante 30 dias. A partir do 7°
dia foi observado a nado esporulacdo do C. perfringens. Van Cuong e Chin (2016) analisaram a
atividade do p6 de sementes de urucum em rissbis de carne de porco durante o armazenamento
refrigerado. Foram adicionadas trés diferentes concentracbes de p6 de sementes na preparacao
das amostras, sendo elas 0,1, 0,25 e 0,5%. Como resultado nido foram observadas diferencas na
contagem total de microrganismos entre as amostras controlo e os tratamentos, entretanto com
adicdo do p6 de urucum observou-se uma redugao da contagem microbiana de Enterobacteriaceae
a partir da aplicagdo superior a 0,25%. Yolmeh et al. (2014) examinaram o efeito de diferentes
concentragoes de extrato de urucum (0, 0,1, 0,2 e 0,4%) no crescimento da E. coli em maionese
durante armazenamento refrigerado (4 °C) e & temperatura ambiente (25 °C). Como conclusiao do
trabalho, observou-se uma maior reducdo de E. coli na temperatura de 25 °C quando comparada
com a de 4 °C, sendo a partir do 12° dia e do 15° dia de armazenamento, respectivamente, a
inibicdo do crescimento da F. coli. Devido a indisponibilidade de estudos de desafio para quantificar
a capacidade antimicrobiana do 6leo de coco virgem e do extrato oleoso de urucum aplicados a
matrizes alimentares, especificamente em carne fresca, foi uma motivacdo extra para a realizagao
deste trabalho.

3.2 SOBREVIVENCIA DO S. AUREUS EM BIFES EMBALADOS A VACUO

As curvas experimentais de sobrevivéncia do S. aureus nos bifes embalados a vicuo podem ser
visualizadas na Figura 2, para o controlo e para os tratamentos com revestimento. Podemos observar
que, mais uma vez, o modelo Weibull foi capaz de descrever satisfatoriamente a inativacdo do
S. aureus; embora, em comparagdo com os tratamentos armazenados em atmosfera normal, nos
tratamentos a vacuo o erro padrao residual dos modelos foi superior (Tabela 2).

Tabela 2: Parametros do modelo de Weibull que descreve o logaritmo natural da redugao (In (No/N¢)
nas contagens de S. aureus no controlo e nos tratamentos com 6leo de coco e com extrato oleoso de
urucum, embalados a vicuo e armazenados a 5 °© C. O erro padrao residual (S) é apresentado para
cada modelo.

Revestimento Pardmetro Média Erro Padrao Pr(>|t|) S

Controlo Declive (o) 3,081 1,039 0,016 0,4027
Forma (8) 0,611 0,174 0,006

Extrato urucum 0%  Declive (o) 3,226 1,624 0,078  0,7071

Oleo de coco Forma (8) 0,700 0,303 0,046

Extrato urucum 10% Declive (o) 2,894 1,270 0,107 0,5636

6leo de coco Forma (5) 0,913 0,327 0,068

Extrato urucum 20% Declive (o) 1,320 0,099 <0,001  0,2890

6leo de coco Forma (5) 1,051 0,041 <0,001

Extrato urucum 30% Declive (o) 0,015 0,008 0,118  0,4876

6leo de coco Forma () 0,248 0,020 <0,001
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Uma diferenga importante observada entre as curvas de sobrevivéncia microbiana produzidas
sob atmosfera normal (Figura 1) e sob viacuo (Figura 2) foi a presenca e a auséncia de “ombro”,
respectivamente, no inicio do armazenamento. Em atmosfera normal, o S. aureus apresentou uma
fase inicial de resisténcia & inativacido ou de inativacdo demorada - conhecida como ombro - em
todos os tratamentos, exceto o de revestimento a 30%. Em contrapartida, sob condi¢oes de vacuo,
as curvas experimentais do S. aureus ndo apresentaram a fase de ombro, pelo que o decréscimo de
S. aureus foi quase imediato. Matematicamente, sdo as curvas de sobrevivéncia concavas as que
nao apresentam ombro, por conseguinte os valores do pardmetro de forma () foram menores que
1,0 para todos os tratamentos a vicuo, exceto o de 20% extrato de urucum (Tabela 2). A auséncia
de ombro nas curvas dos tratamentos a vacuo evidencia que esta embalagem atua como mais um
mecanismo inibidor do S. aureus na carne fresca, de forma que a baixa temperatura somada a falta
de oxigénio produz uma inativacdo imediata apds o armazenamento.

No tratamento controlo, os bifes armazenados em atmosfera normal o S. aureus néo foi inativado,
mas nos bifes armazenados a vacuo, embora lentamente, o S. aureus sofreu inativacdo, o que sugere
que o0 armazenamento a vacuo tém um efeito sinergético na inativacdo deste patogénico. O mesmo
foi obervado nos bifes revestidos com éleo de coco (0% urucum), nos quais a inativagao do S. aureus
nos bifes embalados a vicuo (Figura 2) foi superior a dos bifes embalados a atmosfera normal
(Figura 1). Neste caso, pode ter ocorrido sinergia entre as temperaturas de refrigeragdo, a auséncia
de oxigénio e os componentes antimicrobianos presentes no 6leo de coco virgem.

O efeito do vacuo na inativacao do S. aureus observa-se pelo menores valores de ambos parame-
tros (o, ) do modelo de Weibull (Tabela 2), quando comparados com os pardmetros obtidos para
os tratamentos em atmosfera normal (Tabela 1); isto evidencia que quando S. aureus se encontra
em condigoes de auséncia de oxigénio, a populacdo é mais rapidamente inativada, confirmando as-
sim a capacidade desta embalagem para inibir ou retardar crescimento microbiano, o qual pode ser
explorado, em combinagao com outros fatores intrinsecos estressantes, para intensificar a inativacao.
Ao embalar a carne a vicuo, a atmosfera gasosa em torno da sua superficie é alterada e a pequena
quantidade de oxigénio presente no interior da embalagem é consumida pela atividade metabdlica
da carne e das bactérias ao longo do armazenamento. Desta forma, um microssistema anaerébico é
criado dentro da embalagem e com o auxilio do efeito inibitério do CO2 que é liberado na respira-
¢ao ocorre o retardamento da multiplicacdo das bactérias responsaveis pela deterioracdo da carne
(Melo et al., 2011). Este sistema beneficia a predominancia de bactérias anaerébicas facultativas
deteriorantes, sobretudo as lacticas, Enterobacteriaceae e psicrotréficas, que possuem a capacidade
para se multiplicarem a baixas temperaturas (Chaves, 2010).

E de ressaltar que o tratamento dos bifes recobertos com extrato oleoso de urucum a 30% causou
uma inativacio imediata do S. aureus, o que se deduz pela acentuada concavidade da sua curva de
sobrevivéncia (Figura 2). No entanto, a partir do quinto dia de armazenamento, a inativacao foi
muito lenta e assintética, sugerindo que S. aureus podera ter adquirido alguma resisténcia contra
o antimicrobiano apesar da alta concentracao utilizada. De fato, este foi o tinico tratamento onde
se observou este tipo de comportamento cinético. E, portanto, necessario realizar novos ensaios de
carne embalada a vicuo em que se utilize o extrato oleoso de urucum com concentragao igual ou
superior a 30%, para corroborar se o S. aureus adquire resisténcia.

Os parametros do modelo de Weibull (o e ) nao sao de interpretagao intuitiva; por esta razao
os parametros ajustados o e § foram utilizados para estimar outro pardmetro mais intuitivo, pela
relagdo direta com o nivel de letalidade dos tratamentos, o tempo necesséario para atingir a primeira
reducdo decimal do S. aureus (reducdo em 1 log CFU/ecm?). A Tabela 3 mostra os tempos de
letalidade dos tratamentos em atmosfera normal e a vdcuo, com os intervalos de confianca de 95%
para as estimativas.
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Figura 2: Curvas de sobrevivéncia (In(Ny/Ng) do S. aureus em bifes sem revestimento (controlo),
revestidos com 6leo de coco e revestidos com extrato oleoso de urucum com 10, 20 e 30%, embalados
a vacuo e armazenados a 5 °C. Em cada tratamento, mostra-se a curva ajustada pelo modelo de
Weibull com os intervalos de confianga (verde) e de previsdao (azul) ao 95%. Eixo xx: Dias
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Para os bifes refrigerados pertencentes ao grupo controlo e os revestidos com O6leo de coco,
embalados em atmosfera normal, ndo foi possivel determinar os dias necessarios para que ocorresse a
primeira reducao decimal do S. aureus, uma vez a que a inativacdo observada nestes dois tratamentos
foi insuficiente (Figura 1). Estes resultados apontam que para os bifes controlo em atmosfera normal,
o fator temperatura baixa nao foi suficiente para obter a reducdo microbiana, nem para os bifes
revestidos com 6leo de coco, o 6leo nao teve qualquer funcdo antimicrobiana contra S. aureus. Ja
para os bifes revestidos com 6leo de coco e extrato de urucum, os resultados sao diferentes, e foi
possivel calcular a letalidade.

Tabela 3: Tempo (dias) necessirio para atingir uma reducio de S. aureus em 1logCFU/cm? em
bifes nao revestidos e revestidos com 6leo de urucum (0, 10, 20 ou 30%), embalados em atmosfera
normal ou a vacuo e armazenados a 5 °C.

Tratamento Atmosfera Vécuo
Tempo IC 95% Tempo IC 95%

Controle NE NE 12,04 [3,320 - 20,77]
Oleo de coco NE NE 10,60 [0,795 - 22,01]
Extrato urucum 10% 14,42  [8,080 - 20,81] 7,208  [0,113 - 14,30]
Extrato urucum 20% 8,364  [6,585 - 10,14] 2,917  [2,174 - 3,659]
Extrato urucum 30% 2,531  [0,243 - 4,819] 0,430  [0,047 - 0,813]

NE: Valor nao estimavel

Ao revestir os bifes, contaminados com S. aureus, com o extrato oleoso observou-se que o au-
mento da percentagem de urucum extraido conduziu a uma diminui¢do do tempo necessario para
reduzir S. aureus em 1 log CFU/cm?, demonstrando assim a capacidade antimicrobiana dos ex-
tratos oleosos contra este patogénico. Para os bifes do tratamento de extrato de urucum a 30%, a
primeira reducao decimal foi alcancada em 2,531 dias; para os bifes do tratamento com extrato a
20%, o tempo necessério foi de 8,364 dias; e para os bifes que do tratamento com extrato a 10%, o
tempo necessario foi bastante alto, 14,42 dias.

Para os bifes embalados a vacuo, foi possivel estimar o tempo de letalidade em todos os trata-
mentos aplicados. No tratamento controlo embalado a vacuo, a primeira redugao decimal estimou-se
em cerca de 12,04 dias de armazenamento refrigerado, enquanto este tempo ¢ ligeiramente menor,
10,60 dias, para os bifes revestidos com 6leo de coco. Mais uma vez, nos bifes revestidos de ex-
trato de urucum e embalados a vacuo, o tempo para a redugao decimal ocorreu de forma gradativa:
quanto maior a percentagem de extrato aplicada maior a redugdo obtinda no S. aureus. Para o
tratamento com extrato a 30%, o tempo necessario foi de 0,430 dias (~10 horas); para o tratamento
com extrato a 20%, o tempo necesséario foi de 2,917 dias; e para o tratamento com extrato a 10%,
o tempo necessario foi de 7,208 dias.

Comparando a letalidade dos extratos de urucum nas duas atmosferas, observou-se que o uso de
vacuo reduziu para metade o tempo necessario para atingir a primeira reducdo decimal, nos bifes
cobertos com extrato a 10% (de 14,42 dias para 7,208 dias); para o tratamento com extrato a 20%,
o vacuo reduziu o tempo da redugdo decimal para um ter¢o do valor em atmosfera (de 8,364 para
2,917 dias); e para o tratamento com extrato a 30%, o vacuo reduziu o tempo de reducao decimal
para um sexto do valor em atmosfera (de 2,531 para 0,430 dias). O forma de preparagao dos bifes,
a aplicacdo dos tratamentos, a temperatura e os dias de armazenamento foram iguais para todos
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os bifes, sendo a tnica diferenca o sistema de acondicionamento utilizado. A embalagem a vacuo,
por si s6, ja consegue retardar o crescimento do patogénico presente na carne, e a aplicagdo de
revestimentos com capacidade antimicrobiana aumenta o efeito de inibic¢ao.

Tabela 4: Modelos secundérios para o declive do modelo de Weibull (o) e para o tempo para atingir
a primeira redugdo decimal (t1;,4) na concentragao de S. aureus [logCFU/cm?] em bifes revestidos
com 6leo de coco com extrato de urucum. Cada equagdo apresenta o erro residual da regressao (se)
e o coeficiente de determinagdo ajustado (R?ldj).

A = 2
Parametro Equacao se R34

Declive (o)

Atmosfera o = 14,578 — 0,4699( Extracto%) 1,513 0,409
Véacuo o = 3,545 — 0,1120( Extracto%) 0,940 0,920
Reducao (1log(tii0g)[dial)

Atmosfera t1log = 20,333 — 0,595(Extracto%) 0,041 0,543
Vécuo tiog = 10,504 — 0, 384( Extracto%) 0,999 0,986

3.3 MODELAGAO SECUNDARIA DA CINETICA DO S. AUREUS

Para avaliagdo da cinética de inativacdo do S. aureus nos bifes, exercida pelo revestimento de
extrato oleoso de urucum, ajustaram-se modelos secundarios aos parametros do modelo de Weibull.
Observou-se que a percentagem de urucum teve um efeito linear no pardmetro de declive (o) em
ambos tipos de embalagem, atmosfera normal e vicuo (Figura 3).

o _]
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Figura 3: Pardmetro de declive (o) do modelo de Weibull que descreve a sobrevivéncia do S. aureus
em bifes revestidos embalados a vicuo ou em atmosfera normal, em fungdo da percentagem de
urucum extraido em 6leo de coco.
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Depreende-se da Figura 3 que a medida que o nivel de urucum aumenta, a diferenca no declive
(o) entre os tratamentos de atmosfera norma e de vacuo diminui de forma progressiva. Isto acon-
tece porque a maiores doses de urucum, os extratos provavelmente tém uma acgao inibidora do S.
aureus inferior a da acdo do vacuo. Devido a esta clara dependéncia linear do declive em relagao
a percentagem de urucum extraido, foi ajustado um modelo de regressao linear simples a cada um
dos tipos de embalagem.

Os resultados desta regressao apresentam-se na Tabela 4. J& para o pardmetro de forma (/3), ndo
se observou qualquer relagdo com a percentagem de urucum presente no 6leo de coco. Esta auséncia
de correlacao foi observada tanto nos tratamentos de atmosfera como nos tratamentos a vicuo, e
pode ser apreciada na Figura 4. No entanto, este resultado ja tem sido observado em outros trabalhos
que investigaram a sobrevivéncia de diferentes bactérias noutros produtos alimentares, onde o 3
apresenta pouca ou nenhuma relagdo com as condi¢bes ambientais ou propriedades intrinsecas dos
alimentos.
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Figura 4: Parametro de forma (f) do modelo de Weibull mostrando auséncia de correlagdo com a
percentagem de urucum extraido em éleo de coco para revestimento de bifes embalados a vacuo ou
em atmosfera normal.

No que diz respeito ao tempo em dias para atingir a primeira reducdo decimal (t1;,4), este
parametro de letalidade apresentou uma relacao linear com a percentagem de urucum extraida em
6leo de coco, em ambos tipos de embalagem, atmosfera normal e vacuo (Figura 5). Assim, como
aconteceu com o parametro de declive (0), podemos observar que a diferenca de t;04 entre atmosfera
e vacuo diminuiu de forma progressiva com o aumento da percentagem de urucum. O fato das linhas
de ajuste das Figuras 3 e 5 ndo serem paralelas evidencia que ocorre uma interagao entre o tipo de
embalagem e a percentagem de urucum extraido. Os modelos de regressao linear para os dois tipos
de atmosfera apresentam-sena Tabela 4.

Como se pode apreciar nas Figuras 3 e 5, os modelos secundarios apresentaram um bom ajuste,
com coeficientes de determinacdo ajustados (Rgdj) variando entre 0,920 e 0,999; o qual denota
que mais do 92% da variagdao no declive e na reducdao decimal é explicada pelos niveis de urucum
extraidos em 6leo.

Neste trabalho, a contaminacdo com S. aureus foi intencional; logo a escolha por fazer andlises
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Figura 5: Tempo em dias (t1;,4) para atingir a primeira reducdo decimal de S. aureus em bifes
embalados a vacuo ou em atmosfera normal, em fun¢do da percentagem de urucum extraido em
6leo de coco.

com este microrganismo e nao com os que dadas as condi¢bes de refrigeracdo e vacuo conseguem
desenvolver-se melhor (por exemplo a Listeria monocytogenes) esta associada com a elevada preva-
léncia em carnes in natura, pois no processo de abate e processamento nao existe nenhuma etapa
bactericida. Mais ainda, as carnes podem sofrer contaminacio por S. aureus mediante contamina-
¢ao cruzada procedente da pele, dos instrumentos e equipamentos, assim como dos manipuladores.
Este trabalho mostra, pela primeira vez, o efeito antimicrobiano in situ do extrato oleoso de semen-
tes de urucum em carne bovina, bem como a modelacdo da cinética microbiana do S. aureus em
bifes revestids com este extrato. Com base nos resultados obtidos, este trabalho propde a utilizacao
desta cobertura para se obter uma inibi¢do ou protecao contra o patogénico, contribuindo também
para intensificar a cor e o sabor do produto. Uma aplicacdo potencial e nova do extrato oleoso de
urucum seria o revestimento de carnes de bovino pré-preparadas para churrasco.

4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o armazenamento dos bifes inoculados com S.
aureus & temperatura de refrigeragao nao é suficiente para que ocorra a sua inibicdo, sendo necessério
utilizar embalagem a vacuo para estes dois parametros atuem sinergicamente para alcancar um
efeito bactericida contra o patogénico. O modelo de Weibull utilizado para modelar a cinética de
sobrevivéncia do S. aureus em bifes refrigerados, em atmosfera normal e a vacuo, indicou que o
6leo de coco virgem funciona como agente antimicrobiano somente nos bifes revestidos e embalados
a vacuo, uma vez que para os armazenados em atmosfera normal ndo foi observada a reducao ao
longo dos 14 dias da experiéncia.

O extrato de urucum obtido a partir da extracdo das sementes de urucum em 6leo de coco apre-
sentou resultados satisfatorios em relagdo ao seu efeito antimicrobiano contra este microrganismo
patogénico. Ao comparar os dois tipos de acondicionamento, uma maior efetividade foi encontrada
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quando os bifes revestidos com o extrato foram embalados a vacuo. A capacidade de inibicdo foi
gradativa, ou seja, quanto maior a concentracdo do extrato maior foi seu poder bactericida. Nos
bifes embalados em atmosfera normal, o S. aureus apresentou uma resisténcia inicial & inativagao, a
qual se manifestou como uma fase de “ombro” nas curvas cinéticas de sobrevivéncia - com excegao
dos bifes revestidas com extrato de urucum a 30%. Em oposigao, nos bifes refrigerados embalados
a vacuo o S. aureus sofreu inativacdo quase imediata, o que se refletiu na concavidade das curvas de
sobrevivéncia. Contudo, apesar do tratamento com 30% de urucum ter produzido uma inativagao
muito acentuada nos primeiros dias de armazenamento, ap6s um determinado tempo, o extrato nao
foi capaz de o inibir; o que pode sugerir o desenvolvimento de certa adaptacao deste patogénico ao
agente antimicrobiano.

Face ao crescente interesse no desenvolvimento de antimicrobianos naturais eficazes, o extrato
oleoso de Bixina orellana apresenta-se como um antimicrobiano promissor que pode ser aplicado
como revestimento de carnes de bovino in natura para o controle do S. aureus; e até poderd tam-
bém constituir uma alternativa natural e eficaz em produtos ciarneos. Uma aplicagdo potencial e
inovadora que se depreende deste estudo é a utilizacao do extrato oleoso de urucum como revesti-
mento de carnes de bovino pré-preparadas para churrasco, conferindo a carne nao sé cor e sabor
intensificados, mas também protecdo contra o desenvolvimento do S. aureus.
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