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RESUMO

Os o6leos essenciais (OE) sdao compostos presentes naturalmente em plantas e,
consequentemente, nas especiarias, exercendo funcdes bioldgicas relacionadas aos seus
mecanismos de defesa. Eles sdo amplamente utilizados nas industrias farmacéuticas e de
cosméticos e, mais recentemente, estdo sendo estudados como aromatizantes, flavorizantes e
conservantes naturais pelas induastrias alimenticias. Os Oleos essenciais sdo considerados
antimicrobianos naturais, tendo potencial para ser usados como aditivos em substituicdo aos
conservantes artificiais tradicionais; além disso, atendem ao consumidor moderno, que busca
por produtos mais saudaveis e “naturais”’. Nesse contexto, este estudo buscou estudar a agdo
dos oleos essenciais de orégano (Origanum vulgare), manjerona (Origanum majorana),
tomilho (Thymus vulgaris), alecrim (Rosmarinus officinalis), gengibre (Zingiber officinale),
manjericao (Ocimum basilicum) e de pimenta-preta (Piper nigrum) contra patdégenos
alimentares de importancia epidemiologica: Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella typhimurium e Listeria monocytogenes, por meio dos testes de sensibilidade de
dilui¢do em agar e microdilui¢do. No teste de diluicao em agar, notadamente o 6leo essencial
de orégano mostrou-se efetivo contra todos os contaminantes utilizados, enquanto os 6leos de
manjerona, manjericao e tomilho apresentaram bom desempenho, apesar de ndo terem inibido
todos os microrganismos. O 6leo essencial de gengibre apresentou fraca atividade apenas
contra L.monocytogenes nas concentragdes mais altas, enquanto que os 6leos de alecrim e de
pimenta-preta nao apresentaram atividade antimicrobiana. Pelo teste de microdilui¢ao, os
6leos essenciais de orégano, tomilho, manjerona e manjericao apresentaram elevada atividade
antimicrobiana, especialmente o OE de manjerona. Entretanto, os 6leos essenciais de alecrim,
gengibre e pimenta-preta ndo obtiveram resultado satisfatdrio no segundo método executado.
Os resultados obtidos demostram que alguns 6leos essenciais podem ser empregados na
industria de alimentos como uma alternativa natural isolada ou coadjuvante para o controle
microbiologico.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Patogenos alimentares. Orégano.



ABSTRACT

Essential oils (EO) are compounds present naturally in plants and, therefore, in spices,
performing biological functions related to their defense mechanisms. They are widely used in
pharmaceutical and cosmetic industries and, more recently, they are being studied as
flavorings and natural preservatives by food industries. Essential oils are considered natural
antimicrobials, having the potential to be used as additives in place of traditional artificial
preservatives. Besides, they serve the modern consumer, who is looking for healthier and
“natural” products. In this context, this paper sought to study the action of the following
essential oils: oregano (Origanum vulgare), marjoram (Origanum majorana), thyme (Thymus
vulgaris), rosemary (Rosmarinus officinalis), ginger (Zingiber officinale), basil (Ocimum
basilicum) and black pepper (Piper nigrum) against food pathogens of epidemiological
importance: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium and Listeria
monocytogenes, by using agar dilution and microdilution sensitivity tests. In the agar dilution
test, notably, oregano essential oil was effective against all contaminants used, while
marjoram, basil and thyme oils performed well, although they did not inhibit all
microorganisms. The ginger essential oil showed poor activity only against L.monocytogenes
at the highest concentrations, while rosemary and black pepper oils did not inhibit any of the
studied food pathogens. In the microdilution test, oregano, thyme, marjoram and basil
essential oils showed high antimicrobial activity, especially the marjoram EO, with MIC
below 2.0%. However, essential oils of rosemary, ginger and black pepper did not obtain
satisfactory results at concentrations of 0.5 to 4.0% in the second method performed. The
results show that some essential oils can be used in food industry as an isolated or supporting
natural alternative for microbiological control.

Keywords: Essential oils. Food pathogens. Oregano.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Os oleos essenciais (OEs) sdo compostos presentes naturalmente em plantas —
notadamente em plantas usadas rotineiramente como temperos, as especiarias. O conceito de
especiaria varia conforme o local, mas, acuradamente falando, as partes secas de uma planta,
como raizes, folhas e sementes, sdo usadas para conferir sabor e efeito pungente aos
alimentos, diferente das ervas, cujo termo tem conotagdo medicinal (IRASA; TOKEMASA,
1998).

A atividade antimicrobiana dos OEs geralmente estd associada a compostos como
eugenol, alicina, timol e carvacrol. Esses principios ativos, gracas a sua caracteristica
hidrofobica, atuam rompendo a parede celular microbiana, fazendo-a perder sua
funcionalidade (FORSYTHE, 2013).

Aliado a busca dos consumidores por produtos mais saudaveis, tem-se o apelo aos
aditivos alimentares naturais. Assim, os 6leos essenciais € suas respectivas especiarias t€m se
destacado como alternativas potenciais para a substituicdo ou reducao de aditivos quimicos
em alimentos.

Considerando que a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de especiarias tem
sido demonstrada por diferentes estudos, este trabalho tem como finalidade estudar a acdo dos
6leos essenciais de orégano (Origanum vulgare), manjerona (Origanum majorana), tomilho
(Thymus vulgaris), alecrim (Rosmarinus officinalis), gengibre (Zingiber officinale),
manjericdo (Ocimum basilicum) e pimenta-preta (Piper nigrum) contra alguns patdogenos

alimentares.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Oleos essenciais

2.1.1 Definicao

Oleos essenciais (OE) sdo substincias muito comuns em algumas familias de plantas
consideradas especiarias, como, por exemplo, Lebiatae — horteld, salvia e alecrim;
Umbelliferae — erva-doce, funcho, anis; Lauraceae — canela; Zingeberaceae — gengibre;
Myrtaceae — cravo-da-india, entre outras. As especiarias sdo partes de vegetais
tradicionalmente utilizadas para agregar sabor ou aroma aos alimentos e bebidas (BRASIL,
2005). Os o6leos essenciais sdo volateis, odoriferos, imisciveis ou muito pouco misciveis com
agua, sendo arrastados pelo vapor d’agua (CARRIJO et al., 2012; BAKKALI et al., 2008).

Os primeiros estudos cientificos do potencial das especiarias como conservantes datam
da década de 1880, em uma pesquisa sobre a atividade do 6leo de canela contra esporos do
bacilo de antraz. Como agentes antimicrobianos naturais derivados de especiarias, os dleos
essenciais sdao reconhecidos ¢ utilizados ha séculos na conservacdo de alimentos, desde os
Egito a paises asiaticos como China e India. A produgio de OE pode ser rastreada até ha mais
de 2000 anos, no Extremo Oriente, quando se incorporaram tecnologias mais modernas de
extracdo, na Arabia no século IX. Foi também neste periodo que as aplicacdes médicas de OE
se tornaram secundarias ao seu uso para dar sabor e aroma (TAJKARIMI; IBRAHIM;
CLIVER, 2010).

Quimicamente, os 0leos essenciais apresentam-se como uma mistura de componentes
volateis de baixo peso molecular, tais como terpendides, fenilpropanoides e compostos
contendo enxofre e nitrogénio. A atividade antimicrobiana destes estd relacionada a
compostos fendlicos, tais como timol, eugenol, carvacrol e também a substancias como o
linalol, sabineno, mentol, mirceno e camphene, que sdo os constituintes encontrados em
concentragdes mais altas (MORO et al., 2015; HIRASA; TAKEMASA, 1998). Geralmente,
os OE que possuem agdo antibacteriana mais forte contra patéogenos de origem alimentar
contém uma alta porcentagem de compostos fenolicos, tais como carvacrol, eugenol e timol
(TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010). Deve-se levar em conta, no momento da
extragdo do 6leo, que ocorre variagdo sazonal na sua composicao, assim como influéncia do
ambiente de cultivo, idade da planta, clima, solo, disponibilidade de 4gua e fatores genéticos

(HUDAIB et al., 2002; HUSSAIN et al., 2008).
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Considerando o grande numero de diferentes grupos de compostos quimicos presentes
nos OE, ¢ mais provavel que a sua atividade antibacteriana ndo seja atribuivel a um
mecanismo especifico, mas a varios alvos na célula (TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER,
2010). No geral, os principios ativos dos OE, gracas a sua caracteristica hidrofobica, atuam
rompendo a parede celular microbiana, fazendo-a perder sua funcionalidade (FORSYTHE,
2013). Também atuam danificando a for¢a motriz de protons, o fluxo de elétrons e o
transporte ativo, coagulando o conteudo das células. Ou, ainda, podem interromper varios
sistemas de enzimas envolvidos na regulagcdo da energia e sintese de componentes estruturais
(BURT, 2004). Como a maioria dos componentes antimicrobianos dos OE sdo compostos
fenolicos, seu mecanismo de agdo ¢, portanto, similar a estes (TAJKARIMI; IBRAHIM;
CLIVER, 2010). No geral, as bactérias Gram-negativas sdo menos sensiveis aos Oleos
essenciais por causa da membrana externa de lipopolissacarideo presente neste grupo, a qual
restringe a difusdo de compostos hidrofébicos. No entanto, isso ndo significa que as bactérias
Gram-positivas sejam sempre mais suscetiveis (TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010).

Os compostos nos OF tendem a ser mais eficazes contra microrganismos patogénicos
em sua associagdo natural do que isolados, dada a sinergia entre eles. Um exemplo ¢ a
sinergia entre o carvacrol e o p-cimeno, presentes no 6leo de orégano. O p-cimeno, apesar de
ser um antimicrobiano fraco, pode facilitar o transporte do carvacrol para a célula ao

enfraquecer a parede celular microbiana (BURT, 2004).

2.1.2 Funcdes nas plantas

Os OE sao produzidos nos diferentes 6rgaos vegetais (raiz, broto, flor, folha, caule,
galho, semente, fruto, madeira ou casca) durante o metabolismo secundario das plantas,
estando contidos em estruturas especiais, em conjuntos celulares denominados aparelhos
secretores, em cavidades, canais, células da epiderme ou nos tricomas glandulares (CARRIJO
et al.,, 2012; BAKKALI et al., 2008). Eles atuam em funcgdes bioldgicas importantes a
sobrevivéncia dos vegetais, relacionadas aos mecanismos de defesa, como a protecdo contra
excesso de ultravioleta (UV), microrganismos, insetos e animais, tendo despertado o interesse
de pesquisadores por terem potencial de utilizacdo como aditivos antimicrobianos (MILLEZI
et al., 2016; COSTA et al., 2015). Estudos apontam certo grau de especificidade entre os
Oleos essenciais e determinadas amostras de microrganismos (SANTURIO et al., 2007;

INDUI et al., 2006).
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2.1.3 Usos na industria

Os oleos essenciais ja sdo utilizados nas industrias farmacéuticas e de cosméticos,
sendo que, mais recentemente, estdo sendo estudados como aromatizantes, flavorizantes e
conservantes naturais pelas industrias alimenticias (COSTA et al., 2015). Cerca de 3000 6leos
essenciais sao conhecidos, dos quais aproximadamente 300 sdo comercialmente utilizados em
diversos setores industriais (BAKKALI et al., 2008).

Na sua condicdo de antimicrobianos naturais, os 6leos essenciais estdo recebendo
atencdo em uma série de questdes relacionadas ao controle de microrganismos, reduzindo a
necessidade de antibidticos, controlando a contamina¢do microbiana em alimentos,
melhorando as tecnologias de ampliacdo da vida de prateleira, para eliminar patégenos
indesejaveis e retardar a deterioragdo microbiana, diminuindo o desenvolvimento de
resisténcia a antibidticos por microrganismos patogénicos ou o fortalecimento do sistema
imunoldgico (TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010). Como a seguranga dos aditivos
quimicos ¢ constantemente questionada, o interesse por essas substancias tem se renovado,
dada a busca por alternativas naturais (TRAJANO et al., 2009).

Diversos estudos podem exemplificar a acdo bactericida de 6leos essenciais, tanto in
vitro quanto aplicados diretamente em alimentos. Souza et al. (2016) avaliaram o efeito
bactericida de dezesseis 0leos essenciais (canecla, limdo tahiti, mandarina, funcho doce, anis
estrelado, menta, noz moscada, pimenta-preta, alecrim, cravo da india, tomilho branco,
capim-limdo, manjericio comercial e extraido, orégano comercial e extraido), com
composi¢do quimica qualitativa e quantitativa distintas, sobre Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC). Dentre essas dezesseis amostras, os mais eficazes foram os 6leos de
C. cassia (canela) e T. vulgaris (tomilho), concluindo que ha diferentes niveis de sensibilidade
bacteriana, no caso da E.coli, dependendo da composigdo quimica do 6leo.

Martinelli et al. (2017) testaram os Oleos essenciais de oito tipos de pimentas,
relatando atividade significativa dos 6leos essenciais de P. dioica e S. terebinthifolius contra
as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus e os fungos Candida
albicans, Aspergillus niger ¢ Penicillium sp.

Martins et al. (2010) avaliaram a atividade antibacteriana do o6leo essencial do
manjericao (Ocimum basilicum Linn.), extraido pelo processo de hidrodestilagdo com extrator
de Clevenger, frente a Escherichia coli enteropatogénica isolada de alfaces, pelo Método de

Difusdao em Disco (MDD). O OE do manjericdo, pertencente a familia Lamiaceae, mesma de
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orégano, manjerona e tomilho, apresentou efeito inibitorio contra os sorogrupos de E. coli
EPEC testados, com médias de halos de inibigao variando entre 11,2 mme 11,6 mm e de 11,0
mm a 12,0 mm. O efeito inibitdrio foi atribuido pelos autores a presenca do metil chavicol e
linalol, os constituintes majoritarios do o6leo.

Trajano et al. (2009) investigaram as propriedades antimicrobianas dos o6leos
essenciais de Cinnamomum zeylanicum Blume, Coriandrum sativum L., Cuminum cyminum
L., Mentha. piperita L., Ocimum basilicum L., Origanum majorana L., Pimpinella anisum L.,
Piper nigrum L., Rosmarinus officinalis L. ¢ Zingiber officinalis Rosc. frente a dez cepas
bacterianas deteriorantes de alimentos. Os resultados mostraram que os 6leos essenciais das
folhas do cravo da India (E. caryophyllata) ¢ de canela (C. zeylanicum) apresentaram
eficiéncia na inibicdo de todas as cepas bacterianas ensaiadas. Os demais 6leos pesquisados
exerceram atividade antibacteriana, porém dentro de um menor espectro de acao.

Ernandes et al. (2007) determinaram a atividade antimicrobiana de oito o6leos
essenciais extraidos por arraste de vapor sob pressao reduzida (alho, canela, cebola, cravo do
Brasil, cravo da India, gengibre, horteld e orégano) e outros dois adquiridos no comércio
varejista (horteld e menta) sobre 26 microrganismos isolados do meio ambiente, mostrando
que alguns Oleos essenciais apresentaram melhor desempenho do que os antibidticos
utilizados como padrdo de comparagdo. Os 6leos concentrados apresentaram maior efeito que
as respectivas diluicdes, observando-se que o efeito inibitdério aumentava com maiores
concentragdes dos 6leos essenciais.

Duarte et al. (2007) pesquisaram Oleos essenciais de folhas de plantas medicinais
comumente usadas no Brasil, obtidos por destilagdo em agua utilizando sistema Clevenger,
que foram testados contra E. coli. A concentragdo inibitoria minima (CIM) foi determinada
pelo método de microdiluigdo. Dentre os pesquisados, o 6leo essencial de capim-limao
(Cymbopogon martinii) exibiu o mais amplo espectro de inibigdo contra diversos sorotipos de
Escherichia coli. Outros 6leos essenciais mostraram propriedades antimicrobianas, porém
com ac¢do mais restrita contra os sorotipos estudados. O OE do capim-limdo, em analise
quimica por cromatografia gasosa e espectrometria de massa, mostrou a presenga de
compostos como geraniol, acetato de geranila e trans-cariofileno, que possuem atividade
antimicrobiana, sendo o geraniol o composto antimicrobiano ativo.

Santurio et al. (2007) avaliaram a atividade antimicrobiana dos o6leos essenciais de
tomilho (Thymus vulgaris) e orégano (Origanum vulgare) através de microdiluigdo em caldo

frente a amostras de Salmonella enterica isoladas de carcagas de aves. Concluiram que o 6leo
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essencial de orégano evidenciou forte atividade antibacteriana, seguido do tomilho, com
atividade moderada. O estudo mostra a possibilidade do uso dos dleos essenciais de temperos
e condimentos como alternativa em substituicdo aos antibacterianos utilizados como
promotores de crescimento na ragao de aves de produgao.

Kruger (2006) testou o OE de orégano adicionado em linguiga frescal, com e sem
associacdo a nisina, um peptideo produzido pelas bactérias comuns do leite, chegando a
conclusdo de que o mesmo, isolado, ndo ¢ efetivo para inibir a multiplicacdo de L.
monocytogenes ao ser misturado na linguica, apesar de o efeito inibitorio ser observado in
vitro. A associagdo entre os dois compostos (OE de orégano e nisina), na propor¢do adequada,
exerceu um efeito sinérgico que inibiu a multiplicagdo de L. monocytogenes in vitro — efeito
que também se observa ao utilizar a associacao em lingui¢a frescal, mas o efeito se perdeu em
refrigeragao mais prolongada. Porém, a associagdo dos compostos na concentragdo estudada
compromete as caracteristicas sensoriais do produto, limitando seu uso. Essa diferenga entre o
resultado obtido in vitro e no produto adicionado ao alimento deve ser levada em
considera¢do, assim como a alteragdo sensorial produzida pelo 6leo.

Entretanto, alguns entraves aparecem quando se tenta aplicar na pratica os efeitos dos
6leos essenciais: resultados obtidos in vitro ndo podem ser extrapolados exatamente para
alimentos devido a complexidade da matriz alimentar (GAMMARIELLO et al., 2008; MORO
et al., 2015). Smith-Palmer, Stewart, Fyfe (2001) mostraram que, por exemplo, a composi¢ao
do queijo pode ser um fator importante na determinag¢do da eficacia dos 6leos essenciais da
planta. O teor de gordura, bem como o teor de proteina do queijo, pode influenciar positiva ou
negativamente na eficacia do OE, conforme o tipo e a espécie de contaminante. A gordura
formaria um revestimento ativo contra agentes antimicrobianos em torno das bactérias. A
fragdo lipidica do alimento pode também absorver o agente antimicrobiano, diminuindo,
assim, a concentragdo na fase aquosa e, portanto, sua a¢cdo bactericida. Quanto as proteinas,
suspeita-se que formem um complexo com os compostos fendlicos presentes no o6leo,
prevenindo formagdes complexas similares entre compostos fenolicos e proteinas ou outros
componentes do envelope celular microbiano — um dos principais sitios para agdo dos 6leos
essenciais. Além disso, o teor reduzido de 4gua nos alimentos em comparagao com 0s meios
laboratoriais poderia dificultar a transferéncia de agentes antimicrobianos para o sitio ativo na
c¢lula microbiana.

Moro et al. (2015) também afirmam que ha limitagdes no uso de extratos de plantas e

Oleos essenciais por causa da sua interacdo com a matriz alimentar (proteina, gordura etc.),
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sendo necessdrias altas concentragdes de Oleos essenciais para alcancar suficiente atividade
antimicrobiana. Apesar da crenga geral na seguranca dos OEs, o efeito de altas concentragdes
desses materiais na saide humana deve ser considerado. Outra observacdo é que o intenso
aroma resultante desses Oleos, mesmo em baixas concentracdes, pode causar efeitos
organolépticos negativos. Isso poderia ser contornado ao incorpord-los a biofilmes
comestiveis, por exemplo.

Além disso, alimentos que contenham todos os nutrientes necessarios para o
desenvolvimento microbiano, como laticinios, aliados ao alto teor de agua, permitem uma
recuperagdo mais rapida das células danificadas por antimicrobianos naturais. Por outro lado,
a estabilidade dos 6leos essenciais também deve ser levada em conta ao serem adicionados
aos alimentos, pois eles podem ser perdidos durante o processamento devido a uma provavel
sensibilidade ao oxigénio, luz, temperatura e pH (GAMMARIELLO et al., 2008).

Em estudos com alimentos contaminados artificialmente, ¢ usado mais in6culo do que
deveria ser encontrado em produtos naturalmente contaminados. Assim, menores
concentragdes de Oleos podem ser suficientes para produtos naturalmente contaminados.
Entretanto, o uso de concentragdes insuficientes pode permitir a recuperacao das colonias

(SMITH-PALMER; STEWART; FYFE, 2001).

2.1.4 Orégano

Orégano (Origanum vulgare L.) ¢ uma planta aromatica pertencente a familia das
Lamiaceae, sendo ereta ¢ perene ¢ chegando a uma altura entre 20 e 80 cm. Seu cultivo se da
majoritariamente na regido do Mediterraneo e outras areas de climas temperados da Europa,
como Asia, Norte da Africa e América (VERMA et al., 2010), sendo uma erva nativa da
Europa, Africa e sudoeste da Asia (BORGES et al., 2012).

Verma et al. (2010) analisaram a composi¢do de OE de véarias populacdes de O.
vulgare e encontraram principalmente y- terpineno, timol, (E)-B-ocimeno, p-cimeno, E(Z)-B-
ocimeno, além de carvacrol, linalool, germacrene D, a-terpineol, borneol e  —cariofileno. A
variagdo encontrada entre as populagdes dessa planta sugere que ela tenha grande
complexidade na sua composi¢ao de OE.

Borges et al. (2012) obtiveram do 6leo essencial do orégano fresco quatro picos
cromatograficos, correspondentes ao y-terpineno (33,4%), 4-terpineol (25,59%), timol

(14,21%) e carvacrol (2,30%), sendo o y-terpineno o pico de maior relevancia e o carvacrol o
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de menor.

Ao se compilar os relatos na literatura cientifica abordando o estudo do potencial
antimicrobiano de especiarias e seus 6leos essenciais, nota-se que o orégano tem sempre
apresentado resultados de destaque como agente de inibicdo de bactérias e fungos
contaminantes de alimentos. O OE de orégano, em teste contra Staphylococcus aureus ATCC
25923 ¢ Pseudomonas aeruginosa, pelo método de microdiluigdo em Caldo Tripticaseina de
Soja (TSB) para determinar a Concentragao Inibitéria Minima (CIM), e posterior semeadura
em Agar Tripticase de Soja (TSA) para definir a Concentragdo Bactericida Minima (CBM),
mostrou atividade antimicrobiana contra os dois microrganismos em diferentes concentragdes
(SANTOS; PICCOLI; TEBALDI, 2017).

Hafemann et al. (2015) realizaram um trabalho com ricota adicionada de oleo
essencial de orégano em que amostras deste produto foram analisadas microbiologicamente
para Staphylococcus coagulase positiva, aerobios mesoéfilos, psicrotroficos, coliformes e
Salmonella nos tempos 0,5, 10 e 15 dias apos a fabricagdo, obtendo amostras dentro dos
limites estabelecidos pela legislagdao. Nao foi usada contaminagao artificial e, no ultimo tempo
analisado, a amostra controle ndo adicionada de 6leo apresentou contagens mais altas. Isso
mostra que o OE de orégano tem efeito antimicrobiano e conservante. Ao mesmo tempo, foi
feita a andlise sensorial das ricotas, assegurando que a adi¢do de Oleo de orégano nas
concentragdes estudadas ndo causa alteracdo nas suas caracteristicas sensoriais.

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de orégano também foi avaliada por
Santurio et al. (2007) por meio de microdilui¢do em caldo frente a amostras de Salmonella
enterica isoladas de carcagas de aves, concluindo que o dleo essencial de orégano apresenta

forte atividade antibacteriana.

2.1.5 Manjerona

Manjerona (Origanum majorana L.), planta da familia Lamiaceae, ¢ uma herbacea
perene nativa de Chipre e do Oriente Mediterraneo, de grande importancia econdmica e
industrial, usada como especiaria e condimento (BAGCI et al., 2017).

Os principais principios bioativos do 6leo essencial de manjerona sdo o terpinen-4-ol e
o hidrato de cis-sabineno, responsaveis pela caracteristica aromatica, além do sabineno,
acetato de linalol, terpineno e linalol (VALERIANO et al., 2012; VAGI et al., 2005;
CASTORANI; FIGUEIREDO, 2018).
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Por outro lado, Bagci et al. (2017) analisaram a composi¢ao de OE de O. majorana ¢
os resultados mostraram que a maior porcentagem neste 6leo foi do composto carvacrol, tanto
em planta secas quanto frescas, sendo que a secagem da planta aumenta a taxa de carvacrol. O
linalol foi o segundo mais predominante.

Castorani e Figueiredo (2018) mostraram a agdo antimicrobiana do OE de manjerona
contra diversos microrganismos, no sistema de difusdo em agar e também em microdilui¢do,
quando esse mostrou a maior atividade em relacdo aos demais 6leos avaliados contra os
patdgenos alimentares: E. coli, S. aureus, P. aeruginosa,, B. cereus e L. monocytogenes e nao

foi ativo contra Salmonella.

2.1.6 Tomilho

O tomilho (Thymus vulgaris L.) ¢ uma planta da familia Lamiaceae, que compreende
150 géneros, com cerca de 2.800 espécies distribuidas em todo o mundo (BORGES et al.,
2012). E uma planta baixa, nativa da regiio do Mediterrdneo (Espanha, Italia, Franga, Grécia)
com caules parcialmente rastejantes (IETSWAART, 1980; JAKIEMIU, 2008).

Borges et al. (2012) obtiveram, no cromatograma do 6leo essencial de tomilho fresco,
como constituinte majoritario o borneol (66,66%), maior que o teor de timol (13,41%) e do
linalol (3,24%) — este Gltimo em quantidade muito baixa. No cromatograma do 6leo essencial
de tomilho desidratado, o borneol foi o composto majoritario (37,90%), seguido do timol
(20,61%) e finalmente o linalol (10,34%). Isso mostra que a dessecacdo interfere na
composi¢ao dos OE.

Jakiemiu (2008) quantificou o 6leo essencial de folhas frescas de tomilho e encontrou
compostos majoritarios como o timol, com 50 a 55%, o p-cimeno com 17 a 21%, ¢ o y-
terpineno teve concentracdo de 5 a 7%. Valores semelhantes de borneol foram encontrados
avaliando-se plantas secas de tomilho, onde detectou-se 32 a 35% de borneol, 15,24 a 20,62%
de carvacrol e 10,5 a 12,33% de y-terpineol.

Um estudo de Hudaib et al. (2002) mostra que a variagcdo sazonal deve ser levada em
consideracdo ao avaliar a composi¢do do OE dessa planta. Em andlise por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa observou-se que o 6leo se mostra mais ou menos
rico em fenois monoterpenos ativos (timol e carvacrol) e seus correspondentes precursores de
hidrocarboneto (HC) monoterpénico (p-cimeno e y-terpineno), conforme a estagdo do ano.

Oleos extraidos de plantas mais velhas, em torno de cinco anos, apresentam niveis mais
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baixos de HCs monoterpénicos (principalmente y-terpineno) e mais altos de monoterpenos
oxigenados (linalol e borneol), fenois monoterpenos (principalmente timol) e seus derivados
(principalmente éter metilico de carvacrol), sesquiterpenos (principalmente B-cariofileno) e
seus derivados oxigenados (por exemplo, 6xido de cariofileno) em comparacdo as plantas
mais jovens, de dois anos. Por outro lado, a planta jovem, coletada em junho ou julho, verdao
no mediterraneo, pouco antes do final do ciclo vegetativo, proporcionou o melhor rendimento
de 6leo (1,2%) e também o maior teor de fenois monoterpenos (timol: 51,2% e carvacrol:
4%). Este ultimo periodo de crescimento pode representar o melhor tempo de colheita de
plantas de tomilho jovens, a fim de obter um O6leo essencial com melhor qualidade e
quantidade.

Oliveira et al. (2011) elaboraram um revestimento a base de gelatina comestivel em pd
contendo 2% (v/v) de OE de folhas T. vulgaris (RT). O revestimento foi usado em carne
bovina crua (Quadriceps femoris), submergida em Caldo Triptona de Soja (TSB) contendo L.
monocytogenes por 10 minutos e secos suspensos por um suporte. Esse experimento
constatou que os revestimentos contendo OE de T. vulgaris foram efetivos contra L.
monocytogenes inoculada em carne bovina crua, ja& que suas contagens médias se
apresentaram inferiores as dos tratamentos controle.

Freire et al. (2014) testaram a agdo antimicrobiana in vitro do oleo essencial de
tomilho, entre outros, contra cepas bacterianas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), mostrando que este 6leo apresentou bom desempenho
ao se avaliar a Concentragao Inibitoria Minima (CIM), por meio da técnica da microdiluigdo e
pela determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM), através da semeadura em

placas de petri. A CBM do 6leo essencial de tomilho foi 0,25%.

2.1.7 Alecrim

O alecrim (Rosmarinus officinalis) ¢ um subarbusto, pertencente a familia Lamiaceae,
muito ramificado, sempre verde, com hastes lenhosas, folhas pequenas, sésseis, finas, opostas
e lanceoladas, com a parte inferior de cor verde acinzentada e a superior prateada. Tem sabor
picante e agridoce e aroma forte e agradavel, sendo muito utilizada, atualmente, para fins
culindrios, medicinais ¢ aromadticos, sendo o Oleo essencial aplicado em cosméticos e

perfumaria (MAY et al., 2010). E nativo do Mediterrdneo, mas ¢é cultivado também na Asia
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Central, {ndia, Sudeste Asiatico, Africa do Sul, Australia, Estados Unidos e na regido sul do
Brasil (CARVALHO JUNIOR, 2004).

O dleo essencial de alecrim apresenta como principais constituintes a-pineno (25%),
B-pineno, cineol (15-30%) e canfora (10-25%). Possui 4lcoois monoterpénicos, como o
borneol e ésteres, como o acetato de bornila (MARANGONI; MOURA, 2015).

Wang et al. (2008) realizaram andlise por cromatografia gasosa do OE de alecrim,
identificando 19 compostos, representando 97,97% do o6leo, sendo os seus principais
constituintes: 1,8-cineol (27,23%), a-pineno (19,43%), canfora (14,26%), canfeno (11,52%) e
B-pineno (6,71%).

A atividade antimicrobiana do alecrim foi testada contra 13 cepas bacterianas e seis
fungos, incluindo Candida albicans e dermatomicetos. A atividade antibacteriana mais
destacada foi expressa em Escherichia coli, Salmonella typhi, S. enteritidis ¢ Shigella sonei,
além de significativa atividade antifungica. Também foi avaliada a atividade antioxidante
como a capacidade de eliminacdo de radicais livres, juntamente com o efeito sobre a
peroxidagdo lipidica. O OE de alecrim foi capaz de reduzir fortemente a formacao de radicais

de maneira dose-dependente (BOZIN et al., 2007).

2.1.8 Gengibre

O gengibre (Zingiber officinale) é uma planta herbacea perene, originario da China,
India e Malasia, pertencente & familia Zingiberaceae, de rizoma tuberoso, aromatico e com
sabor picante (BALME, 1978; ELPO; NEGRELLE, 2004; GRANDI, 2014).

O dleo essencial de gengibre apresenta como principal constituinte hidrocarbonetos
como o zingibereno (principal), b-bisaboleno, sesquiterpenos, como zingiberol e zingiberenol,
varios hidrocarbonetos monoterpénicos, além de alcoois e aldeidos (NEWALL, 2002).

Majolo et al. (2014) identificaram no o6leo essencial de gengibre, em cromatografia a
gas com coluna capilar, 20 componentes, representando 98,3% do 6leo essencial, sendo o
geranial (23,9%), neral (17,2%), 1,8-cineol (16,0%) e canfeno (11,4%) os compostos
majoritarios.

Esses mesmos autores supracitados avaliaram o dleo essencial de gengibre frente a 14
salmonelas entéricas isoladas de frango resfriado. Este 6leo se mostrou eficiente tanto em
termos de agdo bacteriostdtica (concentracdo inibitoria minima de 2500 a 5000 pg.ml-1)

quanto bactericida (concentracao bactericida minima de 5000 a 10000 pg.ml-1), mesmo que
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em duas das amostras houvesse resisténcia, representando uma alternativa para o controle de
Salmonella entérica, apesar de serem recomendados mais estudos abordando o sinergismo

com alimentos (MAJOLO et al., 2014).

2.1.9 Manjericao

O manjericdo (Ocimum basilicum) é um subarbusto aromatico, ereto, sendo uma
planta herbacea anual ou perene, pertencente a familia Lamiaceae, de altura média de 40 a 50
centimetros, podendo atingir ou ultrapassar um metro de altura em boas condi¢des de solo,
clima e espécie (GRANDI, 2014; MACHADO et al., 2012; VON HERTWIG, 1991).

Possui muitas ramifica¢des, com folhas carnudas, pecioladas, opostas, ovadas inteiras
ou dentadas e glabras, que variam na coloracdo de verde, violdcea ou levemente avermelhada.
A planta exala diferentes aromas, a depender da espécie e cultivo, apresentando aroma doce,
canforaceo ou de hortela-pimenta, com sabor picante caracteristico (VON HERTWIG, 1991).
O. basilicum ¢ um condimento de grande valor econémico, com uso nas areas ornamental,
condimentar, medicinal, aromético, na industria de perfumaria e cosméticos (DIAS, 2011).

Por apresentar polinizagdo cruzada possui uma gama de subespécies, variedades e
formas (VON HERTWIG, 1991). E relatado que esta planta apresenta entre 50 e 150 espécies
na Asia Tropical, Africa, América Central e América do Sul (MACHADO et al., 2012).

Os oleos essenciais do manjericdo consistem de linalol como o componente mais
abundante (56,7-60,6%), seguido por epi-a-cadinol (8,6-11,4%), a-bergamoteno (7,4-9,2%) e
y-cadineno (3,2-5,4%). H4 uma variacdo sazonal, j4 que amostras coletadas no inverno se
mostraram mais ricas em monoterpenos oxigenados (68,9%), enquanto as do verdo foram
maiores nos hidrocarbonetos sesquiterpénicos (24,3%) (HUSSAIN et al., 2008).

Ao se investigar a atividade antioxidante medida pela capacidade de eliminagdo de
radicais livres, o branqueamento de B-caroteno no sistema de acido linoleico e a inibi¢do da
oxidagdo do acido linoleico, o OE de manjericao apresentou bom desempenho, assim como
atividade antimicrobiana efetiva contra as bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Pasteurella multocida, e fungos patogénicos Aspergillus niger, Mucor muco,
Fusarium solani, Botryodiplodia theobromae (HUSSAIN et al., 2008).

Martins et al. (2010) avaliaram a atividade antibacteriana do o6leo essencial do
manjericao (Ocimum basilicum Linn.), extraido pelo processo de hidrodestilagdo com extrator

de Clevenger, frente a Escherichia coli enteropatogénica isolada de alfaces, pelo Método de



22

Difusdo em Disco (MDD). O OE do manjericdo apresentou efeito inibitorio contra os
sorogrupos de E. coli EPEC testados. O efeito inibitorio foi atribuido pelos autores a presenga
do metil chavicol e linalol, os constituintes majoritarios do 6leo.

Machado et al. (2012) testaram duas espécies de manjericdo em amostras de bactérias
ligadas a deterioragdo e seguranga microbioldgica de alimentos: Listeria minocytogenes, L.
innocua, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella
choleraesuis. Os métodos utilizados foram difusdo em agar e microdilui¢do em caldo para
determinar a atividade antimicrobiana e a concentracdo inibitéria minima (CIM) de cada dleo
para cada espécie microbiana. Ambas as espécies de Ocimum apresentam atividade contra
todas as cepas microbianas testadas. O S. aureus foi a espécie microbiana mais sensivel,

apresentando os maiores halos de inibi¢ao e os menores valores da CIM.

2.1.10 Pimenta-preta

A pimenta-preta, também chamada de pimenta-do-reino ou pimenta da india (Piper
nigrum), é uma planta nativa da India Oriental, pertencente & familia Piperaceae (ALMEIDA,
1993). E considerada a mais importante especiaria consumida no mundo e um dos principais
produtos agricolas, sendo que seus frutos sdo exportados mundialmente, dado o seu uso como
condimento (DUARTE et al., 2006). Os frutos colhidos antes da maturagdo completa e
dessecados dao origem a pimenta-preta. Os frutos maduros, livres da camada exterior e
carnosa do pericarpo, ddo origem a pimenta-branca (ALMEIDA, 1993).

Segundo estudos por meio de andlise cromatografica de Lima et al. (2009), o 6leo
essencial de pimenta negra tem como composto majoritario o safrol (82,0%) e, em baixas
concentragdes, o a-pineno (0,6%), 6-3-careno (1,4%) e a-terpinoleno (13,5%).

Ismaiel e Pierson (1988) testaram o efeito de diversos Oleos essenciais, dentre eles de
pimenta preta, na germinagdo, desenvolvimento pds-germinacdo e produgdo de toxina de
Clostridium botulinum. O dleo de pimenta preta se mostrou ativo contra a bactéria, porém
com atividade menor em relagdo a outros 6leos na inibi¢ao da germinagdo, sendo um inibidor
mais potente do desenvolvimento vegetativo.

Martinelli et al. (2016) testaram os o6leos essenciais de oito tipos de pimentas,
relatando atividade significativa dos 6leos essenciais. Os melhores resultados para as bactérias

estudadas (Escherichia coli ATCC 35218, Staphylococcus aureus ATCC 29213 ¢ Bacillus
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cereus ATCC 11778) foram de P. nigrum, porém na sua variedade branca, com as sementes

maduras.

2.2 Patégenos alimentares

A Doenca de Origem Alimentar ocorre apds a ingestdo de alimentos contaminados
com microrganismos ou toxinas (FORSYTHE, 2013). A ocorréncia de Doengas Transmitidas
por Alimentos (DTA) vem emergindo mundialmente devido a fatores como o aumento
populacional e a urbaniza¢do desordenada, a presenca de grupos populacionais vulneraveis ou
mais expostos, a necessidade de producdo de alimentos em grande escala, além do controle
deficiente dos 6rgdos publicos e privados em relacdo a qualidade dos alimentos ofertados a
populagdo, o surgimento de novas modalidades de produgdo, o aumento no uso de aditivos e
as mudancas de habitos alimentares, mudancas ambientais ¢ a facilidade atual de
deslocamento da populagdao (BRASIL, 2010).

Os critérios para a caracterizagdo da importancia epidemioldgica de uma agente
infectante e seu estabelecimento como padrdo microbiolégico em um alimento, isolado ou em
conjunto, sdo baseados no interesse sanitario, na descri¢do dos microrganismos e/ou suas
toxinas, na classificacdo dos alimentos segundo o risco epidemioldgico, nos métodos de
analise disponiveis, nos planos de amostragem para a determinagdo dos numeros e tamanho
de unidades amostrais a serem analisadas e nas normas e padrdes de organismos
internacionalmente reconhecidos (como o Codex Alimentarius), nao excluindo outros
critérios, justificados por evidéncias cientificas (BRASIL, 2001).

Os sintomas mais comuns de DTA incluem dor de estdmago, ndusea, vomitos, diarreia
e, por vezes, febre — sintomas que podem durar de poucas horas até dias. Alguns agentes
etiologicos sdo capazes de causar quadros mais graves e prolongados, apresentando
desidratacdo grave, diarreia sanguinolenta, insuficiéncia renal aguda e insuficiéncia
respiratoria, até sequelas permanentes e Obito. Poucos casos sdo registrados, gerando um
grande problema de subnotificacdo (BRASIL, 2010).

As DTA resultam em diversos prejuizos que tém grande impacto na economia. Os
prejuizos sdo relacionados a perda de renda dos individuos afetados, custos com cuidados
médicos, perda de produtividade, custos de investigagdo de surtos, perda de renda por
fechamento de negocios, perda de vendas quando os consumidores evitam certo produto

(FORSYTHE, 2013).
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Dada a frequéncia e/ou, por vezes, a gravidade das doencas transmitidas por
alimentos, elas sdo responsaveis por sérios problemas de saude publica e expressivas perdas

economicas (OLIVEIRA et al., 2010).

2.2.1 Coliformes a 45°C

O grupo dos coliformes a 45°C ¢ restrito aos microrganismos que vivem no trato
gastrointestinal de humanos e de animais de sangue quente e que inclui, pelo menos, quatro
géneros: Escherichia coli, Klebsiella, Citrobacter e Enterobacter. A Escherichia coli ¢ a mais
conhecida e a mais facilmente distinguivel dos microrganismos ndo fecais, sendo o melhor
indicador de contaminagdo fecal (SANGALETTI et al., 2009). E uma bactéria Gram-negativa,
ndo formadora de esporos e anaerdbia facultativa (FORSYTHE, 2013). Apesar de ser uma
bactéria presente na microbiota normal do intestino de animais e de humanos e, como parte da
flora normal, podendo proporcionar beneficios para a satide do hospedeiro, como, por
exemplo, impedir a colonizagdo do intestino por patdgenos nocivos, existem cepas de E. coli
reconhecidamente patogénicas que podem causar gastrenterites, diarreia, vOmito, colica
abdominal, febre e até complicagdes sérias, levando a sequelas ou obito (EDUARDO et al.,
2009; FDA, 2012).

As E. coli patogénicas sdo geralmente agrupadas com base em suas propriedades de
viruléncia ou fatores que elas carregam. No entanto, alguns grupos podem compartilhar
caracteristicas semelhantes de viruléncia. Atualmente, ha seis cepas patogénicas reconhecidas:
E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli
difusamente aderente (DAEC), sendo que os quatro primeiros grupos (ETEC, EPEC, EHEC e
EIEC) sdo bem conhecidos como causadores de doencgas transmitidas por alimentos ou dgua
(FDA, 2012).

A ETEC (enterotoxigénica) causa gastroenterite em humanos e ¢ mais conhecida
como o agente causador da diarreia dos viajantes, geralmente autolimitada e leve. No entanto,
ha formas severas, similares & célera, que resultam em desidratagdo grave. E também uma
causa importante de diarreia em bebés, em paises menos desenvolvidos. A E. coli EPEC
(enteropatogénica) possui fatores de aderéncia a células epiteliais intestinais. As infecgdes por
essa cepa continuam a ser uma causa comum de diarreia infantil nos paises em

desenvolvimento, mas surtos sdo esporadicos. A EHEC (enterohemorragica), cuja variedade
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mais conhecida ¢ a E. coli O157:H7, produz a toxina Shiga, que pode causar doengas graves,
incluindo colite hemorragica, problemas de coagulagdo sanguinea, insuficiéncia renal e morte.
A EIEC (enteroinvasora) causa uma forma leve de disenteria bacilar, sendo seres humanos
infectados seus Unicos reservatorios conhecidos (FDA, 2012).

As infec¢des por E. coli geralmente estdo ligadas ao consumo de alimentos
contaminados através de manipuladores infectados, pelo uso de 4gua contaminada durante a
preparacao ou pelo consumo direto de agua contaminada. Humanos sao a fonte mais provavel,
pois essas bactérias sdo frequentemente encontradas em fezes de portadores assintomaticos
(FDA, 2012).

Exemplos de alimentos implicados em surtos de ETEC incluem queijo Brie, peru,
maionese, carne de caranguejo, comida pronta e saladas. Surtos de E. coli enterohemorragica
(EHEC) ja foram atribuidos a muitos tipos de alimentos, como carnes moidas, leite nao
pasteurizado, suco de fruta ndo pasteurizado, alface, espinafre, brotos e massas congeladas

(FDA, 2012).

2.2.2 Estafilococos coagulase positiva

Os Staphylococcus sp. encontram-se amplamente disseminados no ambiente, sendo
que seu reservatério principal s3o humanos e outros animais (EDUARDO et al., 2009). Sao
cocos Gram-positivos, anaerdbios facultativos, que se agrupam em pares ou cachos
(FORSYTHE, 2013). Eles sao patégenos humanos versateis, capazes de causar intoxicagao
alimentar, sindrome de choque tdéxico, pneumonia, infec¢des hospitalares e bacteremia
nosocomial (FDA, 2012).

Essas bactérias causam intoxicacao alimentar pela produgao de enterotoxinas proteicas
altamente termoestdveis e resistentes a enzimas proteoliticas, como tripsina e pepsina, o que
lhes permite transitar intactas pelo trato digestivo. Os dados de surtos por esses
microrganismos sdao subestimados, mas, provavelmente, estdo entre os mais prevalentes. O
quadro clinico de intoxicag¢ao geralmente tem inicio abrupto, com sinais como nausea, vomito
e colicas, prostracdo e pressdo baixa. Os seres humanos, na maioria das vezes, sdo 0s
reservatorios e a transmissdo ocorre devido a ferimentos nas maos, lesdes purulentas ou
secrecdes que contaminam os alimentos durante sua manipulagdo e conservagdo. Cerca de
25% das pessoas sao portadores nasais (FRANCO; LANDGRAF, 2008; EDUARDO et al.,

2009). Apesar de manipuladores de alimentos serem frequentemente a fonte de contaminagao
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de alimentos em surtos de estafilococos, equipamentos e superficies ambientais também
podem ser fontes (FDA, 2012).

Alimentos frequentemente implicados em intoxicacdo alimentar estafilococica
incluem carne e produtos carneos, produtos de aves e ovos, saladas (principalmente as com
ovo, atum, frango, batata e macarrdo), produtos de padaria, tais como bolos e tortas recheados
com creme, recheios de sanduiche e leite e produtos lacteos. Alimentos que requerem maior
manuseio durante a preparacdo e que sao mantidos acima das temperaturas de refrigeracao
adequadas por um longo periodo apds a preparacdo estdo frequentemente envolvidos. A
menos que processos de calor sejam aplicados, espera-se que existam estafilococos em todo e
qualquer alimento manipulado diretamente por humanos ou de origem animal. S. aureus ¢ um
dos patogenos ndo formadores de esporos mais resistentes e, além disso, a destruicdo de
células viaveis pelo calor ndo elimina a atividade bioldgica das enterotoxinas termoestaveis
pré-formadas, que podem permanecer biologicamente ativas. Evitar o abuso de tempo e
temperatura de produtos alimenticios que apresentam alto risco de conter S. aureus ¢ essencial
na prevengdo da proliferagdo da bactéria e subsequente producdo de enterotoxina (FDA,

2012).

2.2.3 Salmonella sp.

As Salmonella sp. pertencem a familia Enterobacteriaceae, sendo comumente
encontradas em derivados lacteos (GRANDI; ROSSI, 2006). Sao bastonetes curtos, Gram-
negativos, anaerdbios facultativos, com flagelos peritriquios. Nao formam esporos como
forma de resisténcia ao meio. Sdo consideradas um dos agentes transmissores de doengas
transmitidas por alimentos mais prevalentes no mundo. Estdo amplamente distribuidas na
natureza, sendo o trato gastrointestinal de humanos e animais, principalmente de aves, seu
reservatorio (ASSIS, 2014).

As salmonelas de diferentes espécies causam diferentes infecgdes a partir da invasao
da mucosa intestinal. S. tiphi causa febre tifoide, S.paratyphi febres entéricas e as demais
causam enterocolites (ASSIS, 2014). Nas toxinfec¢des em humanos, os sintomas sao: febre,
colicas abdominais e diarreia, com dura¢do média de 4 a 7 dias e geralmente autolimitada. Em
pacientes idosos, criangas, gestantes e pessoas imunodeprimidas, a doenga pode tornar-se
sist€émica, com casos graves que podem levar ao 6bito (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Sua distribui¢do ¢ mundial, sendo os alimentos os principais veiculos de sua

transmissdo. Sdo responsaveis por significantes indices de morbidade e mortalidade, tanto em
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paises emergentes quanto em desenvolvidos, causando surtos geralmente envolvendo
alimentos de origem animal, como ovos, aves, carnes e produtos lacteos e também produtos
agricolas nao processados. A contaminagdo de origem fecal é geralmente a fonte para os
produtos agricolas, pela exposi¢do a agua contaminada; para o leite € os ovos, por meio da
exposi¢do direta; e para a carne, usualmente durante as operagdes de abate. E eliminada em
grande nlimero nas fezes, contaminando o solo e a 4gua, sendo ainda encontrada em efluentes
de agua de esgoto, como resultado de contaminagao fecal (BRASIL, 2011).

O periodo de incubagao ¢ de 12 a 36 horas, podendo chegar a 72 horas. Sao sensiveis a
pHs superiores a 9,0 e inferiores a 4,0 e temperaturas abaixo de 5°C e acima de 47°C (ASSIS,
2014). Pode sobreviver no meio ambiente por muito tempo, em particular na matéria organica
e material fecal, onde pode permanecer viavel por longo periodo, chegando a meses ¢ anos
(BRASIL, 2011).

Este microrganismo ¢ altamente resistente a antibioticos (FRANCO; LANDGRAF,
2008; EDUARDO et al.,, 2009) e essa emergéncia de resisténcia de Salmonella aos
antimicrobianos torna-se uma ameacga tanto a saide humana quanto a animal e ¢ ocasionada
pelo uso massivo dessas drogas na medicina humana e veterinaria (SANTURIO et al., 2007;

SU et al., 2004; LEVINE; SIMON, 2018).

2.2.4 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva e mével por meio de flagelos. E
causadora de uma infec¢do de origem alimentar denominada listeriose. Tem distribuigao
ubiqua, sendo encontrada no solo, agua, vegetais e animais, incluindo aqueles portadores do
microrganismo (FORSYTHE, 2013; LADO; YOUSEEF, 2006).

Este microrganismo merece destaque na area da Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
por sua elevada patogenicidade, capacidade de formagdo de biofilmes em ambientes de
processamento de alimentos, caracteristica psicrotrofica e sobrevivéncia em condig¢des
adversas, como baixos valores de pH e atividade de 4gua (LADO; YOUSEF, 2006).

Segundo Eduardo et al. (2009), a bactéria ¢ resistente aos efeitos do congelamento,
secagem e calor, ainda que ndo forme esporos. Ela tem a capacidade de se multiplicar em
temperatura de refrigeragdo e em ambientes com baixa atividade de agua, suporta ciclos
repetidos de congelamento e descongelamento, pode se multiplicar em presenca de até 10%
de cloreto de sodio e, também, em ampla faixa de pH (4,4 — 9,0). Suas células vegetativas sdo

as de maior resisténcia térmica dentre os microrganismos patogénicos (FORSYTHE, 2013;
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SILVA et al., 2011).

Essa bactéria pode causar um quadro de diarreia e vomito, seguidos de sintomas mais
graves como dores de cabega, confusdo mental, perda de equilibrio e convulsdes, sendo uma
das principais causas de meningite aguda infecciosa (PERESI et al., 2001). Outros danos
podem ocorrer, como endocardite, lesdes granulomatosas no figado e outros 6rgaos, abscessos
internos ou externos e lesdo cutanea papular ou pustular. Essas desordens comumente sdo
precedidas por sintomas semelhantes aos da gripe, com febre persistente. Infec¢des
assintomaticas ocorrem em todas as idades, embora sejam de maior preocupagao aquelas que
acontecem na gravidez (EDUARDO et al., 2009).

Nos casos de infeccdo perinatal, listeriose materna, hd a possibilidade de aborto,
principalmente no final do terceiro trimestre da gravidez, apesar de terem sido encontrados
casos tanto no primeiro quanto no segundo trimestres (FARBER; PETERKIN, 1991).

Queijos em processo de maturagdo, sorvetes, agua, vegetais crus, patés de carnes,
molhos de carne crua fermentada, aves cruas ou cozidas, peixes (inclusive defumados) e
frutos do mar podem constituir meio para o seu crescimento e estdo frequentemente
associados aos surtos (EDUARDO et al., 2009).

No Brasil, a listeriose ¢ subdiagnosticada e subnotificada (SILVA et al., 2011).
Porém, os baixos indices devem ser interpretados com cuidado, j4 que a intensa flora
competitiva contaminante e a presenca de inseticidas e residuos antimicrobianos no leite
usado como matéria-prima podem interferir na eficiéncia dos procedimentos de isolamento ou
deteccdo de patdgenos. Além disso, microrganismos produtores de bacteriocina (peptideos
antimicrobianos) também podem inibir o crescimento da L. monocytogenes (NERO et al.,
2004).

Embora seja rara entre as doencas transmitidas por alimentos, ¢ uma importante causa
de mortes e hospitalizagdes. Dados dos EUA mostram que, de 1998 até 2005, a incidéncia de
doencas causadas por patdégenos de origem alimentar diminuiu, como, por exemplo, pelos
sorotipos de Salmonella e pela Escherichia coli O157:H7. O mesmo nao foi observado para L.
monocytogenes, pois, a partir de 2002, a incidéncia de infecgdes causadas por esse patdgeno
voltou a aumentar. Apesar de ser exigida auséncia de Listeria monocytogenes em 25 g de
alimento, ndo ha evidéncia epidemioldgica de que haja maior protecdo ao consumidor com

essa medida (SILVA et al., 2011; FRANCO; LANDGRAF, 2008; FORSYTHE, 2013).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Os Oleos essenciais vegetais podem ser uma alternativa aos aditivos artificiais,
exercendo a¢do inibitéria em microrganismos patogénicos e deteriorantes relacionados aos
alimentos, como mostram diversas pesquisas. Eles demonstram eficiéncia na conservagao dos
produtos e na prevengao de toxinfecgdes.

Sao necessarios mais estudos, tanto na atividade in vitro quanto em testes com
alimentos, aliando a capacidade antimicrobiana as analises sensoriais, além da avaliagdo do
custo-beneficio, para verificar o potencial do uso dos 6leos essenciais nas industrias de

alimentos.
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CAPITULO 2

Avaliacio da atividade antimicrobiana dos dleos essenciais contra patégenos alimentares

REIS, J. B.

Nucleo de Alimentos, Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas Gerais
(IFSULDEMINAS) — campus Machado, CEP: 3770-000, Machado/MG, Brasil

Resumo

Os oleos essenciais (OE) sdo compostos presentes naturalmente em plantas e consequentemente, nas
especiarias, exercendo funcdes bioldgicas relacionadas aos seus mecanismos de defesa. Os 6leos essenciais,
antimicrobianos naturais, tem potencial para ser usados como aditivos em substituicdo aos conservantes
artificiais tradicionais. Nesse contexto, este estudo buscou estudar a acdo dos dleos essenciais de orégano
(Origanum vulgare), manjerona (Origanum majorana), tomilho (Thymus vulgaris), alecrim (Rosmarinus
officinalis), gengibre (Zingiber officinale), manjericio (Ocimum basilicum) e de pimenta-preta (Piper
nigrum) contra patégenos alimentares de importancia epidemioldgica por meio dos testes de sensibilidade de
diluicdo em agar e microdilui¢cdo. No teste de diluicdo em agar, notadamente, o 6leo essencial de orégano
mostrou-se efetivo contra todos os contaminantes utilizados, enquanto os 6leos de manjerona, manjericao e
tomilho apresentaram bom desempenho, apesar de ndo terem inibido todos os microrganismos. O 6leo
essencial de gengibre apresentou fraca atividade, enquanto que os 6leos de alecrim e de pimenta preta ndao
apresentaram atividade antimicrobiana. Pelo teste de microdiluigdo, os 6leos essenciais de orégano, tomilho,
manjerona ¢ manjericdo apresentaram elevada atividade antimicrobiana, especialmente o OE de manjerona.
Entretanto, os 6leos essenciais de alecrim, gengibre e pimenta-preta ndo obtiveram resultado satisfatorio no
segundo método executado. Os resultados obtidos demostram que alguns Oleos essenciais podem ser
empregados na industria de alimentos como uma alternativa para o controle microbioldgico.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Patogenos alimentares. Orégano.
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Introducio

Oleos essenciais

Os oleos essenciais (OEs) sdo compostos presentes naturalmente em plantas, notadamente nas
plantas usadas como temperos na rotina, as especiarias, que sdo as partes secas de uma planta usadas para
conferir sabor e efeito pungente aos alimentos (Hirasa & Tokemasa, 1998). Sdo volateis, odoriferos e
imisciveis, ou muito pouco misciveis em agua, ¢ sdo produzidos nos diferentes 6rgaos vegetais, estando
contidos em estruturas especiais ou conjuntos celulares denominados aparelhos secretores (Carrijo et al.,
2012). Atuam em fungdes bioldgicas importantes a sobrevivéncia das plantas relacionadas aos mecanismos
de defesa, como a protecdo contra excesso de ultravioleta, microrganismos, insetos e animais (Millezzi et al.,
2016; Costa et al., 2015).

Quimicamente, os OEs apresentam-se como uma mistura de componentes volateis de baixo peso
molecular, tais como terpendides, fenilpropanoides e compostos contendo enxofre e nitrogénio. A atividade
antimicrobiana dos OEs geralmente estd associada a compostos como eugenol, alicina, timol e carvacrol e a
substancias como o linalol, sabineno, mentol, mirceno e camphene. Esses principios ativos, gracas a sua
caracteristica hidrofobica, atuam rompendo a parede celular microbiana, fazendo-a perder sua funcionalidade
(Forsythe, 2013; Hirasa & Takemasa, 1998; Moro et al., 2015).

Os OEs sdo utilizados ha varias décadas nas induastrias farmacéuticas e de cosméticos e, mais
recentemente, estdo sendo estudados como aromatizantes, flavorizantes e conservantes naturais pelas
industrias alimenticias (Costa et al., 2015). Na sua condi¢do de antimicrobianos naturais tém potencial para
serem usados no controle de microrganismos, reduzindo a necessidade de aditivos antimicrobianos,
controlando a contaminagdo em alimentos e melhorando as tecnologias de extensdo da vida de prateleira,
para eliminar patogenos indesejaveis e retardar a deterioragdo dos produtos (Tajkarimi; Ibrahim; Cliver,
2010).

A atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de especiarias tem sido demonstrada em alimentos
por diferentes estudos (Castorani & Figueiredo, 2018; Ernandes et al., 2007; Freire et al., 2014; Indui et al.,
2006; Kruger, 2006; Martinelli et al., 2017; Oliveira et al., 2011; Santurio et al., 2007; Souza et al., 2016;
Trajano et al., 2009) e, aliados a busca atual dos consumidores por produtos mais saudaveis e “naturais”, eles
surgem como uma alternativa aos conservantes tradicionais.

Neste contexto, este estudo tem como finalidade estudar a agcdo dos 6leos essenciais de orégano
(Origanum vulgare), manjerona (Origanum majorana), tomilho (Thymus vulgaris), alecrim (Rosmarinus
officinalis), gengibre (Zingiber officinale), manjericdo (Ocimum basilicum) e de pimenta-preta (Piper
nigrum) contra patégenos alimentares de importancia epidemioldgica: Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Salmonella typhimurium e Listeria monocytogenes.

As informagdes sobre os 6leos estudados seguem no quadro abaixo.
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Quadro 1.
Oleos essenciais estudados com as respectivas familias e composigdes.
Especiaria Familia Composicao (FERQUIMA®)
Orégano Lamiaceae Carvacrol- 72%, Timol-2%, y-terpineno-4,5%, p-cimeno-
(Origanum vulgare) 4%, linalol- 4%.
Manjerona . . Al 990 . RO/ g 170
(Origanum majorana) Lamiaceae Terpineno-4-ol- 22%, sabineno- 16% e y-terpineno -13%.
Tomilho Lamiaceae Timol- 50%, p-cimeno- 30%, y-terpineno- 6%, linalol-
(Thymus vulgaris) 5% carvacrol-5% a-pineno-2%, mirceno-2%.
Alecrim . 1,8 cineol- 40%, canfora-15%, alfa pineno-13%, beta
. L Lamiaceae . .
(Rosmarinus officinalis) pineno- 7% e limoneno -3%.
Gengibre

- e 270 i . 0
(Zingiber officinale) Zingiberaceae  Alfa-zingibereno- 33%, beta-sesquifelandreno 13%.

Manjericao Lamiaceae Metilchavicol-85%, eucaliptol-3%, bergamoteno (2,7%),
(Ocimum basilicum) transo cimento- 2%, lilanol-0,8% e eugenol, (0,6%).
Pimenta preta Piperaceae Safrol- 82,0%), a-pineno- 0,6%, d-3-careno 1,4% e a-

(Piper nigrum) terpinoleno-13,5%.

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de orégano foi avaliada por Santurio et al. (2007)
através de microdilui¢do em caldo frente a amostras de Salmonella enterica isoladas de carcagas de aves,
concluindo que o dleo essencial de orégano apresenta forte atividade antibacteriana.

Castorani & Figueiredo (2018) mostraram a acdo antimicrobiana do OE de manjerona contra
diversos microrganismos no sistema de difusio em agar e também em microdiluicdo, quando esse mostrou a
maior atividade em relagdo aos demais dleos avaliados contra os patogenos alimentares E. coli, S. aureus, P.
aeruginosa, B. cereus e L. monocytogenes e nédo foi ativo contra Salmonella.

Freire et al. (2014) testaram a a¢do antimicrobiana in vitro do 6leo essencial de tomilho, entre outros,
contra cepas bacterianas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
mostrando que este 6leo apresentou bom desempenho ao se avaliar a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)
por meio da técnica da microdiluicdo e pela determinacdo da Concentragdo Bactericida Minima, através da
semeadura em placas de petri. A CBM do 6leo essencial de tomilho foi 0,25%.

Majolo et al. (2014) avaliaram o 6leo essencial de gengibre frente a 14 salmonelas entéricas isoladas
de frango resfriado, e este se mostrou eficiente tanto em termos de acdo bacteriostatica quanto bactericida.

Ao se investigar a atividade antioxidante do OE de manjericdo, este apresentou bom desempenho,
assim como atividade antimicrobiana efetiva contra as bactérias: Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Pasteurella multocida, e fungos patogénicos Aspergillus niger, Mucor muco, Fusarium

solani, Botryodiplodia theobromae (Hussain et al., 2008).
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Martins et al. (2010) avaliaram a atividade antibacteriana do 6leo essencial do manjericdo (Ocimum
basilicum Linn.), extraido pelo processo de hidrodestilagdo com extrator de Clevenger, frente a Escherichia
coli enteropatogénica isolada de alfaces, pelo Método de Difusdo em Disco (MDD). O OE do manjericdo
apresentou efeito inibitorio contra os sorogrupos de E. coli EPEC testados. O efeito inibitorio foi atribuido
pelos autores a presenga do metil chavicol e linalol, os constituintes majoritarios do o6leo.

Ismaiel & Pierson (1988) testaram o efeito de diversos Oleos essenciais sobre a germinagao,
desenvolvimento pos-germinagdo e produgido de toxina de Clostridium botulinum, detectando que o 6leo de
pimenta-preta se mostrou ativo contra a bactéria, sendo um inibidor mais potente do desenvolvimento

vegetativo.

Patdégenos alimentares
Enfermidades de origem alimentar aparecem quando o individuo, apds ingerir um alimento

contaminado com um microrganismo ou sua toxina, contrai uma doenga, cujos sintomas geralmente incluem
nauseas, colicas abdominais, vomitos, diarreia e febre. Apenas um pequeno numero de casos € notificado. As
doengas de origem alimentar geram uma série de impactos econdmicos, como perda de renda dos afetados,
perda de produtividade, custos médicos, custos de investigacdo de surtos e perda de vendas (Forsythe, 2013).

Dentre os microrganismos causadores de DTA, a Escherichia coli é a mais conhecida. Pertence ao
grupo dos coliformes a 45°C, sendo o melhor indicador de contaminagdo fecal (Sangaletti et al., 2009). E
uma bactéria Gram-negativa, ndo formadora de esporos e anaerébia facultativa (Forsythe, 2013). Apesar de
estar presente na microbiota normal do intestino de animais como parte da flora normal, existem cepas de E.
coli patogénicas, que podem causar gastrenterites, diarreia, vOmito, coélica abdominal, febre e até
complicagdes sérias, levando a sequelas ou 6bito (Eduardo et al., 2009; FDA, 2012).

As infecgdes por E. coli geralmente estfo ligadas ao consumo de alimentos contaminados através de
manipuladores infectados pelo uso de agua contaminada durante a preparagdo ou pelo consumo direto de
agua contaminada. Exemplos de alimentos implicados em surtos incluem queijos, leite ndo pasteurizado,
comida pronta, vegetais, carnes moidas (FDA, 2012).

Os Staphylococcus sp. encontram-se amplamente disseminados no ambiente, sendo que seu
reservatorio principal s8o humanos e outros animais (Eduardo et al., 2009). Sao cocos Gram-positivos,
anaerobios facultativos, que se agrupam em pares ou cachos (Forsythe, 2013). Causam intoxicagdo
alimentar, sindrome de choque toxico, pneumonia ¢ infecgcdes hospitalares pela produgdo de enterotoxinas
proteicas altamente termoestaveis e resistentes a enzimas proteoliticas, como tripsina e pepsina. E um dos
microrganismos mais prevalentes nas doengas transmitidas por alimentos. O quadro clinico de intoxicagao
tem sinais como nausea, vomito e cdlicas, prostragdo e pressdo baixa. Os seres humanos normalmente sdo os
reservatorios e a transmissao ocorre devido a lesdes nas maos ou secrecdes que contaminam os alimentos
durante sua manipulagdo (Franco & Landgraf, 2008; Eduardo et al., 2009; FDA, 2012).

Equipamentos e superficies ambientais também podem ser fontes de contaminag@o. Os alimentos

frequentemente implicados em intoxicagdo alimentar estafilocdcica geralmente sdo aqueles que requererem
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maior manuseio durante a preparacdo e/ou sdo mantidos acima das temperaturas de refrigeracdo por longos
periodos. Exemplos sdo produtos carneos, produtos de aves e ovos, saladas, produtos de padaria, recheados
com creme, recheios de sanduiche e leite e produtos lacteos (FDA, 2012).

As Salmonella sp. pertencem a familia Enterobacteriaceae, sendo bastonetes curtos, Gram-
negativos, anaerdbios facultativos, com flagelos peritriquios € que ndo formam esporos. S3o consideradas
umas das doengas transmitidas por alimentos mais prevalentes no mundo, amplamente distribuidas na
natureza, sendo o trato gastrointestinal de humanos e animais, principalmente de aves, seu reservatorio
(Assis, 2014). Nas toxinfecgdes em humanos, os sintomas sdo: febre, colicas abdominais e diarreia,
geralmente autolimitada. Em pacientes idosos, criangas, gestantes e pessoas imunodeprimidas, a doenca pode
tornar-se sist€mica e levar ao obito (Franco & Landgraf, 2008).

Esta bactéria tem distribuicdo mundial, sendo os alimentos os principais veiculos, com surtos
geralmente envolvendo produtos de origem animal, como ovos, aves, carnes e produtos lacteos e também
produtos agricolas ndo processados. Pode sobreviver no meio ambiente por muito tempo, em particular na
matéria organica e material fecal, onde pode permanecer viavel por longo periodo (Brasil, 2011). Este
microrganismo € altamente resistente a antibidticos devido ao uso massivo dessas drogas na medicina
humana e veterinaria (Franco & Landgraf, 2008; Eduardo et al., 2009; Santurio et al., 2007; Su et al., 2004;
Levine & Simon, 2018).

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, movel por meio de flagelos e encontrada no
solo, agua, vegetais ¢ animais (Forsythe, 2013; Lado & Yousef, 2006). Tem elevada patogenicidade,
capacidade de formagdo de biofilmes, ¢é psicrotrofica e, ainda que ndo forme esporos, € capaz de sobreviver
em condigOes adversas, como baixos valores de pH e atividade de agua, secagem e calor (Lado & Yousef,
2006; Eduardo et al., 2009).

A Dbactéria pode causar um quadro de diarreia e vomito, seguidos de sintomas mais graves como
dores de cabeca, confusdo mental, perda de equilibrio e convulsdes, sendo uma das principais causas de
meningite aguda infecciosa (Peresi et al., 2001). Essas desordens comumente sdo precedidas por sintomas
semelhantes aos da gripe. Infecgdes assintomaticas podem ocorrer e as mais preocupantes sdo aquelas que
acontecem na gravidez, quando ha possibilidade de aborto (Eduardo et al., 2009; Farber & Peterkin, 1991).
Queijos, sorvetes, agua, vegetais crus, patés de carnes, molhos de carne, aves, peixes (inclusive defumados) e
frutos do mar podem constituir meio para o seu crescimento e estdo frequentemente associados aos surtos.
Embora seja rara entre as doengas transmitidas por alimentos, é importante causa de mortes e hospitalizagdes

(Silva et al., 2011; Franco & Landgraf, 2008; Forsythe, 2013).

Testes de susceptibilidade
Testes de susceptibilidade como o de diluigdo em agar ¢ o de microdiluigdo com determinagdo da
Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) s@o importantes em

estudos de novos agentes antimicrobianos. Estes testes s3o usados para medir quantitativamente a atividade
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in vitro de um agente antimicrobiano contra um dado isolado bacteriano (CLSI, 2012).

Material e Métodos

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de
Alimentos ¢ Medicamentos da Universidade Federal de Alfenas — MG (UNIFAL), onde se realizou a

avaliacdo da atividade antimicrobiana de 6leos essenciais sobre patdogenos alimentares.

Os 0Oleos essenciais

Os oleos essenciais foram adquiridos comercialmente da empresa FERQUIMA® Industria e
Comércio Ltda., envasados em frascos ambar lacrados, com volumes de 5 ml. Foram escolhidos os 0leos
essenciais de orégano (Origanum vulgare), manjerona (Origanum majorana), tomilho (Thymus vulgaris),
alecrim (Rosmarinus officinalis), gengibre (Zingiber officinale), manjericdo (Ocimum basilicum) e pimenta-

preta (Piper nigrum).

Microrganismos padroes

Utilizaram-se cepas padroes de Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella typhimurium 14028 e Listeria monocytogenes 1/2a, todas pertencentes a bacterioteca do
Laboratério de Microbiologia de Alimentos da UNIFAL-MG. Essas cepas foram escolhidas devido a sua

prevaléncia em doengas transmitidas por alimentos ¢ pela sua disponibilidade na bacterioteca.

Recuperacgéo das cepas

Para recuperar as cepas, foi realizada a inoculagdo dos microrganismos estudados em superficie
inclinada de TSA (agar triptona de soja) e caldo BHI (Brain Heart Infusion), sendo os mesmos incubados a
37° C por 24 horas (Caixeta et al., 2010).

Padronizacédo do indculo

Para a padronizagdo da densidade do inoculo para o teste de sensibilidade, foi utilizado o método de
suspensdo direta de colonias, considerado o método mais conveniente para a preparacdo de indculos nesse
tipo de experimento, podendo ser usado para a maioria dos microrganismos (CLSI, 2012). Para cada
microrganismo obteve-se uma suspensao em 9 ml de solucdo salina esterilizada, com turvagdo semelhante ao
tubo 0,5 da escala padrio de McFarland (concentragio equivalente a 1,5 x 10° bactérias/ml) (CLSI, 2012). A
transmitancia desejada da suspensdo formada foi confirmada em espectrofotometro, com leitura no
comprimento de onda de 660 nm, sendo necessarios 75% de transmitancia para obter turbidez equivalente a

solugdo padrio do tubo 0,5 da escala de McFarland.

Atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar — técnica do poco

Para realizar esta técnica, as placas testes foram preparadas com agar Mueller-Hinton. Este meio foi
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escolhido por ser utilizado para patégenos aerobicos de crescimento rapido e considerado o melhor para
testes de susceptibilidade de rotina, tendo boa reprodutibilidade, baixo teor de inibidores que possam afetar
os resultados e grande disponibilidade de dados de experiéncias, sendo padrdo para este tipo de experimento
(CLSI, 2012). O agar foi preparado conforme instrugoes do fabricante e autoclavado a 121°C por 15 minutos
(Soares; Oliveira; Veiga, 2015).

Foram inoculadas, com uma micropipeta, 100 ul da suspensdo microbiana em solucdo salina, nas
placas de Petri com o referido agar. A suspensao foi espalhada uniformemente pela placa com uma alga de
Drigalsky esterilizada (CLSI, 2015). Em cada placa foram feitos quatro pocos de 4 mm de diametro para que
o oleo essencial fosse inserido. O controle positivo, com discos de antibioticos, foi realizado em placas a
parte com as mesmas amostras de bactérias (Soares, Oliveira; Veiga, 2015; Castorani & Figueiredo, 2018).

Cada oleo essencial estudado foi diluido em solucao salina estéril adicionada de 1% de Tween 80,
para melhor solubilizacdo do 6leo e favorecimento de sua difusdo, seguindo as proporc¢des de 0,5%, 1,0%,
1,5% e 2,0%, 2,5%, 3,0%, 3,5% e 4,0% (Soares; Oliveira; Veiga, 2015; Castorani & Figueiredo, 2018).
Foram dispensados em cada pogo, devidamente identificado, 50 ul dos respectivos oleos diluidos. Cada teste
foi realizado em triplicata e as placas foram incubadas em estufa, a 37° C durante 24 horas. Para o controle
negativo, foi inoculado em um pogo apenas a solugdo salina estéril com Tween 80, sem nenhum oleo
essencial.

Apds o periodo de incubagdo, o halo de inibi¢do de crescimento bacteriano foi medido em
milimetros, com um paquimetro, para avaliar a sensibilidade ou resisténcia da bactéria estudada ao 6leo
essencial ensaiado.

Em placas a parte, inoculadas da mesma forma, foi feito o controle positivo, com discos de
antibidtico com atividade comprovada contra o microrganismo avaliado (S. aureus: oxaciclina; E.coli:
norfloxacina; Salmonella: Ciprofloxacina; L. monocytogenes: gentamicina). A média dos halos de inibi¢do

contra os antibiodticos utilizados foi avaliada frente ao perfil de sensibilidade preconizado pela CLSI (2015).

Teste de diluigdo em caldo — microdilui¢ao

A microdiluicdo foi feita dispensando-se 0,1 ml de caldo Mueller-Hinton em bandejas de
microdiluigdo de plastico estéreis que possuem pogos de fundo redondo ou coénico (CLSI, 2012). O caldo
Mueller-Hinton foi preparado conforme recomendado pelo fabricante e, em seguida, autoclavado a 121°C
por 15 minutos. Utilizou-se o Caldo Mueller-Hinton nas microdiluigdes, em microplaca, para avaliagdo da

CIM e o Agar Mueller-Hinton nos cultivos para avaliagio da CBM.

Preparacao e padronizacdo do in6culo
Para a obtengdo do indculo na concentragdo de 1,5 x 10° bactérias/ml, cada cepa foi inoculada em 5
ml de solugdo salina estéril a 0,85%, partindo do indculo em caldo BHI, até alcangar uma turbidez

semelhante a solugdo padrao do tubo 0,5 da escala de McFarland (CLSI, 2012).
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O procedimento de diluigdo para obter o inoculo final foi calculado de modo que o volume final
aplicado aos pogos fosse de 20 pL, em um volume total de 200 ulL. A turvacdo ideal foi equivalente a
solugdo padrdo do tubo 0,5 da escala de McFarland.

Com o inéculo padronizado, este foi diluido até concentragdo de 3 x 10° UFC/ml. Para isso, foi
retirada uma aliquota de 1 ml do in6culo padronizado e adicionou-se em 9 ml de solucdo salina estéril a
0,85%, obtendo uma concentracdo final de inéculo de 1,5 x 10’ UFC/ml de suspensdo. A partir desta
suspensdo, retirou-se uma aliquota de 2 ml e adicionou-se em 10 ml de caldo Mueller-Hinton, obtendo uma
concentragdo de 2,5 x 10° UFC/ml. E, ao adicionar 20 uL dessa suspensdo ja contendo 180 ul do 6leo
essencial diluido e o caldo Mueller-Hinton, obteve-se uma concentracio final de 2,5 x 10° UFC/ml.

Para a realizagdo do teste de microdiluigdo, foi preparada uma solugdo mae de cada 6leo essencial,
cuja concentragao baseou-se nos resultados obtidos na técnica de difusdo em agar. O preparo desta solucdo
foi realizado em caldo Mueller Hinton e Tween 80 a 1%. Sendo que em cada pogo havia uma concentragdo
que variava em intervalos de 0,1%, a partir da menor concentragdo em que se obteve resultado na difusdo em

agar, por exemplo: 3,0%; 2,9%; 2,8%; 2,7% e assim sucessivamente até 0,1%.

Controles de qualidade
Para o controle positivo, foi empregado um antibidtico em solugdo com atividade comprovada contra

o microrganismo avaliado - controle positivo 1, de acordo com a Tabela 1 abaixo.

Tabela 1.

Faixas de concentracdo dos antibioticos utilizadas para controle positivo dos microrganismos estudados.

Controles positivos

Microrganismo Antibidtico Faixa de concentracdo avaliada
S. aureus Amoxicilina 10 p/ml - 5x10° p/ml

E.coli Estreptomicina 10 p/ml - 5x10” p/ml
Salmonella Ciprofloxacina 2,5x10° pu/ml - 2x107 p/ml

L. monocytogenes Ciprofloxacina 2,5x10° p/ml - 2x107 w/ml

As placas foram incubadas a 37 °C, +/- 0,5 °C por 24 horas. A concentra¢do inibitéria minima foi
considerada a menor concentragdo de dleo essencial na qual ndo foi visualizado crescimento microbiano.
Esta visualizagdo foi realizada com auxilio da resazurina, um revelador de viabilidade celular para células
bacterianas. Adicionou-se 20ul. deste revelador apos 22 horas de incubagdo e, em seguida, a microplaca
permaneceu incubada por mais 2 horas para completar 24 horas de incubagdo a 37° C. A resazurina ¢ um
corante azul, fracamente fluorescente que, na presenca de células viaveis, apresenta coloragao rdsea, por se
reduzir formando resorufina, que apresenta esta coloracdo. Nao havendo crescimento bacteriano, o revelador

permanece azul, o que indica inibigdo do microrganismo pelo OE estudado (Martins, 2008).
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Concentrac¢ao bactericida minima

Aos pocos que permaneceram na coloragdo azul, ou seja, em que ndo houve crescimento microbiano,
foram inoculados 20 pL em placas estéreis, contendo agar Mueller-Hinton e incubadas a 37° C, por 24 horas.
O crescimento em placa indica que, na concentra¢ao avaliada, houve a inibi¢do do crescimento; contudo, o
OE estudado ndo foi capaz de matar o microrganismo. O nao crescimento em placa caracteriza a

Concentragdo Bactericida Minima (CBM).

Resultados e Discussao

Atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar — técnica do poco

Controles

Para controle negativo, foi empregada a solugdo salina 0,85% com Tween 80, para a qual ndo houve
formagdo de halos de inibicdo em nenhuma das placas.

Todos os microrganismos avaliados no controle positivo, com discos de antibidtico com atividade
comprovada contra o microrganismo avaliado, demonstraram-se sensiveis ao antimicrobiano usado, com
halos de inibigdo superiores ao minimo indicado para sensibilidade ao composto, conforme Tabela 2. Com

isso, as cepas usadas no estudo se evidenciaram como adequadas para utilizacdo nos testes realizados.

Tabela 2.
Perfil de sensibilidade dos patogenos alimentares estudados em relagdo aos antibidticos empregados no

controle positivo e padrdo da CLSI (valores em mm).

Controles
Microrganismo Antibidtico Fornecedor Meédia halos CLSI
S. aureus Oxaciclina Sensifar 30 13
E.coli Norfloxacina Sensibiodisc 19 >17
Salmonella Ciprofloxacina Sensifar 29 >21
L. monocytogenes Gentamicina Laborclin 23,5 15

Efeito dos 6leos essenciais sobre 0s patdgenos alimentares estudados
As médias dos halos de inibi¢do, medidos em milimetros, foram anotadas e calculados os respectivos

desvios padrio. A tabela a seguir apresentada mostra os resultados encontrados.



Tabela 3.

Meédia dos halos de inibigdo dos dleos essenciais (em milimetros) frente a patdgenos alimentares e desvio

padréo.
S. aureus E.coli Salmonella L. moncytogenes
OE: Orégano
Concentragao Diametro e DP  Diametro e DP Diadmetro e DP Diametro e DP
0,5 0 17£3,5
1 13+£0 9+0,7 1+1 20+£0,7
1,5 20 £6,3 10£0,6 10£0,6 16 +64
2 21+t4 12+49 11£1,5 200
2,5 22+42 13+23 12+1,7 16 £3,6
3 23+£6,6 14 £3,5 11,7+ 1,5 16,7 +6,1
3,5 11+£79 17,7 £3,2 12+1,5 15,7+1,2
4 31 +£8,9 19 £3,1 13+£0,6 11+13,9
OE: Manjerona
Concentragdo Diametro e DP Didmetro e DP Diametro e DP  Didmetro ¢ DP
0,5 NA NA NA 14+£0
1 NA NA NA 11+0
1,5 NA 10 £0 NA 12 £0
2 NA 9 +1 NA 15 £0
2,5 NA 14 £32 9,7 £1,2 15 £0
3 NA 11 +£1 9+0,6 13 £4,2
3,5 NA 16 £2,5 11 £0,6 13 +1,4
4 NA 16 £32 11,7 £1,5 20 £42
OE: Tomilho
Concentragao Didmetro e DP  Diametroe DP  Diametro ¢ DP Diametro ¢ DP
0,5 NA NA 10 £0,6 NA
1 NA NA 0,00 NA
1,5 NA 18+9,9 10+ 0,6 NA
2 NA 20,5+ 13,44 10 £0 NA
2,5 NA 9+2.8 10 £0 15+ 1,4
3 NA 9,5+2,1 10£0,6 13+£2.8
3,5 NA 12+0 10+ 0,6 13+£2,8
4 14 12,5+3,5 12+0,6 13+0
OE: Alecrim
Concentragao Diametro e DP  Diametro e DP  Diametro e DP Diametro e DP
0,5 NA NA NA NA
1 NA NA NA NA
1,5 NA NA NA NA
) NA NA NA NA
2,5 NA NA NA NA
3 NA NA NA NA
3,5 NA NA NA NA
4 NA NA NA NA

NA= nio ativo/ndo formou halo.
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Tabela 3. (continuacio)

Meédia dos halos de inibicdo dos 6leos essenciais (em milimetros) frente a patdgenos alimentares e desvio

padrdo.
S. aureus E.coli Salmonella L. monocytogenes
OE: Gengibre
Concentragio (%) Diametro e DP Diametro e DP Diametro e DP Diametro e DP
0,5 NA NA NA NA
1 - - - -
1,5 . - - -
) - - - -
2,5 . - - -
3 - - . 9+7,)5
3,5 . - - 12+7,37
4 - 5 . 14+321
OE: Manjericao
Concentracgdo (%) Diadmetro e DP Didmetro ¢ DP Diametro ¢ DP Diametro ¢ DP
0,5 NA NA NA NA
1 - 9+ 14 - -
1,5 - 13,5+9,2 . -
2 - 13 +07 - -
2,5 - 12+£1,0 13+£49 -
3 - 12+1,0 13+1,4 -
3,5 13+2,1 15+42 16 £0,5 -
4 14 £4,2 16 £1,5 16 £0,7 -
OE: Pimenta preta
Concentracdo (%) Didmetro e DP Diametro e DP M¢édia Diametro e DP
0,5 NA NA NA NA
1 - - - -
1,5 - - - -
b - - - -
2,5 - - - -
3 - - - -
3,5 - - - -
4 - - - -

NA= nao ativo/nao formou halo.

Como pode ser visto na Tabela 3, os 6leos essenciais de alecrim e pimenta-preta ndo foram efetivos
contra nenhum dos microrganismos testados. O o6leo essencial de gengibre foi efetivo apenas contra L.
monocytogenes, e somente nas trés concentragcdes mais altas.

A tabela mostra que o OE de orégano inibiu o S. aureus nas concentrac¢des de 1,0% a 4,0%. O 6leo
essencial de manjerona ndo se mostrou ativo contra S. aureus em nenhuma concentragdo. O 6leo essencial de
tomilho ndo foi ativo com S. aureus, a exce¢ao de uma amostra na concentracio de 4%.

E. coli foi inibida pelo OE de orégano na faixa de concentragdo de 1,0% a 4,0%, enquanto os 6leos
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essenciais de tomilho ¢ manjerona foram ativos a partir das concentra¢des de 1,5%. Porém, a média dos
diametros dos halos de inibicdo foram maiores na manjerona em relagdo ao tomilho na maioria das
concentragdes. O orégano teve os didmetros superiores aos dois.

As placas contendo S. typhimurium mostraram halos de inibigdo frente ao dleo essencial de orégano
em torno majoritariamente das concentragdes de 1,0% a 4,0%, este 6leo formando os halos de inibi¢do com
maior didmetro em todas as concentragdes. O 6leo essencial de manjerona foi ativo contra Salmonella a
partir da concentragdo de 2,5%. O 6leo de tomilho mostrou um perfil de atividade similar em todas as
concentracdes, com todos os halos de inibi¢do em diametros similares, apesar de ndo ter registrado atividade
na concentragdo de 1%. Isso pode se dever a irregularidades na diluigdo do 6leo. O 6leo de manjericdo
também foi ativo a partir da concentracdo de 2,5%.

O ¢leo essencial de manjericdo ndo foi ativo contra Listeria.

L. monocytogenes foi inibida pelo OE de orégano em todas as concentragcdes. O OE de manjerona
também atuou contra Listeria em todas as concentra¢des, porém com halos menores, a exce¢do da amostra
de 4,0%.

O OE de tomilho formou halo de inibigdo contra Listeria a partir da concentragdo de 2,5%, com
média de halos similares a manjerona, a excecdo da amostra de 4,0%.

Indui et al. (2006) avaliaram a atividade antibacteriana do extrato de Piper nigrum e, neste estudo,
este também nao mostrou qualquer atividade antibacteriana contra os organismos testados: Escherichia coli,
Salmonella, Listeria monocytogenes e Aeromonas hydrophila.

Machado et al. (2012) testaram duas espécies de manjericdo por difusdo em agar e microdiluicdo em
caldo, em amostras de bactérias ligadas a deteriora¢do e seguranga microbioldgica de alimentos, concluindo
que S. aureus foi a espécie microbiana mais sensivel, apresentando os maiores halos de inibi¢do e os
menores valores da CIM, corroborando esse resultado da pesquisa, apesar de a inibi¢ao ter ocorrido apenas
na concentra¢do mais alta.

Ernandes et al. (2007) fizeram um experimento com diversos 0leos essenciais contra bactérias
isoladas do meio ambiente. O 6leo essencial de orégano revelou a melhor agdo sobre os microrganismos
testados, assim como nesse experimento.

Ao contrario do observado neste trabalho, Indui et al. (2006) observaram atividade antibacteriana de
extratos de gengibre contra dois sorogrupos de E. coli.

Martins et al. (2010) avaliaram a atividade antibacteriana do 6leo essencial do manjericdo (Ocimum
basilicum Linn.) frente a Escherichia coli enteropatogénica isolada de alfaces, pelo Método de Difusdo em
Disco (MDD). O OE do manjericdo apresentou efeito inibitorio contra os sorogrupos de E. coli EPEC
testados, com médias de halos de inibi¢do variando entre 11,2 mm e 11,6 mm ¢ de 11,0 mm a 12,0 mm,
similares aos obtidos nos testes efetuados.

Santurio et al. (2007) avaliaram a atividade antimicrobiana do dleo essencial de orégano frente a

amostras, entre 20 sorovares, de Salmonella enterica isoladas de carcaca de aves. A Concentracdo Inibitdria
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Minima (CIM) e a Concentragdo Bactericida Minima (CBM) foram determinadas para cada um isolado,
utilizando-se a técnica de microdiluicdo em caldo. Nesse estudo, o dleo essencial de orégano mostrou forte
atividade antibacteriana. O mesmo estudo com microdiluicdo em caldo indicou que o 6leo essencial de
tomilho tem moderada atividade sobre os isolados estudados. Nenhuma amostra em particular pdde ser
classificada como totalmente sensivel ou resistente aos 6leos. Todavia, a comparagdo dos resultados nao ¢
tao exata, ja que o estudo foi feito em microdilui¢do em caldo, em que os resultados sdo mostrados em faixas
por pg/ml, enquanto a técnica de difusdo em agar fornece resultados referentes ao diametro de inibigdo em
milimetros.

Majolo et al. (2014) avaliaram o 6leo essencial de gengibre frente a 14 salmonelas entéricas isoladas
de frango resfriado. Ao contrario do observado neste experimento, este 6leo se mostrou eficiente tanto em
termos de acdo bacteriostatica quanto bactericida. Apesar disso, em duas das amostras testadas por esses
autores houve resisténcia ao OE.

Machado et al. (2012) testaram a atividade antimicrobiana de duas espécies de manjericdo em
Salmonella choleraesuis, por difusdo em agar e microdilui¢do em caldo. As amostras mostraram atividade
contra esse patogeno. Também foram testadas duas espécies de manjericdo em amostras Listeria
monocytogenes e L. innocua. Ao contrario do observado nesse estudo, ambas as espécies de Ocimum
apresentaram atividade contra as cepas microbianas testadas. Os métodos utilizados foram difusdo em agar e
microdiluicdo em caldo, para determinar a atividade antimicrobiana e a Concentragdo Inibitoria Minima
(CIM) de cada 6leo para cada espécie microbiana (Machado et al., 2012).

Como observado em estudos anteriores (Castorani & Figueiredo, 2018), os halos de inibigdo
formados nem sempre foram proporcionais ao aumento da concentragdo do 6leo. Uma hipdtese para isso
seria a volatilizagdo do 6leo no pogo, reduzindo sua concentragdo. Outra possibilidade seria a interferéncia
do agar na difusao do 6leo essencial diluido na placa de Petri (Castorani & Figueiredo, 2018). Embora o agar
Muller-Hinton seja geralmente confiavel para testes de susceptibilidade, os resultados obtidos com alguns

lotes ocasionalmente podem variar significativamente (CLSI, 2012).

Microdiluicao

Na técnica de difus@o em agar, a partir dos halos de inibi¢ao obtidos, foi possivel determinar a menor
concentracdo em que o 6leo inibiu cada microrganismo. Nos resultados obtidos observou-se que todos os
6leos essenciais analisados, quais sejam: orégano, manjericao, tomilho, manjerona, pimenta-preta e gengibre,
com excecao do OE de alecrim, tiveram alguma atividade antimicrobiana nas concentragdes estudadas.

Assim, a partir da menor concentragdo efetiva no teste de difusdo em agar, foi realizada a
microdiluigdo. Com o resultado do teste de microdiluicdo foi possivel determinar, para cada microrganismo,
a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), ou seja, a menor concentragdo de 6leo essencial na qual ndo foi

visualizado crescimento microbiano, ¢ a Concentragdo Bactericida Minima (CBM), isto é, a menor

concentracdo em que ha morte de todas as bactérias, visualizado por ndo crescimento em placa.
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Concentragdo Inibitéria Minima e Concentracdo Bactericida Minima dos 6leos essenciais estudados e

controle positivo frente aos patogenos alimentares.

S. aureus E.coli

Oleo essencial CIM CMB CIM CMB
Orégano 1,3-1,4% 1,5% 1,0-1,1% 1,0-1,1%
Manjerona 0,9-1,0% >3,0% 0,2-0,3% 0,4-0,5%
Tomilho ND ND 2,8-2,9% 3,0%
Alecrim ND ND ND ND
Gengibre ND ND ND ND
Manjericio 1,5-1,6% >2.5% 0,6-0,7% 1,6-1,7%
Pimenta-preta ND ND ND ND
Controles
Amoxicilina 0,32 -1,6 p/ml ND ND ND
Estreptomicina ND ND 10 - 05 pw/ml ND
Ciprofloxacina ND ND ND ND

Salmonella L. monocytogenes
Oleo essencial CIM CMB CIM CMB
Orégano 0,9-1% 0,9% 2,5-2,6% 2,7%
Manjerona ND ND 1,6-1,7% >4.0%
Tomilho 0,7-0,8% 0,7% 2,5-2,6% 2,5%
Alecrim ND ND ND ND
Gengibre ND ND NA NA
Manjericao 1,0-1,1% >4.0% ND ND
Pimenta-Preta ND ND ND ND
Controles
Amoxicilina ND ND ND ND
Estreptomicina ND ND ND ND
Ciprofloxacina <2x 103 p/ml ND 0,078 -0,04u/ml ND

NA=nio ativo ND=ndo definido.

Em relagdo a S. aureus, os oOleos essenciais de orégano, manjerona € manjericdo apresentaram

atividade. Orégano teve a CIM nas concentragdes entre 1,3-1,4% e¢ CBM de 1,5%, enquanto o OE de

manjericdo apresentou CIM a 1,6% e CBM nas concentragdes maiores que 2,5%. O OE de manjerona

apresentou CIM a 1,0% e CBM maior que 3,0%.

Para E. coli, o de orégano mostrou CIM de 1,0-1,1% ¢ CMD na concentragdo de 1,0%, o tomilho

mostrou CIM de 2,8-2,9% ¢ CMD na média da concentragdo de 3%. O OE de manjericdo apresentou uma

CIM de 0,7% e CBM de 1,7% e, em relagdo ao OE de manjerona, a CIM apresentou-se em 0,3% ¢ CBM de

0,5%.

Salmonella sp. foi inibida somente pelos OE de orégano (CIM 0,9-1% ¢ CBM 0,9%), tomilho (CIM
0,7-0,8% e CBM 0,7%) e manjericao, com CIM na concentracdo de 1,1% ¢ CBM maior que 4,0%.
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Por ultimo, L. monocytogenes foi inibida somente pelos OE de orégano, tomilho ¢ manjerona, com
CIM 2,5-2,6% e CBM de 2,7% para o orégano, CIM de 2,5-2,6% ¢ CBM de 2,5% para o tomilho ¢ CIM de
1,7% e CBM maior que 4,0 % para manjerona.

Em estudo realizado por Santurio et al. (2011), por meio do método de difusdo em agar e
microdilui¢cdo, os OEs de gengibre ¢ alecrim ndo evidenciaram atividade antibacteriana frente a duas cepas
de E. coli; contudo, o0 OE de manjerona também ndo obteve atividade, ao contrario do resultado encontrado
no presente trabalho.

Segundo Silva et al. (2015), o OE de alecrim nao apresentou atividade antimicrobiana para S. aureus
e E. coli, em seu estudo. Assim como a avaliacdo de Seydim & Sarikus (2006), que estudaram a atividade
antimicrobiana do OE de alecrim frente aos patogenos: S. aureus, E. coli e L. monocytogenes — estudo que
indicou que o OE ndo obteve nenhuma atividade antimicrobiana sobre estes microrganismos. Aquino et al.
(2010) avaliaram a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de erva-cidreira e manjericdo frente a
bactérias de carnes bovinas e obtiveram resultados que indicaram que o 6leo essencial de manjericdo tem
apresentado forte atividade antimicrobiana frente a Salmonella sp, S. aureus e E. coli, assim como no
presente estudo. E outros estudos indicam sua atividade antibacteriana contra L. monocytogenes (Gutierrez;
Barry-Ryan; Bourke, 2008; Carovic-Stanko et al., 2010), por meio da utilizacdo das duas metodologias
apresentadas ou por uma delas. Com isso, o 6leo essencial de manjericdo mostra um elevado potencial para o
uso como agente antimicrobiano natural para emprego em alimentos.

Trajano et al. (2009) estudaram a propriedade antibacteriana de 6leos essenciais de especiarias sobre
bactérias contaminantes de alimentos, como Bacillus cereus, Bacillus subtilis, E. coli, Klebsiella
pneumoniae, L. monocytogenes, P.aeruginosa, Staphylococcus aureus, S. enterica, Serratia mercencens
eYersinia enterocolitica e mostraram que os 6leos de R. officinalis, O. basilicum e Z.officinalis apresentaram
um baixo espectro de a¢ao, sendo efetivos apenas contra poucas das bactérias estudadas. Em relagdo ao 6leo
essencial de gengibre, a atividade foi observada somente contra S. aureus, o 6leo essencial de alecrim ndo
teve efetividade e o 6leo essencial de manjericdo foi efetivo contra E.coli. O OE de manjerona apresentou-se
inibitério contra L. monocytogenes e S. aureus. O 6leo de P. nigrum, por sua vez, ndo apresentou nenhuma
acao bacteriostatica sobre as cepas testadas. Da mesma forma como no presente trabalho, o 6leo essencial de
gengibre apresentou inibicdo para somente um microrganismo pelo método de difusdo em agar, e o 6leo
essencial de alecrim ndo apresentou atividade antibacteriana.

Entretanto, o o6leo essencial de manjericdo apresentou maior atividade em relagdo aos OEs de
gengibre e alecrim. Por meio dos resultados obtidos pelo método de microdilui¢do, observou-se elevada
atividade antimicrobiana dos o6leos essenciais de manjerona e manjericdo sobre quatro patdgenos

alimentares: E. coli, S. aureus, Salmonella sp e L. monocytogenes.

Conclusio

Demonstrou-se, com este estudo, a efetividade de 6leos essenciais das especiarias contra patdgenos
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alimentares.

Pelo método de difusdo em agar, o 6leo essencial de orégano mostrou-se efetivo contra todos os
microrganismos estudados. Os oleos essenciais de manjerona, manjericdo e tomilho também apresentaram
bom desempenho, apesar de ndo terem inibido todos os microrganismos. O 6leo essencial de gengibre
apresentou fraca atividade, atuando apenas contra L. monocytogenes nas concentragdes mais altas, enquanto
os 6leos de alecrim e de pimenta-preta ndo mostraram inibicdo em nenhuma amostra de patégeno alimentar.

Pelo teste de microdiluicdo, os 6leos essenciais de manjerona, manjericdo, orégano e tomilho
apresentaram elevada atividade antimicrobiana, especialmente os OE de orégano e manjerona. Entretanto, os
o6leos essenciais de alecrim, gengibre e pimenta-preta ndo obtiveram resultado tao satisfatorio.

Os resultados obtidos demostram que alguns 6leos essenciais poderiam ser empregados na industria
de alimentos, como uma alternativa natural para o controle microbioldogico em substituicdo a aditivos
quimicos artificiais.

Sdo necessarios mais estudos, aliando a capacidade antimicrobiana e conservante as analises
sensoriais, suas interferéncias na aceitagdo do produto e possibilidade de toxicidade. Além desses, € preciso
avaliar o sinergismo ou antagonismo dos 6leos com a matriz alimentar, bem como do custo-beneficio do seu
uso e, assim, verificar o potencial do emprego industrial dos 6leos essenciais de especiarias em produtos

alimenticios.
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