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Resumo

ALVES, Pamela Inchauspe Corréa. Potencial antimicrobiano de Oleos
essenciais de Pimpinella anisum L., Syzygium aromaticum L. e Origanum
vulgare L., e desenvolvimento de coberturas comestiveis a base de
quitosana incorporadas de Oleos essenciais para produtos carneos. 2018.
127 f. Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) — Programa de POs-
Graduacdo em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutricdo, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

A aplicacdo de conservantes quimicos em produtos carneos pela indastria, a fim
de preserva-los de alteracdes quimicas e microbiologicas indesejaveis, implica
em riscos a saude humana quando os mesmos sdo consumidos em excesso. Na
busca por alternativas naturais para substitui-los, se encontram os Oleos
essenciais, 0s quais sdo amplamente conhecidos por suas propriedades
antimicrobianas e podem ser incorporados em coberturas comestiveis, que
permitem preservar as caracteristicas sensoriais dos alimentos e fornecer ao
consumidor um alimento nutricionalmente seguro. Dessa forma, o objetivo do
presente trabalho foi testar a capacidade conservante de coberturas bioativas a
base de quitosana incorporadas de 0leos essenciais de erva-doce (Pimpinella
anisum L.), cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.) e orégano (Origanum
vulgare L.) em hamburgueres. Através da andlise cromatogréfica (CG/MS),
detectou-se os componentes majoritarios anetol (95,88%), eugenol (56,06%) e
4-terpineol (22,71%) nos 6leos essenciais de erva-doce, cravo-da-india e
orégano, respectivamente. Na atividade antimicrobiana in vitro, apenas o 6leo
essencial de cravo-da-india apresentou atividade antimicrobiana frente a
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Entretanto, em micro-atmosfera, os
trés oleos essenciais reduziram o desenvolvimento de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. O 06leo essencial de cravo-da-india foi aplicado como
componente ativo em coberturas a base de quitosana em hamburgueres, as
quais se mostraram capazes de promover o controle da proliferagdo microbiana
de Coliformes Totais, Coliformes a 45 °C e Staphylococcus coagulase positiva
ao longo de 7 dias de armazenamento sob refrigeracao. Os hamburgueres foram
avaliados por andlise sensorial com os testes de aceitacao e intencdo de compra,
demonstrando resultados satisfatérios para cor, odor e textura.

Palavras-chave: erva-doce; cravo-da-india; orégano; atividade antimicrobiana;
bioconservante; hamburguer.



Abstract

ALVES, Pamela Inchauspe Corréa. Antimicrobial potential of essential oils of
Pimpinella anisum L., Syzygium aromaticum L. and Origanum vulgare L.,
and the development of chitosan-based edibles coatings of essential oils
for meat products. 2019. 127 p. Dissertation (Master in Nutrition and Food) -
Graduate Program in Nutrition and Food, Faculty of Nutrition, Federal University
of Pelotas, Pelotas, 2019.

The application of chemical preservatives in meat products by industry in order
to preserve them from undesirable chemical and microbiological changes implies
risks to human health when they are consumed in excess. In the quest for natural
alternatives to replace them are the essential oils, which are widely known for
their antimicrobial properties and can be incorporated into edible toppings that
allow them to preserve the sensory characteristics of food and provide the
consumer with nutritionally safe food. The objective of the present work was to
test the preservative capacity of chitosan based bioactive coverings of essential
oils of fennel (Pimpinella anisum L.), clove (Syzygium aromaticum L.) and
oregano (Origanum vulgare L.) in hamburgers. Through the chromatographic
analysis (GC/MS), the major components of anethole (95.88%), eugenol
(56.06%) and 4-terpineol (22.71%) were detected in the essential oils of fennel,
clove and oregano, respectively. In the antimicrobial activity in vitro, only the
essential oil of clove showed antimicrobial activity against Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. However, in microatmosphere, the three essential oils
reduced the development of Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Clove
essential oil was applied as an active component in chitosan-based coatings in
hamburgers, which were shown to promote the control of the microbial
proliferation of Total Coliforms, Coliforms at 45 ° C and Staphylococcus
coagulase positive over 7 days of storage under refrigeration. The burgers were
evaluated by sensory analysis with the acceptance and purchase intention tests,
showing satisfactory results for color, odor and texture.

Keywords: erva-doce; cravo-da-india; orégano; atividade antimicrobiana;

bioconservante; hamburguer.
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1 Introducéo

Os alimentos sdo submetidos a diversas condi¢fes fisicas, quimicas e
microbiolégicas durante a producdo primaria, industrializacdo, armazenagem,
transporte e comercializacdo, as quais podem ocasionar alteracdes na sua
qualidade e seguranca (MACWAN et al.,, 2016). Neste sentido, as questdes
relacionadas a seguranca dos alimentos sdo consideradas uma das principais
preocupacodes relativas a saude publica, pois, segundo dados do Ministério da
Saude, 0s micro-organismos patogénicos constituem os principais agentes
etioldgicos de surtos de doengas transmitidas por alimentos (DTA) (BURT, 2004;
CELIKTAS et al., 2007; MACWAN et al., 2016; SVS/MS, 2018).

Classificado como um substrato favoravel para a multiplicacdo
microbiana, em virtude da sua constituicdo bioquimica e atividade de agua, os
produtos carneos sdo passiveis de contaminacdo ao longo de toda cadeia
produtiva (ORDONEZ, 2005), sendo necessaria a utilizagdo de conservantes
sintéticos, como nitrito, nitrato e seus respectivos sais de Sodio ou Potassio, para
garantir a seguranca do produto e ndo promover riscos microbiolégicos para a
saude dos consumidores (DANNENBERG et al., 2016). Entretanto, tais aditivos
podem apresentar toxicidade e potencial carcinogénico quando consumidos em
excesso pelo homem (OMS, 2015).

Em paralelo com a necessidade de utilizacdo de conservantes pelas
indastrias para a preservacdo dos alimentos, h4 uma crescente demanda dos
consumidores por produtos com menor adicdo de conservantes sintéticos, o que
impulsiona a busca por alternativas naturais igualmente capazes de substitui-los
(CALO et al., 2015). Dessa forma, os 0Oleos essenciais tém sido amplamente
estudados em consequéncia da sua comprovada propriedade antimicrobiana
(SANTOS et al. 2011; HUSSEIN et al., 2011; AMARIEI et al., 2016).

Os 6leos essenciais também nomeados como esséncias, 0leos volateis
ou etéreos, sdo compostos naturais, volateis e complexos, oriundos do
metabolismo secundéario de plantas aromaticas (SIMOES et al., 2010). Em
funcdo das suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes, os Oleos
essenciais apresentam potencial para serem empregados em alimentos, no
entanto, o forte odor e sabor, geralmente atribuidos por estas substancias

adicionadas diretamente aos produtos alimenticios, podem ser limitantes para a
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sua utilizacéo (DA SILVEIRA et al., 2014; LU et al., 2014; SILVA-SANTOS, 2006;
BAKKALI et al., 2008).

Deste modo, entre as alternativas para a aplicacdo dos 6leos essenciais
em produtos alimenticios, estuda-se a sua utilizacdo concomitante com matrizes
poliméricas em forma de filmes ou coberturas, as quais atuam como veiculo para
a incorporagao de agentes antimicrobianos naturais. Entre elas, encontra-se a
quitosana, um polissacarideo derivado da quitina, que € um componente
sintetizado por diversos organismos vivos, como as conchas de crustaceos,
paredes celulares de fungos e leveduras, e exoesqueleto de artropodes e insetos
(KURITA, 2006).

Estudos recentes tém demonstrado efeitos antimicrobianos satisfatérios
ao aplicarem, diretamente, Oleos essenciais em matrizes alimentares ou,
indiretamente, em filmes ou coberturas, comprovando a sua capacidade de
atuacdo como antimicrobiano natural em modelos alimenticios (DANNENBERG
et al., 2017; LEKJING, 2016; FERNANDEZ-PAN et al., 2015; SANCHEZ-
ORTEGA etal., 2014; KHANJARI et al., 2013). Outros estudos confirmam a acéo
antimicrobiana in vitro dos Oleos essenciais de erva-doce, cravo-da-india e
orégano frente bactérias de importancia em alimentos: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes (HOSSEINI et al.,, 2015;
OLIVEIRA et al., 2009; RAMADAN et al., 2013; SCOPEL et al., 2014).

Diante do exposto, a juncdo de uma cobertura comestivel e um agente
antimicrobiano natural se torna uma alternativa eficiente para assegurar a
qualidade microbioldgica do produto e a sua conservacao, além de preservar,
significativamente, as suas caracteristicas sensoriais (DANNENBERG et al.,
2017). Em consequéncia, contribuir com a oferta de alimentos nutricionalmente
saudaveis e livres de agentes que possam causar riscos a saude dos
consumidores (SOTO et al., 2009).

Neste sentido, o presente estudo avaliou a capacidade conservante de
coberturas comestiveis a base de quitosana incorporadas de 6leos essenciais
de erva-doce (Pimpinella anisum L.), cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.) e

orégano (Origanum vulgare L.) em hamburgueres de carne bovina.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar a capacidade conservante de coberturas
comestiveis a base de quitosana incorporadas de 6leos essenciais de erva-doce
(Pimpinella anisum L.), cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.) e orégano
(Origanum vulgare L.), de forma individual ou em combinac¢ao, em hamburgueres

de carne bovina.

2.2 Objetivos especificos

- Extrair e determinar o rendimento de extracdo dos 6leos essenciais de erva-
doce, cravo-da-india e orégano;

- Determinar a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais de erva-doce, cravo-
da-india e orégano;

- Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de erva-doce,
cravo-da-india e orégano frente a bactéria Gram-negativa Escherichia coli, e
Gram-positiva Staphylococcus aureus;

- Desenvolver coberturas comestiveis a base de quitosana incorporadas dos
Oleos essenciais de erva-doce, cravo-da-india e orégano;

- Aplicar coberturas bioativas a base de quitosana incorporadas de Oleos
essenciais em hamburgueres de carne bovina e avaliar a atividade
antimicrobiana frente Coliformes Totais, Coliformes a 45°C (Termotolerantes) e
Staphylococcus coagulase positiva;

- Verificar a aceitacdo sensorial dos hamburgueres revestidos com coberturas

comestiveis a base de quitosana adicionadas de Oleo essencial.



17

3 Hipoteses

- Os Oleos essenciais de erva-doce (Pimpinella anisum L.), cravo-da-india
(Syzygium aromaticum L.) e orégano (Origanum vulgare L.) apresentam efeito
antimicrobiano in vitro frente as bactérias patogénicas Escherichia coli e
Staphylococcus aureus.

- Coberturas comestiveis a base de quitosana incorporadas com O0leos
essenciais inibem o desenvolvimento de Coliformes Totais, Coliformes a 45°C
(Termotolerantes) e Staphylococcus coagulase positiva em hamburgueres de
carne bovina.

- Hambudrgueres com coberturas comestiveis a base de quitosana adicionadas
de dleos essenciais erva-doce, cravo-da-india e orégano apresentam aceitacéo

sensorial.
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4 Reviséo bibliografica

4.1 Erva-doce (Pimpinella anisum L.)

Erva-doce é o nome dado a espécie vegetal Pimpinella anisum L., o qual
pode ser confundido com a espécie Foeniculum vulgare Mill. por possuirem a
mesma nomenclatura comercial de anis-estrelado, anis-doce, anis-verde ou
funcho (CARVALHO, 2011; MACHADO SANTOS e ABRANTES, 2015).
Entretanto, diferem-se entre si no aspecto morfologico, especialmente, no porte,
coloragéo das flores e formato das folhas (CARVALHO, 2011).

Ambas as espécies pertencem a familia botanica Apiaceae, também
reconhecida pelo Cdédigo Internacional de Nomenclatura Botanica (ICBN) como
Umbelliferae. A espécie Pimpinella anisum L. € uma planta herbacea, que pode
medir de 30 a 50 centimetros de altura, possui haste ereta e cilindrica, os frutos
(sementes) arredondados com coloracdo amarelo-esverdeado e flores brancas
(BESHARATI-SEIDAN et al., 2005). O cultivo da erva-doce no Brasil é raro,
porém pode ser encontrada na regiéo sul do Mediterraneo, na Asia Ocidental,
Oriente Médio, México, Egito e Espanha (SHOJAIl e FARD, 2012).

A aplicacdo do fruto da erva-doce em infusGes e chas, na inddstria
farmacéutica e de alimentos, se d4a em virtude das suas caracteristicas
fitoterapicas, tais como acdo diurética, acdo digestiva e acdo expectorante
(RODRIGUES et al., 2003). Na industria de cosméticos, é utilizada por suas
propriedades aromatizantes e antioxidantes (OZEL, 2008).

Das sementes e folhas da planta € obtido o 6leo essencial, o qual possui
como componente majoritario o anetol (ROBBERS, 1997). O potencial
antimicrobiano do Oleo essencial ja foi avaliado por Dadalioglu e Evrendilek
(2004), que observaram acgao frente a Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella Typhimurium e Staphylococcus aureus, e por Al-Bayati (2008) frente
a Staphylococcus aureus e Bacillus cereus. Assim como, analises frente ao seu
potencial antifungico e antioxidante (KOZALEC et al., 2005; SENATORE et al.,
2013; DIAO et al., 2013; BADGUJAR et al., 2014).
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4.2 Cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.)

O craveiro da india é uma planta de porte arboreo, que pode atingir, em
meédia, de 8 a 10 metros de altura, possui folhas com caracteristicas ovais,
aromaticas e flores de coloracdo vermelha, as quais apresentam-se em
numerosos grupos de cachos terminais. Pertencente a familia Myrtaceae
(AFFONSO et al., 2012; LORENZI e MATOS, 2008), a planta é nativa das llhas
Molucas no Arquipélago da Insulindia na Indonésia e, no Brasil, o seu cultivo
ocorre, principalmente, no sul da Bahia (SILVESTRI et al., 2010).

A espécie vegetal Syzygium aromaticum L., conhecida, popularmente,
como cravo-da-india, é colhida na forma de bot&o floral maduro e comercializada
na forma de botéo floral seco, os quais sao colhidos quando atingem 1,5 a 2
centimetros de comprimento (ALMA et al., 2007). O cravo-da-india ainda possui
diversos sinbnimos taxondmicos, como Caryophyllus aromaticum L., Eugenia
aromatica (L.) Baill.,, Eugenia caryophyllata Thunb., Eugenia caryophyllus C.
Spreng, Bull. & Harr.,, Jambosa caryophyllus (Spreng.) Nied. e Myrtus
caryophyllus Spreng (GHEDIRA et al., 2010).

Das sementes de aroma ativo, se extrai o acido eugénico, o qual €
amplamente utilizado em setores da industria, entre eles, a farmacéutica e a
alimenticia, desempenhando a funcéo de aromatizante ou condimento alimentar
(SILVESTRI et al.,, 2010; ORWA et al.,, 2009; AFFONSO et al., 2014).
Quimicamente, o 6leo essencial extraido do cravo-da-india é composto por
eugenol, acetato de eugenol, B-cariofileno, trans-cariofileno e a-humuleno
(CHAIEB et al., 2007).

Estudos evidenciam as variadas propriedades oriundas dos constituintes
presentes no 6leo essencial de cravo-da-india, tais como a¢do antioxidante,
acao antifungica, acao antiviral e agcao antimicrobiana frente aos principais micro-
organismos patogénicos (SILVESTRI et al., 2010; KAMATOU et al., 2012;
BERALDO et al., 2013; ASCENCAO e FILHO, 2013; TRAGOOLPUA e
JATISATIENR, 2007).
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4.3 Orégano (Origanum vulgare L.)

Origanum vulgare L. é conhecido, popularmente, como orégano, uma
planta herbacea, perene, aromatica e pertencente a familia Laminaceae
(LORENZI e MATOS, 2008). O seu caule é ereto e pode atingir até 90
centimetros de altura, as suas flores sdo dispostas em espigas curtas e podem
apresentar coloracdo branca, cor-de-rosa purpura ou violeta, e suas folhas
ovadas medem de 1 a 2 centimetros (PIRES e DELGADO, 2013). A maioria das
espécies de orégano é originaria da regido do Mediterraneo (Grécia, Ird e
Turquia), mas podem ser encontradas no Sul e Sudeste do Brasil (BAYDAR et
al., 2004; PEREZ G et al., 2011).

O género Origanum possui em torno de 38 espécies, as quais sdo
caracterizadas pela grande diversidade quimica e morfolégica. Entre as espécies
mais conhecidas e utilizadas estdo o Origanum vulgare L. (orégano chileno),
Origanum hirtum (orégano grego), Origanum onites L. (orégano turco),
Coridothymus capitatus L. (orégano espanhol) e Lippia graveolens Kunt
(orégano mexicano), as quais diferenciam-se entre si na coloracao das flores, no
tipo de calice, na corola e tamanho dos ramos e arbusto (ARCILA-LOZANO et
al., 2004).

A obtencao dos compostos ativos da planta sdo, essencialmente, as flores
na altura da floracdo e as folhas, todavia todos os ramos podem ser rompidos
(PIRES e DELGADO, 2013). Segundo Grondona et al. (2014), a composi¢cao
quimica do Oleo essencial de orégano esta dividida em fracdo volatil, que
constitui de 90 a 95% do 6leo e fracdo nao volatil, referente de 5 a 10% do 6leo.

No 6leo essencial de orégano, ha o predominio de compostos fendlicos
como timol e carvacrol, compostos sesquiterpénicos (B-bisaboleno e [-
cariofileno), compostos terpénicos (p-cimeno, borneol, linalol, acetato de linalilo,
a-pineno, B-pineno e a-terpineno), flavondides, derivados do apigenol, luteolol,
campferol, diosmetol e os acidos polifendlicos e seus ésteres (acidos cafeico,
clorogénico e rosmarinico) (SANTIN et al., 2014; BARANAUSKIENE et al., 2013;
PAPAGEORGIOU et al., 2008; TSIMOGIANNIS et al., 2007).

Dentro da medicina popular, é conhecido por uma diversidade de
propriedades biologicas e farmacoldgicas, incluindo propriedades antalgicas,

antissépticas, anti-inflamatorias, anti-espasmaodicas, antioxidantes e acdo no
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tratamento de distlrbios respiratorios (ELGAYYAR et al., 2001; SOKOVIC et al.,
2002; PUERTAS-MEJIA et al.; SINGLETARY, 2010). Na gastronomia, é possivel
utilizar as suas folhas secas em preparagbes culindrias (MARIUTTI e
BRAGAGNOLO, 2007).

Além das folhas, usadas no tratamento popular, o 6leo essencial de
orégano tem demonstrando eficdcia em pesquisas, principalmente, como agente
antimicrobiano (FRIEDMAN, 2015; PAGNO et al., 2016; ARAUJO e LONGO,
2016, TEIXEIRA et al., 2013).

4.4 Oleos essenciais de especiarias

Segundo a International Standard Organization (ISO 9235, 2013), os
Oleos essenciais sdo definidos como produtos obtidos a partir de uma matéria-
prima de origem vegetal, mediante destilagdo por arraste com vapor d’agua ou
obtidos pelo processamento mecéanico dos pericarpos de frutos citricos. Alias, na
literatura, também estdo descritos como Oleos volateis, etéreos ou esséncias,
em raz&o de algumas caracteristicas fisico-quimicas das plantas (SIMOES et al.,
2010).

De acordo com as suas propriedades fisicas, os 6leos essenciais sédo
considerados liquidos viscosos, volateis, lipofilicos, geralmente translicidos e
odoriferos (BURT, 2004). Quimicamente, a sua composicao é influenciada pela
espécie da planta, localizagcdo geografica, época de colheita, condicdes
climaticas e técnica de extracao (DIMA e DIMA, 2015; FIGUEIREDO e MIGUEL,
2010; CELIKTAS et al., 2007; GOBBO-NETO e LOPES, 2007; OUSSALAH et
al., 2007).

Devido a sua origem biosintética, os constituintes dos 6leos essenciais
apresentam baixo peso molecular e sdo classificados como terpenos ou
aromaticos (BAKKALI et al., 2008). A classe dos compostos aromaticos derivam
do fenilproprano, porém sdo menos frequentes e inferiores a classe dos terpenos
(PAVELA, 2015).

Embora a composicdo quimica apresente grande variagdo entre as
espécies, os 6leos essenciais sdo, majoritariamente, compostos de substancias
pertencentes aos terpendides, como monoterpenos (C10) e sesquiterpenos

(C15), variando em consequéncia das fungdes organicas presentes nestas
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cadeias, tais como alcodis, acidos, ésteres, cetonas, aldeidos, epoxidos, aminas
e sulfatos (ALINKINA et al., 2013; CALO et al., 2015).

No processo de extragdo do 6leo essencial podem ser utilizados diversos
meétodos, entre eles, hidrodestilacdo, maceracdo, extracdo por solvente,
enfleuragem, gases supercitricos e micro-ondas (DIMA e DIMA, 2015; BAKKALI
et al., 2008). Em escala laboratorial, 0 método comumente aplicado € a
hidrodestilacdo acoplada ao aparelho Clevenger, na qual o material vegetal é
imerso em agua. A técnica consiste na evaporacao da agua juntamente com 0s
componentes volateis do material vegetal, os quais sdo arrastados até um
resfriador onde serdo condensados e recuperados, possibilitando posterior
separacao (SANTOS, 2004).

4.4.1 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

Os antimicrobianos podem ser de origem natural ou sintética e, entre as
suas funcdes, visam eliminar ou impedir o crescimento e a proliferacdo de micro-
organismos (RAMOS et al., 2007), As propriedades antimicrobianas dos Oleos
essenciais tém sido extensivamente estudadas, devido ao aumento da
resisténcia microbiana aos antimicrobianos j& utilizados e a procura em escala
industrial por novas estratégias capazes de substituir os conservantes quimicos
tradicionais, em virtude dos maleficios que causam a salude humana
(AUMEERUDDY-ELALFI et al., 2015; RAI et al., 2017).

Uma das principais aplicacdes dos 6leos essenciais em alimentos ocorre
como antimicrobianos naturais. A Vviabilidade da sua aplicacdo como
antimicrobiano se atribui as caracteristicas das plantas de estimularem
mecanismos naturais de defesa, através de seu metabolismo secundario, em
circunstancias adversas, como mudangas climaticas, ataques de micro-
organismos e animais superiores (BURT, 2004; BAKKALI et al., 2008).

Os Oleos essenciais sdo compostos que possuem um grande namero de
moléculas ativas distintas, que podem atuar em diferentes alvos celulares com
modo de acao igualmente distintos, o que impossibilita a capacidade do micro-
organismos de adquirir resisténcia (BURT, 2004). Uma das mais importantes

caracteristicas dos 6leos essenciais € 0 seu carater hidrofébico, pois permitem
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a atuacdo dos compostos no rompimento da membrana celular bacteriana,
fazendo com que perca a sua funcionalidade (FORSYTHE, 2010).

Os estudos que abordam a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
tentam esclarecer a maior sensibilidade dos mesmos frente as bactérias Gram-
positivas quando comparadas as Gram-negativas. Apesar de nado estar
completamente esclarecido, este fato pode ser explicado pela diferenca entre as
paredes celulares desses dois grupos de bactérias.

As bactérias Gram-negativas possuem em sua membrana externa uma
bicamada lipidica composta por lipopolissacarideos (LPS) (Figura 1), o que
possivelmente a torna mais resistentes aos componentes apolares dos Oleos
essenciais, enquanto as bactérias Gram-positivas possuem uma camada
espessa de peptidoglicano, além de moléculas de &cido lipoteicoico com
extremidades lipofilicas, que permitiriam a infiltracdo de compostos hidrofébicos
(COX et al., 2000).

Gram-negativa Gram-positiva
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e

Figura 1. Apresentacao das diferencas entre as paredes celulares de bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas

Em estudo sobre o efeito in situ da adicdo de 6leo essencial de alecrim
(Rosmarinus officinalis), orégano (Origanum vulgare) e tomilho (Thymus
vulgaris) frente cepas de Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes em
almondégas durante 14 dias, os autores constataram a acdo dos 0leos em
diferentes concentracdes (1% e 2%) frente ambos os patégenos. No entanto,
essas concentragcdes modificaram o sabor do alimento, para as almdndegas
cozidas, os 0Oleos essenciais na concentracdo de 0,5% dos Oleos essenciais
provocaram reducao significativa na contagem microbiana, revelando o potencial

uso dos trés 6leos como conservantes de alimentos (PESAVENTO et al., 2015).
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Os autores Abdollahzadeh et al. (2014) utilizaram como matriz alimentar
a carne de peixe para avaliar a atividade antimicrobiana in situ do 6leo essencial
de tomilho (0,8% e 1,2%) frente a L. monocytogenes e verificaram significativa
reducdo viavel do patdgeno apos 6 dias. Os autores El Abed et al. (2014)
também verificaram a reducdo na concentracdo de L. monocytogenes quando
utilizado 1% de Oleo essencial de tomilho (Thymus capitata), em carne bovina
armazenada por 10 dias a 7°C.

Outro estudo in situ analisou a adi¢cao de 6leo essencial de orégano (0,6%)
em carne de cordeiro, a fim de avaliar a sua atividade antimicrobiana frente
Salmonella Enteritidis durante 12 dias. No segundo dia de armazenamento,
houve diminuicdo de 2,43 log Unidades Formadoras de Colonia/grama (UFC/Q)
e manteve-se inalterada, ja as carnes adicionadas com 0,9% de 6leo apresentou
contagem inferior a 1 log UFC/g durante todo o armazenamento (GOVARIS et
al., 2010).

O trabalho de Hayouni et al. (2008) ao adicionar 6leo essencial de salvia
(Salvia officinalis L.) (1,5%) e aroeira-salsa (Schinus molle L.) (2%) em carne
bovina armazenada a 4 - 7°C por 15 dias, demonstraram uma reducdo na
concentracdo de Salmonella. Além disso, os autores Djenane et al. (2011)
qguando aplicaram Oleo essencial de eucalipto (Eucalyptus globulus) (0,18% e
0,40%), murta-comum (Myrtus communis) (0,24% e 0,44%) e segulhera
(Satureja hortensis) (0,10% e 0,20%), observaram inibicdo de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, em carne bovina armazenada a 5 °C por 7 dias.

A aplicacao direta do 6leo essencial em alimentos pode comprometer a
sua aplicacdo como conservantes naturais, em virtude da alteracdo nas
propriedades sensoriais dos alimentos (ASSIS et al., 2012; DANNENBERG et
al., 2017; WEN et al., 2016). Os fatores intrinsecos e extrinsecos do alimento,
tais como nutrientes disponiveis, atividade de agua, pH, microbiota presente no
alimento, presenca de antimicrobianos naturais do produto, composi¢céo gasosa,
temperatura de armazenamento e umidade relativa também podem influenciar
(BURT, 2004).
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4.4.2 Métodos de avaliacédo do potencial antimicrobiano

A determinacdo da atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais €
avaliada através dos métodos de analise categorizados em difusdo e diluicao,
sendo efetuados em agar ou caldo, respectivamente (BURT, 2004).

Normalmente, os estudos que analisam a atividade antimicrobiana dos
Oleos essenciais realizam o ensaio de difusdo em disco para determinar o
espectro de acdo do composto, a fim de identificar a sensibilidade prévia dos
micro-organismos antes de estudos mais detalhados (SILVEIRA et al., 2009). Na
técnica, o micro-organismo € testado em meio de cultura frente a uma substancia
biologicamente ativa, em que, apos a difusdo, relaciona-se o tamanho da zona
(halo) de inibicAo sem o crescimento microbiano com a concentracdo da
substancia testada. Além disso, é utilizado um padrdo biolégico de referéncia
(controle positivo) e a zona (halo) de inibicao € medida partindo da circunferéncia
do disco até a margem onde h& o crescimento do micro-organismo, no entanto,
servem apenas para comparacao entre diferentes 6leos essenciais, visto que
diversos fatores podem afetar o tamanho do halo obtido (BURT, 2004). As
técnicas de aplicacdo da substancia podem ser por meio de discos de papel,
cilindros de ago inoxidavel, porcelana, vidro ou perfuracdo em agar (SILVEIRA
et al., 2009).

Em geral, apos a analise de difusdo em disco, 0os micro-organismos
sensiveis aos 6leos essenciais sdo submetidos ao teste da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM). A CIM pode
ser descrita como a menor concentracdo de agente antimicrobiano capaz de
inibir o desenvolvimento do micro-organismo, em que o mesmo € submetido a
diferentes concentracbes do agente antimicrobiano e avalia-se em qual
concentragéo a multiplicacao celular foi inibida (BURT, 2004; DANNENBERG et
al., 2016; GHABRAIE et al., 2016).

Logo, a CBM ¢é definida como a menor quantidade de antimicrobiano
capaz de eliminar o micro-organismo, a qual é realizada de maneira
complementar e em sequéncia ao teste da CIM. Sendo assim, posterior a
determinacdo da CIM, aliquotas de todas as diluicbes em que ndo houve
multiplicacéo celular sdo plagueadas em &gar, com a finalidade de verificar em

quais diluicdes as células microbianas foram somente inibidas e em quais foram
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realmente mortas. Desta maneira, a menor diluicho onde n&do ocorre
multiplicagcéo celular é considerada a CBM (BACZEK et al., 2017; BASSANETTI
etal., 2017; BURT, 2004; DANNENBERG et al., 2016).

Em alguns estudos, a analise em microatmosfera, também nomeada
como fase de vapor, foi utilizada para verificar se uma substancia possui efeito
antimicrobiano sobre determinado micro-organismo (DANNENBERG et al.,
2017; GHABRAIE et al., 2016; GONI et al., 2009; LOPEZ et al., 2005).
Diferentemente dos anteriores, este método ndo promove o contato direto do
0leo essencial com o micro-organismo. A acdo antimicrobiana ocorre pela acéo
dos compostos volateis da amostra, que em fase de vapor entram em contato
com a bactéria, sem a necessidade de propagar-se no meio de cultura. O
resultado é expresso como percentual de reducédo do crescimento microbiano e
comparado com as contagens das placas controles (DANNENBERG et al.,
2017).

4.5 Micro-organismos de importancia em alimentos

4.5.1 Coliformes Totais e Coliformes a 45°C (Termotolerantes)

O grupo dos Coliformes contém micro-organismos gque, quando existentes
em um alimento, podem fornecer informacBes sobre a ocorréncia de
contaminacdo de origem fecal, sobre a provavel presenca de patdégenos ou sobre
a deterioracdo potencial do alimento, além de indicar condi¢cdes sanitarias
inadequadas durante a obtencéo, processamento ou armazenamento (FRANCO
e LANDGRAF, 2008).

Os Coliformes Totais pertencem a familia Enterobacteriaceae, os quais
sdo capazes de fermentar a lactose com producédo e gas quando incubados a
35-37°C por 48 horas. Sao bacilos Gram-negativos e ndo formadores de
esporos. Fazem parte desse grupo o0s géneros: Escherichia, Enterobacter,
Citrobacter e Klebsiella, os quais podem estar presentes nos vegetais, no solo e
nas fezes, exceto Escherichia coli, que possui como habitat primario o trato
intestinal do homem e dos animais. Assim, a presenca de Coliformes Totais no
alimento ndo indica, necessariamente, contaminacdo fecal ou ocorréncia de
enteropatdogenos (FRANCO e LANDGRAF, 2008; CAMPOS et al., 2006).
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Os micro-organismos pertencentes ao grupo dos Coliformes a 45°C
(Termotolerantes) correspondem aos Coliformes Totais que apresentam a
habilidade de continuar fermentando lactose com producdo de gas quando
incubadas em temperaturas entre 44-45,5°C, incluindo enterobactérias do trato
gastrointestinal e bactérias de origem néo fecal (Silva et al., 2010). Sendo assim,
a pesquisa de Coliformes Termotolerantes ou E. coli nos alimentos indica, com
maior seguranca, as condi¢des higiénicas de um alimento e provavel presenca
de enteropatdgenos (JAY, 2005).

4.5.2 Escherichia coli

A bactéria E. coli se apresenta em forma de bacilos Gram-negativos,
moveis, facultativamente anaerdbios, capazes de crescer em pH entre 4,4 e 9, e
€ reconhecida pela tolerancia a ambientes &cidos, os quais |Ihe permite
sobreviver no trato intestinal (JAY, 2005).

Diversas linhagens de E. coli envolvidas em doencas transmitidas por
alimentos sdo patogénicas para os homens e animais, as quais sdo agrupadas
em seis patotipos de acordo com os fatores de viruléncia, as manifestagdes
clinicas e a epidemiologia das enfermidades. Sao elas: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli entero-hemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli de aderéncia
difusa (DAEC). No grupo das EHEC, E. coli O157:H7 € o sorovar mais importante
(FARROKH et al., 2013; RIBEIRO et al., 2006).

As cepas de EPEC nao sao invasivas e nem produzem toxinas, mas estao
associadas a casos de diarreia aquosa infantii (MADIGAN et al., 2010).
Entretanto, EHEC, mais precisamente, a linhagem O157:H7, é capaz de produzir
uma toxina denominada verotoxina, similar a toxina produzida pela Shigella
dysenteriae. ApOs a ingestao do alimento contaminado com a bactéria, a mesma
aloja-se no intestino delgado onde a verotoxina é originada, podendo causar trés
manifestagcbes diferentes: Colite Hemorragica, Sindrome Hemolitica Urémica e
Parpura Trombocitopénica Trombética (MADIGAN et al., 2010; RIVAS et al.,
2008). A bactéria ETEC causa a doenca pela colonizacdo da superficie do
intestino delgado e formacé&o de toxinas no local, o que resulta em diarreia sem

sangue ou muco. Este acometimento repentino é comum, principalmente, em
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pessoas que estdo viajando, visto que os habitantes locais tendem a estar
imunes a bactéria (MADIGAN et al., 2010). A EAEC ocasiona diarreia aguda que
persistente por mais de 14 dias e ocorre, regularmente, em criancas (REGUA-
MANGIA et al., 2009). Geralmente, a bactéria EIEC ndo produz enterotoxina,
porém causa doenca invasiva no coélon e € responsavel por diarreia aquosa e
por vezes sanguinolenta, sendo o seu mecanismo de patogenicidade similar ao
da bactéria Shigella. A bactéria DAEC possui a caracteristica de se aderir de
forma difusa em cultura de células epiteliais in vitro, podendo causar infec¢ées
no trato urinario e a patogenicidade entérica ainda néo € confirmada (BARBOSA
et al., 2014).

Estudos reportam o efeito de diferentes 6leos essenciais na inibicdo do
crescimento de E. coli, como os 6leos essenciais de capim-lim&do, manjericao,
louro, orégano e canela (SILVEIRA et al., 2012). Assim como, 0s Oleos
essenciais das folhas de canela e tomilho branco que apresentaram 0 mesmo
efeito frente a bactéria ETEC (SOUZA et al., 2016).

4.5.3 Staphylococcus aureus

Atualmente, as bactérias do género Staphylococcus possuem 53 espécies
e 28 subespécies (EUZEBY, 2018), pertencem a familia Micrococcaceae, assim
como 0s géneros Stomatococcus, Micrococcus e Planococcus (SANTOS et al.,
2007). Dentre as espécies, a bactéria Staphylococcus aureus se destaca por
estar, frequentemente, envolvida em variadas infec¢cdes e casos de intoxicacéo
alimentar nos seres humanos (SANTANA et al., 2010).

Staphylococcus spp. sdo bactérias do grupo de bacilos Gram-positivos
que apresentam formato de cocos, possuem diametro entre 0,5-1,5 uym, séo
imoveis, ndo esporuladas e catalase positivas. Dispdem de variadas formas, pois
podem estar sozinhas, em pares, em cadeias curtas ou agrupamentos
semelhantes a cachos de uva (SANTOS et al., 2007).

Naturalmente, estdo presentes na pele e no trato respiratorio superior de
animais de sangue quente, incluindo o homem, consistindo em um micro-
organismo oportunista (MADIGAN et 