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Silveira, S. M. Avaliacéo da atividade antimicrobiana e antioxidante
de extratos vegetais e 6leos essenciais e aplicacdo do 6leo essencial
de louro (L. nobilis) como agente conservador natural em embutido
carneo frescal. 2011. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) —
Programa de Pdés-graduacdo em Ciéncia dos Alimentos, Universidade
Federal de Santa Catarina, Floriandpolis.

RESUMO

Santa Catarina esta entre os principais estados produtores de alimentos.
A regido Oeste do estado caracteriza-se por sua forte indistria
agroalimentar, alicercada historicamente em unidades familiares de
producdo. Estdo instaladas no estado as maiores agroinddstrias do pais,
além de centenas de micro e pequenas inddstrias alimenticias. A
conservagdo dos alimentos, bem como a garantia de sua inocuidade e
seguranca continua sendo um tema de importancia na producdo de
alimentos, verificando-se atualmente uma tendéncia de incluséo de
aditivos naturais capazes de preserva-los das alteracdes quimicas e
microbioldgicas indesejaveis. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante de extratos vegetais e
determinar a composicdo e a atividade antimicrobiana de Oleos
essenciais obtidos de plantas cultivadas na regido Oeste de Santa
Catarina, a fim de selecionar espécies promissoras para aplicacdo em
alimentos, visando a extensdo da vida de prateleira e a garantia da
seguranca e qualidade microbioldgica. O teor de compostos fendlicos e
flavondides totais, a capacidade de sequestro dos radicais DPPH e
ABTS e a capacidade de complexacéo com o Fe®* foram determinados
para extratos hidroalco6licos provenientes de 12 espécies vegetais. A
atividade antimicrobiana desses extratos e também de 6leos essenciais
provenientes de outras 10 espécies vegetais foi detectada pelo método de
difusdio em disco e a concentragdo minima inibitéria (CMI) e
concentracdo minima bactericida (CMB) dos produtos mais ativos
foram determinadas pelo método de microdiluicdo. A composicao
majoritaria dos Oleos essenciais foi determinada por cromatografia
gasosa e cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massas
(CG-DIC e CG-EM). A partir dos ensaios realizados in vitro e
considerando a compatibilidade sensorial, aplicou-se o dleo essencial de
louro (Laurus nobilis L.) em linguica frescal Toscana, nas concentragdes
de 0,05 e 0,1% sobre a massa carnea. O embutido foi periodicamente



avaliado quanto a rancificacdo, pelo método do &cido tiobarbitdrico
(TBARS), quanto ao pH e quanto a contaminacdo microbioldgica,
através da contagem total de micro-organismos meséfilos e
psicrotréficos, contagem de coliformes totais e termotolerantes,
Staphylococcus aureus e bactérias laticas. As linguicas adicionadas do
6leo essencial ndo apresentaram diferenca significante nos valores de
TBARS, comparativamente ao controle. O pH foi significantemente
(p<0,05) inferior durante o periodo de armazenamento, coerentemente a
menor contamina¢do microbiana destas amostras em relacdo ao
controle. As linguicas com adicdo de Oleo essencial apresentaram
menores contagens de micro-organismos aerobios mesdfilos, micro-
organismos psicrotroficos, bactérias laticas e coliformes totais.
Nenhuma das amostras apresentou contaminacdo por coliformes
termotolerantes e S. aureus nos dias 0 e 14 de estocagem. A adicdo do
6leo essencial de louro a linguiga frescal Toscana pode ser considerada
promissora, uma vez que houve uma reducdo consideravel na
contaminagdo por coliformes totais, chegando a 2,8 ciclos logaritmicos
(0,1% de 6leo essencial adicionado), além de um aumento de dois dias
na vida atil do produto, verificado através da contagem total de micro-
organismos psicrotroficos. Estes efeitos foram observados utilizando-se
concentracbes de Oleo essencial inferiores & média das CMI
determinadas in vitro. O produto foi considerado aceitvel sob o ponto
vista sensorial, em ambas as concentragdes testadas.

Palavras- chave: Oleos essenciais. Laurus nobilis. extratos vegetais.
atividade antimicrobiana. atividade antioxidante. embutido frescal.
linguica Toscana.



Silveira, S. M. Evaluation of the antimicrobial and antioxidant
activities of plant extracts and essential oils and the application of
laurel (L. nobilis) essential oil as a natural preservation agent in
fresh meat sausage. 2012. Thesis (Doctorate in Food Science) — Post-
Graduation Program in Food Science, Universidade Federal de Santa
Catarina, Florianépolis, Brazil.

ABSTRACT

Santa Catarina is one of the main food-producing states in Brazil. The
western region of that state has a strong agri-food industry, historically
supplied by family-owned small farms. Plants of the largest Brazilian
food companies, in addition to hundreds of small food companies, are
located in that state. Food preservation, as well as food safety assurance,
are important aspects of food production and the current trend is to
apply natural additives that are capable of preserving foods from
undesirable chemical and microbiological changes. The objective of the
present study was to evaluate the antimicrobial and antioxidant activities
of hydro-alcoholic plant extracts and to determine the chemical
composition and the antimicrobial activity of essential oils extracted
from plants cultivated in the Western region of Santa Catarina, aiming at
selecting species that could be applied to food products to increase their
shelf life and to improve their microbiological quality. Total phenolic
and flavonoid contents, DPPH and ABTS quenching capacity, and Fe*
chelation capacity were determined in hydro-alcoholic extracts from 12
plant species. The antimicrobial activity of these extracts and of the
essential oils of other 10 plant species was determined by agar disc
diffusion method, and the minimal inhibitory concentration (CMI) and
minimal bactericidal concentration (CMB) of the most active products
were determined by the microdilution method. The main composition of
essential oils was determined by gas chromatography and gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-FID and GC-MS).
Based on the results of the in-vitro assays and considering sensorial
compatibility, laurel (Laurus nobilis L.) essential oil was applied to
Tuscan fresh sausage at 0.05 e 0.1%. The sausage was regularly
evaluated for rancification, using the thiobarbituric acid method
(TBARS), for pH, and for microbiological contamination, by counting
total mesophilic and psychrotrophic microorganisms, total coliforms and
thermo-tolerant coliforms, Staphylococcus aureus and lactic acid



bacteria. The sausages containing laurel essential oil presented similar
TBARS values as those of the control sausage. However, their pH was
significantly lower (p<0.05) during the storage period, which is
consistent with their lower microbial contamination compared with the
control sausage. Sausages with laurel essential oil presented lower
counts of mesophilic aerobes, psychrotrophs, lactic acid producing
bacteria and total coliforms. No contamination with thermo-tolerant
coliforms or S. aureus was detected on days 0 and 14 of storage in any
of the sausage samples. The addition of laurel essential oil to Tuscan
fresh sausage significantly reduced total coliform contamination in up to
2.8 log and increased in two days product shelf life, as determined by
the total count of psychrotrophic microorganisms. These effects were
observed using lower essential oil concentrations than those previously
used in in-vitro tests. The product was considered acceptable from the
sensorial standpoint at both concentrations tested. The overall results
indicate a promising application of laurel essential oil in fresh sausages.

Key words: essential oils; Laurus nobilis; plant extracts; antimicrobial
activity; antioxidant activity; fresh sausage; Tuscan sausage.
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INTRODUCAO

Santa Catarina esta entre 0s principais estados produtores de
alimentos. A regido Oeste do estado caracteriza-se por sua forte
indGstria agroalimentar, alicercada historicamente em unidades
familiares de producdo, tendo construido em algumas décadas o maior
centro agroindustrial de aves e suinos do pais.

A indUstria de alimentos tem dentre seus principais desafios a
minimizacdo das alteracBes quimicas, a inibicdo da deterioracdo
microbiana e o controle da contaminagéo por patdgenos (PRANDL et
al., 1994; DEVLIEGHERE et al., 2004).

Apesar do desenvolvimento de diversos métodos para a
conservagdo dos alimentos, as doencas de origem alimentar constituem,
ainda nos dias de hoje, um sério problema no mundo todo, tanto em
paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento. De acordo
com o Ministério da Sadde (SVS/MS, 2008), no periodo de 1999 a
2008, foram notificados 6.062 surtos de doengas transmitidas por
alimentos no Brasil, envolvendo 117.330 pessoas doentes. Em 84% dos
casos notificados, as bactérias constituiram o agente etiolégico, sendo
gue os alimentos mais frequentemente envolvidos (cerca de 60% dos
casos) foram os de origem animal. Varios fatores contribuem para a
crescente importancia dada a estas enfermidades, como uma maior
variedade de alimentos, incluindo aqueles prontos para 0 consumo, a
producdo em massa e a distribuicdo internacional dos alimentos. A
prevaléncia de patdgenos antibidtico-resistentes também deve ser
considerada (ALTEKRUSE; COHEN; SWERDLOW, 1997,
HANAMANTHAGOUDA et al., 2010).

Por outro lado, a oxidacédo lipidica é uma das principais causas de
deterioragdo da qualidade dos alimentos, levando ao aparecimento de
odores e sabores desagradaveis, além de reduzir a qualidade nutricional
e dar origem a produtos de oxidacdo potencialmente toxicos (NAWAR,
2000; ARAUJO, 2001; OWUSU-APENTEN, 2005).

Devido a questdes de toxicidade apresentada por certos aditivos
sintéticos e a preferéncia dos consumidores por alimentos mais naturais
e saudaveis, verifica-se atualmente um interesse crescente na busca por
aditivos naturais capazes de preservar os alimentos das alteragdes
indesejaveis (PAPAS, 1993; JAYAPRAKASHA et al., 2004,
GACHKAR et al., 2007; OKE et al. 2009; EBRAHIMABADI et al.,
2010).
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Sabe-se que condimentos a base de ervas e especiarias S0
ingredientes geralmente utilizados para realcar o sabor e o odor dos
alimentos. Entretanto, além de conferir caracteristicas sensoriais, muitos
condimentos  apresentam  também  propriedades  nutricionais,
antioxidantes e antimicrobianas, entre outras (SHYLAJA; PETER,
2004). Muitas espécies vegetais de uso medicinal consagrado também
podem constituir-se em fontes importantes de compostos com tais
atividades (MILITELLO et al., 2011). Os beneficios de sua aplicacéo
podem ir desde o favorecimento da conservacdo dos alimentos até a
inclusdo de fatores nutricionais suplementares e propriedades benéficas
a salude (SACCHETTI et al.,, 2005). Suas vantagens mercadoldgicas
também sdo evidentes, em funcdo da forte demanda atual por produtos
naturais, ndo toxicos e ambientalmente seguros (OKE et al., 2009;
RAHMAN; KANG, 2009; VIUDA-MARTOS et al., 2010).

Neste contexto, as pesquisas direcionadas ao desenvolvimento
destes produtos alternativos podem contribuir para a inddstria de
alimentos, permitindo a comercializacdo de produtos diferenciados e
com maior vida de prateleira.

OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante de extratos
vegetais e determinar a composicéo e atividade antimicrobiana de 6leos
essenciais selecionados para aplicagdo em embutido cérneo frescal,
visando a extensdo da vida de prateleira e a garantia da seguranca e
qualidade microbioldgica do produto.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter, por destilacdo a vapor, 6leos essenciais a partir de 10
espécies vegetais cultivadas na regido Oeste catarinense;

- Obter, via maceracdo em solucdo hidroalcodlica, extratos
provenientes de 12 espécies vegetais de ocorréncia no estado de
Santa Catarina;

- Detectar atividade antimicrobiana in vitro dos extratos vegetais
e Oleos essenciais obtidos frente a 12 espécies de micro-
organismos de importancia em alimentos;
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Determinar a concentragdo minima inibitéria (CMI) e a
concentragcdo minima bactericida (CMB) dos 6leos essenciais e
extratos vegetais que se mostrarem mais ativos frente a seis
espécies de micro-organismos de importancia em alimentos;

Determinar o teor de compostos fendlicos totais e de
flavondides totais dos extratos hidroalcoodlicos;

Determinar a atividade antioxidante in vitro dos extratos
hidroalcodlicos obtidos, através de trés metodologias distintas;

Realizar a identificacdo e a quantificacdo dos compostos
majoritarios presentes nos 6leos essenciais;

Aplicar um produto vegetal selecionado a partir dos resultados
obtidos nos ensaios in vitro em linguica frescal Toscana;

Monitorar a evolucdo da contaminagdo microbiana, do pH e da
rancificacdo da linguica frescal Toscana durante o
armazenamento a 7 °C;

Avaliar a aceitabilidade sob o ponto de vista sensorial da
linguica Toscana adicionada do produto natural.






CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 COMPOSTOS BIOATIVOS DE ORIGEM VEGETAL

A vida vegetal tem sido, ao longo das eras de evolu¢do, alimento
e remédio para todo o tipo de espécies animais, das mais primitivas as
mais especializadas. A busca e o0 uso de plantas com propriedades
terapéuticas é uma pratica multimilenar, atestada em varios tratados de
fitoterapia das grandes civilizagbes h& muito desaparecidas
(HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991; SILVA JUNIOR, 2003). Ha
evidéncias arqueoldgicas de que ja os primeiros hominideos, ha 60.000
anos, faziam uso de ervas como o malvaisco (Althaea officinalis). Os
primeiros textos esculpidos conhecidos, hierdglifos egipcios de 6.000
anos, fazem referéncia a utilizagdo de plantas com fins medicinais. O
papiro de Ebers, datado de 2.400 a.C., é considerado o primeiro
documento escrito acerca da fitoterapia, e faz referéncia a utilizagcdo de
alho pelos trabalhadores que construiram as pirdmides, a fim de
preservar-lhes a salide (BAKOS, 2001).

O uso das espécies vegetais remonta a0 momento em que 0
homem despertou para a consciéncia e iniciou um longo percurso de
manuseio, adaptacdo e modificacdo dos recursos naturais para seu
préprio beneficio. Esta pratica, atividade humana por exceléncia,
ultrapassou todas as barreiras e obstaculos durante o processo evolutivo
e chegou até os dias atuais, sendo amplamente utilizada por grande parte
da populacdo mundial como fonte de recurso terapéutico eficaz,
representando muitas vezes 0 Unico recurso terapéutico de muitas
comunidades e grupos étnicos (DI STASI, 1996). Existem varios
sistemas de medicina baseados na utilizacdo de plantas medicinais,
sendo os mais importantes dentro da medicina Chinesa e Indiana
(Ayurvedica) (PETER, 2004).

A origem da descoberta das propriedades medicinais de espécies
vegetais se encontra na observagdo constante e sisteméatica dos
fendbmenos e caracteristicas da natureza e na consequente
experimentacdo empirica desses recursos. A observacdo do
comportamento dos animais, domesticados ou ndo, foi um dos principais
procedimentos usados para a descoberta das propriedades medicinais
das espécies vegetais. Além disso, 0 homem deve ter avaliado por si
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mesmo Varias espécies, que de alguma forma sugeriram a potencialidade
de uso para amenizar seus problemas, seja como medicamento, seja
como alimento ou para a producdo de ferramentas e artesanatos (DI
STASI, 1996).

O interesse pela utilizacdo que outros povos fazem dos elementos
do seu ambiente natural também vem desde a antiguidade, buscando,
geralmente, preencher fins utilitaristas. A Etnobotanica pode ser
definida como “a disciplina que se ocupa do estudo do conhecimento e
das conceituacGes desenvolvidas por qualquer sociedade a respeito do
mundo vegetal; este estudo engloba tanto a maneira como um grupo
social classifica as plantas, como os usos que da a elas” (AMOROZO,
1996).

A Etnofarmacologia, ramo da Etnobotanica, trata de praticas
médicas, especialmente remédios, usados em sistemas tradicionais de
medicina (ELISABETSKY; SOUZA, 2007). Segundo estas autoras, a
definicdo mais aceita da Etnofarmacologia ¢ “a exploragdo cientifica
interdisciplinar dos agentes biologicamente ativos, tradicionalmente
empregados ou observados pelo homem” (HOLMSTEDT; BRUHN,
1983, apud ELISABETSKY; SOUZA, 2007).

A comparacdo de resultados obtidos com a coleta de plantas ao
acaso ou gquimiotaxonomicamente orientadas com aqueles obtidos com
base no uso popular tem demonstrado que o conhecimento tradicional é
indicativo de espécies que acumulam compostos bioativos
(ELISABETSKY; SOUZA, 2007; KAILEH et al., 2007).

O estudo de plantas a partir de indicagdes de uso por sociedades
autoctones, de tradicdo oral, pode fornecer informacbes Uteis para a
elaboracdo de estudos farmacoldgicos, fitoquimicos e agronémicos
sobre estas plantas, com grande economia de tempo e dinheiro. Ela
permite planejar a pesquisa a partir de um conhecimento empirico ja
existente, e muitas vezes consagrado pelo uso continuo, que devera
entdo ser testado em bases cientificas. Neste sentido, cabe salientar que
a maior parte das plantas com compostos bioativos, como também o
saber associado ao seu uso para fins medicinais, encontra-se nos paises
subdesenvolvidos - ou em desenvolvimento -, ou ainda em etnias
minoritarias dos paises desenvolvidos (AMOROZO, 1996). Questiona-
se assim, qual seria a contrapartida a ser oferecida a estas sociedades, €
salienta-se a importancia de os pesquisadores respeitarem e atribuirem o
devido valor ao conhecimento comum e popular, pois dele fazem uso
para a execugdo de suas pesquisas (DI STASI, 1996).
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1.2 METABOLITOS SECUNDARIOS

Os metabolitos secundarios, também denominados de produtos
secundarios ou produtos naturais, compreendem uma grande variedade
de compostos organicos que aparentemente ndo desempenham funcédo
direta no crescimento e desenvolvimento dos vegetais, em processos
como a fotossintese, a respiracdo, transporte de solutos, translocacdo,
sintese de proteinas, assimilacdo de nutrientes, diferenciacdo ou sintese
de carboidratos, proteinas e lipideos. Estes metabdlitos apresentam
distribuicdo restrita no reino vegetal, ou seja, metabdlitos secundarios
especificos sdo restritos a uma espécie vegetal ou a um grupo de
espécies relacionadas. Por ndo participarem de sua economia direta, as
guantidades de metabélitos secundarios nas plantas ndo sdo abundantes
e as concentracdes acima de 1% sdo excecdes, ndo regra (BRITO, 1996;
TAIZ; ZEIGER, 2004).

Durante muito tempo, a importancia adaptativa da maioria dos
metabdlitos secundarios vegetais era desconhecida, considerando-se tais
compostos como produtos finais do metabolismo sem funcdo aparente
ou mesmo como residuos. Apenas no século XIX e inicio do século XX
iniciaram-se estudos acerca dessas substancias. Atualmente, sabe-se que
muitos produtos do metabolismo secundario desempenham importantes
fungdes para a sobrevivéncia e propagacao das plantas que os produzem,
atuando como sinais quimicos que permitem a planta responder a
estimulos do ambiente, protegendo-a contra herbivoros, infeccdo por
micro-organismos patogénicos ou radiacdo solar, ou ainda contribuindo
para a dispersdo de pdlen e sementes (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2007).

Uma caracteristica dos vegetais em relacdo ao metabolismo
secundario é a elevada capacidade biossintética, tanto em relacdo ao
nimero de substancias produzidas quanto a diversidade estrutural em
uma mesma espécie. E embora sejam classificadas como fazendo parte
do metabolismo primario ou do secundario, as reacfes bioquimicas ndo
ocorrem independentemente em um mesmo organismo produtor.
Alteraces no primeiro podem afetar profundamente as reagdes do
segundo. Muitos metabdlitos secundarios sdo formados por sequéncias
de reacOes analogas as do metabolismo primario, o que faz com que a
linha diviséria entre os dois tipos de metabolismo néo seja perfeitamente
nitida (SANTOS, 2007).

Os metabolitos secundarios vegetais geralmente sdo classificados
em trés grupos quimicamente distintos: terpenos, compostos fendlicos e
compostos nitrogenados. A Figura 1 apresenta uma visdo simplificada
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das principais rotas de biossintese de metabo6litos secundarios e suas

inter-relacBes com o metabolismo primario

0,
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Figura 1. Visdo simplificada das principais rotas de biossintese de
metabdlitos secundarios e suas inter-relacdes com o metabolismo

primario. Fonte: Taiz e Zeiger (2004)

1.2.1 Compostos terpénicos

Terpenos

Os compostos terpénicos constituem o maior grupo de
metabdlitos secundérios conhecidos, tendo sido listados mais de 22.000
destes compostos sintetizados por plantas. As diversas substancias desta
classe sdo sintetizadas a partir da Acetil CoA ou de intermedidrios
glicoliticos, através da rota do &cido mevalénico ou da rota do
metileritritol fosfato. Alguns terpenos, como as giberelinas, os esterdis e
0s carotendides, tém funcdo bem caracterizada no crescimento e
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desenvolvimento vegetal, podendo ser considerados como metabdlitos
primarios, entretanto a grande maioria dos compostos terpénicos é
produto do metabolismo secundario, relacionando-se com a defesa
vegetal (HELDT, 1997; TAIZ; ZEIGER, 2004).

Os terpenos ocorrem em todas as plantas. Originam-se da
condensacdo de unidades pentacarbonadas, também chamadas de
unidades isoprénicas. O hidrocarboneto isopreno (CsHg), um gas
emitido em grandes quantidades pelas folhas de muitas espécies
vegetais, € 0 composto terpénico mais simples existente. Com excecéo
do préprio isopreno, os isoprendides apresentam-se como dimeros,
trimeros ou polimeros. Assim, 0s compostos terpénicos podem ser
classificados de acordo com o nimero de unidades de isopreno que
possuem. Os terpenos de 10 carbonos, que possuem duas unidades Cs,
sdo denominados monoterpenos; os terpenos com 15 carbonos, que tém
trés unidades Cs sdo o0s sesquiterpenos e os terpenos de 20 carbonos
(quatro unidades Cs), so os diterpenos. Os maiores terpenos incluem os
triterpenos (30 carbonos), tetraterpenos (40 carbonos) e politerpendides
(mais de 40 carbonos). Uma Uunica planta pode sintetizar muitos
compostos terpénicos diferentes, em diferentes érgaos, para uma grande
variedade de propoésitos e em épocas diferentes, ao longo do seu
desenvolvimento (SPONSEL, 1995; RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2007).

Outra forma de classificacdo dos compostos terpénicos refere-se a
ciclizacdo ou ndo da cadeia e ao nimero de anéis na molécula. Assim,
também podem ser classificados em aciclicos (cadeia aberta),
monociclicos (um anel), biciclicos, triciclicos, etc., podendo ser
oligbmeros de isopreno e também isdmeros saturados ou parcialmente
saturados, bem como derivados oxigenados, como alcodis, aldeidos,
cetonas, fendis, éteres e ésteres (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997).

Quanto a nomenclatura, os compostos terpénicos podem ser
denominados sistematicamente conforme as normas da International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), porém essas
denominacdes sdo longas e problematicas. Por esse motivo, costuma-se
utilizar nomes simples para denominar 0s compostos mais comuns
(ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997). A Figura 2 apresenta a formula
estrutural de alguns compostos terpénicos.

1.2.2 Compostos fenoélicos

Os compostos fenolicos sdo produtos do metabolismo secundario
gue incluem uma grande diversidade de estruturas, simples e complexas,
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gue possuem no minimo um anel aromético, com uma ou mais
hidroxilas como grupos funcionais. Constituem um grupo quimicamente
e funcionalmente heterogéneo, com aproximadamente 10.000
compostos conhecidos. Podem ser sintetizados por meio de duas rotas
bioquimicas: a rota do acido chiquimico e a rota do acido mal6nico. A
maioria dos compostos fendlicos secundarios em plantas é derivada da
fenilalanina (rota do acido chiquimico), através da eliminacdo de uma
molécula de aménia para formar o &cido cindmico. Em reagdes
subsequentes, sdo adicionados grupamentos hidroxila e outros
substituintes, dando origem a diversos compostos fendlicos simples, os
fenilpropandides. Estes sdo importantes unidades bésicas para a
formagdo de compostos fenodlicos mais complexos, como 0s
flavonoides, os taninos e a lignina (SALISBURY; ROSS, 1992; TAIZ;
ZEIGER, 2004).
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Figura 2. Fdérmula estrutural de alguns compostos terpénicos. Fonte:
adaptado de Burt (2004).
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Esses compostos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal
e nos micro-organismos, e também fazem parte do metabolismo animal.
Entretanto, os animais séo incapazes de sintetizar o anel aromatico, e 0s
compostos fenolicos produzidos em pequena quantidade pelos mesmos
utilizam o anel benzénico proveniente de substancias presentes na dieta
alimentar (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007).

Os compostos fendlicos estdo quase universalmente presentes nas
plantas e acumulam-se em todas as partes dos vegetais (raiz, caule,
folhas, flores e frutos). Representam a classe de metabdlitos secundérios
mais estudada, entretanto a funcdo de muitos compostos fendlicos é
ainda desconhecida. Dentre as funcdes desempenhadas por esses
compostos heterogéneos, pode-se citar suas agdes como pesticidas
naturais, antibiéticos, sinalizadores para o estabelecimento de relagdes
de simbiose com micro-organismos, atracdo de insetos polinizadores,
protecdo contra a radiacdo ultravioleta, além da funcéo estrutural que da
estabilidade a planta (HELDT, 1997).

Os compostos fendlicos sdo considerados antioxidantes primarios
presentes nas plantas, e considera-se que ha uma relagéo linear entre o
contetido de compostos fendlicos totais e as propriedades antioxidantes
de uma determinada espécie vegetal (SHYLAJA; PETER, 2004).

1.2.2.1 Flavonoides

Os flavonoides constituem a maior classe de compostos fenélicos
vegetais e sdo amplamente distribuidos nas plantas, tendo sido
identificados mais de 4000 diferentes tipos de flavondides naturais. O
esqueleto de carbono dos flavonoides contém 15 carbonos organizados
em dois anéis aromaticos, ligados por uma cadeia ciclizada de trés
carbonos. Contém varios grupamentos hidroxila ligados aos anéis,
designados A, B e C (Figura 3). VariagBes estruturais nos anéis
subdividem os flavonoides em quatro grupos: flavonols, flavonas,
flavanols (pré-antocianidinas) e isoflavonas. Os flavondides geralmente
ocorrem como glicosideos, e a glicosilacdo torna a molécula mais
soluvel em agua (permitindo seu armazenamento nos vacuolos) e menos
reativa frente aos radicais livres (RICE-EVANS; MILLER;
PAGANGA, 1997). No trato digestivo, a aglicona é liberada dos
glicosideos pela acdo hidrolitica da microbiota local (TERAOQ, 1999).

As propriedades dos flavondides incluem a capacidade de
sequestro de radicais livres, acentuada atividade antioxidante na
prevencdo da oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
inibicio de enzimas hidroliticas e oxidativas (lipoxigenase,
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cicloxigenase, fosfolipase A;), além de atividade anti-inflamatoria
(FRANKEL, 1999). Também tem sido apontada para alguns flavondides
uma atividade na reducéo do risco de desenvolvimento de cancer (LIN;
WENG, 2006).

O interesse econdémico pelos flavonoides decorre de alguns deles
poderem ser usados como pigmentos naturais, utilizagdo no processo de
tanagem do couro, na fermentacdo do cha da india e na manufatura do
cacau, por exemplo. Além disso, conferem cor e valor nutricional a
alguns alimentos (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).
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Figura 3. Estruturas bésicas dos flavondides. Fonte: adaptado de Rice-
Evans, Miller e Paganga (1997)

Nos vegetais, desempenham diversas funcBes, incluindo
pigmentacdo e defesa. As antocianinas sdo pigmentos responsaveis pela
maioria das cores vermelha, rosa, roxa e azul encontradas em flores,
frutas e algumas folhas. As flavonas e os flavondis estdo presentes nas
flores e nas folhas de todas as plantas verdes, e atuam na prote¢do das
células contra o excesso de radiagdo UV-B. Recentemente, descobriu-se
gue as flavonas e os flavondis secretados no solo pelas raizes das
leguminosas atuam como mediadores na interacdo dessas plantas com
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micro-organismos simbiontes fixadores de nitrogénio. Os isoflavondides
(isoflavonas) apresentam vérias atividades biol6gicas, sendo
encontrados principalmente na familia das leguminosas. Alguns
apresentam potente atividade inseticida; outros possuem acdo
antiestrogénica e outros, presentes na soja, podem ainda apresentar
efeitos anticancerigenos (TAIZ; ZEIGER, 2004).

1.3 EXTRATOS VEGETAIS

A palavra “extrato” deriva do latim extractus, que significa “coisa
extraida de outra”. A extracdo pode ser realizada através de diferentes
processos, como a infusdo, a decoccdo, a digestdo, a maceracdo e a
percolacdo (OLIVEIRA; AKISUE, 2009). Handa (2008) descreve, além
destes métodos, a extracdo continua a quente (Soxhlet), a extracdo
hidroalcodlica por fermentacéo, a extracdo em contracorrente, a extragéo
por ultrassom, a extragdo supercritica e o processo “phytonics”, uma
tecnologia patenteada baseada na utilizagdo de hidrofluorocarbono-134a
como solvente. Tem-se, assim, uma ampla variedade de métodos para a
extracdo de compostos ativos de plantas, devendo a escolha ser baseada
na viabilidade econbmica e adequabilidade a cada situacdo em
particular.

As etapas geralmente envolvidas na extragdo de plantas
medicinais sdo: a) reducdo de tamanho do material vegetal; b) processo
de extracdo; c) filtracdo; d) concentragdo e e) secagem (HANDA, 2008).

A maceracdo, a percolacdo e a infusdo sdo 0s processos
geralmente empregados para a extracdo de plantas medicinais. Seu
proposito é a obtencdo da porcdo desejavel (ativa) e a eliminacdo do
material inerte através do tratamento com um solvente seletivo. Os
processos de extracdo sdo afetados por fatores tais como a taxa de
transporte do solvente através do material vegetal, a taxa de
solubilizagdo dos constituintes e a taxa de transporte da solugdo para o
exterior do material insolGvel. A escolha do processo a ser utilizado para
a extracdo deve levar em conta ainda uma série de fatores, como a
natureza do material a ser extraido (tipo de 6rgédos e tecidos vegetais
envolvidos), a estabilidade do material vegetal e seu custo, o solvente a
ser utilizado e sua recuperacdo. No que concerne a maceracao, algumas
modificagBes no processo podem resultar em uma maior eficiéncia de
extracdo, como o emprego de maceracGes duplas ou triplas, sendo o
segundo e terceiro macerados misturados e evaporados antes de serem
adicionados ao primeiro (SINGH, 2008).
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Diversos métodos de extracdo e também de estudo de compostos
oriundos de plantas tém sido sugeridos pela literatura pertinente. Neste
sentido, Cechinel Filho e Yunes (2001) salientam a importancia e a
necessidade de que os estudos fitoquimicos sejam guiados pelos
bioensaios, seja in vivo ou in vitro, quando o que se busca sdo
compostos bioativos.

Pode-se utilizar diferentes solventes e suas combinagdes para a
preparacdo de extratos vegetais. Um método considerado adequado para
a analise quimico-farmacolégica é o de extracdo em solugdo
hidroalcodlica (etanol/agua) a fim de obter-se o0 extrato bruto. No caso
de este extrato apresentar atividades biolGgicas de interesse, pode-se
partir para um metodo sistematico de estudo, em que o metanol, por
possibilitar a extragdo de um maior nimero de compostos, é indicado
como o solvente mais apropriado para a preparacdo do extrato bruto.
Posteriormente, este extrato pode ser submetido a processos de parti¢do
liquido-liquido, com solventes de polaridades crescentes. Este processo
resultard em uma semi-purificacdo das diferentes substancias com base
em suas polaridades. Como provavel separagdo dos principais
metabdlitos secundarios presentes em plantas, pode-se citar, nos extratos
de (1) hexano: esterdides, terpenos e acetofenonas; (2) diclorometano:
lignanas, flavonodides metoxilados, sesquiterpenos, lactonas, triterpenos
e cumarinas; (3) acetato de etila: flavonoides, taninos, xantonas, acidos
triterpénicos, saponinas, compostos fendlicos em geral e (4) butanol:
flavondides glicosilados, taninos, saponinas e carboidratos (CECHINEL
FILHO; YUNES, 1998).

Observa-se que extratos extremamente polares (aquosos) ou
extremamente apolares (hexanicos ou etilicos) tendem a apresentar
menor atividade biolégica do que extratos de polaridade intermediéria,
como extratos etanolicos, metandlicos ou hidroalcodlicos. Isto se deve a
questdes de permeabilidade de membrana e metabolismo, em que o
balanceamento entre a hidrofilicidade e a lipofilicidade é importante
para a afinidade de substancias aos receptores biolégicos (BRITO, 1996;
FERRI, 1996).

Schneider et al. (2011) sugerem a extracdo de compostos vegetais
através de sistemas aquosos de duas fases, utilizando-se surfactantes néo
ibnicos como o Tween® 65. Os autores testaram esse Sistema na
extracdo dos &cidos oleandlico e ursélico a partir de Salvia triloba, e
concluiram que tais sistemas permitem a extracdo de &cidos
triterpénicos, com maior grau de pureza do extrato obtido. Além disso,
apontam a baixa toxicidade e a biodegradabilidade como vantagens
sobre 0s solventes classicos.
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Comparando a utilizagdo de diferentes solventes (hexano, acetato
de etila, e metanol) na preparacdo de extratos a partir de uma planta
medicinal, Babu et al. (2009) verificaram que o extrato metanélico
apresentou maior atividade antioxidante que o0s demais extratos
avaliados. O metanol também resultou em extratos com maior atividade
antioxidante quando comparado a acetona (70%) na extracdo de
Camelia sinensis (cha verde), Ficus bengalensis e F. racemosa
(MANIAN et al., 2008).

Turkmen, Sari e Velioglu (2006) avaliaram o efeito da utilizagdo
de &gua e solventes organicos como a acetona, N, N- dimetilformamida,
etanol e metanol em diferentes concentracdes na extracdo de polifendis e
na atividade antioxidante de cha preto e chd mate, e observaram que,
embora ndo tenham resultado na maior extracdo de compostos
polifendlicos das plantas citadas, a acetona (50%) e o etanol (50%)
resultaram na maior atividade antioxidante para o cha preto e para o cha
mate, respectivamente. Comparando a utilizacdo de agua, metanol,
etanol (60%) e acetona (35%), utilizados como solventes em sementes
de guarana, Majhenic, Skerget e Knez (2007), verificaram que o extrato
etandlico foi o mais eficiente como agente antioxidante e
antimicrobiano. Em outro estudo, comparou-se o teor de compostos
fenodlicos e a atividade antioxidante de extratos de uva passa obtidos
com a utilizacdo de diferentes solventes (dgua, metanol, etanol, acetona
e a combinagdo dos trés Gltimos com 20, 40, 60 e 80% de agua). O
extrato obtido a partir de etanol:dgua (60:40, v/v) apresentou 0 maior
contetido de compostos fendlicos totais, enquanto a combinagdo 80:20
(v/v) dos mesmos solventes resultou na maior atividade antioxidante
observada (ZHAO; CLIFFORD; HALL, 2008).

A grande maioria dos constituintes de interesse para a analise
fitoquimica apresentam algum grau de solubilidade em misturas
etandlicas ou metandlicas a 80%, de modo que estas sdo frequentemente
empregadas. Na escolha de um solvente, além dos fatores relativos a
eficiéncia do processo extrativo, também devem ser considerados
fatores tais como a toxicidade e os riscos inerentes a manipulacdo do
solvente, a estabilidade das substdncias extraidas, além do custo e
disponibilidade do solvente em questdo (FALKEMBERG; SANTOS;
SIMOES, 2007).

Calixto (2001) aponta que, de acordo com Varios relatos da
literatura e a experiéncia de seu grupo de pesquisa, para a grande
maioria das plantas, a extracdo a frio com etanol-agua (50:50 ou 70:30)
por maceragdo prolongada, possibilita uma extracdo bastante exaustiva,
capaz de extrair diferentes classes de compostos ativos, incluindo



46

substancias de diferentes graus de polaridade, o que possibilita a
confirmacéo das propriedades de uma planta durante os testes iniciais.

1.4 OLEOS ESSENCIAIS

A International Standard Organization (ISO) define o6leos
essenciais como os produtos obtidos de partes de plantas através de
destilacdo por arraste com vapor d’agua, bem como os produtos obtidos
por espressdo dos pericarpos de frutos citricos. S&o considerados
misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente
odoriferas e liquidas a temperatura ambiente. Por algumas de suas
caracteristicas fisico-quimicas, podem receber outras denominacdes,
como Oleos volateis (sua principal caracteristica é a volatilidade,
diferindo-os dos Oleos fixos), 6leos etéreos (por serem sollveis em
solventes organicos apolares, como o éter) ou ainda esséncias (pelo
aroma agradavel e intenso da maioria desses 6leos) (MATTOS et al.,
2007; SIMOES; SPITZER, 2007). O termo esséncia (do latim essentia)
pode também referir-se a propriedade especial de algo, o que faz com
que algo seja o que é (OLIVEIRA; AKISUE, 2009).

Os principais métodos de extracdo dos Oleos essenciais sdo 0
arraste por vapor d’agua, a extracdo com solventes organicos, a extragao
por CO, supercritico, a prensagem (ou espressdo) e a enfloracdo
(Enfleurage) (SHYLAJA; PETER, 2004).

Os 0leos essenciais podem estar presentes em diferentes drgaos
da planta, como nas folhas, frutos, flores, cascas dos caules, rizomas ou
ainda nas sementes. S&8o produzidos por diversas estruturas
especializadas, como pélos glandulares, glandulas, células
parenquimaticas diferenciadas, canais oleiferos ou bolsas lisigenas ou
esquizolisigenas, dependendo da familia em que se encontra a espécie
em questdo (OLIVEIRA; AKISSUE; AKISSUE, 2005; MATTOS et al.,
2007; OLIVEIRA; AKISUE, 2009). Os o6leos volateis obtidos de
diferentes 6rgdos de uma mesma planta podem apresentar composicédo
quimica, caracteres fisico-quimicos e odores bem distintos (SIMOES;
SPITZER, 2007).

Os oOleos essenciais sdo produzidos em quantidades minimas,
sendo geralmente necessarias varias centenas de quilogramas de planta
fresca para se produzir um quilograma de 6leo essencial. Por exemplo,
para a obtencdo de 1 kg de 6leo essencial de manjericdo, sdo necessarios
3.000 kg de planta fresca (folhas), correspondendo a cerca de 1.500 m?
de &rea de cultivo (GROSSMAN, 2005).
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1.4.1 Composicao dos 6leos essenciais

A quase totalidade dos 6leos essenciais é constituida por misturas
guimicas muito complexas. Os componentes quimicos dos o6leos
essenciais variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres, Oxidos, peroxidos,
furanos, é&cidos organicos, lactonas e cumarinas, até compostos
sulfurados. Estes compostos ocorrem em diferentes concentragdes em
um dado 6leo essencial, sendo que geralmente um deles é o composto
majoritario, chegando a representar 80% ou mais da composi¢édo do 6leo
essencial, existindo outros em menores teores e alguns aparecendo como
constituintes-traco (SIMOES; SPITZER, 2007).

Os constituintes quimicos dos o0leos essenciais podem ser
agrupados em duas grandes classes, de acordo com a biossintese que
Ihes deu origem: (1) derivados de terpendides, formados através da rota
do acido mevalbnico-acetato e (2) compostos aromaticos formados
através da rota do acido chiquimico, os fenilpropandides. Além da
estrutura molecular, a estereoquimica dos componentes dos 6leos
essenciais é determinante do tipo de resposta olfativa provocada pelos
isbmetros geométricos. Uma caracteristica interessante de muitos
terpenos é o fato de existirem ambos os enantibmeros (isbmeros
opticamente ativos) na natureza. Em alguns casos, uma espécie de planta
produz apenas um dos enantibmeros, enquanto uma espécie diferente
pode produzir ambos. Por exemplo, o limoneno, o a-terpinol, o a-
fenchol, a carvona e a canfora, dentre outros, podem ser encontrados nas
plantas como misturas racémicas (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER,
1997).

Os derivados terpénicos, especialmente 0s monoterpenos e 0s
sesquiterpenos sdo 0s principais constituintes dos 0Oleos essenciais,
sendo as vezes inclusive referidos como sindnimos destes
(SALISBURY; ROSS, 1994). Foram descritos como componentes de
6leos essenciais mais de 150 monoterpenos e 1.000 sesquiterpenos, de
um total de mais de 22.000 compostos terpénicos identificados
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).

A composicéo do 6leo essencial de uma determinada espécie de
planta pode variar significativamente, de acordo com uma série de
fatores tais como: o quimiotipo (ragca quimica) da planta, a etapa do
ciclo vegetativo em que o vegetal se encontra, fatores ambientais como a
altitude, a temperatura, a umidade relativa, o tempo de exposicao solar,
0 grau de hidratacéo do solo, a presenca de micronutrientes e até mesmo
0 regime de ventos a que a planta estd submetida (OLIVEIRA;
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AKISUE; AKISUE, 2005; MATTOS et al., 2007; OUSSALAH et al.,
2007).

1.4.2 Funcdes e aplicagdes dos 6leos essenciais

As substancias presentes no 6leo essencial desempenham fungdes
ecoldgicas importantes para a planta que as secreta, como a protecdo
contra predadores, atracdo de polinizadores, protecdo contra a perda de
agua e inibicdo da germinacdo de outras plantas (alelopatia). De fato,
algumas plantas inibem o desenvolvimento de outras através da
liberacdo de substancias quimicas, chamados compostos alelopéaticos ou
aleloquimicos, que incluem compostos fendlicos e terpénicos. Sugere-se
gue 0s compostos alelopaticos possam ter evoluido a partir de
sushstancias que originalmente inibiam patdgenos ou herbivoros, e que
posteriormente envolveram-se em interacBes entre plantas superiores.
Muitos compostos fendlicos inibem a germinacéo de sementes, podendo
inibir a captura de ions ou a respiracdo celular, enquanto os terpenos
podem inibir a divisdo celular (LAMBERS; CHAPIN; PONS, 2008).

Mattos et al. (2007) revisam os resultados de pesquisas
desenvolvidas no estado do Ceara, acerca da utilizacdo de oOleos
essenciais e produtos formulados a base de Oleos essenciais
emulsionados na protecéo de culturas e produtos agricolas armazenados,
descrevendo atividades acaricida, fungicida, nematicida, inseticida e
ainda como inibidores da germinacao de plantas infestantes.

Algumas propriedades farmacoldgicas de diversos 6leos
essenciais ja estdo bem estabelecidas, como por exemplo as acgdes
carminativa (funcho, erva-doce, coentro, menta), antiespasmodica
(camomila, macela), estimulante de secre¢Bes do sistema digestorio
(gengibre), estimulante (6leos essenciais contendo canfora) ou
depressora (melissa, capim-limdo) do sistema nervoso central,
secretolitica sobre o aparelho respiratério (eucalipto, anis-estrelado),
anestésica local (cravo da india), anti-inflamatéria (camomila, salsdo) e
anti-séptica, entre outras. Alguns compostos presentes em 6leos
essenciais, como o citral, o geraniol, o linalol e o timol possuem elevada
atividade anti-séptica, superior inclusive & do proprio fenol (SIMOES;
SPITZER, 2007).

Os 06leos essenciais possuem amplo potencial de aplicacdo, em
areas como a medicina e a farmacologia, a cosmética, a culinaria e a
agricultura (MATTOS et al, 2007), podendo ser utilizados como
aromatizantes de alimentos e doces, na fabricacdo de produtos de
higiene e limpeza, entre outros (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997).
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Nos alimentos, plantas ricas em Gleos essenciais sdo utilizadas a fim de
conferir sabor, aroma e pungéncia, destacando-se ainda propriedades
antioxidantes, antimicrobianas e nutricionais. Além dos efeitos diretos, a
utilizacdo dessas plantas pode levar a efeitos secundarios mais
complexos, como a prevencdo da deterioracdo dos alimentos (PETER,
2004).

1.5 MECANISMO DE ACAO ANTIMICROBIANA DOS OLEOS
ESSENCIAIS E EXTRATOS VEGETAIS

Entende-se que a inibi¢do do crescimento microbiano pelos 6leos
essenciais seja devida ao dano causado a integridade da membrana
celular pelos componentes lipofilicos do 6leo essencial, o que acaba por
afetar a manutencdo do pH celular e o equilibrio de ions inorgénicos
(COWAN, 1999; SHYLAJA; PETER, 2004).

Em um estudo acerca da influéncia do carvacrol (composto ativo
presente em muitos Gleos essenciais e extratos vegetais), sobre o0s
parametros bioenergéticos de células vegetativas de Bacillus cereus,
Ultee, Kats e Smid (1999) verificaram que este composto reduziu
significativamente o pool de ATP intracelular, o que foi associado a
uma mudanca no potencial de membrana. Também observaram um
aumento da permeabilidade da membrana a prétons e jons K*, o que
leva a desestabilizacdo de processos essenciais da célula e finalmente a
morte celular. A presenca do grupamento hidroxila e de um sistema de
elétrons deslocalizados na molécula de carvacrol parecem ser fatores
importantes para a sua atividade antimicrobiana. Agindo como um
trocador de cations (vide mecanismo proposto na Figura 4), reduz o
gradiente de pH da célula, causando um colapso na forga préton-motriz.
Como consequéncia, ndo pode mais haver a sintese de ATP, 0 que pode
levar @ morte celular (ULTEE; BENNIK; MOEZLAAR, 2002). Em
outro trabalho, Ultee e Smid (2001) verificaram que o carvacrol também
reduziu a producdo de toxina diarreica por B. cereus in vitro (0,06
mg/mL) e em sopa de cogumelos (>0,9 mg/mL).
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Figura 4. Mecanismo de acdo proposto para o carvacrol: molécula nao
dissociada difunde-se através da membrana celular e se dissocia no
interior da célula, liberando H* no citoplasma. Retorna novamente ao
meio extracelular na forma nao dissociada, carregando um fon K*. Um
novo préton é ligado & molécula de carvacrol e esta difunde-se
novamente através da membrana, reiniciando o processo. Fonte:
adaptado de Ultee, Bennik e Moezelaar (2002)

Helander et al. (1998) inverstigaram o modo de acdo de alguns
componentes de Oleos essenciais sobre Escherichia coli O157:H7 e
Salmonella Typhimurium. Observaram que o timol e o carvacrol
promoveram a liberacdo de lipopolissacarideos da membrana externa e
de proteina para o meio extracelular. Através da estimacdo do peso
molecular da proteina liberada, os autores sugeriram tratar-se de uma
das principais porinas da membrana externa da parede celular de E. coli.

Cox et al. (2001) avaliaram o mecanismo de atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia, constituido
na sua maior parte por monoterpenos ciclicos, sobre E. coli,
Staphylococcus aureus e Candida albicans. Os autores constataram que
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os efeitos inibitérios do 6leo essencial séo consistentes com a particéo
dos constituintes monoterpénicos na membrana celular, e que o dano
causado a membrana produz diferentes efeitos em diferentes micro-
organismos. Observou-se reducdo na viabilidade celular, aumento na
coloracdo por iodeto de propidio, perda de material 280 nm absorvente e
inibigdo do consumo de O, (inibicdo da respiracdo celular) em todos os
micro-organismos testados. O efluxo de fons K foi observado em ambas
as bactérias avaliadas, indicando a perda do efeito de barreira
desempenhado pela membrana celular, que pode levar a morte celular. O
iodeto de propidio é um corante fluorescente de acidos nucleicos capaz
de penetrar e corar células cuja membrana celular sofreu danos, porém
incapaz de fazé-lo em células integras. Em E. coli, observou-se um
aumento nesta coloracdo proporcional a reducdo de células viaveis. Ja
em S. aureus, este aumento ndo correspondeu a reducdo na viabilidade
celular, melhor indicada, no caso deste micro-organismo, pela perda de
fons K*. Os autores concluem que o efeito letal do dleo essencial de
melaleuca é causado principalmente pela inibicio de eventos
metabdlicos localizados na membrana celular e pela perda do controle
quimiosmético da célula (COX et al.,, 2001). A Figura 5 apresenta
alguns mecanismos de acdo reportados para 0s 6leos essenciais e seus
componentes e a localizacio na célula bacteriana. E importante salientar
gue nem todos 0s mecanismos atuam separadamente: alguns locais séo
afetados em consequéncia de outro previamente atacado (BURT, 2004).

Apostolidis et al. (2008) buscaram avaliar o mecanismo de acdo
dos compostos fendlicos presentes nos extratos combinados de orégano
e arando vermelho e do radical lactato (lactato de sédio) sobre Listeria
monocytogenes. Partiram da hipotese de que estes poderiam se
comportar como analogos da prolina, inibindo a oxidagdo deste
aminoacido pela enzima prolina desidrogenase em nivel de membrana,
na célula procariética. Para isto, verificaram o efeito da adicdo de
prolina (1 mM) ao meio de cultura contendo o0s agentes
antimicrobianos, e verificaram que a atividade antimicrobiana dos
extratos de orégano e arando vermelho, bem como do lactato de sédio
foi significativamente reduzida através da suplementacdo do meio de
cultura com prolina.
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Figura 5. Alguns mecanismos de acdo reportados para os 06leos
essenciais e seus componentes e sua localizacdo na célula bacteriana.
Fonte: Burt (2004)

A inibicdo da atividade enzimatica bacteriana também foi
identificada como um mecanismo de agdo exercido por componentes de
6leos essenciais tais como o cinamaldeido, o eugenol e o carvacrol. Gill
e Holley (2006) avaliaram a capacidade destes trés compostos
aromaticos em inibir a atividade da ATPase em membranas isoladas,
observando inibicio de ATPase em membranas de E. coli e L.
monocytogenes pelos trés componentes avaliados.

O alil isotiocianato (AIT), composto derivado de glicosinolatos
presentes no 6leo essencial de mostarda, no brécolis, couve-flor e raiz
forte, entre outras fontes (NIELSEN; RIOS, 2000), também foi avaliado
quanto & inibicdo enzimética. Luciano e Holley (2009) testaram a
inibicdo das enzimas tioredoxina redutase e acetato quinase em E. coli
0157:H7, e observaram atividade inibitoria de tioredoxina redutase
mesmo com o menor nivel de AIT testado (1uL/L), sugerindo que a
atividade inibitéria desta substancia contra E. coli pode estar

N

relacionada, pelo menos em parte, a inibicdo da sintese de DNA. A
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enzima acetato quinase foi inibida por concentragdes maiores de AIT
(10 e 100uL/L), e os autores sugerem que o AIT possivelmente interaja
com esta enzima causando uma modificacdo conformacional, que
levaria a inibicdo catalitica obsevada.

Outra abordagem referente ao mecanismo de acéo antimicrobiana
consiste na possivel atividade anti-quorum sensing desempenhada por
plantas e seus componentes. O quorum-sensing consiste em um
fendbmeno de comunicacdo entre células bacterianas mediado pela
densidade celular, em que moléculas sinalizadoras, chamadas
autoindutores, sdo constantemente produzidas e detectadas pelos micro-
organismos. Com o aumento da populagdo microbiana, hd um aumento
na concentracdo destes compostos, 0 que leva a expressdo de
determinados genes envolvidos na expressao de fatores de viruléncia e
na formacdo de biofilmes, por exemplo (ADONIZIO et al., 2006). Estes
autores testaram a hipotese de que plantas com uso tradicional medicinal
poderiam apresentar tal atividade. Para tanto, avaliaram um conjunto de
50 espécies de plantas medicinais do Sul da Flérida, utilizando como
biomonitores as espécies Chromobacterium violaceum e Agrobacterium
tumefaciens, e verificaram que seis espécies vegetais apresentaram
atividade anti-quorum sensing.

De acordo com Rahman e Kang (2009), o risco de que micro-
organismos patogénicos venham a desenvolver resisténcia aos 0Oleos
essenciais e extratos vegetais é muito baixo, uma vez que estes produtos
contém uma mistura de substancias antimicrobianas, que atuam através
de diversos mecanismos. Esta é uma caracteristica benéfica e vantajosa
dos produtos derivados de plantas sobre outros agentes antimicrobianos,
e pode vir a aumentar a seguranca alimentar e a vida de prateleira dos
alimentos.

1.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE OLEOS ESSENCIAIS E
EXTRATOS VEGETAIS

1.6.1 Oxidacéo lipidica

A oxidacdo lipidica constitui uma das principais causas de
deterioragdo dos alimentos, causando o aparecimento de odores e
sabores desagradaveis, além de reduzir a qualidade nutricional e dar
origem a produtos de oxidacdo potencialmente téxicos (NAWAR, 2000;
OWUSU-APENTEN, 2005).
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O surgimento de compostos indesejaveis provenientes da
oxidacdo lipidica € um importante problema a ser resolvido a fim de
obter-se 0 aumento da vida Gtil de dleos, gorduras e alimentos
gordurosos. Os lipidios podem ser oxidados através de diferentes
mecanismos: (1) Reaces hidroliticas, catalisadas pela enzima lipase ou
pela acdo de altas temperaturas e umidade, formando &cidos graxos
livres; (2) Oxidagdo enzimatica, em que as enzimas lipoxigenases levam
a formacdo de peroxidos e hidroperoxidos; (3) Foto-oxidacao,
promovida pela radiacdo  ultravioleta na  presenca de
fotossensibilizadores e (4) Auto-oxidacdo, reacdo com 0 oxigénio
molecular via um mecanismo autocatalitico (RAMALHO; JORGE,
2006).

A rancidez de carnes e produtos carneos costuma ser resultado do
processo de auto-oxidacdo dos acidos graxos insaturados, sendo os
fosfolipidios da gordura da carne os constituintes mais instaveis. Este
processo pode ocorrer mesmo em temperaturas tdo baixas quanto -10°C,
durante o armazenamento prolongado (LAWRIE, 2005).

Na auto-oxidacdo, a sequéncia de reacGes é tradicionalmente
apresentada em trés etapas: iniciagdo, propagacdo e terminagdo (Figura
6). As reacGes de iniciagdo ddo origem aos primeiros radicais livres,
acidos graxos muito reativos que possuem elétrons ndo pareados. Esta
reacdo envolve uma forma de oxigénio de alta energia, de vida curta,
mas muito reativo, conhecido como oxigénio singlete (*0,). Nas
reacOes de propagacdo, o oxigénio atmosférico reage com o0s radicais
livres, gerando radicais perdxido. Estes, que também sdo bastante
reativos, seguem reagindo com outros acidos graxos insaturados,
produzindo hidroperoxidos e outros radicais livres. Na etapa final, a
terminagdo, os radicais livres comegcam a reagir entre si, formando
produtos estaveis (COULTATE, 2004).

A velocidade da reacdo de oxidacdo depende do grau de
insaturacdo na molécula do acido graxo. Assim, quanto maior o grau de
insaturacdo do 6leo ou da gordura, maior sera a susceptibilidade ao
processo oxidativo (ARAUJO, 2001).

A fim de evitar-se a autoxidacéo de 6leos e gorduras, é necessario
reduzir a incidéncia de fatores que a favorecem, mantendo ao minimo os
niveis de energia (luz e temperatura), evitando a presenca de tracos de
metais e 0 contato com o oxigénio e bloqueando a formacgéo de radicais
livres através do emprego de antioxidantes (JORGE; GONCALVES,
1998).
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Iniciacdo RH — R+H°
Propagacdo > R*+0O, —> ROO*

ROO*'+RH —> ROOH +R®

Terminacéo ROO*+ R* —> ROOR

ROO*+ ROO* —> ROOR+ 0, p Produtos
Estaveis

R°*+R* —> RR

Onde: RH : Acido graxo insaturado; R* : Radical livre;
ROO* : Radical peroxido e ROOH : Hidroperéxido

Figura 6. Esquema geral do mecanismo da oxida¢do lipidica. Fonte:
adaptado de Ramalho e Jorge (2006)

1.6.2 Antioxidantes

Os antioxidantes podem ser classificados como primarios e
sinergistas, e estes Gltimos por sua vez classificam-se em removedores
de oxigénio e agentes complexantes. Os removedores de oxigénio, como
0 &cido ascorbico, palmitato de ascorbila, sulfito e eritorbatos, reagem
com o oxigénio livre, removendo-o de um sistema fechado. Ja os
agentes complexantes imobilizam ions metalicos pré-oxidantes (como
os de ferro e cobre), o que aumenta a energia de ativagdo das reagdes
iniciais da autoxidacdo. Exemplos sdo o &cido etilenodiamino tetra
acético (EDTA), acido citrico e derivados do &cido fosférico (ARAUJO,
2001).

Os antioxidantes primarios sdo compostos fenolicos que
promovem a remog¢ado ou inativacao dos radicais livres formados durante
a iniciacdo ou propagacdo da reacdo, através da doacdo de atomos de
hidrogénio, interrompendo a reacdo em cadeia. O atomo de hidrogénio
ativo do antioxidante é abstraido pelos radicais livres com maior
facilidade que os hidrogénios alilicos das moléculas insaturadas. Assim,
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formam-se espécies inativas para a reagcdo em cadeia e um radical inerte
procedente do antioxidante. Este radical, estabilizado pela ressonancia
do anel aromatico, ndo tem a capacidade de iniciar ou propagar as
reacOes oxidativas (RAMALHO; JORGE, 2006).

Os antioxidantes sintéticos mais utilizados na inddstria de
alimentos sdo o butilhidroxitolueno (BHT), o butilhidroxianisol (BHA)
e a butilhidroxiquinona terciaria (TBHQ), classificados como
antioxidantes primarios (BOZKURT, 2006; NICIFOROVIC et al.,
2010). Entretanto, devido a questdes de toxicidade de alguns
antioxidantes sintéticos e a preferéncia dos consumidores por alimentos
mais naturais e saudaveis, verifica-se atualmente um interesse crescente
na busca por antioxidantes naturais capazes de preservar os alimentos
das alteragdes indesejaveis causadas pelas reacBes de oxidacdo e
também atuar de forma benéfica sobre a salide (JAYAPRAKASHA et
al., 2004; GACHKAR et al., 2007; OKE et al. 2009; EBRAHIMABADI
etal., 2010).

Os antioxidantes sintéticos mais ativos sdo compostos fendlicos
gue contém grupamentos hidroxila orto- ou para- distribuidos no anel
benzénico. De modo diferente, os antioxidantes naturais abrangem uma
diversidade maior de moléculas; podem ser compostos fenodlicos
variados, como flavondides, &cidos fendlicos e taninos, além de
carotendides, tocoferdis ou A&cido ascdrbico e seus derivados
(AMAROWICZA et al., 2004).

As plantas sintetizam compostos antioxidantes, produtos de seu
metabolismo secundario, que sdo principalmente compostos fendlicos
que, na planta, participam de mecanismos de defesa contra danos
oxidativos causados por espécies reativas de oxigénio. A atividade
antioxidante destes compostos fendlicos esta relacionada a varios
mecanismos, como a captura ou neutralizacdo de radicais livres, a
doacdo de hidrogénio, a inativagdo do oxigénio singlete, a quelacdo de
fons metélicos, além de atuarem como substrato para radicais
superdxido e hidroxil (RICE-EVANS et al., 1995; PIETTA, 2000;
NICIFOROVIC et al., 2010). Desta forma, atuam tanto na etapa de
iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo (SOUZA et al.,
2007).

De acordo com Frankel (1999), os antioxidantes fendlicos
naturais inibem a oxidacdo biol6gica através de um complexo
mecanismo em multiplas etapas. Estes compostos podem participar de
diversos mecanismos de defesa antioxidante, desde a prevencdo da
formacdo do agente oxidante, a captura de oxidantes ativos, a reducéo
de intermediarios reativos, até a indugdo de sistemas de reparo.
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As plantas da familia Lamiaceae sdo universalmente aceitas
como uma fonte importante de antioxidantes naturais. O alecrim, o
orégano, a salvia, o tomilho, a manjerona e 0 manjericao, entre outros,
apresentam capacidade antioxidante inclusive superior ao BHT.
Fitoconstituintes como o carvacrol, o timol, o acido rosmarinico e o
acido carnésico sdo responsaveis por esta atividade antioxidante
(SHYLAJA; PETER, 2004).

1.7 MICROBIOTA DA CARNE E EMBUTIDOS FRESCAIS
1.7.1 Carne fresca

Os micro-organismos encontrados na carne e produtos derivados
sdo provenientes de vérias fontes. Como a carne provém de um animal
vivo, a maioria da microbiota é composta de micro-organismos
encontrados na superficie e/ou no interior do animal. Contudo, as
condi¢cdes ambientais, as operagdes de processamento, a manipulagéo e
os procedimentos de limpeza e sanificagdo das instalacdes tém uma
grande influéncia sobre os tipos e nimero de micro-organismos
encontrados na carne e nos produtos derivados (KINSMAN;
BREIDENSTEIN; KOTULA, 1994). De fato, a contaminagdo externa
da carne é uma possibilidade continua desde 0 momento da sangria até o
seu consumo. No préprio abatedouro hd um grande nimero de fontes
potenciais de contaminacao, que incluem o couro, o solo aderido a este,
0 contetdo gastro-intestinal (se liberado acidentalmente durante a
evisceracdo), a contaminacdo do ar, da agua, dos utensilios utilizados no
abate e, finalmente, dos manipuladores (LAWRIE, 2005).

Como a carne geralmente é mantida em ambientes refrigerados, a
microbiota de superficie serd dominada por organismos capazes de
crescer em temperaturas de refrigeracdo, os chamados micro-organismos
psicrotréficos. Estes sdo bactérias cujo meio primitivo é a agua e que
chegam a carne através de residuos de agua ou outras sujidades Umidas.
De acordo com 0s géneros presentes nesta microbiota de contaminagdo,
aponta-se uma associacdo de Pseudomonas-Acinetobacter-Moraxella,
bactérias aerdbias estritas (PRICE; SCHWEIGERT, 1994; JAY, 2005).
No género Pseudomonas, prevalece Pseudomonas fragi, considerado
como micro-organismo tipico da carne (PRANDL et al., 1994,
LAWRIE, 2005). Pseudomonas tém como propriedade geral a
capacidade de desenvolverem-se facilmente em alimentos com alto
contetido protéico e armazenados em baixas temperaturas (FRANCO;
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LANDGRAF, 2008). Além dos trés géneros supracitados, Aeromonas,
Enterococcus e Psychrobacter estdo dentre os mais frequentemente
isolados a partir de carnes frescas (JAY, 2005). Os géneros Micrococcus
e Achromobacter tém sido isolados de carne resfriada apresentando
limosidade superficial (LAWRIE, 2005). Outras bactérias estéo
presentes em pequenas quantidades e ocasionalmente podem ser uma
parte importante da microbiota, como Brochothrix thermosphacta, que é
favorecido por temperaturas de 5°C ou superiores (VARNAM,;
SUTHERLAND, 1998).

Alguns membros da familia Enterobacteriaceae tém sido
isolados a partir de carne bovina e suina fresca e congelada. Dentre as
espécies mais prevalentes estdo Escherichia coli biotipo 1, Serratia
liquefasciens, Pantoea agglomerans, Citrobacter freundii, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae e E. hafniae (JAY, 2005).

O primeiro indicio de alteracdo na carne fresca é a produgdo de
odores desagradaveis, perceptiveis quando o numero de micro-
organismos existentes alcanca um nivel em torno de 10’ UFC/cm?.
Neste momento critico, os micro-organismos passam da utilizacdo de
glicose a utilizacdo de aminodcidos como substrato para o seu
crescimento. O metabolismo bacteriano origina uma mistura complexa
de ésteres volateis, alcoois, cetonas e compostos sulfurados que
conjuntamente produzem os odores desagradaveis detectados. Nas
Gltimas fases de alteracdo se observa um aumento do pH e sédo
produzidos amoniaco e varias aminas. Quando o numero de micro-
organismos alcanca niveis em torno de 10° UFC/cm?, aparece um outro
indicio de alteracdo na carne, em forma de uma limosidade superficial
(ADAMS; MOSS, 1997).

Dentre os micro-organismos patogénicos que podem ser
transmitidos pela carne, figuram Salmonella spp., Escherichia coli
enterohemorragica (por exemplo o sorotipo 0157), Campylobacter
jejuni, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Clostridium perfringens, C. botulinum e Bacillus cereus
(ICMSF, 2001). Sofos e Geornaras (2010) citam Salmonella,
Campylobacter e E. coli 0157:H7 como os principais patdgenos a serem
controlados na carne fresca. Outros patdégenos que podem tornar-se
emergentes e importantes em produtos carneos incluem sorotipos de E.
coli ndo 0157 produtores de shigatoxina, Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis, Escherichia albertii e Clostridium difficile, entre
outros (SOFQOS, 2008).

O ambiente industrial e seus equipamentos podem permitir a
sobrevivéncia de micro-organismos patogénicos, constituindo fontes
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importantes de contaminacdo da carne. Os biofilmes que alojam
patdgenos, tais como Listeria monocytogenes, Salmonella sp. e Yersinia
enterocolitica, podem desenvolver-se  rapidamente  sobre  0s
equipamentos, podendo atuar como foco de contaminagéo nas plantas de
processamento de carnes, especialmente naquelas com alto grau de
automacdo (BROMBERG, 2002).

Os seguintes géneros de bolores ja foram isolados de carcacas e
diversos cortes de carne, sob varias condi¢cOes de deterioracdo:
Thamnidium, Mucor e Rhizopus, produtores de hifas na carne;
Cladosporium, que produz pontos escuros ou “manchas negras”,
Penicillium, que produz “manchas verdes”, e Sporotrichum e
Chrysosporium, produtores de manchas esbranquicadas na carne. Entre
0s géneros de leveduras encontrados em carnes refrigeradas
deterioradas, com frequéncia estdo Candida e Rhodotorula, sendo
C.lipolytica e C.zeylanoides as duas espécies mais abundantes presentes
em carne bovina moida (JAY, 2005).

A agua e o oxigénio disponiveis bem como o pH séo os principais
fatores que determinam se a microbiota deteriorante da carne sera
dominada por bactérias, bolores ou leveduras. Cortes de carne fresca
armazenados sob refrigeracdo, com alta umidade, invariavelmente
sofrerdo o ataque de bactérias. Os bolores tendem a predominar quando
a superficie da carne esta ressecada ou o pH é muito baixo para o
crescimento bacteriano. Nestas condicOes, geralmente, a deterioracdo de
produtos carneos ndo embalados é causada por bolores e leveduras
(KINSMAN; BREIDENSTEIN; KOTULA, 1994).

1.7.2 Embutidos frescais

O regulamento técnico de identidade e qualidade de linguicas
(BRASIL, 2000) define estes produtos como “produto carneo
industrializado, obtido de carnes de animais de agougue, adicionado ou
ndo de tecidos adiposos, ingredientes, embutido em envoltério natural
ou artificial, e submetido ao processo tecnologico adequado”. Ainda
segundo este regulamento, as linguigas frescais caracterizam-se por
apresentar teores maximos de 70% de umidade, 30% de gordura e 0,1%
de célcio (em base seca), e um teor minimo de 12% de proteina.

As linguicas constituem os derivados cérneos fabricados em
maior quantidade em nosso pais, uma vez que a sua elaboracdo nédo
exige tecnologia sofisticada, utilizando poucos e baratos equipamentos.
Por este motivo, as pequenas agroindustrias geralmente iniciam suas
atividades com a fabricacdo de linguigas. Entretanto, por ndo serem
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submetidas a um tratamento térmico, as linguicas frescais, com elevada
atividade de &gua, apresentam uma elevada carga microbiana e
consequentemente uma reduzida vida de prateleira (TERRA, 1998;
BROMBERG, 2002).

Os produtos curados de massa grossa (ou linguicas) ndo
fermentados geralmente tém uma maior incidéncia de contaminacao
com micro-organismos patégenos e sdo de qualidade microbioldgica
inferior aos cortes carneos. Isto provém de trés fatores principais, como:
(1) o uso de ingredientes de qualidade inferior, (2) a mistura de uma
ampla variedade de ingredientes, 0 que leva a uma dispersdo da
contaminacdo no produto e (3) a liberacdo de constituintes celulares
durante a moagem e as operagdes subsequentes, proporcionando uma
fonte facilmente assimilavel de nutrientes. Ao mesmo tempo, a area
superficial disponivel para o crescimento microbiano é muito maior e 0s
micro-organismos, originalmente sobre a superficie, dispersam-se na
carne (VARNAM; SUTHERLAND, 1998).

Quanto ao nlmero e tipo de micro-organismos, pode-se supor que
as carnes submetidas a algum tipo de tratamento industrial reflitam a
soma do conjunto de seus ingredientes. Além dos componentes carneos,
as linguicas contém micro-organismos provenientes dos condimentos e
dos ingredientes normalmente adicionados durante a producdo. Além
disso, os envoltorios naturais costumam apresentar elevadas contagens
de bactérias, tendo sido isolados Bacillus spp., Clostridium e
Pseudomonas a partir destes materiais. Na deterioracdo de linguicas, B.
thermosphacta foi considerado como 0 micro-organismo predominante
(JAY, 2005).

Anélises microbiolégicas realizadas em embutidos frescais tém
indicado que uma grande variag¢&o no perfil microbioldgico pode ocorrer
entre produtos provenientes de diferentes fabricantes, principalmente
guanto ao numero de micro-organismos presentes e a incidéncia de
patégenos. Em muitos casos, esses dados refletem as préaticas de higiene
adotadas nos abatedouros e a manipulacdo dos ingredientes. A forma de
acondicionamento dos produtos carneos crus e pereciveis também
constitui um fator determinante da microbiota predominante nos
mesmos (BROMBERG, 2002)

Apesar da incidéncia de patogenos ser alta, os embutidos frescais
sdo geralmente seguros, pois sdo cozidos antes do consumo. Entretanto,
as toxinfecgbes alimentares podem ocorrer pelo consumo do produto
insuficientemente cozido ou contaminado ap6s o cozimento. Neste
sentido, o risco do cozimento ser inadequado ou insuficiente pode existir
em qualquer produto carneo, o que é evidenciado pela incidéncia de
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toxinfecgbes causadas por micro-organismos patogénicos tais como
Salmonella sp e Escherichia coli O157:H7 em produtos habitualmente
considerados seguros, como salsichas e hamburgueres (VARNAM;
SUTHERLAND, 1998). E importante ressaltar que alimentos
submetidos a tratamento térmico, ap6s um periodo de manutencdo em
condi¢cbes que permitam o crescimento de Staphylococcus aureus,
podem ndo apresentar células viaveis desse micro-organismo, destruidas
pelas altas temperaturas, e ainda assim conter toxinas estafilocdcicas
termoestaveis (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Nos embutidos frescais curados, o nitrito atua como um agente
seletivo no desenvolvimento de micro-organismos. A presenga do nitrito
confere protecdo contra o Clostridium botulinum, mas é ineficaz contra
bactérias laticas e enterobactérias. Assim, a microbiota de linguicas
frescais serd geralmente dominada por enterobactérias, Pseudomonas,
bactérias laticas psicrotréficas, enterococos, micrococos e leveduras, que
irdo ocasionar a sua deterioracdo (PRICE; SCHWEIGERT, 1994;
BROMBERG, 2002).

O estado microbioldgico inicial da carne utilizada na elaboragéo
de produtos derivados é de importancia critica na qualidade
microbioldgica inicial destes produtos, e, por conseguinte, sobre sua
vida atil. Mesmo quando o tempo de geragdo € longo, se a carga
microbiana inicial é alta, sera preciso um tempo menor para que se
alcance o nivel de deterioracdo. Por isso, medidas higiénicas devem ser
estritamente observadas durante todo o processo de producédo, desde o
abate até a distribuicdo do produto (IBARRA, 1983; VARNAM;
SUTHERLAND, 1998).

1.8 APLICAGAO DE OLEOS ESSENCIAIS E EXTRATOS
VEGETAIS EM CARNES E PRODUTOS CARNEOS

Desde o inicio de sua existéncia, 0 homem tem se defrontado com
0 problema da deterioracéo dos alimentos. A conservacao dos alimentos
tem sido, portanto, uma constante e importante preocupacéo ao longo da
Historia (PRANDL et al., 1994; DEVLIEGHERE et al., 2004).

A conservacdo da carne envolve a aplicacdo de medidas para
retardar ou prevenir alteragdes microbiol6gicas, quimicas e/ou fisicas
gue a tornam improépria para 0 consumo ou que reduzem alguns aspectos
da sua qualidade. Apesar de os varios tipos de alteracGes serem
significativos, a deterioracdo microbiol6gica € a mais importante e
geralmente precede os outros tipos de deterioracdo da carne (KINSMAN
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et al., 1994). Segundo Ibarra (1983), cerca de 99,9% das alteracfes da
carne sdo devidas aos micro-organismos.

Dentre os métodos de conservagdo disponiveis, a inddstria
alimenticia busca cada vez mais a substituicdo de métodos tradicionais
de conservagdo, como os tratamentos térmicos intensos, por novas
técnicas de preservagdo, principalmente devido a demanda crescente,
por parte dos consumidores, por produtos saborosos, nutritivos, naturais
e de conveniéncia (RAHMAN; KANG, 2009; VIUDA MARTOS et al.,
2010a). A seguranca da utilizacdo de aditivos quimicos também tem
sido cada vez mais questionada, como resultado de uma maior
preocupacdo com 0s riscos a salde e de uma maior capacidade para
avaliar a seguranca/toxicidade dos diversos aditivos (BRANEM,;
DAVIDSON, 1983; DEVLIEGHERE et al., 2004).

Encontra-se, na literatura, vérias publicacfes a respeito da
atividade antimicrobiana de Oleos essenciais e extratos vegetais
(DORMAN; DEANS, 2000; MEJHOLM; DALGAARD, 2002; BURT;
REINDERS, 2003; CHORIANOPOULOS et al., 2007; OUSSALAH et
al., 2007; RAHMAN; KANG, 2009). A atividade antioxidante destes
compostos também tem sido estudada (BOZIN et al., 2007; GACHKAR
et al., 2007).

Frequentemente, encontram-se diferencas significativas na
atividade antimicrobiana reportada para uma mesma espécie vegetal.
Estas diferencas devem-se, principalmente, as diferentes localizagdes
geogréficas, época de coleta, gendtipo e condigdes climéticas
(OUSSALAH et al., 2007), sendo portando necesséria a caracterizagdo
da composicdo e da atividade de extratos obtidos a partir de plantas de
uma determinada regido.

A aplicacdo de Oleos essenciais em alimentos foi revisada
recentemente por Holley e Patel (2005) e Burt (2004). De acordo com
Gutierrez et al. (2008), a aplicacdo de dleos essenciais de plantas para o
controle de micro-organismos patogénicos e deteriorantes associados a
alimentos requer a avaliacdo do espectro de acdo frente aos micro-
organismos associados ao alimento em questdo, bem como dos efeitos
que a propria composicdo do alimento exercerd sobre esta atividade.

Lemay et al. (2002) apontam que a utilizagdo de 6leos essenciais
é particularmente viavel em produtos carneos, em funcao de que ervas e
especiarias ja sdo comumente utilizadas nestes produtos a fim de
conferir sabores tipicos aos mesmos. Desta forma, a adicdo de 6leos
essenciais ndo seria tdo limitante quanto o é em outros tipos de
alimentos. Estes autores avaliaram a atividade de sete agentes
antimicrobianos naturais, dentre eles o 6leo essencial de mostarda, o
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lactato de sodio, a nisina e misturas comerciais contendo agentes
acidificantes, sobre micro-organismos ndo patogénicos inoculados em
uma massa carnea a base de frango, acidificada e cozida. Verificou-se
neste estudo que quando da utilizacdo do 6leo essencial de mostarda,
aplicado na concentracdo de 0,1%, as contagens de micro-organismos
aerobios mesdfilos e de bactérias laticas foram significantemente
inferiores ao controle apds dois dias de armazenamento a 22 °C. Desta
forma, os autores consideraram que o dleo essencial de mostarda
mostrou-se um dos agentes antimicrobianos naturais mais promissores
para a aplicacdo em produtos carneos.

Segundo Viuda-Martos et al. (2010b), o 6leo essencial de
orégano tem aplicacdo promissora na industria de alimentos, a fim de
aumentar a vida Gtil de produtos carneos. Estes autores estudaram o
efeito da adicdo de fibra de laranja e 6leo essencial de orégano na
mortadela tipo Bologna, e verificaram uma redugdo nas contagens de
micro-organismos aer6bios mesdfilos e bactérias laticas no produto.
Chouliara et al. (2007), estudando o efeito da adi¢cdo de 6leo essencial de
orégano em peito de frango armazenado a 4 °C, verificaram que a
aplicacdo do referido 6leo, na concentracdo de 0,1%, resultou em um
aumento de 3-4 dias na vida de prateleira do produto, avaliada
sensorialmente.

A atividade antimicrobiana e antioxidante do alecrim também
tem sido reportada. Em uma avaliacdo da aplicacdo de um extrato
comercial de alecrim em linguiga congelada de carne suina, verificou-se
gue o extrato vegetal foi mais efetivo do que os aditivos BHA e BHT na
prevencdo da oxidacdo lipidica (SEBRANEK et al., 2005). Em outro
trabalho, a aplicacdo do alecrim in natura em linguica frescal também
resultou em um menor nivel de rancificagdo e menores contagens de
micro-organismos aerébios meséfilos no produto (LIU et al., 2009).

Careaga et al. (2003), avaliando a atividade antibacteriana de um
extrato de pimentdo sobre Salmonella Typhimurium e Pseudomonas
aeruginosa em carne bovina moida, observaram que a concentracdo de
1,5% (v/p) do extrato foi capaz de inativar Salmonella, enquanto a
concentracao de 0,3% foi bacteriostatica para P. aeruginosa.

Buscando avaliar a sobrevivéncia de S. aureus inoculado na
massa de um embutido fermentado tipico local, Erkmen (2009)
verificou que a adi¢do de 6leo essencial de Thymbra spicata resultou em
uma reducdo na contagem do referido micro-organismo em 1,74
unidades logaritmicas, em comparacédo ao controle. A contagem total de
micro-organismos no produto também sofreu uma reducdo, de 1,04
unidades logaritmicas.
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Busatta et al. (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana de 6leo
essencial de manjerona aplicado em linguica frescal, constatando um
efeito bacteriostatico sobre Escherichia coli, além de uma reducdo na
contagem total de micro-organismos.

Um dos grandes desafios da inddstria alimenticia é o controle da
contaminacdo e propagacdo de Listeria monocytogenes em produtos
Carneos prontos para 0 consumo, uma vez que este micro-organismo
pode sobreviver no ambiente das plantas de processamento e em
temperaturas de refrigeracdo (MYTLE et al., 2006). Estes autores
determinaram o nivel de sobrevivéncia de sete cepas de L.
monocytogenes inoculadas em diferentes niveis em salsichas de frango
tipo frankfurter, armazenadas a 5°C durante duas semanas e a 15°C por
uma semana. Os autores também avaliaram o efeito inibitério de dleo
essencial de cravo (adicionado a 1 e 2%, v/p) sobre estes micro-
organismos. Neste estudo, observou-se que todas as cepas testadas
foram capazes de sobreviver e crescer no produto nas temperaturas
testadas, mesmo em baixos niveis de inoculagdo (10° - 10° UFC/g).
Entretanto, a adi¢do de 6leo essencial de cravo mostrou-se, segundo 0s
autores, uma estratégia efetiva de controle de L. monocytogenes em
salsicha de frango, uma vez que, mesmo frente a altos niveis de
inoculagdo (10* — 10° UFC/g), o menor nivel de 6leo essencial testado
(1%) foi capaz de reduzir a contagem do micro-organismo em 0,4 — 3,4
log UFC/g, logo ap6s a aplicacdo do tratamento, conforme a cepa
considerada. Ainda segundo os autores, a adicdo de 1% de Oleo
essencial de cravo ndo resultou em uma alteracdo significativa no
aroma, sabor e aceitacdo geral do produto, em uma avaliacdo sensorial
preliminar.

Apostolidis et al. (2008) buscaram avaliar o efeito da combinagéo
dos extratos de orégano e arando vermelho e lactato de sodio sobre
Listeria monocytogenes, em caldo e em um modelo de carne moida
cozida. Os resultados do estudo indicaram que, em caldo, incubado a 4
°C por 20 dias e em pH 6,0, a adicdo de lactato de s6dio a 2%
combinado aos extratos vegetais (750 ppm) promoveu uma inibicdo do
crescimento de L. monocytogenes, resultando em uma reducéo de 2,1
ciclos logaritmicos na contagem deste micro-organismo. Os autores
verificaram que, mesmo na auséncia de lactato de sddio, a combinacéo
dos dois extratos promoveu uma redugdo de 1,3 ciclos logaritmicos na
contagem de L. monocytogenes, em comparacao ao controle.

Um aspecto interessante a ser considerado é a possibilidade de
reducéo dos niveis de nitrito adicionados aos embutidos carneos quando
da utilizagdo simultdnea com condimentos e especiarias. Kamdem et al.
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(2007), ndo observaram efeitos negativos sobre a coloragdo de linguica
toscana, nem sobre a contaminagdo microbiana, quando avaliaram a
redugdo dos niveis de nitrito associada a utilizacdo de uma mistura de
condimentos no produto. Os autores também buscaram avaliar a
importancia da adicdo de condimentos na prevencdo da oxidagdo
lipidica e no crescimento de Listeria monocytogenes inoculada no
produto. Observaram, ao final do periodo de armazenamento de 14 dias,
gue as linguicas adicionadas de condimentos apresentaram niveis
inferiores de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), em
comparacdo ao controle.  Com relagdo ao crescimento de L.
monocytogenes, observaram que, em condi¢des de abuso de temperatura
(armazenamento a 10°C), as linguicas adicionadas de condimentos
apresentaram, ao final do periodo de armazenamento, contagem inferior
em 1,2 log UFC/g do referido micro-organismo.

Oliveira et al. (2011) avaliaram o efeito antimicrobiano do dleo
essencial de segurelha contra Clostridium perfringens tipo A inoculado
em mortadelas formuladas com diferentes niveis de nitrito de sodio, e
observaram um efeito sinérgico entre este dleo essencial (0,78, 1,56 e
3,12%) e o nitrito (100 ppm), sugerindo que a associacdo entre 0s dois
agentes pode permitir uma reducdo nos niveis de nitrito utilizados e
controlar o desenvolvimento de C. perfringens neste produto.
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COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
DE OLEOS ESSENCIAIS DE PLANTAS SELECIONADAS
CULTIVADAS NO SUL DO BRASIL CONTRA MICRO-
ORGANISMOS PATOGENICOS E DETERIORANTES DE
ALIMENTOS

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi determinar a composi¢do quimica de
10 6leos essenciais obtidos por destilacdo a vapor e avaliar sua atividade
antimicrobiana in vitro frente a 12 espécies de bactérias de importancia
em alimentos. A composi¢do quimica foi determinada por CG/DIC e
CG/EM. A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais foi detectada
através do método de difusdo em disco. A CMI e CMB foram
determinadas para os 6leos mais ativos pelo método de microdiluicéo.
Os 0leos essenciais que apresentaram maior atividade e espectro de acdo
contra as bactérias testadas foram os de capim-limdo (Cymbopogon
flexuosus), manjericdo (Ocimum basilicum), orégano (Origanum
vulgare), louro (Laurus nobilis) e da folha de canela (Cinnamomum
zeylanicum). O capim-lim&o apresentou valores de CMI e CMB de 0,62
mg/mL contra Listeria monocytogenes e Escherichia coli, e de
1,25mg/mL contra Salmonella Typhimurium. O. basilicum apresentou
CMI e CMB contra Yersinia enterocolitica de 0,075 e 0,15 mg/mL,
respectivamente. Foi detectada correlacéo significativa (p<0,05) entre 0s
niveis de monoterpenos oxigenados dos 6leos essenciais e 0s valores de
CMI e CMB contra E. coli. Os resultados demonstram que os 6leos
essenciais avaliados apresentam potencial significativo como agentes
antimicrobianos naturais para alimentos.

Palavras-chave: 6leos essenciais, atividade antibacteriana, composicao
quimica.

ABSTRACT

The aim of the present study was to determine the chemical composition
of 10 selected plant essential oils obtained by steam distillation and to
evaluate their antimicrobial activity against 12 important food-related
bacterial strains. The chemical composition of the essential oils was
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determined by GC and GC/MS. The antimicrobial activity was screened
by disc-diffusion assay. CMI and CMB for the most active essential oils
were determined by microdilution. The most active essential oils against
the tested bacteria were lemongrass (Cymbopogon flexuosus), basil
(Ocimum basilicum), oregano (Origanum vulgare), laurel (Laurus
nobilis) and cinnamon (Cinnamomum zeylanicum) leaf essential oil.
Lemongrass presented CMI and CMB values of 0.62 mg/mL against
Listeria monocytogenes and Escherichia coli, and 1.25mg/mL against
Salmonella Typhimurium. O. basilicum presented CMI and CMB of
0.075 and 0.15 mg/mL, respectively, against Yersinia enterocolitica.
There was a significant correlation (p<0.05) between the level of
oxygenated monoterpenes in the essential oils and CMI and CMB
values against E. coli. Results showed that the evaluated essential oils
present high potential as natural food preservatives.

Keywords: essential oils, antibacterial activity, chemical composition.

1 INTRODUCAO

Verifica-se nos ultimos anos uma preocupacdo consideravel com
relacdo ao aumento da incidéncia de doengas transmitidas por alimentos,
gue vem constituindo um relevante aspecto de salde publica
(OUSSALAH et al, 2007). De fato, um dos maiores desafios
recorrentes para a industria de alimentos é o controle da contaminacio
microbiana de alimentos crus e processados, a fim de prevenir sua
deterioragdo e evitar a disseminagdo de patogenos através da cadeia de
processamento e distribuicdo de alimentos. Apesar dos avangos nos
servicos de inspecdo e técnicas de sanificacdo, o acesso de micro-
organismos indesejaveis aos alimentos constitui um risco eminente
durante a producgdo, industrializacdo, armazenamento e distribuicdo,
tanto em paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento
(RUNYORO et al., 2010). Assim, frequentemente sdo requeridas novas
estratégias a fim de inativar micro-organismos patogénicos em
alimentos, buscando o suprimento de alimentos seguros a populacao.

Nos Ultimos anos, a utilizacdo de conservantes naturais em
alimentos tem encontrado grande aceitacdo perante 0 mercado
consumidor, que busca cada vez mais produtos naturais, benéficos a
salde, juntamente a reducdo do consumo de aditivos sintéticos. Produtos
naturais de plantas, em particular os 6leos essenciais, tém sido indicados
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como alternativas promissoras para inativar patégenos em alimentos
(CHORIANOPQULOS et al., 2004; RAHMAN; KANG, 2009;
EBRAHIMABADI et al.,, 2010). Os o6leos essenciais sdo liquidos
aromaticos extraidos de plantas com composi¢cdo rica em derivados
isoprénicos ou fenilpropandides (RAHMAN; KANG, 2009).

Frequentemente, encontram-se diferencas significativas na
atividade antimicrobiana reportada para 6leos essenciais provenientes de
uma mesma espécie vegetal. Estas diferengas devem-se, principalmente,
as diferentes localizagdes geogréficas, época de coleta, genotipo e
condi¢des climaticas (CELIKTAS et al.,, 2007; OUSSALAH et al.,
2007), sendo portando necessaria a caracterizacdo da composicdo e da
atividade bioldgica de 6leos essenciais obtidos a partir de plantas de
uma determinada regido.

O objetivo deste estudo foi determinar a composi¢do quimica de
Oleos essenciais obtidos de 10 espécies de plantas cultivadas na regido
Sul do Brasil e avaliar a atividade antimicrobiana frente a 12 espécies de
bactérias de importancia em alimentos, visando a identificacdo das
espécies mais promissoras para a aplicacdo na industria de alimentos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL E EXTRACAO DOS OLEOS
ESSENCIAIS

Foram avaliados os 0leos essenciais das seguintes espécies
vegetais: alecrim (Rosmarinus officinalis), canela (Cynnamomum
zeylanicum), capim-limdo (Cymbopogon winterianus), funcho
(Foeniculum vulgare), laranja (Citrus sinensis), louro (Laurus nobilis),
manjericdo (Ocimum basilicum), menta (Mentha arvensis), orégano
(Origanum vulgare) e poejo (Mentha pulegium).

O material vegetal foi coletado na cidade de Concoérdia — SC,
Brasil (27°14' 2”'S, 52°1'40” W), no periodo de setembro de 2009 a
janeiro de 2010. A identificagdo boténica das espécies vegetais foi
realizada pelo Dr. A. Jasper (Univates, RS, Brasil) e pelos Drs. S. J.
Longhi, M. C. Scipioni e A. R. T. Nascimento (UFSM, RS, Brasil). As
exsicatas das espécies vegetais (Tabela 1) foram depositadas no
Herbario do Museu de Ciéncias Naturais do Departamento de Botanica e
Paleobotanica (Univates) e no Herbario Florestal do Laboratério de
Dendrologia do Departamento de Ciéncias Florestais (UFSM).
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Tabela 1. Identificacdo das espécies vegetais, registro, data de coleta e
parte utilizada para a obtenc¢éo dos 6leos essenciais

Nome Data de Parte

comum Nome cientifico Registro® coleta  utilizada®

Alecrim Rosmarinus officinalis L. HVAT 2600 18/09/2009 F
Canela %ﬁ‘gﬁmﬁr’n“é‘mme HDCF 5538 28/10/2009  F
Capim- Cymbopogon  flexuosus

“m%O (gc:) S'E)ap% HVAT 2613 18/12/2009  F
Funcho Foeniculum vulgare Mill HVAT 2610 19/11/2009  F/FS
Laranja Citrus sinensis HVAT 2613 24/09/2009 F
Louro Laurus nobilis L. HDCF 5536 27/10/2009 F
Manjericdo Ocimum basilicum L. HVAT 2603 14/01/2010  F/SF
Menta Mentha arvensis L. HVAT 2602 11/01/2010  F/SF
Orégano Origanum vulgare L. HVAT 2614 16/12/2009 F
Poejo Mentha pulegium L. HVAT 2611 30/10/2009 F

Alecrim Rosmarinus officinalis L. HVAT 2600 18/09/2009 F

® HVAT: Herbario do Museu de Ciéncias Naturais da UNIVATES (Lajeado, RS);
HDCF: Herbario Florestal do Laboratério de Dendrologia da UFSM (Santa Maria,
RS); ® F: folha; SF: sumidade florida

Os 6leos essenciais foram extraidos a partir das partes aéreas das
plantas pelo processo de destilagdo a vapor, utilizando-se um
equipamento em escala-piloto fabricado em ago inoxidavel.
Inicialmente, cerca de 5 Kg do material vegetal fresco foram
acondicionados no sistema de extragdo. Entdo, o vapor foi gerado e
conduzido através do material vegetal para liberacdo do conteldo
aromatico. Ao final, o vapor foi condensado, para render o hidrolato e o
respectivo Oleo essencial. O conteldo condensado foi reunido e
transferido para funil de separacdo, onde o Oleo essencial foi
prontamente obtido pela separacdo espontanea das fases. A fase superior
foi coletada em tubo de Falcon de 50 mL contendo 0,5 g de Na,SO4
anidro. A amostra foi agitada em vortex por 30 segundos e centrifugada
a 2000 g por 10 minutos a 5 °C. O 6leo obtido como um liquido limpido
foi transferido para frasco de vidro &mbar e armazenado sob refrigeracéo
a4-°C.
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2.2 PREPARO DAS SOLUCOES PARA AS ANALISES
CROMATOGRAFICAS

Em balo volumétrico de 10 mL, 100 uL do dleo essencial foram
dissolvidos em diclorometano SupraSolv (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha). Uma aliquota de 2 mL desta solucdo de 6leo essencial 1%
foi transferida para frasco de 2 ml e armazenada sob refrigeracao.

2.3 ANALISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA (CG/DIC)

A solugdo da amostra foi analisada pela injecdo de 1uL em um
cromatdgrafo CG Varian CP-3800 (Walnut Creek, CA, USA), equipado
com injetor split/splitless (razdo 1:10), uma coluna capilar Rtx-5MS
com 30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 um de espessura (Restek, EUA), um
detector de ionizagdo de chama (FID) e um amostrador automatico
Varian CP 8410 (Walnut Creek, CA, USA). A temperatura do forno foi
programada da seguinte forma: 50 °C por 2 minutos, aumento na razdo
de 2 °C/minuto até 220 °C, onde permaneceu por 3 minutos.
Temperatura do injetor: 240 °C. Temperatura do detector: 240 °C.
Nitrogénio N-50 (Alphagaz, V. Carioca, SP, BR) foi usado como gés de
arraste a 1,2 mL/min. A quantifica¢do foi realizada por normalizacédo de
area, sendo que foram considerados somente 0s picos maiores de 0,15%.
As analises foram realizadas em triplicata. As andlises foram realizadas
sob as mesmas condi¢fes com uma coluna capilar Rtx-WAX de 30 m x
0,25 mm i.d., 0,25 um de espessura (Restek, EUA).

Para o célculo dos indices de retencdo, injetou-se uma amostra
padrdo de solucdo de hidrocarbonetos C7-C30 Saturated Alkanes Std
(Supelco analytical, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), os quais
foram analisados com a mesma programacdo do equipamento que as
amostras. A partir dos resultados dos tempos de retengdo das substancias
desta amostra padrdo, calculou-se o indice de retencdo (IR) de cada
substancia utilizando-se a formula de Van den Dool e Kratz:

100(Tx —Tn)
Tn+1-Tn

IR =100n +

Onde: Tn e Tn+1 s&o os tempos de retengdo dos n-alcanos de referéncig;
n é o nimero de carbonos do n-alcano de referéncia;
Tx é o tempo de retencdo da substancia de interesse.
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2.4 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG/EM)

A solugdo da amostra foi analisada pela injecdo de 1uL em um
cromatografo CG 2010 SHIMADZU (Téquio, Japdo), equipado com
injetor split/splitless (razdo 1:10), uma coluna capilar Rtx-5MS 30 m x
0,25 mm i.d., 0,25 um de espessura (Restek, EUA), acoplado a um
espectrdometro de massas CGMS-QP 2010 SHIMADZU (Téquio,
Japdo). A temperatura do forno foi programada da seguinte forma: 50
°C por 2 minutos, aumento na razdo de 2 °C/minuto até 220 °C, onde
permaneceu por 3 minutos. A temperatura do injetor, da fonte de ions e
da interface foram de 240 °C, 200 °C e 220 °C, respectivamente. Hélio
Ultra Puro (Linde Gas, Jundiai, SP, BR) foi usado como gas de arraste, a
1,2 mL/minuto. O espectrémetro de massas foi operado no modo scan,
ionizacao por impacto eletrdnico a 70 eV, com intervalo de varredura na
faixa de m/z 35-350 u.m.a., em ciclos de 0,5 s. A identificacdo dos picos
foi feita com o auxilio da biblioteca informatizada de espectros de
massas (NIST 05) e sequéncia de eluicdo. As andlises foram realizadas
sob as mesmas condi¢fes com uma coluna capilar Rtx-WAX de 30 m x
0,25 mm i.d., 0,25 um de espessura (Restek, EUA).

2.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
2.5.1 Culturas bacterianas

Os oOleos essenciais foram testados frente a 12 espécies de
bactérias, sendo seis espécies Gram-positivas (Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Lactobacillus plantarum ATCC 8014, Listeria
monocytogenes ATCC 19117, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Bacillus cereus ATCC 11778 e Bacillus subtilis ATCC 6633) e seis
espécies Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
Typhimurium ATCC 14028, Proteus vulgaris ATCC 13315,
Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 e Yersinia enterocolitica ATCC 9610).

As cepas foram mantidas a -20°C nos meios de cultura
apropriados adicionados de 10% de glicerol e, durante os ensaios, foram
repicadas a cada 15 dias para tubos inclinados de &gar triptose de soja
(TSA), mantidos a 4°C.



87

2.5.2 Deteccdo da atividade antimicrobiana — ensaio de difusdo em
disco

A deteccdo de atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
sobre as bactérias testadas foi realizada através do método de difusdo em
disco (CLSI, 2009a), com a seguinte modificacdo: com excecao de L.
plantarum, que foi inoculado a partir de uma suspensdo de
aproximadamente 10° UFC/mL, foram utilizadas suspensées de
aproximadamente 10’ UFC/mL para inocular as placas de &gar.
Resumidamente, as culturas em TSA foram repicadas para agar sangue e
incubadas a 35°C por 12-18h, a fim de verificar-se a morfologia das
col6nias e a pureza da cultura. A partir destas placas, tomou-se de 3 a 5
colbnias isoladas e transferiu-se para caldo triptose de soja (TSB),
incubado a 35°C por 2 a 6 horas, a fim de obter-se uma cultura em
crescimento ativo. O indculo foi preparado a partir da cultura ativa de
cada espécie bacteriana, diluida em solucdo salina 0,9% a uma
concentragdo de aproximadamente 10° UFC/mL, comparéavel a solugéo
padrdo de McFarland 0,5, verificada espectrofotometricamente a 625nm.
A suspenséo foi diluida a aproximadamente 10’ UFC/ml, em solugo
salina, e esta suspensdo foi utilizada para inocular placas de petri
contendo agar Mueller-Hinton, utilizando-se swab estéril.

Os discos de papel filtro estéreis (9 mm de diametro e 250 g/m?)
foram impregnados com 25puL de 6leo essencial e depositados sobre as
placas inoculadas, incubadas a 36°C por 18-24 h. Discos comerciais de
ampicilina (10 pg/disco) e cloranfenicol (30 pg/disco) foram utilizados
como controles positivos. O didmetro da zona de inibicdo foi medido,
em milimetros, e a inibi¢&o foi classificada em forte, moderada ou fraca
conforme Carovic-Stanko et al. (2010). O ensaio foi realizado em
quadruplicata e o valor apresentado como a média (+ desvio padréo).

2.5.3 Determinacéo da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) e da
Concentracdo Minima Bactericida (CMB)

Os 0leos essenciais que se mostraram mais ativos no ensaio de
difusdo em disco, ou que se destacaram por apresentar atividade contra
bactérias Gram-negativas, foram avaliados quanto a concentracdo
minima inibitéria (CMI), através do método de microdilui¢do (CLSI,
2009b), com modificacoes.

Foram testadas 6 espécies de bactérias, trés Gram-positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC
19117 e Bacillus cereus ATCC 11778) e trés Gram-negativas
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(Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Typhimurium ATCC 14028
e Yersinia enterocolitica ATCC 9610). O inéculo foi preparado
conforme descrito no item 2.4.2.

Os 0leos essenciais foram diluidos em dimetilsuféxido (DMSO) a
concentracdo de 100mg/mL. A seguir, foram preparadas séries de
diluicBes sucessivas, na faixa de 10 mg/mL a 0,075 mg/mL, em caldo
Mueller-Hinton.

Foram adicionados aos poc¢os das placas de microdiluicdo 100uL
de cada solucdo diluida e 5 pL da suspensédo bacteriana. Em cada placa,
foram mantidos controles de esterilidade (sem adicdo de indculo) e
controles de crescimento (caldo Mueller-Hinton adicionado de DMSO e
indculo). A pureza das suspensdes de inoculo foi verificada através da
inoculacdo simultanea em agar nao seletivo. As placas foram incubadas
a 36°C por 18h e o crescimento microbiano detectado visualmente e
confirmado pela adigéo de 20 uL de solugdo aquosa de cloreto de 2,3,5
trifeniltetrazolio (TTC) a 0,5% (m/v) com incubacdo adicional de 1
hora, a mesma temperatura. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata, e os resultados expressos em mg/mL. A CMI foi definida
como a menor concentragdo do 6leo essencial que inibiu totalmente o
crescimento microbiano (SMANIA JR. et al., 1995).

A concentragdo minima bactericida (CMB) foi determinada com
base na metodologia proposta por Celiktas et al. (2007), a partir das
microplacas utilizadas para a determinacdo da CMI. De cada pocgo onde
ndo ocorreu crescimento microbiano visivel, foram transferidas
aliquotas (10puL) para placas de agar triptona de soja (TSA). As placas
foram incubadas a 36°C por 24h e o crescimento de col6nias foi
verificado. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e 0s
resultados expressos em mg/mL. A CMB foi definida como a menor
concentracdo de cada dleo essencial que impediu totalmente o
crescimento microbiano nas placas sem a presenca do agente
antimicrobiano.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos no teste de difusdo em disco foram submetidos
a analise de variancia (p<0,05) para cada espécie de bactéria, e as
diferencas entre as médias foram determinadas pelo teste de Tukey
(p<0,05). Foi calculado o coeficiente de correlagdo de Spearman
(p<0,05) entre os principais grupos de componentes identificados nos
6leos essenciais (monoterpenos hidrocarbonados, monoterpenos
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oxigenados,  sesquiterpenos  hidrocarbonados e  sesquiterpenos
oxigenados) e as areas de inibicdo para cada espécie bacteriana, assim
como entre os grupos de componentes e os valores de CMI e CMB
obtidos para cada espécie, utilizando-se o procedimento CORR do
pacote estatistico SAS (SAS, 2003).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

A Tabela 2 apresenta os constituintes dos Oleos essenciais
avaliados, determinados por cromatografia gasosa (CG-DIC e CG-EM).
Neste estudo, foi possivel identificar 89 compostos, que representaram
de 81,41 a 99,41% da composic¢ao dos 6leos volateis.

Os dleos essenciais de canela (C. zeylanicum), laranja (C.
sinensis) e orégano (O. vulgare) apresentaram composicdo rica em
monoterpenos  hidrocarbonados  (51,41%, 71,52% e 81,25%,
respectivamente). No dleo volatil de canela, apesar da predominancia de
monoterpenos hidrocarbonados, o constituinte majoritario foi o
composto oxigenado 1,8-cineol (22,64%), seguido dos compostos o-
cimeno (19,35%), a-felandreno (9,98%) e a-pineno (5,24%). Este 6leo
ainda apresentou o maior conteldo de sesquiterpenos oxigenados
(6,01%). A maioria dos estudos a respeito da composi¢cdo quimica da
canela utilizam a casca da arvore para a extracdo do 6leo essencial.
Wang et al. (2009), avaliando a composicdo do 6leo essencial extraido
das folhas da canela, detectaram o eugenol (79,7%) como composto
majoritario.

A amostra extraida das folhas de laranja foi caracterizada pelo
alto teor de sabineno (47,72%). Em menor quantidade, porém em niveis
consideraveis, foram identificados o (E)-f-ocimeno (6,33%), &-3-careno
(5,14%), D-limoneno (4,88%) e p-mirceno (3,19%). Na fracdo de
monoterpenos oxigenados (21,72%), destacou-se a presenca do linalol
(7,66%) e do citronelal (5,46%). Em estudos reportados na literatura,
diferentemente do presente estudo, o 6leo essencial de Citrus sinensis
foi extraido da casca da fruta, € 0 composto majoritario nestes casos foi
o limoneno, perfazendo até 85% da composicdo do 6leo (ESPINA et al.,
2011).



Tabela 2. Composicdo quimica dos éleos essenciais avaliados, determinada por CG — DIC e CG - EM (resultados
expressos como % relativo das areas dos picos)

Composto® IRE® Alecrim Canela CI?nF;gS- Funcho Laranja Louro Mrﬁgoe " Menta Orégano Poejo
a-Tujeno 923 0,37 2,28 - - 0,25 0,35 - - 0,90 0,47
a-Pineno 929 9,85 5,24 - 5,07 1,08 3,07 1,10 0,32 0,35 0,20
Canfeno 943 4,66 0,42 - - - - 0,89 - - -
Sabineno 970 - 3,28 - 0,22 47,72 9,45 0,95 0,23 4,27 0,34
S-Pineno 972 6,99 2,19 - 0,55 0,15 2,81 1,86 0,39 0,34 0,20
1-Octen-3-ol 981 0,18 - - - - - - - - -
3-Octanona 984 - - - - - - - - 0,18 -
SBMirceno 990 12,50 2,61 8,79 0,90 3,19 1,21 1,00 0,42 2,42 -
a-Felandreno 1003 0,26 9,98 - 1,87 0,52 - - - 0,14 -
o6-3-Careno 1009 - - - - 5,14 0,36 - - - -
&-4-Careno 1014 0,70 - - - - 0,24 - - 1,83 -
o0-Cimeno 1022 0,74 19,35 - 0,52 - - - - 11,43 -
(+)-Silvestreno 1026 - - - - - 1,52 - - - -
D-Limoneno 1026 3,57 1,87 - 2,27 4,88 - 1,75 1,45 - -
1,8-Cineol 1028 14,24 22,64 - - - 35,50 16,42 - - -
(2)-p-Ocimeno 1038 - - - 0,15 0,24 - - - 16,03 -
(E)-S-Ocimeno 1047 - 1,66 - - 6,33 0,33 0,31 - 11,68 -

y-Terpineno 1056 2,45 0,52 - - 0,73 0,55 0,21 - 31,68 -
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Tabela 2. Composi¢do quimica dos 0leos essenciais avaliados, determinada por CG — DIC e CG - EM (resultados
expressos como % relativo das areas dos picos) (continuacéo)

Composto? IRE® Alecrim Canela Ci?rfllin;_ Funcho Laranja Louro '\cs%]s' Menta Orégano Poejo
2-Metilbutil-butirato 1056 - - - - - - - - - 0,16
cis-Sabineno hidratado 1067 - - - - 0,18 0,30 0,34 - - 0,13
L-Fenchona 1086 - - - 1,35 - - 1,50 - - -
a-Terpinoleno 1086 1,00 2,01 - - 1,29 0,22 - - - -
pF-Terpineol 1099 0,14 - - - - 0,29 - - - -
Linalol 1102 0,99 1,46 1,04 - 7,66 14,10 35,57 0,40 - 0,37
Cénfora 1141 24,02 - - - - - 9,98 - - -
p-Mentan-3-ona 1152 - - - - - - - 3,44 - 3,64
Citronelal 1153 - - 0,17 - 5,46 - - - - -
Pinocarvona 1160 0,49 - - - - - - - - -
Isomentona 1163 - - - - - - - 1,53 - 5,61
Isomentol 1165 - - - - - - - 1,84 - 9,37
Borneol 1165 1,06 - - - - - - - - -
Pinocanfona 1172 0,49 - - - - - - - - -
Mentol 1175 - - - - - - - 86,05 - 0,17
Terpinen-4-ol 1176 0,83 1,12 - - 0,60 0,93 0,46 - - 0,40
Neoisomentol 1190 - - - - - - - - - 3,74
a-Terpineol 1191 1,31 2,17 - - 0,20 2,78 2,05 - - 0,46
2-Pinen-10-ol 1197 0,19 - - - - - - - - -

16



Tabela 2. Composi¢do quimica dos 0leos essenciais avaliados, determinada por CG — DIC e CG - EM (resultados
expressos como % relativo das areas dos picos) (continuacéo)

Composto® IRE® Alecrim Canela Ci?r%n;_ Funcho Laranja Louro '\cﬁgjs_ Menta Orégano Poejo
Estragol 1198 - - - 3,10 - - - - - -
Acetato de sabinila 1202 - 1,09 - 0,22 - - - - - -
Decanal 1207 - - - - 0,23 - - - - -
Verbenona 1209 2,14 - - - - - - - - -
Nerol 1231 - - - - - 0,18 - - - -
Timol metil éter 1236 - - - - - - - - 1,88 -
Neral 1238 - - 28,46 - 2,61 - - - - -
Carvona 1244 - - - - - - - - - 0,13
Timol metil éster 1245 - - - - - - - - 2,50 -
Geraniol 1259 - - 3,20 - - - - - - -
3-Carvomentona 1254 - - - - - - - 0,54 - -
Piperitona 1254 - - - - - - - - - 0,23
4-Metoxi-benzaldeido 1255 - - - 1,88 - - - - - -
Geranial 1274 - - 38,68 - 3,59 - - - - -
feoisomentia 25 - ] ] ] ] - - - - 218
Acetato de bornila 1284 0,40 - - - - - - - - -
trans-Anetol 1287 - - - 80,92 - - - - - -
2-Undecanona 1296 - - 0,90 - - - - - - -
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Tabela 2. Composi¢do quimica dos 0leos essenciais avaliados, determinada por CG — DIC e CG - EM (resultados
expressos como % relativo das areas dos picos) (continuacéo)

Composto® IRE® Alecrim Canela Ci?rfllin;_ Funcho Laranja Louro '\cs%]s' Menta Orégano Poejo
Acetato de mentila 1296 - - - - - - - - - 4,21
Timol 1303 - - - - - - - - 2,81 -
Formato de geranila 1304 - - 0,17 - - - - - - -
Metil geranato 1327 - - - - 0,16 - - - - -
Acetato dea-terpinila 1349 - - - - - 9,65 - - - 0,40
Acetato de citronelila 1357 - - - - 0,47 - - - - -
Eugenol 1360 - - - - - - 11,31 - - -
Acetato de nerila 1367 - - - - 0,56 0,20 - - - -
a-Copaeno 1371 0,21 - - - - - - - - 0,19
1-(4-metoxifenil)- 1385 - - - 0,39 - - - - - -
propan-2-ona
S-Bourboneno 1380 - - - - - - - - 0,38 1,42
S-Elemeno 1389 - - - - - 1,10 - - - 0,49
fS-Cariofileno 1413 5,40 1,80 - - 0,22 2,69 1,47 - 2,14 25,67
a-Guaieno 1435 - - - - - 0,25 - - - -
(E)- a-Bergamoteno 1442 - - - - - - 1,50 - - -
cetato de cinamila 1447 - 1,27 - - - - - - - -
a-Humuleno 1447 0,94 - - - - 0,74 0,37 - 0,36 4,60
Germacreno D 1476 - 0,74 - - - 0,56 3,87 0,45 2,92 12,55
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Tabela 2. Composi¢do quimica dos 0leos essenciais avaliados, determinada por CG — DIC e CG - EM (resultados
expressos como % relativo das areas dos picos) (continuacéo)

Composto® IRE® Alecrim Canela Ci?r%n;_ Funcho Laranja Louro '\cﬁgjs_ Menta Orégano Poejo
Germacreno B 1492 - 1,95 - - - - 0,52 - - 6,86
a-Farneseno 1499 - - - - - 2,54 - - - -
a-Bulneseno 1500 - - - - - - 1,34 - - -
S-Bisaboleno 1507 0,35 - - - - - - - 0,86 -
Elemol 1548 - 0,36 - - - - - - - -
(E)-Nerolidol 1564 - 0,35 - - - - - - - 0,65
Espatulenol 1573 - 2,27 - - - - - - 1,34 -
Oxido de Cariofileno 1577 0,23 1,42 - - - - - - 0,45 0,96
5-Azulenometanol 1595 - 0,97 - - - - - - - -
Viridiflorol 1598 - - - - - - - - - 0,15
t-Cadinol 1639 - - - - - - 1,96 - - -
S-Eudesmol 1646 - 0,19 - - - - - - - -
a-Eudesmol 1649 - 0,18 - - - - - - - -
a-Cadinol 1653 - - - - - - - - - 0,13
Bulnesol 1664 - 0,63 - - - - - - - -
f-Sinensal 1698 - - - - 0,95 - - - - -
Monoterpenos

. 43,09 51,41 8,79 11,55 71,52 20,11 8,07 2,81 81,25 3,60
hidrocarbonados
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Tabela 2. Composi¢do quimica dos 6leos essenciais avaliados, determinada por CG — DIC e CG - EM (resultados
expressos como % relativo das areas dos picos) (continuagio)

Composto® IRE® Alecrim Canela leap|~m- Funcho Laranja Louro M_arlje- Menta Orégano Poejo
iméo ricdo

Monoterpenos 4630 2848 71,72 157 2172 6393 6632 9380 719 31,04
oxigenados
Sesquiterpenos 690 485 : - 022 788 907 045 666 5178
hidrocarbonados
Sesquiterpenos
oxigenados 0,23 6,01 - - 0,95 - 1,96 - 1,79 1,89
Outros 0,18 1,27 0,90 86,29 - - 11,31 - - 0,16
Total identificado (%) 96,70 92,02 81,41 99,41 94,41 91,92 96,73 97,06 96,89 88,47
Rendimento em 6leo
essencial (% m/m de 0,26 0,24 0,17 0,27 0,06 0,19 0,27 0,36 0,04 0,07

material fresco)

aQs compostos estdo listados em ordem de eluicéo da coluna Rtx-5MS
® indice de retengdo determinado experimentalmente na coluna Rtx-5MS, utilizando-se uma série homéloga de hidrocarbonetos
alifaticos C-Csg

S6
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Os constituintes majoritarios no 6leo de orégano foram o -
terpineno (31,68%), (Z2)-p-ocimeno (16,03%), (E)-p-ocimeno (11,68%)
e o-cimeno (11,43%). Em quantidades inferiores, os monoterpenos
oxigenados e os sesquiterpenos hidrocarbonados ocorreram em niveis
similares, somando 7,19 e 6,66%, respectivamente.

Estes resultados divergem em parte da maioria dos estudos
envolvendo a composicdo quimica do 6leo essencial de orégano, em que
0s monoterpenos oxigenados carvacrol e timol sdo geralmente os
compostos majoritarios (CHORIANOPQULOS et al., 2004). De modo
semelhante ao nosso estudo, o j-terpineno foi detectado como o
composto majoritario (30,6%) no o6leo essencial do clone “Green
Spanish” de orégano (FARIAS et al., 2010).

Dentre os componentes volateis dos 06leos essenciais de
manjericdo (O. basilicum), louro (L. nobilis), capim-limdo (C. flexuosus)
e menta (M. arvensis), 0s monoterpenos oxigenados constituiram a
fracdo predominante e totalizaram, respectivamente, 66,32%, 63,93%,
71,72% e 93,80% das composicBes. Os compostos mais abundantes no
6leo de manjericdo foram linalol (35,57%), 1,8-cineol (16,42%),
eugenol (11,3%) e céanfora (9,98%). Observa-se uma grande
variabilidade na composi¢cdo quimica de O&leos essenciais de O.
basilicum (RUNYORO et al., 2010; CAROVIC-STANKO et al., 2010),
gue ocorre em diferentes quimiotipos, incluindo linalol, metilchavicol,
eugenol, metileugenol e geraniol, entre outros (GRAYER et al., 1996).
Labra et al. (2004), avaliando a composi¢do de nove variedades de
manjericdo, reportaram uma composicdo similar a observada no
presente estudo, em que o linalool (18,96-37,59%), eugenol (3,34-
31,51%) e cineol (7,09-14,22%) foram os compostos encontrados em
maior quantidade. No 6leo essencial de louro também se destacaram os
monoterpenos oxigenados 1,8-cineol (35,50%) e linalol (14,10%),
seguidos em menores proporcdes pelo sabineno (9,45%) e o éster
acetato de terpinila (9,65%). Estes resultados estdo de acordo com dados
previamente reportados para esta espécie vegetal (OUSSALAH et al.,
2006). No oleo essencial de capim-limdo, mais da metade de sua
composicdo deveu-se as contribuicdes dos compostos geranial (38,68%)
e neral (28,46%). Para esta amostra, apenas 81,41% dos constituintes
foram devidamente caracterizados devido a dificuldade para
identificacdo de compostos minoritarios. Geranial (citral a) e neral
(citral b) também foram descritos como 0s compostos majoritarios
presentes no 6leo essencial de capim-limdo (C. flexuosus), em estudo
realizado por Oussalah et al. (2006). Por fim, neste grupo, o 6leo
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essencial de menta foi caracterizado pela alta concentra¢do de mentol, o
qual totalizou 86,05% dos constituintes volateis, concordando com
estudo prévio realizado com a espécie M. arvensis (DUARTE et al.,
2005).

Dentre as amostras analisadas, os 6leos de funcho (F. vulgare),
poejo (M. pulegium) e alecrim (R. officinalis) apresentaram padrdes
diferentes daqueles apresentados pelos demais Oleos essenciais
avaliados. Para o funcho, o derivado aromatico trans-anetol tomou parte
em 80,92% da composicdo, o que concorda com outros estudos acerca
da composicdo quimica deste dleo essencial obtido por hidrodestilacéo,
especialmente para o quimiotipo doce (DIAZ-MAROTO et al., 2006).
Os sesquiterpenos (51,78%) foram os compostos em maior concentragdo
no Oleo de poejo, destacando-se o p-cariofileno (25,67%) e o
germacreno D (12,55%). A pulegona, geralmente presente em
concentracdes variaveis no 6leo essencial de poejo (BOUCHRA et al.,
2003; MAHBOUBI; HAGHI, 2008), ndo fez parte da composicdo deste
6leo no presente estudo, embora outros compostos caracteristicos, como
a mentona, estiveram presentes.

O O6leo de alecrim apresentou niveis equivalentes de
monoterpenos hidrocarbonados e oxigenados, que representaram
respectivamente  43,09% e 46,30%. Nesta amostra, ocorreram
como componentes volateis majoritarios a canfora (24,02%), o 1,8-
cineol (14,24), o S-mirceno (12,50%), 0 a-pineno (9,85%) e o0 S-pineno
(6,99%). Quando comparados a literatura, estes resultados apresentam
diferencas e similaridades. De forma semelhante ao presente estudo,
Bozin et al., (2007) reportam niveis equivalentes de monoterpenos
hidrocarbonados e monoterpenos oxigenados (44,7% and 46,9%,
respectivamente), sendo o a-pineno (13,5%), o limoneno (21,7%), a
canfora (21,6%) e o Oxido de Z-linalol (10,8%) os principais
constituintes. Oussalah et al. (2006) reportam a composi¢do quimica de
6leos essenciais provenientes de trés variedades de alecrim.
A composicdo do Oleo essencial de Rosmarinus officinalis
camphreiferum foi bastante similar & determinada no presente trabalho,
com 0 1,8-cineol (23,59%), a canfora (18,2%) e 0 a-pineno (12,55%)
como componentes majoritarios. Viuda-Martos et al. (2010) também
reportam uma composicdo quimica similar para um o6leo essencial de
alecrim organico.
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3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS OLEOS ESSENCIAIS
AVALIADOS

A Tabela 3 apresenta a atividade antimicrobiana dos o6leos
essenciais, avaliada através do teste de difusdo em disco. Todos os 6leos
essenciais avaliados apresentaram atividade antimicrobiana, contra
diferentes espécies de bactérias e em diferentes intensidades. Os 6leos
gue apresentaram maior atividade e espectro de acdo foram, em ordem
decrescente, os de capim-limdo, manjericdo, orégano, canela, louro e
alecrim.

Os Oleos essenciais que se mostraram mais ativos no ensaio de
difusdo em disco, ou que se destacaram por apresentar atividade contra
bactérias Gram-negativas, foram avaliados quanto a CMI e CMB, frente
a seis espécies de bactérias, 3 Gram-positivas e 3 Gram-negativas.
Conforme pode ser observado na Tabela 4, os valores de CMI situaram-
se entre 0,075 e 10 mg/mL e os de CMB entre 0,31 e >10 mg/mL.

No ensaio de difusdo em disco (Tabela 3), o éleo essencial de
capim-lim&o apresentou forte inibi¢cdo contra todas as bactérias Gram-
positivas testadas, ou seja, S. aureus, L. plantarum, L. monocytogenes,
E. faecalis, B. cereus e B. subtilis. Dentre as bactérias Gram-negativas,
exibiu forte inibicdo contra S. Typhimurium, Y. enterocolitica e P.
vulgaris, inibicdo moderada contra E. coli e fraca inibicdo contra E.
aerogenes e P. aeruginosa. Apresentou inibigdo significantemente
superior (p<0,05) do que os antibidticos de referéncia testados contra S.
aureus, L. monocytogenes, B. cereus, B. subtilis, P. vulgaris e P.
aeruginosa. As zonas de inibicdo foram semelhantes as observadas por
Wannisorn et al. (2005) para um 6leo essencial da espécie de capim-
limdo Cymbopogon citratus.

A forte atividade antibacteriana apresentada pelo 6leo essencial
de capim-liméo foi confirmada pelos baixos valores de CMI e CMB (<
1,25 mg/mL) observados contra todos 0s micro-organismos testados
(Tabela 4). Este 6leo essencial foi o mais eficiente dentre os que foram
avaliados, com destaque para S. aureus, B. cereus, L. monocytogenes, E.
coli e S. Typhimurium, importantes patdgenos e indicadores de
qualidade em alimentos. Conforme os dados do presente trabalho e
também reportado por Schaneberg e Khan (2002), o dleo essencial de
capim-lim&do é constituido principalmente por citral, uma mistura dos
isbmeros geranial e neral, que apresenta consideravel atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(ONAWUNMI, 1989).



Tabela 3. Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais, detectada no ensaio de difusdo em disco (mm) ?

Alecrim Canela® Capim-liméo Funcho Laranja® Louro

(R. officinalis)  (C. zeylanicum)  (C. flexuosus)  (F. vulgare) (C. sinensis) (L. nobilis)
S. aureus 282+09c 17,4 £0,2 hi 50,5x1,7a 12,1+0,5j 215+11f 18,9+ 0,5gh
E .faecalis 14,9+ 0,7 ef 14,6 + 0,6 ef 247+09b 11,8+0,3 g 17,1+0,5d 13,6 +0,7f
L. monocytogenes 265+14cd 15,2+ 0,3 fg 52,1+12a 125+0,4¢9 212+27e 214+08e
L. plantarum 121+05i 22,0+ 1,8de 23,2+09cd 13,8+ 0,6 hi 14,1+ 0,6 hi nd
B. cereus 26,4+05¢c 21,2+0,9d 42,7+15a 16,0 £ 0,4 ef 331+12hb 20,2+0,64d
B. subtilis 36,0+06¢ 19,0 £ 0,4 ef 422+40b 13,1£05h 85,0+0,0a 31,4+06d
Y. enterocolitica 16,7+05f 14,0+0,09 30,1+£12b 11,8+0,3¢ 26,7+15¢cd 140+099¢
E. coli 122+0,3¢g 115+0,09 172+0,3e 111+0,2¢g nd 245+£0,7b
S. Typhimurium 10,5+0,0e 10,4+0.2e 18,2+05¢c nd nd 109+05e
E .aerogenes 10,2+0,3¢ 105+04c 139+£190D nd nd 110+04c
P. vulgaris 149+239¢g 16,5+ 0,7 fg 409+16a 19,0+ 0,4 ef 27,7+30¢c 31,7+22b
P. aeruginosa nd nd 136+0.2a nd nd nd
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Tabela 3. Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais, detectada no ensaio de difusdo em disco (mm) @
(continuacdo)

Manjericéo Menta Orégano Poejo - .

(O. basilicum) (M. arvensis) (O.vulgare) (M. pulegium) Ampicilina  Cloranfenicol
S. aureus 205+0,4fg 25,1+1,4de 229+ 1,0ef 16,0£04i 36,4+18b 26,1+0,5cd
E. faecalis 19,2+0,6¢C 14,1+05f 16,0+ 0,7 de 13,7106 f 270+04a 236+0,2b
L. monocytogenes 19.0+0,7¢ 154+13f 254+13d 13,9+0,6 fg 31,1£09b 28,4+1,0bc
L. plantarum 26,1+1,2bc 19,6 £ 0,9 ef 174+1,11g 240+23cd 32,0+x09a 292+1,0ab
B. cereus 20,1+£1,1d 21,4+£17d 26,2+0,6c 17,1+0,2e 12,1+0,2¢9 279+0,7¢c
B. subtilis 21,1+08e 21,1+08e 18,0+ 1,7 efg 17,7+0,9fg 31,1+1.8d 299+05d
Y. enterocolitica 453+20a 247+18d 189+1.2f nd 21,7+05¢e 28,1+0,5bc
E. coli 216+11c nd 145+04f nd 189+0,5d 26,1+0,6a
S. Typhimurium 12,9+0,2d nd 12,0+0,8d nd 27,1+05a 244+05b
E. aerogenes 139+05b nd 114+05¢ nd nd 23,0+0,7a
P. vulgaris 346+05b 415+21a 23,7+0,6d nd 21,1+10de 22,4+0,8 de
P. aeruginosa nd nd 12,7£050D nd nd nd

inibicdo: 10 -13,9 mm: fraca; 14-18 mm: moderada; >18 mm: forte. Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha ndo sdo
significantemente diferentes (p<0,05). nd: néo detectada. ® Os 6leos essenciais de canela e de laranja foram obtidos a partir das folhas
da planta.
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Tabela 4. Concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentracdo minima bactericida (CMB) dos 6leos essenciais

testados (mg/mL) ?

Alecrim Canela® Capim-limao Louro Manjericdo Orégano

(R. officinalis) ~ (C. zeylanicum)  (C. flexuosus) (L. nobilis)  (O. basilicum) (O. vulgare)

CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
S. aureus 10,0 >10,0 5,0 10,0 0,31 0,31 10,0 >10,0 2,5 25 5,0 5,0
L. monocytogenes 2,5 >10,0 2,5 5,0 0,62 0,62 2,5 10,0 1,25 25 2,5 10,0
B. cereus 5,0 10,0 2,5 5,0 0,15 0,31 5,0 5,0 1,25 1,25 25 25
Y. enterocolitica 0,075 1,25 0,075 125 0,075 031 0,62 062 0,075 015 0,075 25
E. coli 2,5 5,0 5,0 10,0 0,62 0,62 2,5 2,5 1,25 1,25 5,0 10,0
S. Typhimurium 10,0 >10,0 5,0 10,0 1,25 1,25 5,0 10,0 2,5 25 5,0 10,0

3 0s testes foram realizados em triplicata e os valores modais s30 apresentados. ® O 6leo essencial de canela foi obtido a partir das folhas

da planta

10T
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O Oleo essencial de manjericdo também apresentou forte acao
inibitoria contra todas as bactérias Gram-positivas testadas (Tabela 3).
Além disso, demonstrou ser fortemente inibitério para Y. enterocolitica,
(maior zona de inibicdo observada para este micro-organismo), P.
vulgaris e E. coli. Este dleo foi mais ativo (p<0,05) que a ampicilina e o
cloranfenicol contra P. vulgaris e Y. enterocolitica, este Gltimo um
importante patégeno alimentar. No teste de microdilui¢do, apresentou
atividade inibitoria forte a moderada (CMI e CMB < 2,5 mg/mL) contra
0s micro-organismos testados, sendo o segundo 6leo mais ativo dentre
0s Oleos essenciais avaliados. O 6leo essencial de manjericdo foi
caracterizado pela presenca de linalol, 1,8-cineol e eugenol. De fato, o
linalol e o 1,8-cineol apresentam atividade inibitoria contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, conforme reportado por Sokovic et
al. (2007). Além disso, o eugenol também é reconhecido como uma
importante substancia com atividade antimicrobiana (WALSH et al.,
2003; GALLUCI et al., 2009), e também contribui para a atividade
apresentada por este 6leo essencial.

Duarte et al. (2007) reportaram forte atividade antimicrobiana
(CMI entre 200 e 500 pg/mL) do éleo essencial de manjericdo contra 3
sorotipos de E. coli patogénica. Entretanto, Runyoro et al. (2010),
reportaram fraca a moderada atividade deste 6leo (CMI de 10,7 e 12,5
mg/mL contra S. aureus e de 3,14 e 4,25 mg/mL contra E. coli) para
duas amostras de manjericdo avaliadas, pobres em linalol e eugenol. Isto
reforga a importancia de avaliar-se a composi¢ao quimica e a atividade
bioldgica de plantas cultivadas em diferentes regides.

O oleo essencial de louro destacou-se pela potente inibicdo contra
E. coli (maior zona de inibicdo frente a este micro-organismo),
apresentando também atividade contra as demais bactérias Gram-
negativas testadas, com excecdo de P. aeruginosa (Tabela 3). Nos
ensaios de CMI e CMB, apresentou atividade forte a moderada (CMI <
5 mg/mL) contra todos 0s micro-organismos testados, com excecao de
S. aureus (Tabela 4). Foi o terceiro melhor 6leo avaliado quanto a
inibicdo das bactérias Gram-negativas testadas. Apesar de estarem
presentes em diferentes propor¢bes em comparagdo ao Oleo de
manjericdo, 1,8-cineol e linalol também foram o0s componentes
majoritarios identificados no éleo essencial de louro. Dadalioglu e
Evrendilek (2004) reportaram forte atividade antibacteriana deste 6leo
essencial contra E. coli O157:H7, L. monocytogenes, S. Typhimurium e
S. aureus. De forma semelhante ao presente estudo, os autores
identificaram 1,8-cineol (cerca de 60%) como o principal constituinte.
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Os 6bleos essenciais de orégano e da folha da canela apresentaram
atividade moderada contra a maioria das bactérias testadas no teste de
difusdo em disco, conforme pode ser observado na Tabela 3. Os valores
de CMI obtidos para o 6leo essencial de orégano contra E. coli e S,
Typhimurium (Tabela 4) foram inferiores aos obtidos por Pefialver et al.
(2005), que avaliaram a atividade antimicrobiana de 5 6leos essenciais
sobre espécies de Salmonella e E. coli isoladas de suinos e aves.
Oussalah et al. (2007), avaliando o 6leo essencial obtido das folhas de
uma espécie de canela (Cinnamomum verum) através do método de
diluicdo em 4agar, obtiveram valores de CMI inferiores aos do presente
trabalho para E. coli O157:H7 e S. Typhimurium (0,1% ou 1,0 mg/mL)
e S. aureus (0,05% ou 0,5 mg/mL), porém muito semelhante para L.
monocytogenes (0,2% ou 2,0 mg/mL).

O 6leo essencial de alecrim apresentou valores maiores de CMI e
CMB para S. aureus, L. monocytogenes e B. cereus do que os demais
6leos essenciais avaliados, apesar de ter apresentado forte inibicdo
contra esses micro-organismos no teste preliminar de difusdo em disco.
Os resultados sdo semelhantes aos obtidos por Celiktas et al. (2007),
com CMI e CMB de 6leos essenciais de alecrim para S. aureus variando
de 5a20 mg/mL e 10 a >20mg/mL, respectivamente.

Os o6leos essenciais de funcho, poejo, folha de laranja e menta,
em geral mostraram-se menos ativos que os demais 6leos avaliados,
entretanto algumas especificidades podem ser destacadas, como a forte
inibicdo apresentada pelo 6leo essencial de menta contra P. vulgaris, a
forte atividade inibitoria do poejo contra L. plantarum e a excepcional
atividade da laranja contra B. subtilis (Tabela 3).

No presente estudo, detectamos atividade inibitdria, embora
fraca, de P. aeruginosa pelos Gleos essenciais de capim-limdo e de
orégano. P. aeruginosa € um micro-organismo conhecido por apresentar
resisténcia a muitos agentes antimicrobianos e desinfetantes (RUSSEL,
1991; PAPADOPOULOQS et al., 2006). Sua resisténcia também tem sido
reportada para varios antimicrobianos naturais derivados de plantas
(WAN et al., 1998; BURT, 2004; MATASYOH et al., 2009), embora
alguns estudos detectem susceptibilidade a certos Oleos essenciais
(CELIKTAS et al., 2007; RUNYORO et al., 2010). Hammer, Carson e
Riley (1999) reportaram sensibilidade de P. aeruginosa aos 6leos
essenciais de capim-limdo, orégano e Pimenta racemosa, de um
conjunto de 52 dleos essenciais comerciais avaliados. Por outro lado, Y.
enterocolitica mostrou alta susceptibilidade a seis dos 6leos essenciais
avaliados no presente estudo. Manjericao, capim-limao, folha de laranja
e menta apresentaram as maiores zonas de inibicdo (Tabela 3). Outros
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trabalhos reportam sensibilidade de Y. enterocolitica aos Gleos
essenciais de orégano (DORMAN; DEANS, 2000; BAYDAR et al.,
2004), manjericdo (WAN; WILCOCK; COVENTRY, 1998) e alecrim
(LOPEZ et al., 2005), avaliada através de métodos de difusdo em &gar.
Apesar da elevada susceptibilidade apresentada por Y. enterocolitica, em
geral, as bactérias Gram-positivas mostraram-se mais suscetiveis a a¢do
antimicrobiana dos 6leos essenciais avaliados do que as bactérias Gram-
negativas testadas. VArios autores reportam uma maior atividade
antimicrobiana de dleos essenciais frente a bactérias Gram-positivas
(BURT, 2004; CHORIANOPOULOS et al., 2004; CAO et al., 2009).
Neste grupo de bactérias, a resisténcia intrinseca aos agentes
antimicrobianos € baixa, pois ndo ha receptores especificos de
membrana ou permeases que controlem a entrada de substancias na
célula. J& nas bactérias Gram-negativas, 0 lipopolissacarideo da
membrana externa limita o acesso destes agentes, especialmente de
substancias lipofilicas, aos fosfolipidios da membrana celular (RUSSEL,
1991).

Diversos mecanismos tém sido propostos a fim de explicar a
atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais, que sdo geralmente
compostos por monoterpenos, sesquiterpenos, e seus derivados
oxigenados (RAHMAN; KANG, 2009). Estes compostos lipofilicos
podem causar danos a membrana celular, o que posteriormente afeta a
homeostase e o equilibrio de pH e de ions inorganicos (COWAN, 1999;
BURT, 2004; SHYLAJA; PETER, 2004). Além disso, podem levar a
perda de componentes celulares tais como lipidios e proteinas
(OYEDEMI et al., 2009). Os resultados do presente estudo indicam que
a atividade antibacteriana dos Oleos essenciais avaliados pode ser
atribuida, em grau considerdvel, a presenca dos monoterpenos
oxigenados linalol, 1,8-cineol, neral e geranial, que foram os compostos
majoritarios presentes em quatro (manjericdo, capim-limdo, louro e
canela) dos seis Oleos essenciais que apresentaram maior potencial
antimicrobiano frente as bactérias testadas. Além disso, observou-se
correlagdo significante (p<0,05) entre o nivel de monoterpenos
oxigenados presentes nos Gleos essenciais e os valores de CMI e CMB
contra E. coli, com coeficientes de correlagdo de Spearman de -0,97101
e -0,98561, respectivamente. E importante salientar, porém, que
compostos minoritarios também podem contribuir de forma significativa
para a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais, uma vez que 0sS
ensaios muitas vezes demonstram que compostos isolados apresentam
menor atividade em comparag&o ao 6leo essencial (BURT, 2004).
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Um aspecto interessante no que concerne a atividade
antimicrobiana de Oleos essenciais é que o risco de que micro-
organismos patogénicos venham a desenvolver resisténcia é muito
baixo, uma vez que estes produtos contém uma mistura de substancias
antimicrobianas, que atuam através de diversos mecanismos
(BAKKALI et al., 2008; OKE et al., 2009; RAHMAN; KANG, 2009).
Esta é uma caracteristica benéfica e vantajosa dos produtos derivados de
plantas sobre outros agentes antimicrobianos, e pode vir a aumentar a
seguranca alimentar e a vida de prateleira dos alimentos.

Em conclusdo, os 6leos essenciais de capim-limédo, manjericao,
orégano e louro apresentaram o melhor potencial para utilizacdo como
agentes antimicrobianos naturais em alimentos. A selecdo do 0leo
essencial a ser utilizado deve ser feita levando-se em consideragdo os
patégenos e/ou a microbiota deteriorante associada ao alimento de
interesse. Também é importante que o 6leo essencial selecionado seja
sensorialmente compativel com o alimento. Ap6s a avaliacdo da
atividade antimicrobiana in vitro, esta deve ser avaliada na matriz
alimenticia de interesse, uma vez que a composi¢do e a estrutura do
alimento podem influenciar essa atividade.
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COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE ANTIBACTERIANA
DOS OLEOS ESSENCIAIS DE CITRONELA (Cymbopogon
winterianus), EUCALIPTO (Eucalyptus paniculata) E LAVANDA
(Lavandula angustifolia)
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COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE ANTIBACTERIANA
DOS OLEOS ESSENCIAIS DE CITRONELA (Cymbopogon
winterianus), EUCALIPTO (Eucalyptus paniculata) E LAVANDA
(Lavandula angustifolia)

RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar a composi¢do quimica de 6leos
essenciais obtidos a partir de trés espécies de plantas medicinais
cultivadas na regido Sul do Brasil: Cymbopogon winterianus (citronela),
Eucalyptus paniculata (eucalipto) e Lavandula angustifolia (lavanda) e
avaliar sua atividade antimicrobiana frente a 11 espécies de bactérias,
dentre elas espécies de importancia em alimentos e em salde publica. A
composicdo dos 6leos essenciais, obtidos por destilacdo a vapor, foi
determinada por CG/DIC e CG/EM. A atividade antimicrobiana foi
detectada atraves do método de difusdo em disco e a CMI e CMB foram
determinadas pelo método de microdiluicdo. Os 6leos essenciais de
lavanda e citronela apresentaram monoterpenos oxigenados como
componentes majoritarios, enquanto para o Oleo de eucalipto o0s
monoterpenos hidrocarbonados foram os principais constituintes. O 6leo
essencial de citronela foi o mais ativo contra a maioria das bactérias
testadas, com valores de CMI e CMB para Yersinia enterocolitica de
0,075 e 0,31 mg/mL, respectivamente. O Oleo essencial de lavanda
destacou-se por apresentar atividade inibitéria contra Escherichia coli e
Salmonella Typhimurium, enquanto o 6leo de eucalipto foi ativo contra
Pseudomonas aeruginosa. Os resultados obtidos demonstram que 0s
6leos essenciais avaliados apresentam potencial para aplicagdo como
agentes antimicrobianos naturais.

Palavras-chave: ¢6leos essenciais, atividade antimicrobiana,
Cymbopogon  winterianus, Eucalyptus  paniculata, Lavandula
angustifolia.

ABSTRACT
The aim of the present study was to determine the chemical composition

of essential oils derived from three medicinal plant species growing in
the South of Brazil: Cymbopogon winterianus (citronella), Eucalyptus
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paniculata (eucalyptus), and Lavandula angustifolia (lavender), and to
evaluate their antimicrobial activity against 11 bacterial species,
including those related to foodborne and human pathogens. The
chemical composition of the essential oils obtained by steam distillation
was determined by GC and GC/MS. Antimicrobial activity was
screened by disc-diffusion assay. CMI and CMB of the sensitive strains
were determined by the microdilution method. The main components of
lavender and citronella essential oils were oxygenated monoterpenes and
monoterpene hydrocarbons in eucalyptus oil. Citronella presented the
lowest CMI and CMB values against most of the tested bacteria, with
CMI and CMB values against Yersinia enterocolitica of 0.075 and 0.31
mg/mL, respectively. Lavender oil was active against Escherichia coli
and Salmonella Typhimurium, and eucalyptus inhibited the growth of
Pseudomonas aeruginosa. The results showed that the evaluated
essential oils can be potentially used as natural antimicrobial agents.

Keywords: essential oils, antimicrobial activity, Cymbopogon
winterianus, Eucalyptus paniculata, Lavandula angustifolia.

1 INTRODUCAO

A vida vegetal tem sido, ao longo das eras de evolucéo, alimento
e remédio para toda a sorte de espécies animais, das mais primitivas as
mais especializadas. A busca e o uso de plantas com substancias
bioativas € uma pratica multimilenar, atestada em varios tratados de
fitoterapia das grandes civilizagbes h& muito desaparecidas
(HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991; SILVA JUNIOR, 2003).
Atualmente, com a emergéncia de linhagens de bactérias resistentes a
maioria dos antimicrobianos disponiveis, observa-se uma renovagdo no
interesse pela busca de agentes antimicrobianos alternativos. Além
disso, o0 consumidor tem valorizado cada vez mais a disponibilizacdo de
produtos cosméticos e alimenticios mais naturais e saudaveis, e que
possam trazer algum beneficio a salde (LIVERMORE, 2002;
CHORIANOPOULOS et al., 2004; BONOMO; SZABO, 2006;
RAHMAN; KANG, 2009). Esses fatores tém contribuido para aumentar
0 interesse na pesquisa de produtos naturais que apresentem atividades
bioldgicas tais como a atividade antimicrobiana.

Oleos essenciais s&o produtos aromaticos e volateis derivados do
metabolismo secundario de plantas, formados em células e grupos de
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células especiais, e normalmente encontram-se concentrados em uma
determinada regido tal como folhas, frutos ou casca (OLIVEIRA;
AKISSUE; AKISSUE, 2005).

Encontram-se, na literatura, varias publicacdes a respeito da
atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais (CHORIANOPOULOS et
al., 2004; RUNYORO et al., 2010; TYAGI; MALIK, 2011). Entretanto,
frequentemente, encontram-se diferencas significativas na atividade
antimicrobiana reportada para uma mesma espécie vegetal. Estas
diferencas devem-se, principalmente, as diferentes localizacfes
geogréficas, época de coleta, gendtipo e condigdes climaticas
(OUSSALAH et al., 2007), sendo portanto necessaria a caracterizacdo
da composicdo quimica e da atividade bioldgica de 6leos essenciais
obtidos a partir de plantas de uma determinada regido.

Os 06leos essenciais possuem amplo potencial de aplicacdo, em
areas como a medicina e a farmacologia, a cosmética, a culinaria e a
agricultura (MATTOS et al.,, 2007), podendo ser utilizados como
aromatizantes de alimentos e doces, na fabricacdo de produtos de
higiene e limpeza, entre outros.

Diversas espécies do género Eucalyptus vém sendo cultivadas em
larga escala em varias partes do mundo. No Brasil, este género é
encontrado em todas as regides, sendo conhecidas cerca de 400 espécies,
das quais sdo utilizados desde o caule para a extragdo da celulose, até as
folhas, que armazenam Oleos essenciais de diferentes composicoes
guimicas (ESTANISLAU et al., 2001). Extratos obtidos a partir das
folhas de eucalipto sdo aprovados para o0 uso como aditivos alimentares,
sendo também de uso corrente em formulagbes cosméticas (GILLES et
al., 2010). Espécies de eucalipto também sdo utilizadas na medicina
popular como antisséptico e em alguns problemas respiratorios,
estimulando a atividade secretora do epitélio respiratorio (SIMOES;
SPITZER, 2007). Encontra-se, na literatura, varias publicacdes acerca
da atividade antimicrobiana de espécies de eucalipto (ESTANISLAU et
al., 2001; SARTORELLI et al., 2007; GILLES et al., 2010), entretanto,
ndo encontramos dados acerca desta atividade para a espécie E.
paniculata, tema do presente estudo.

As plantas do género Lavandula, pertencentes a familia
Lamiaceae, tém sido utilizadas para uma variedade de propésitos
cosmeéticos e terapéuticos. As principais espécies de uso medicinal séo
L. angustifolia (L. officinalis), L. stoechas, L. latifolia e L. X intermedia.
O o6leo essencial de lavanda é bastante utilizado na aromaterapia, com
efeitos neuroldgicos benéficos no alivio dos sintomas de estresse e
depressdo. Também sdo relatados efeitos antiespasmodico, analgésico,
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pesticida e antimicrobiano (CAVANAGH; WILKINSON, 2002), com
atividade antibacteriana sobre cepas de Staphylococcus aureus
meticilina-resistentes (MRSA) e atividade antifungica (DAFERERA et
al., 2000; ROLLER et al., 2009). Os constituintes do 6leo essencial de
uma mesma espécie de lavanda podem variar consideravelmente
dependendo do cultivar e do método de extracao, e esta variagdo podera
determinar o valor de mercado e as possiveis aplicacdes do produto
(CAVANAGH; WILKINSON, 2002). Diferencas na composi¢do
guimica tornam alguns dleos mais efetivos contra determinadas espécies
de bactérias, direcionando seu uso terapéutico (CAVANAGH,;
WILKINSON, 2005).

O género Cymbopogon inclui cerca de 140 espécies e €
amplamente distribuido nas regifes de clima semi-temperado a tropical
em todo o mundo. Duas espécies principais de citronela sdo conhecidas
e tém importdncia industrial na area farmacéutica, cosmética e de
perfumaria: C. nardus (citronela do Ceildo) e C. winterianus (citronela
de Java) (SHASANY et al., 2000). Dentre suas atividades biolégicas,
destacam-se a agdo repelente de insetos, apresentando atividade contra
larvas do mosquito Aedes aegypti (MENDONCA et al., 2005; NERIO et
al., 2010) e a atividade antimicrobiana (DUARTE et al., 2007,
OLIVEIRA et al., 2011).

O objetivo deste estudo foi determinar a composi¢do quimica de
6leos essenciais obtidos de trés espécies de plantas medicinais
cultivadas na regido Sul do Brasil: Cymbopogon winterianus (citronela),
Eucalyptus paniculata (eucalipto) e Lavandula angustifolia (lavanda) e
avaliar sua atividade antimicrobiana frente a 11 espécies de bactérias,
dentre elas espécies de importancia em alimentos e em satde publica.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL E EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

O material vegetal foi coletado na cidade de Concérdia — SC (27°
14' 02" S 52° 01' 40" O), Brasil, no periodo de novembro de 2009 a
marco de 2010. A identificacdo botanica das espécies foi realizada pelo
Dr. A. Jasper (Univates, RS, Brasil), e as exsicatas (Tabela 1) foram
depositadas no Herbario do Museu de Ciéncias Naturais do
Departamento de Boténica e Paleobotéanica (Univates).
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Tabela 1. Espécies vegetais, nimero de registro e partes utilizadas na
obtencao dos dleos essenciais

Nome Nome cientifico  Registro® Data de Pa_rte
comum coleta destilada
Cymbopogon
Citronela winterianus (DC) HVAT 17/02/10 Folhas
2605
Stapf.
. Eucalyptus HVAT
Eucalipto paniculata 2509 15/03/10 Folhas
Folhas e
Lavanda LayanQuIa . HVAT 29/10/09 sumidades
angustifolia Mill. 2601 floridas

Fonte: Herbario do Museu de Ciéncias Naturais da UNIVATES (HVAT,
Lajeado, RS)

Os 6leos essenciais foram extraidos a partir das partes areas pelo
processo de destilacdo a vapor, usando-se um equipamento em escala-
piloto fabricado em ago inoxidavel. Cerca de 5 Kg do material vegetal
fresco foram acondicionados no sistema de extracdo e o processo foi
acompanhado por 2 horas. O conteldo condensado foi reunido e
transferido para funil de separacéo, onde o 6leo essencial foi obtido pela
separacdo espontanea das fases. A fase superior foi coletada em tubo de
Falcon de 50 mL contendo 0,5 g de Na,SO,4 anidro. A amostra foi
agitada em vortex por 30 segundos e centrifugada a 2000 g por 10
minutos a 5 °C. O 6leo obtido como um liquido limpido foi transferido
para frasco de vidro &mbar e armazenado sob refrigeracéo a 4°C.

2.2 PREPARO DAS’SOLU(;(N)ES PARA AS ANALISES
CROMATOGRAFICAS

Em bal&o volumétrico de 10 mL, 100 uL do dleo essencial foram
dissolvidos em diclorometano SupraSolv (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha). Uma aliquota de 2 mL desta solucdo de 6leo essencial 1%
foi transferida para frasco de 2 ml e armazenada sob refrigeracéo.
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2.3 ANALISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA (CG/DIC)

A solugdo da amostra foi analisada pela injecdo de 1uL em um
cromatdgrafo CG Varian CP-3800 (Walnut Creek, CA, USA), equipado
com injetor split/splitless (razdo 1:10), uma coluna capilar Rtx-5MS
com 30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 um de espessura (Restek, EUA), um
detector de ionizacdo de chama (FID) e um amostrador automatico
Varian CP 8410 (Walnut Creek, CA, USA). A temperatura do forno foi
programada da seguinte forma: 50 °C por 2 minutos, aumento na razdo
de 2 °C/minuto até 220 °C, onde permaneceu por 3 minutos.
Temperatura do injetor: 240 °C. Temperatura do detector: 240 °C.
Nitrogénio N-50 (Alphagaz, V. Carioca, SP, BR) foi usado como gés de
arraste a 1,2 mL/min. A quantificacdo foi realizada por normalizagéo de
area, sendo que foram considerados somente os picos maiores de 0,15%.
As analises foram realizadas em triplicata. As andlises foram realizadas
sob as mesmas condi¢fes com uma coluna capilar Rtx-WAX de 30 m x
0,25 mm i.d., 0,25 um de espessura (Restek, EUA).

Para o calculo dos indices de retencdo, injetou-se uma amostra
padrdo de solucdo de hidrocarbonetos C7-C30 Saturated Alkanes Std
(Supelco analytical, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), os quais
foram analisados com a mesma programacdo do equipamento que as
amostras. A partir dos resultados dos tempos de retengéo das substancias
desta amostra padrdo, calculou-se o indice de retencdo (IR) de cada
substancia utilizando-se a formula de Van den Dool e Kratz:

100(Tx —Tn)
Tn+1-Tn

IR =100n +

Onde: Tn e Tn+1 s&o os tempos de retengdo dos n-alcanos de referéncia;
n € o nimero de carbonos do n-alcano de referéncia;
Tx é o tempo de retencdo da substancia de interesse.

2.4 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA
DE MASSAS (CG/EM)

A solucdo da amostra foi analisada pela injecdo de 1uL em um
cromatdgrafo CG 2010 SHIMADZU (To6quio, Japdo), equipado com
injetor split/splitless (raz&o 1:10), uma coluna capilar Rtx-5MS 30 m x
0,25 mm i.d., 0,25 um de espessura (Restek, EUA), acoplado a um
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espectrdometro de massas CGMS-QP 2010 SHIMADZU (Téquio,
Japdo). A temperatura do forno foi programada da seguinte forma: 50
°C por 2 minutos, aumento na razdo de 2 °C/minuto até 220 °C, onde
permaneceu por 3 minutos. A temperatura do injetor, da fonte de ions e
da interface foram de 240 °C, 200 °C e 220 °C, respectivamente. Hélio
Ultra Puro (Linde Gas, Jundiai, SP, BR) foi usado como gas de arraste, a
1,2 mL/minuto. O espectrometro de massas foi operado no modo scan,
ionizagdo por impacto eletrénico a 70 eV, com intervalo de varredura na
faixa de m/z 35-350 u.m.a., em ciclos de 0,5 s. A identificacdo dos picos
foi feita com o auxilio da biblioteca informatizada de espectros de
massas (NIST 05) e sequéncia de eluicdo. As andlises foram realizadas
sob as mesmas condi¢fes com uma coluna capilar Rtx-WAX de 30 m x
0,25 mm i.d., 0,25 um de espessura (Restek, EUA).

2.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
2.5.1 Culturas bacterianas

Os oOleos essenciais foram testados frente a 11 espécies de
bactérias, sendo cinco espécies Gram-positivas e seis espécies Gram-
negativas, a saber: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria
monocytogenes ATCC 19117, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Typhimurium ATCC 14028,
Proteus vulgaris ATCC 13315, Enterobacter aerogenes ATCC 13048,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Yersinia enterocolitica ATCC
9610.

As cepas foram mantidas a -20°C nos meios de cultura
apropriados adicionados de 10% de glicerol, e repicadas a cada 15 dias
para tubos inclinados de agar triptose de soja (TSA), mantidos a 4°C.

2.5.2 Deteccao da atividade antimicrobiana — ensaio de difusdo em
disco

A deteccdo de atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
sobre as bactérias testadas foi realizada através do método de difuséo em
disco (CLSI, 2009a), com adaptacfes. As culturas em TSA foram
repicadas para agar sangue e incubadas a 35°C por 12-18h, a fim de
verificar-se a morfologia das coldnias e a pureza da cultura. A partir
destas placas, tomou-se de 3 a 5 col6nias isoladas e transferiu-se para
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caldo triptose de soja (TSB), incubado a 35°C por 2 a 6 horas, a fim de
obter-se uma cultura em crescimento ativo. O indculo foi preparado a
partir da cultura ativa de cada espécie bacteriana, diluida em solucédo
salina 0,9% a uma concentracdo de aproximadamente 10® UFC/mL,
comparavel a solucdo padrdo de McFarland 0,5, verificada
espectrofotometricamente a 625nm. A suspensdo foi diluida a
aproximadamente 10’ UFC/ml, em solucéo salina, e esta suspensdo foi
utilizada para inocular placas de petri contendo agar Mueller-Hinton,
utilizando-se swab estéril.

Discos de papel filtro estéreis (9 mm de didmetro e 250 g/m?)
foram impregnados com 25uL de dleo essencial puro e depositados
sobre as placas inoculadas, incubadas a 36°C por 18-24 h. Discos
comerciais de ampicilina (10 pg/disco) e cloranfenicol (30 pg/disco)
foram utilizados como antibi6ticos de referéncia.

O didmetro da zona de inibi¢do foi medido, em milimetros, e a
inibigdo foi classificada em forte, moderada ou fraca conforme Carovic-
Stanko et al. (2010). O ensaio foi realizado em quadruplicata e o valor
apresentado como a média (£ desvio padrdo).

2.5.3 Determinagdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) e da
Concentragdo Minima Bactericida (CMB)

Os 0leos essenciais foram avaliados quanto a concentracdo
minima inibitéria (CMI) e Concentracdo Minima Bactericida (CMB)
para as espécies bacterianas que se mostraram sensiveis no teste de
difusdo em disco. A CMI foi determinada através do método de
microdiluicdo (CLSI, 2009b), com modificagdes. O indculo foi
preparado conforme descrito no item 2.5.2.

Os 6leos essenciais foram diluidos em dimetilsufoxido (DMSO) a
concentracdo de 100mg/mL. A seguir, foram preparadas séries de
diluigdes sucessivas, na faixa de 10 mg/mL a 0,075 mg/mL, em caldo
Mueller-Hinton.

Foram adicionados aos pogos das placas de microdiluicdo 100uL
de cada solucéo diluida e 5 pL da suspenséo bacteriana. Em cada placa,
foram mantidos controles de esterilidade (sem adicdo de indculo) e
controles de crescimento (caldo Mueller-Hinton adicionado de DMSO e
indculo). A pureza das suspensdes de inéculo foi verificada atraveés da
inoculacédo simultanea em agar ndo seletivo. As placas foram incubadas
a 36°C por 18h e o crescimento microbiano detectado visualmente e
confirmado pela adigéo de 20 uL de solugdo aquosa de cloreto de 2,3,5
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trifeniltetrazolio (TTC) a 0,5% (m/v) com incubagdo adicional de 1
hora, a mesma temperatura. Todos 0s ensaios foram realizadas em
triplicata, e os resultados expressos em mg/mL. A CMI foi definida
como a menor concentragdo do 6leo essencial que inibiu totalmente o
crescimento microbiano (SMANIA JR. et al., 1995).

A concentracdo minima bactericida (CMB) foi determinada com
base na metodologia proposta por Celiktas et al. (2007), a partir das
microplacas utilizadas para a determinacdo da CMI. De cada poco onde
ndo ocorreu crescimento microbiano visivel, foram transferidas
aliquotas (10pL) para placas de gar triptona de soja (TSA). As placas
foram incubadas a 36°C por 24h e o crescimento de colbnias foi
verificado. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e 0s
resultados expressos em mg/mL. A CMB foi definida como a menor
concentracdo de cada dleo essencial que impediu totalmente o
crescimento microbiano nas placas sem a presenca do agente
antimicrobiano.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados referentes a avaliacdo da atividade antimicrobiana (teste
de difusdo em disco) foram submetidos a analise de variancia (p<0,05)
para cada espécie de bactéria, e as diferencas entre as médias foram
determinadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta a composicdo dos Oleos essenciais
avaliados, determinada por cromatografia gasosa (CG/DIC e CG/EM).
Neste estudo, foi possivel identificar 61 compostos, que representaram
de 94,87 a 97,49% da composic¢ao dos 6leos volateis.

A Tabela 3 apresenta a atividade antimicrobiana dos o0leos
essenciais, avaliada através do teste de difusdo em disco. Os trés 6leos
essenciais avaliados apresentaram atividade antimicrobiana, contra
diferentes espécies de bactérias e em diferentes intensidades. A CMl e a
CMB foram determinadas para as espécies bacterianas que se mostraram
sensiveis no teste de difusdo em disco. Conforme pode ser observado na
Tabela 4, os valores de CMI situaram-se entre 0,075 e >10 mg/mL e 0s
de CMB entre 0,31 e >10 mg/mL.
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Tabela 2. Composic¢édo quimica dos 6leos essenciais de C. winterianus, E.
paniculata e L. angustifolia

C. winterianus E. paniculata L. angustifolia

a b

Composto RIE (Citronela) (Eucalipto) (Lavanda)
a-Tujeno 924 - - 0,27
a-Pineno 930 - 55,47 3,24
Canfeno 944 - 0,54 0,91
Sabineno 970 - - 0,39
B-Pineno 972 - - 5,04
1-Octen-3-ol 981 - - 0,31
B-Mirceno 991 - - 0,80
a- Felandreno 1004 - 0,24 -
0-Cimeno 1022 - 11,78 0,49
(+)-Silvestreno 1026 - - 2,39
D-Limoneno 1026 2,89 2,08 -
1,8-Cineol 1028 - 5,61 46,78
y-Terpineno 1056 - 15,84 0,13
Fenchona 1086 - - 7,94
Linalol 1102 0,66 0,18 3,03
Fenchol 1113 - 0,28 2,78
trans-Pinocarveol 1137 - - 0,99
Canfora 1141 - - 13,71
Isopulegol 1144 0,29 - -
trans-Verbenol 1145 - - 0,17
Citronelal 1154 41,80 - -
Pinocarvona 1160 - - 0,51
Borneol 1165 - 0,52 0,53
Terpinen-4-ol 1176 - 0,35 0,38
Criptona 1186 - - 0,38
o-Terpineol 1191 - 0,75 0,87
Mirtenal 1194 - - 0,74
Mirtenol 1197 - - 0,38
Verbenona 1209 - - 0,15
B-Citronelol 1233 10,44 - -
cis-Carveol 1221 - 0,14 -
Neral 1242 0,65 - -

Carvona 1244 - - 0,23
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Tabela 2. Composicédo quimica dos 6leos essenciais de C. winterianus, E.
paniculata e L. angustifolia (continuacéo)

» C.winterianus E. paniculata L. angustifolia

a
Composto RIE (Citronela) (Eucalipto) (Lavanda)
Geraniol 1259 19,63 - -
Geranial 1273 0,75 - -
Acetato de citronelila 1356 2,64 - -
Acetato de o-Terpinila 1249 - 0,17 -
Eugenol 1359 0,80 - -
Acetato de geranila 1387 5,50 - -
B-Cariofileno 1413 - 0,15 0,20
Aromadendreno 1433 - 0,28 -
o-Bergamoteno 1433 - - 0,23
B-(E)-Farneseno 1457 - - 0,16
Germacreno D 1476 1,25 - -
y-Selineno 1480 - - 0,57
B-Elemeno 1492 - - 0,13
a-Muroleno 1499 0,92 - -
B-Bisaboleno 1507 - - 0,27
8-Cadineno 1520 0,82 - -
B-Elemol 1548 2,48 - -
Germacreno D-4-ol 1572 2,79 -
Spatulenol 1574 - 0,19 -
Oxido de cariofileno 1577 - - 0,59
Globulol 1587 - 0,12 -
Veridiflorol 1587 - 0,18 -
t-Murolol 1639 0,87 - -
B-Eudesmol 1646 0,34 - 0,18
Oxido de o-Bisabolol A 1651 - - 0,17
a-Cadinol 1652 1,29 - -
o-Bisabolol 1683 - - 1,45
(E,E)-Farnesol 1724 0,21 - -
Total identificado (%) 97,02 94,87 97,49
Monoterpenos 82,36 8,00 7957

oxigenados
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Tabela 2. Composic¢éo quimica dos 6leos essenciais de C. winterianus, E.
paniculata e L. angustifolia (continuacéo)

C. winterianus E. paniculata L. angustifolia

a b
Composto RIE (Citronela)  (Eucalipto)  (Lavanda)

Sesquiterpenos

hidrocarbonados 2,99 0,43 1,56
Se'_squiterpenos 798 0.49 239
oxigenados ’ ’ '
Rendi.mento (% plp 0.48 0.25 019
material fresco) ! ! '
Matéria seca (%) 24,72 31,42 26,40

30s compostos estdo listados em ordem de eluigdo da coluna Rtx-5MS; indice de
retencdo determinado experimentalmente na coluna Rtx-5MS utilizando-se uma
série homologa de alcanos C7-Csyg

O 6leo essencial de citronela apresentou, no ensaio de difusdo em
disco, as maiores zonas de inibicdo observadas para as espécies Gram-
positivas S. aureus, L. monocytogenes, B. cereus e B. subtilis, sendo a
atividade contra S. aureus estatisticamente equivalente a da ampicilina
(p<0,05). Para L. monocytogenes, importante patogeno alimentar, a
atividade antibacteriana foi equivalente ao cloranfenicol (p<0,05) e
semelhante a ampicilina. Este 06leo apresentou ainda excepcional
atividade contra as espécies de Bacillus testadas, com zonas de inibicéo
significantemente superiores (p<0,05) aos antibidticos de referéncia
utilizados. A forte atividade apresentada pelo dleo essencial de citronela
no ensaio de difusdo em disco foi confirmada no ensaio de
microdiluicdo, em que este Oleo apresentou as maiores atividades
(menores valores de CMI e CMB) frente as bactérias Gram-positivas
testadas (Tabela 4).



Tabela 3. Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de C. winterianus, E. paniculata e L. angustifolia,
detectada através do teste de difusdo em disco (mm)?

C.winterianus E. paniculata L. angustifolia

(Citronela) (Eucalipto) (Lavanda) Ampicilina Cloranfenicol

S.aureus 33,7+15a 229+05¢ 216+14c 364+18a 26,1+0,5b
E.faecalis 17,7+06¢ 16,0+0,6d 156 +0,7d 270+04a 236+0,2b
L. monocytogenes 280160 215+13¢ 132+0,5d 31,1£09a 284100
B.cereus 50,7+25a 224+12¢ 14,0+£0,0d 12,1+£0,24d 279+0,7b
B.subtilis 85,0£0,0a 225+11¢c 159+0,64d 31,1+180b 299+0/5b
Y. enterocolitica 139+0,64d 140+0,44d 196+13¢ 21,7+050b 28,1+05a
E.coli nd nd 155+0,8¢c 189+050b 26,1+0,6a
S.Typhimurium nd nd 11,7+0,3¢ 271+05a 244+050b
E.aerogenes nd nd 12,6 +0,2b nd 230+0,7a
P.vulgaris 185+0,6¢ 19,6 +0,5bc 195+1,0bc 21,1+10ab 224+08a
P.aeruginosa nd 11,2+0,3 nd nd nd

 Zona de inibicdo incluindo o diametro do disco, de 9mm. Os dados referem-se a média de quatro replicatas + desvio padrio.
Graus de inibigdo: 10 -13,9 mm: fraca; 14-18 mm: moderada; >18 mm: forte. Médias seguidas pela mesma letra em uma
mesma linha n&o séo significantemente diferentes (p<0,05). nd: ndo detectada.

1A
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Tabela 4. Concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentracéo
minima bactericida (CMB) dos 6leos essenciais de C. winterianus, E.
paniculata e L. angustifolia (mg/mL)?

C. winterianus E. paniculata L. angustifolia

(Citronela) (Eucalipto) (Lavanda)

CMmI CMB  CMI CMB CMI CMB
S.aureus 0,62 2,5 1,25 >10 1,25 50
E.faecalis 0,075 5,0 0,075 >10 0,075 >10
L.monocytogenes 0,62 2,5 1,25 >10 1,25 50
B.cereus 0,075 2,5 1,25 >10 0,62 2,5
B.subtilis 0,075 1,25 1,25 >10 1,25 2,5
Y.enterocolitica 0,075 0,31 0,075 >10 0,075 2,5
E.coli na” na na na 2,5 2,5
S.Typhimurium na na na na 1,25 >10
E.aerogenes na na na na >10 >10
P.vulgaris 0,31 1,25 0,62 2,5 0,62 1,25
P. aeruginosa na na 2,5 50 na na

& Os testes foram realizados em triplicata e os resultados referem-se aos valores
modais. ® na: ndo aplicével, devido a néo deteccéo de atividade antimicrobiana no
teste prévio de difusdo em disco.

Os resultados do presente estudo concordam em parte com
aqueles apresentados por Scherer et al. (2009), que, avaliando a
atividade antimicrobiana de um oOleo essencial de citronela de
composicdo quimica majoritaria semelhante a do presente estudo,
encontraram valores de CMI para S. aureus na faixa de 0,600 a 0,800
mg/mL, compativel com o valor encontrado no presente trabalho. Por
outro lado, diferentemente dos autores citados, ndo detectamos atividade
inibitéria do 6leo de citronela contra E. coli e S. Thyphimurium. Em
outro trabalho, Duarte et al. (2007) também verificaram atividade
inibitéria do 6leo essencial de citronela contra diversos sorotipos de E.
coli, porém ndo apresentam a composicdo quimica do 6leo em questao,
0 que dificulta a comparagdo dos resultados obtidos. Tipicamente, e
também no presente estudo, o composto majoritario (41,8%) deste dleo
essencial, citronelal, apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias
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Gram-positivas e Gram-negativas, conforme reportado por Kim et al.
(1995).

A dificuldade em comparar os resultados obtidos por varios
autores é freqiientemente mencionada (BURT, 2004; PENALVER et al.,
2005; OUSSALAH et al., 2006; SANTURIO et al., 2007) e é um
problema real enfrentado no estudo da atividade antimicrobiana de 6leos
essenciais e produtos derivados de plantas em geral, uma vez que
existem inumeras variagdes nas metodologias utilizadas, desde o método
de preparagdo do inoculo, passando pelo método de inoculacdo
propriamente dito, a forma de aplicacdo do 06leo essencial (puro ou
diluido) e, se diluido, o solvente utilizado, até o volume depositado nos
discos, o diametro dos discos e a gramatura do papel, no caso de testes
de difusdo em disco. Além disso, conforme apontam Cavanagh e
Wilkinson (2002), tanto o método de difusdo quanto o de diluicdo foram
desenvolvidos e otimizados para testes de susceptibilidade a
antibacterianos de natureza hidrofilica, e os Oleos essenciais s&o
misturas complexas de substancias volateis e insollveis em &gua.
Assim, ainda segundo os autores citados, ha a necessidade da
padronizacdo de um método robusto e reprodutivel para a avaliacdo da
atividade antimicrobiana de 6leos essenciais, para que os resultados
obtidos por diferentes autores sejam passiveis de comparacao.

O oOleo essencial de eucalipto apresentou atividade forte a
moderada (Tabela 3) contra as bactérias Gram-positivas testadas,
entretanto foi menos ativo contra este grupo de bactérias do que o 6leo
essencial de citronela, o que pode ser verificado tanto pelos resultados
do ensaio de difusdo em disco quanto pelos valores de CMI e CMB
determinados. Este 6leo essencial destacou-se por apresentar atividade
contra P. aeruginosa, um micro-organismo que reconhecidamente
apresenta resisténcia a muitos agentes antimicrobianos e desinfetantes
(RUSSEL, 1991).

A emergéncia e disseminacdo de bactérias antibidtico-resistentes
causadoras de infeccGes é considerada uma importante questdo de salde
publica, e o uso extensivo de antibidticos tem contribuido para o
aumento deste problema (LAMBERT, 2002). Neste contexto, P.
aeruginosa é um patogeno frequentemente envolvido em casos de
infeccbes nosocomiais de dificil tratamento, o que torna-se
particularmente grave em pacientes imunocomprometidos (BONOMO;
SZABO, 2006). Segundo Carmeli et al. (1999), a emergéncia de
resisténcia em P. aeruginosa resulta em graves problemas tais como
aumento do tempo de internagdo e aumento da mortalidade de pacientes
hospitalizados. A resisténcia de P. aeruginosa é atribuida a uma
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combinagdo de fatores, como sua resisténcia intrinseca (baixa
permeabilidade da parede celular), a habilidade de adquirir genes de
resisténcia de outros organismos através de plasmideos, transposons e
bacteriofagos, a secregdo de P-lactamases e outras enzimas, a baixa
expressdo de proteinas da membrana externa (porinas) e a atuagdo de
bombas de efluxo (LAMBERT, 2002; BONOMO; SZABO, 2006).
Algumas cepas ja apresentam resisténcia a todos os antibidticos
disponiveis, e este problema tende a aumentar (LIVERMORE, 2002).

A resisténcia de P. aeruginosa a diversos antimicrobianos
derivados de plantas também tem sido reportada (BURT, 2004), embora
alguns estudos detectem susceptibilidade a certos 6leos essenciais, como
por exemplo aos dleos de alecrim e manjericdo, além de outras espéecies
vegetais do género Ocimum (CELIKTAS et al., 2007; RUNYORO et
al., 2010). De acordo com Rahman e Kang (2009), o risco de que micro-
organismos patogénicos venham a desenvolver resisténcia aos 6leos
essenciais é muito baixo, uma vez que estes produtos contém uma
mistura de substancias antimicrobianas, que atuam através de diversos
mecanismos. Esta é uma caracteristica vantajosa dos dleos essenciais
sobre outros agentes antimicrobianos, que pode trazer beneficios nas
diversas areas passiveis de aplicacdo. No presente estudo, os valores de
CMI e CMB indicam que a utilizacdo do 6leo essencial de eucalipto (E.
paniculata) nas concentragdes de 0,25% e 0,5% resulta em atividade
bacteriostatica e bactericida, respectivamente, contra P. aeruginosa, o
que pode vir a ser Gtil na desinfeccdo de ambientes e utensilios, por
exemplo. A atividade antibacteriana apresentada pode ser explicada pela
presenca, entre outros constituintes, do composto majoritario a-pineno
(55,47%), que apresenta comprovada atividade contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (SOKOVIC et al., 2008).

O 6leo essencial de lavanda apresentou o maior espectro de acdo
dentre os dleos essenciais avaliados, tendo sido detectada, no ensaio de
difusdo em disco (Tabela 3), atividade antimicrobiana contra todos os
micro-organismos testados, com exce¢do de P. aeruginosa. Dentre 0s
trés 6leos essenciais estudados, foi o Unico a apresentar atividade
inibitéria para E. coli, S. Typhimurium e E. aerogenes. O principal
constituinte identificado neste 6leo essencial foi o 1,8-cineol (46,78%),
previamente reportado como o composto majoritario (65,4%) do 6leo
essencial obtido a partir das folhas desta espécie de lavanda
(HAJHASHEMI et al., 2003). Este composto demonstrou ser ativo
guando testado contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
conforme reportado por Sokovic et al. (2008) e van Vuuren e Viljoen
(2007).
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Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar a
atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais. De modo geral, entende-
se que a inibicdo do crescimento microbiano pelos 6leos essenciais seja
devida ao dano causado a integridade da membrana celular pelos
componentes lipofilicos do 6leo essencial, 0 que acaba por afetar a
manutencdo do pH celular e o equilibrio de ions inorganicos
(SHYLAJA; PETER, 2004). Cox et al. (2001) avaliaram 0 mecanismo
de atividade antimicrobiana do 06leo essencial de Melaleuca alternifolia,
constituido na sua maior parte por monoterpenos ciclicos, sobre E. coli,
Staphylococcus aureus e Candida albicans. Os autores constataram que
os efeitos inibitdrios do dleo essencial sdo consistentes com a particao
dos constituintes monoterpénicos na membrana celular, e que o dano
causado a membrana produz diferentes efeitos em diferentes
microrganismos. Oyedemi et al. (2009) reportam ainda a perda de
contetdo celular, como lipidios e proteinas, como efeitos de alguns
componentes de 6leos essenciais sobre bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas.

Em concluséo, com relacdo as bactérias Gram-positivas testadas,
a atividade antibacteriana dos Gleos essenciais avaliados, em ordem
decrescente, apresentou-se da seguinte forma: citronela > lavanda >
eucalipto. Ja para as espécies Gram-negativas, a atividade inibitdria dos
Oleos essenciais pode ser classificada na seguinte ordem: lavanda >
eucalipto > citronela. Além disso, na escolha de um 6leo essencial para
uma determinada aplicacdo, é importante que seja levado em
consideragdo o micro-organismo de interesse, uma vez que a atividade
inibitéria foi diferente entre as espécies de um mesmo grupo.
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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E
ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS VEGETAIS PARA A
IDENTIFICAGCAO DE FONTES POTENCIAIS DE AGENTES
CONSERVADORES NATURAIS PARA ALIMENTOS

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antioxidante e a atividade
antimicrobiana de extratos hidroalcodlicos provenientes de 12 espécies
vegetais de ocorréncia na regido Sul do Brasil. Para tanto, foi
determinado o teor de compostos fenolicos totais e de flavonoides totais
de extratos e a atividade antioxidante foi avaliada utilizando-se trés
metodologias distintas. A atividade antimicrobiana foi detectada através
do método de difusdo em disco frente a 12 espécies de bactérias de
importancia em alimentos. A CMI e CMB foram determinadas para 0s
extratos mais ativos pelo método de microdiluicdo. O extrato de
Campomanesia eugenioides (guabiroba) foi o mais ativo contra as
bactérias Gram-positivas testadas, enquanto o extrato da casca de
Parapiptadenia rigida (angico vermelho) apresentou a maior atividade
contra as bactérias Gram-negativas avaliadas, com valores de CMI e
CMB de 0,075 e 0,62 mg/mL contra Pseudomonas aeruginosa. Esses
dois extratos também apresentaram alto teor de compostos fenolicos e
elevada capacidade de sequestro dos radicais DPPH e ABTS. O extrato
de C. eugenioides também apresentou uma elevada capacidade de
complexacdo com o Fe’. Os resultados de presente trabalho
demonstram que, dentre os extratos avaliados, aqueles provenientes de
P. rigida (casca) e C. eugenioides, ambas espécies nativas do Brasil,
apresentaram 0 maior potencial para aplicagdo como agentes
antimicrobianos e antioxidantes naturais em alimentos.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, atividade antioxidante,
extratos vegetais, Campomanesia eugenioides, Parapiptadenia rigida,
aditivos naturais.

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the antioxidant and
antimicrobial activities of extracts derived from 12 plant species
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growing in the South of Brazil. Total phenolic and total flavonoid
compounds were determined. Antioxidant activity was evaluated using
three different methodologies, and antimicrobial activity against 12
food-related bacterial species was detected using the disc-diffusion
method. CMI and CMB were determined in the extracts shown to be
more active in the disc-diffusion test by the microdilution method.
Campomanesia eugenioides extract was the most active against the
tested Gram-positive bacteria, whereas Parapiptadenia rigida bark
extract presented the highest activity against the evaluated Gram-
negative bacteria (CMI and CMB of 0.075 and 0.62 mg/mL against
Pseudomonas aeruginosa). Those two extracts also presented high
phenolic content and high DPPH and ABTS radical scavenging ability.
C. eugenioides extract presented high Fe®* chelating capacity. The
results of the present study demonstrate that, among the evaluated
extracts, P. rigida bark and C. eugenioides, both Brazilian native species
presented the highest potential of application as natural antimicrobial
and antioxidant agents.

Keywords: antimicrobial activity, antioxidant activity, plant extracts,
Campomanesia eugenioides, Parapiptadenia rigida, natural additives.

1 INTRODUCAO

A industria de alimentos tem dentre seus principais desafios a
minimizacdo das alteragdes quimicas, a inibicdo da deterioracdo
microbiana e o0 controle da contaminacdo por micro-organismos
patogénicos. Apesar do desenvolvimento de diversos métodos para a
conservacgdo dos alimentos, as doengas de origem alimentar constituem,
ainda nos dias de hoje, um sério problema de salde publica no mundo
todo (CELIKTAS et al.,, 2007). Varios fatores contribuem para a
crescente importancia dada a estas enfermidades, como uma maior
variedade de alimentos, incluindo aqueles prontos para o consumo, a
producdo em massa e a distribuicdo internacional dos alimentos. A
prevaléncia de patdgenos antibidtico-resistentes também deve ser
considerada (EBRAHIMABADI et al., 2010).

Por outro lado, a oxidag&o lipidica é uma das principais causas de
deterioragdo da qualidade dos alimentos, levando ao aparecimento de
odores e sabores desagradaveis, além de reduzir a qualidade nutricional
e dar origem a produtos de oxidacao potencialmente téxicos (OWUSU-
APENTEN, 2005). A fim de controlar tal processo a industria
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alimenticia geralmente lanca mdo do uso de antioxidantes sintéticos,
como o butil-hidroxianisol (BHA) e o butil-hidroxitolueno (BHT),
contudo, a aplicacdo dessas substancias tem sido questionada devido as
suas atividades carcinogénicas e mutagénicas (KAHL; KAPUS, 1993).
Devido as questbes de toxicidade e a preferéncia dos consumidores por
alimentos mais naturais e saudaveis, verifica-se atualmente um interesse
crescente na busca por aditivos naturais capazes de preservar 0S
alimentos das alteracdes indesejaveis (DUDONNE et al., 2010). Desta
forma, os aditivos naturais derivados de plantas tornaram-se um
conveniente atrativo para a inddstria alimenticia. Os beneficios de sua
aplicacdo podem ir desde o favorecimento da conservacdo dos alimentos
até a inclusdo de fatores nutricionais suplementares e propriedades
benéficas a salude (SINGH et al., 2007). Assim, 0 acesso a produtos
vegetais que apresentem ao mesmo tempo propriedades antimicrobianas
e antioxidantes é considerado um dos maiores objetivos no campo de
pesquisa em aditivos para alimentos (SINGH et al., 2007
EBRAHIMABADI et al., 2010).

Muitas espécies vegetais de uso medicinal consagrado sao fontes
importantes de compostos bioativos, e podem ser consideradas uma
fonte potencial de aditivos naturais para a industria de alimentos (CAO
et al., 2009). Frequentemente, encontram-se diferencas significativas nas
atividades antioxidante e antimicrobiana reportadas para extratos
provenientes de uma mesma espécie vegetal. As razdes para esta
variabilidade podem residir nas diferentes localizagbes geograficas de
cultivo, época de colheita, genotipo e condicbes climéaticas (CELIKTAS
et al., 2007), entre outras. Desta forma, faz-se necessaria a avaliacdo da
atividade biol6gica de extratos obtidos a partir de plantas de uma
determinada regido.

Os objetivos deste trabalho foram: (1) determinar o teor de
compostos fendlicos totais e de flavonoides totais de extratos derivados
de 12 espécies de plantas; (2) avaliar a atividade antioxidante dos
extratos através de trés metodologias distintas e (3) avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro, contra 12 espécies de micro-organismos de
importancia em alimentos, visando identificar as espécies mais
promissoras para a aplicacdo como conservantes e antioxidantes naturais
em alimentos. Além disso, o trabalho busca contribuir para o
conhecimento, utilizagdo e valoragdo da biodiversidade nacional,
baseado no uso racional e sustentavel de seus recursos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL E PREPARAGCAO DOS EXTRATOS

O material vegetal foi coletado na cidade de Concordia — SC,
Brasil (27°14' 2" S, 52°1'40” W), no periodo de setembro de 2009 a
abril de 2010. A identificacdo botanica das espécies vegetais foi
realizada pelo Dr. A. Jasper (Univates, RS, Brasil) e pelos Drs. S. J.
Longhi, M. C. Scipioni e A. R. T. Nascimento (UFSM, RS, Brasil). As
exsicatas das espécies vegetais (Tabela 1) foram depositadas no
Herbario do Museu de Ciéncias Naturais do Departamento de Botanica e
Paleoboténica (Univates) e no Herbario Florestal do Laboratério de

Dendrologia do Departamento de Ciéncias Florestais (UFSM).

Tabela 1. Identificacdo das espécies vegetais, registro e parte utilizada

para a extracdo

Nome N . a Data de Parte
comum Nome cientifico Registro coleta utilizada®
Abacate F’\’/Ieizlsea Americana /a1 2606  24/04/2010 F
Angico Parapiptadenia rigida HVAT 2608  15/03/2010 E/C
vermelho
Araca ;’Z'bo:'n‘fem cattleyanum o 5530 22/09/2009 F
Aroeira Schinus terebinthifolius HVAT 2607 15/03/2010 F
Bardana grecr:]'ﬁm minus (Hil) /AT 2609 30/10/2009 F
Cambuca  linia edulis  (Vell.) ner 5579 11/12/2000 F
Sobral
Canela ~ Synnamomum HDCF 5538  28/10/2009 C
zeylanicum Blume
Caqui Diospyros kaki HVAT 2597 15/03/2010 F
Goiaba Psidium guajava L. HDCF 5533  26/10/2009 F
Guabiroba CamPomanesia HVAT 2612  26/10/2009 F
eugenioides
Jamboldo g@éﬁ’;“m cumini (L) \pcEs525  11/12/2009 F
Pitanga Eugenia uniflora L. HDCF 5534  22/09/2009 F

2 HVAT: Herbario do Museu de Ciéncias Naturais da UNIVATES (Lajeado, RS);
HDCEF: Herbario Florestal do Laboratério de Dendrologia da UFSM (Santa Maria,

RS); ® F: folha; C: casca
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O material vegetal foi seco em estufa com circulacdo de ar a 40°C
por 48 h. Em seguida foi moido e entdo extraido por maceragdo
exaustiva em solucdo de etanol:agua 80:20 (v/v). O solvente foi
destilado a 50°C sob pressdo reduzida para obtencdo do extrato bruto
hidroalcoolico. Os extratos foram mantidos sob refrigeracdo (0-4 °C) em
auséncia de luz.

2.2 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O teor de compostos fendlicos totais dos extratos foi determinado
conforme Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999). Uma
aliquota de 0,5 mL da solugdo do extrato adequadamente diluida foi
misturada a 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu a 0,2 N. Apo6s 5
minutos, foram adicionados 2 mL de solu¢do de Na,CO;z 7,5%. A
mistura foi incubada a 25°C por 2 horas e a absorbancia foi medida a
760 nm. A quantificagdo foi baseada em uma curva de calibracdo de
4cido gélico (50-200 mg/L y = 0,011x + 0.018; r* = 0,993). Os
resultados estdo expressos como mg equivalente de acido galico por
grama de extrato (mg EAG/g). A analise foi realizada em triplicata e o
valor apresentado como a média (+ desvio padrao).

2.3 DETERMINACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

O conteldo de flavondides dos extratos foi determinado de
acordo com Dewanto et al. (2002). Uma aliquota de 0,25 mL da solucéo
do extrato adequadamente diluida foi misturada a 1,25 mL de agua
deionizada e a 75 uL de NaNO; 5%. Ap6s 6 minutos, foram adicionados
150 uL de AICI; 10% e a mistura foi deixada em repouso por 5 minutos.
Entdo, 0,5 mL de NaOH 1 M e 2,5 ml de agua deionizada foram
adicionados. Apo6s agitacdo, a absorbancia foi lida a 510 nm e
comparada com uma curva de calibracéo de (+)-catequina (50-200 mg/L
y= 0.001x — 0,000; r* = 0,998). Os resultados estio expressos como mg
equivalente de catequina por grama de extrato (mg EC/g). A analise foi
realizada em triplicata e o valor apresentado como a média ( desvio
padrao).
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2.4 CAPACIDADE DE SEQUESTRO DO RADICAL 1,1-DIFENIL-2-
PICRIL-HIDRAZIL (DPPH)

A capacidade de sequestro do radical DPPH foi avaliada
conforme Brand-Willians, Cuvelier and Berset (1995). Uma aliquota de
0,1 mL da solucédo do extrato adequadamente diluida foi misturada a 3,9
mL de solugdo metandlica de DPPH 0,06 mM. A mistura foi agitada
vigorosamente e incubada a 25 °C por 60 minutos em auséncia de luz. O
decréscimo da absorbancia de cada solucdo foi entdo medido a 515 nm.
A capacidade de sequestro do radical DPPH foi calculada de acordo
com a equacdo: Capacidade de sequestro de radical DPPH (%) = [(Ao —
A1)/A]100, onde A é a absorbancia do controle e A; é a absorbancia na
presenca do extrato. Os resultados foram plotados em grafico de
inibicdo versus concentracdo e os valores das concentraces capazes de
prover 50% de inibicdo (ICsp) foram estimados de acordo com a
equacdo da curva baseada em modelo sigmoidal. Acido galico, (+)-
catequina e BHA foram utilizados como controles positivos. A analise
foi realizada em triplicata e o valor apresentado como a média (+ desvio
padrdo).

2.5 CAPACIDADE DE SEQUESTRO DO RADICAL 2,2°-AZINOBIS-
(3-ETILBENZOTIAZOLINA-6-ACIDO SULFONICO (ABTS)

A capacidade de sequestro do radical ABTS foi determinada de
acordo com a metodologia preconizada por Re et al. (1998). O radical
ABTS foi gerado pela reacdo de uma solucdo aquosa de ABTS a 7
mmol/L com K,S,0g (concentracdo final de 2,45 mmol/L) em auséncia
de luz por 12-16 h. Antes do uso, esta solucéo foi diluida com etanol
para resultar em uma absorbéancia de 0,70£0,02 a 734 nm e equilibrada a
30 °C. Da mesma forma, a solucdo do extrato foi diluida de forma a
produzir uma inibigdo entre 20-80% em relacdo ao branco. Entdo, uma
aliquota de 10 puL da solucdo do extrato foi misturada com 1 mL da
solucdo diluida de ABTS e a absorbancia foi medida a 734 nm de 1-6
minutos. A quantificacdo foi baseada em uma curva de calibracdo de
Trolox (faixa de 0-2 mmol/L) preparada em etanol absoluto (y = 0,295x
+0,678; 1° = 0,999). Os resultados estdo expressos como capacidade
antioxidante equivalente ao Trolox por grama de extrato (umol
TEAC/g). A anélise foi realizada em triplicata e o valor apresentado
como a média (+ desvio padrao).
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2.6 CAPACIDADE DE COMPLEXACAO COM O Fe**

O ensaio de determinacdo da capacidade de complexacdo com o
Fe?" foi realizado conforme descrito por Carter (1971), com adaptacdes.
Uma aliquota de 500 plL do extrato devidamente diluido a 100 pg/mL
foi misturada com 50 uL de solugdo de FeCl,.4H,0 2 mmol/L e 1850
uL de metanol. Ap6s 5 minutos de incubagdo a 25 °C, foram
adicionados 100 pL de solugdo de ferrozina a 5 mmol/L e a mistura
permaneceu em repouso por 10 minutos a 25 °C. A absorbancia da
solucdo foi medida a 562 nm. A capacidade de de complexacdo foi
calculada de acordo com a equagdo: CC-Ferro = [(Ao— A1)/Ag]100, onde
A, é a absorbancia do branco e A; é a absorbancia na presenca do
extrato. Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) foi utilizado como
controle positivo. A anélise foi realizada em triplicata.

2.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
2.7.1 Culturas bacterianas

Os extratos vegetais foram testados frente a 12 espécies de
bactérias, sendo seis espécies Gram-positivas e seis espécies Gram-
negativas, a saber: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Lactobacillus
plantarum ATCC 8014, Listeria monocytogenes ATCC 19117,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus cereus ATCC 11778,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Proteus vulgaris ATCC 13315,
Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 e Yersinia enterocolitica ATCC 9610.

As cepas foram mantidas a -20 °C nos meios de cultura
apropriados adicionados de 10% de glicerol, e repicadas a cada 15 dias
para tubos inclinados de agar triptose de soja (TSA), mantidos a 4 °C.

2.7.2 Deteccdo da atividade antimicrobiana — ensaio de difusdo em
disco

A deteccdo de atividade antimicrobiana dos extratos sobre as
bactérias testadas foi realizada através do método de difusdo em disco
(CLSI, 2009a), com a seguinte modificagdo: com excecdo de L.
plantarum, que foi inoculado a partir de uma suspensdo de
aproximadamente 10° UFC/mL para uma adequada fomacéo do “tapete”
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de células, foram utilizadas suspensdes de aproximadamente 10’
UFC/mL para inocular as placas de agar. O in6culo foi preparado a
partir da cultura ativa de cada espécie bacteriana, diluida em solucédo
salina 0,9% a uma concentracdo de aproximadamente 10® UFC/mL,
comparavel a solucdo padrdo de McFarland 0,5, verificada
espectrofotometricamente a 625nm. A suspensdo foi diluida a
aproximadamente 10’ UFC/ml, em solucéo salina, e esta suspensdo foi
utilizada para inocular placas de agar Mueller-Hinton, utilizando-se
swab estéril. Os extratos foram diluidos a 100 mg/mL em
dimetilsulféxido (DMSO). Discos de papel filtro estéreis (9 mm de
diametro e 250 g/m?) foram impregnados com 25uL de cada extrato
diluido e depositados sobre as placas inoculadas, incubadas a 36 °C por
18-24 h. Discos comerciais de ampicilina (10 pg/disco) e cloranfenicol
(30 pg/disco) foram utilizados como controles positivos, e discos
impregnados de DMSO (25uL) como controles negativos. O didmetro
da zona de inibicdo foi medido, em milimetros, e a inibicdo foi
classificada em forte, moderada ou fraca conforme Carovic-Stanko et al.
(2010). O ensaio foi realizado em quadruplicata e o valor apresentado
como a média (x desvio padréo).

2.7.3 Determinagdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) e da
Concentragdo Minima Bactericida (CMB)

Os extratos que se mostraram mais ativos no ensaio de difusdo
em disco foram avaliados quanto a concentracdo minima inibitoria
(CMI), através do método de microdiluicdo (CLSI, 2009b), com
modificacdes.

Foram testadas 6 espécies de bactérias, trés Gram-positivas e trés
Gram-negativas, a saber: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria
monocytogenes ATCC 19117, Bacillus cereus ATCC 11778, Proteus
vulgaris ATCC 13315, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
Yersinia enterocolitica ATCC 9610. O indculo foi preparado conforme
descrito no item 2.7.2.

Os extratos foram diluidos em DMSO a concentracdo de
100mg/mL. A seguir, foram preparadas séries de dilui¢bes sucessivas,
na faixa de 10 mg/mL a 0,075 mg/mL, em caldo Mueller-Hinton.

Foram adicionados aos pogos das placas de microdilui¢cdo 100uL
de cada solucéo diluida e 5 pL da suspenséo bacteriana. Em cada placa,
foram mantidos controles de esterilidade (sem adicdo de indculo) e
controles de crescimento (caldo Mueller-Hinton adicionado de DMSO e
indculo). A pureza das suspensdes de indculo foi verificada através da
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inoculagdo simultanea em agar nao seletivo. As placas foram incubadas
a 36 °C por 18h e o crescimento microbiano detectado visualmente e
confirmado pela adi¢do de 20 pL de solucdo aquosa de cloreto de 2,3,5
trifeniltetrazolio (TTC) a 0,5% (m/v) com incubagdo adicional de 1
hora, @ mesma temperatura. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata, e os resultados expressos em mg/mL. A CMI foi definida
como a menor concentracdo do extrato que inibiu totalmente o
crescimento microbiano (SMANIA JR. et al., 1995).

A concentracdo minima bactericida (CMB) foi determinada com
base na metodologia proposta por Celiktas et al. (2007), a partir das
microplacas utilizadas para a determinacdo da CMI. De cada poco onde
ndo ocorreu crescimento microbiano visivel, foram transferidas
aliquotas (10pL) para placas de agar triptona de soja (TSA). As placas
foram incubadas a 36°C por 24h e o crescimento de colbénias foi
verificado. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e 0s
resultados expressos em mg/mL. A CMB foi definida como a menor
concentracdo de cada extrato que impediu totalmente o crescimento
microbiano nas placas sem a presenca do agente antimicrobiano.

2.8 ESTATISTICA

Os dados obtidos no teste de difusdo em disco foram submetidos
a analise de variancia (p<0,05) para cada espécie de bactéria, e as
diferencas entre as médias foram determinadas pelo teste de Tukey
(p<0,05). Foi calculado o coeficiente de correlagdo de Spearman
(p<0,05) entre todos os parametros avaliados, através do procedimento
CORR do pacote estatistico SAS (SAS, 2003).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CONTEUDO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E
FLAVONOIDES TOTAIS DOS EXTRATOS

A Tabela 2 apresenta o contetdo de compostos fenolicos totais e
de flavondides totais dos extratos hidroalcodlicos avaliados.
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Tabela 2. Conteddo de compostos fendlicos totais e flavondides
totais dos extratos hidroalcodlicos avaliados

Fendlicos totais Flavonodides totais

Espécie vegetal Nome comum (mg EAG/g (mg EC/g
extrato)® extrato)”

Arctium minus (Rl g2 rgang 48,38+0,76 4379+ 1,64

Bernh

Campomanesia .

eugenioides Guabiroba 199,46 + 4,66 63,07 + 2,34

Cynnamomum

zeylanicum Blume Canela 261,13 £ 3,74 127,57 £ 3,71

Diospyros kaki Caqui 78,60 + 4,52 47,60 £ 0,82

Eugenia uniflora L. Pitanga 220,07 +£13,11 38,67 £1,76

Parapiptadenia rigida Angico (casca) 270,83 +2,43 73,52 £ 5,17

Parapiptadenia rigida  Angico (folhas) 150,45 + 3,29 63,43 + 3,73

,F\’Aeﬁfea americana - Apacate 39,80 + 1,05 67,83 + 1,09

Plinia edulis (Vell.) .

Sobral Cambucéa 298,78 £ 3,10 107,10 + 8,64

Psidium cattleyanum .

Sabine Araga 204,01 £3,33 87,81 +4,59

Psidium guajava L. Goiaba 125,75+ 4,32 60,45 + 2,77

Schinus .

terebinthifolius Aroeira 144,39 £ 3,72 99,00 + 8,42

Syzygium eumini (L) 320180 199,99 + 7,75 47,71 +0,94

Skeels

3 EAG: equivalente em 4cido gélico; ® EC: equivalente em catequina.

A maioria dos extratos foi caracterizada pela ocorréncia de
elevados teores de compostos fenolicos. Os valores, expressos como
equivalentes de éacido galico (EAG), variaram de 39,80 a 298,78
mgEAG/g de extrato. Os extratos de Plinia edulis, Parapiptadenia
rigida (casca) e Cynnamomum zeylanicum, em ordem decrescente,
apresentaram 0s maiores teores destes compostos (>250 mgEAG/Q).
Eugenia uniflora, Psidium cattleyanum, Syzygium cumini e
Campomanesia eugenioides também apresentaram alto conteldo de
fendlicos (199,46 - 220,07 mgEAG/g), enquanto os extratos de P. rigida
(folhas), Psidium guajava e Schinus terebinthifolius apresentaram teores
intermediarios (125,75 - 150,45 mgEAG/g). Os extratos de Diospyros
kaki, Arctium minus e Persea americana apresentaram 0S menores
teores (39,8 — 78,6 mgEAG/g) destes compostos.
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Em um estudo abrangendo extratos aquosos provenientes de 30
espécies diferentes de plantas, Dudonné et al. (2009) reportam teores de
fendlicos totais variando entre 6,86 e 397,03 mg GAE/g. De modo
semelhante ao presente estudo, o extrato de C. zeylanicum situou-se
entre 0s que apresentaram os maiores teores destes compostos (309,23
mg GAE/g). Ja Niciforovic et al. (2010) reportam valores de 34 a 413
mg GAE/g para extratos etandlicos e metandlicos provenientes de 6
espécies de plantas (Ballota nigra L., Cotinus coggygria Scop., Echium
rubrum L., E. vulgare L., Gentiana asclepiadea L. e Halacsya sendtneri
(Boiss.) Dorfl), faixa semelhante a encontrada no presente estudo.

O conteudo de flavondides, maior classe de compostos fenélicos
vegetais encontrada na natureza, foi expresso em equivalentes de
catequina (EC), e variou de 38,67 a 127,57 mg EC/g de extrato. Os
extratos de C. zeylanicum, P. edulis, S. terebinthifolius e P. cattleyanum
apresentaram 0s maiores teores destes compostos (87,81 — 127,57 mg
EC/g). Os extratos de P. rigida, P. americana, C. eugenioides e P.
guajava apresentaram teores intermediarios (60,45 — 73,52), enquanto
os extratos de S. cumini, D. kaki, A. minus e E. uniflora tiveram as
menores concentracBes de flavondides totais (38,67 — 47,71 mg EC/g).
Em um estudo prévio, (Martinez-Correa et al., 2011), o conteldo de
flavonoides totais de um extrato etandlico de E. uniflora foi de 46,5 mg
EC/g, em concordancia com o presente estudo.

3.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
3.2.1 Ensaios de captura de radicais livres

A atividade antioxidante, determinada por um Unico ensaio,
reflete somente a reatividade quimica sob as condi¢des especificas do
ensaio em questdo. Por este motivo, aponta-se atualmente a necessidade
de utilizar-se mais de um método de avaliagdo do potencial antioxidante,
levando-se em conta os diferentes mecanismos de a¢do que podem ser
desempenhados pelos constituintes de um extrato vegetal (HUANG,
OU; PRIOR, 2005).

Os ensaios de captura dos radicais DPPH e ABTS tém sido
largamente empregados na determinacdo das capacidades antioxidantes
de extratos vegetais. S80 ensaios que envolvem uma reacdo de oxi-
reducdo com a transferéncia de um elétron, tendo o agente oxidante
como indicador do ponto final da reagdo (HUANG; OU; PRIOR, 2005).
O DPPH ¢ um radical livre estavel que pode ser prontamente reduzido
na presenca de um agente antioxidante. Sua coloracdo violeta sofre
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alteracdo para amarelo como resultado da reacdo, e o grau de
descoloracdo indica o potencial antioxidante do extrato.

A quantidade de extrato necessaria para decrescer a concentragao
inicial do radical DPPH em 50% é chamada concentracdo inibit6ria
(Clsg) (BRAND-WILLIANS et al., 1995). De forma anéloga, o radical
ABTS (de cor verde-azulada), é descolorido ao ser reduzido por um
composto antioxidante. O grau de descoloracdo também traduz o
potencial antioxidante do extrato, calculado relativamente a reatividade
do Trolox como padrdo, sob as mesmas condicdes de ensaio (RE et al.,
1999). O resultado é expresso como capacidade antioxidante equivalente
ao Trolox por grama de extrato (umol TEAC/g).

A atividade antioxidante dos extratos avaliada através da
capacidade de sequestro dos radicais DPPH e ABTS esta apresentada na
Tabela 3, e seguiu a mesma tendéncia observada para o teor de
compostos fendlicos, onde os extratos de P. rigida, P. edulis, C.
zeylanicum, E. uniflora, C. eugenioides e P. cattleyanum apresentaram
elevada capacidade de captura destes radicais. Para essas espécies, 0S
valores de Clgy estiveram compreendidos entre 3,73 e 7,05 pg/mL
(DPPH) e entre 1965 e 4218 umol TEAC/g (ABTS). Os extratos de S.
cumini, P. guajava e S. terebinthifolius apresentaram capacidade
intermediaria de captura dos radicais livres, com valores de Clg
variando de 8,77 a 10,93 ug/mL e de 1248 a 1717 umol TEAC/g. Ja o0s
extratos de D. kaki, A. minus e P. americana apresentaram as menores
capacidades antioxidantes observadas através destes ensaios (Clsy >25
pg/mL e entre 233 e 619 umol TEAC/Q).

Varios estudos foram realizados acerca das atividades bioldgicas
de P. guajava, incluindo sua atividade antioxidante. Entretanto, diversos
trabalhos utilizam a polpa da fruta ou as sementes, e, embora alguns
estudos utilizem as folhas da planta, a comparacdo dos resultados
obtidos é dificil, ja que a atividade antioxidante pode ser expressa de
diferentes formas. Outro fator que contribui para esta dificuldade s&o as
modifica¢Bes introduzidas nas metodologias, tais como os volumes
adicionados das solucGes de extrato e/ou de radical livre. Em um estudo
prévio (TACHAKITTIRUNGROD; OKONOGI;
CHOWWANAPOONPOHN, 2007), foi reportada uma elevada
atividade antioxidante (4,91 mM TEAC/mg) para um extrato etanélico
obtido a partir das folhas de P. guajava, sendo este o extrato mais ativo
dentre 24 extratos avaliados no referido estudo. Em outro estudo
(QUIAN; NIHORIMBERE, 2004), foi reportado um valor de Clsg
(ensaio do DPPH) de 53 mg/g, que corresponde a uma atividade
antioxidante inferior a observada no presente estudo.
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Tabela 3. Atividade antioxidante dos extratos hidroalcoodlicos avaliada
pelos métodos do DPPH, ABTS e complexagéo com o Fe®*

Nome DPPH? ABTS? %

Espécie vegetal Comum (Clsgg (umol Complexag?o
(ng/mL)®  TEAC/g)¢  comoFe

Arctium minus
(Hill) Bernh Bardana > 25 369 +8 43,94
Campomanesia .
eugenioides Guabiroba 6,07 £ 0,09 2445+ 71 71,82
Cynnamomum
zeylanicum Blume Canela 4,34 £ 0,05 2600 + 64 14,35
Diospyros kaki Caqui >25 619 + 35 46,71
Eugenia uniflora L. Pitanga 5,26 + 0,14 2600 + 30 52,11
Parapiptadenia Angico
rigida (casca) 4,56 + 0,03 4218 + 83 23,37
Parapiptadenia Angico
rigida (folhas) 7,05+0,07 1965 + 18 39,23
,F\’Aeiﬁea americand - apacate > 25 233131 26,87
Plinia edulis (Vell.) .
Sobral Cambucéa 3,73+0,12 378172 69,55
Psidium .
cattleyanum Sabine Araga 576+0,19 2107 £ 31 62,12
Psidium guajava L. Goiaba 10,52 + 0,26 1248 + 38 70,16
Schinus .
terebinthifolius Aroeira 10,93+ 0,11 1406 + 87 44,19
Syzygium cumini <
(L) Skeels Jamboldo 8,77+ 0,02 1717 £ 139 54,26
Acido galico - 0,79 £0,02 - -
BHA - 2,03 +0,02 - -
Catequina - 1,55+0,04 - -
EDTA
(10 pg/mL) ) ) 98,62

3 Os dados sdo expressos como a média da triplicata + DP; ® DPPH: radical 1,1-
difenil-2-picril-hidrazil; Clsy (concentragdo inibitéria): quantidade de extrato
necessaria para decrescer a concentracdo inicial do radical DPPH® em 50%; °
ABTS: radical 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico); pmol
TEAC/g: capacidade antioxidante equivalente ao Trolox por grama de extrato.
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E. uniflora é outra espécie vegetal bastante estudada. Martinez-
Correa et al. (2011) reportaram uma Cls de 6,2 pg/mL para um extrato
etandlico desta espécie, valor semelhante ao obtido no presente estudo.
Uma atividade mais fraca (Clsp = 9,1 pug/mL) foi reportada para um
extrato metandlico de E. uniflora (VELAZQUEZ et al., 2003). Os
mesmos autores determinaram uma Clso de 8,8 pg/mL para um extrato
de S. terebinthifolius, também similar ao presente estudo.

Erdemoglu et al. (2009) avaliaram o conteudo de compostos
fenolicos totais e a atividade antioxidante (captura do radical DPPH) de
extratos aquosos e alcodlicos de Arctium minus. O conteldo de
compostos fendlicos (48,29 mg EC/g) do extrato etandlico foi muito
similar ao observado no presente estudo (48,38 mg EC/g), enquanto a
Clso foi de 7,18 mg/mL, o que corresponde a 7180 pg/mL e indica uma
fraca atividade de captura do radical livre, o que também foi observado
no presente estudo.

Existem vérios estudos acerca da atividade antioxidante de P.
americana, D. kaki, S. cumini e P. cattleyanum, (LUXIMON-RAMMA,;
BAHORUN; CROZIER, 2003; GU et al., 2008; WANG; BOSTIC; GU,
2010; FARIA; MARQUES; MERCADANTE, 2011). Entretanto, a
maioria deles concentra seus estudos na polpa das frutas, na casca ou
nas sementes, e ndao em extratos obtidos a partir das folhas destas
espécies. J& com relacdo as espécies P. edulis, P. rigida e C.
eugenioides, ndo encontramos publicacBes acerca de sua atividade
antioxidante. Desta forma, o presente estudo apresenta novos dados
referentes & atividade antioxidante destas espécies vegetais.

3.2.2 Capacidade de complexagéo com o Fe**

fons de metais de transicdo como Fe**, Cu*, Zn?* e Mn** podem
atuar na oxidagdo lipidica como agentes pro-oxidantes. Na presenca de
peréxido de hidrogénio, o ion metalico ajuda a formar um radical
hidroxil altamente reativo, através da reacdo de Fenton (OWUSU-
APENTEN, 2005). Os agentes quelantes, complexando ions metélicos,
podem prevenir 0s processos oxidativos.

O ensaio de capacidade de complexacdo com o Fe*, também
conhecido como ensaio da Ferrozina®, busca avaliar a atividade
guelante de uma amostra, no caso, os extratos vegetais. A ferrozina (3-
(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazina-4',4"-acido disulfénico, sal sédico)
forma um complexo estavel com o Fe*, de coloragdo vermelha. Na
presenga de outros agentes quelantes, a formagdo do complexo é
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diminuida, resultando em uma reducdo da coloragdo vermelha, o que
permite estimar a atividade quelante da amostra (YAMAGUCHI et al.,
2000).

A capacidade de complexacdo dos extratos avaliados com o ion
Fe?* também esta apresentada na Tabela 3. Dentre os extratos avaliados,
os de C. eugenioides, P. cattleyanum, P. guajava e P. edulis
apresentaram a maior capacidade de complexagdo com o Fe?* (62,12 —
71,82 %). Diferentemente do que foi observado nos ensaios de captura
dos radicais DPPH e ABTS, os extratos da casca de P. rigida e C.
zeylanicum ndo apresentaram um bom desempenho através da
complexacdo com o ion metalico de transicdo, apresentando 0s menores
percentuais de complexacdo (23,37% e 14,35%, respectivamente), o que
indica ndo atuarem através deste mecanismo.

Foi considerado que uma alta capacidade de complexacdo com o
Fe?* poderia estar relacionada a um elevado teor de flavondides
(NICIFOROVIC et al., 2010), j& que estes compostos possuem varias
hidroxilas fenélicas e um grupamento carbonila na posicéo 4 do anel C,
0 que poderia representar diversos sitios disponiveis para a complexacéo
do ion metélico (LEOPOLDINI; RUSSO; TOSCANO, 2011). No
presente estudo, os extratos de P. edulis e P. cattleyanum apresentaram
niveis elevados de flavondides e também uma alta capacidade de
complexagdo com o Fe*, o que estaria de acordo com a afirmacéo
acima. Entretanto, os extratos de P. guajava e C. eugenioides, que
também apresentaram elevada capacidade complexante, apresentaram
baixo contetdo de flavondides. Além disso, o0 extrato de C. zeylanicum,
gue apresentou o0 maior teor de flavondides, ndo demonstrou uma
capacidade quelante significativa, o que sugere que a relacdo descrita
anteriormente pode ndo ser sempre valida.

3.3 CORRELACOES ENTRE O CONTEUDO DE COMPOSTOS
FENOLICOS TOTAIS, CONTEUDO DE FLAVONOIDES
TOTAIS E A ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS
AVALIADOS

Os compostos fendlicos incluem uma ampla diversidade de
estruturas quimicas complexas, que possuem pelo menos um anel
aromatico, com uma ou mais hidroxilas como grupos funcionais. Sabe-
se que as plantas sintetizam compostos fendlicos através de rotas do
metabolismo secundario, que atuam em mecanismos de defesa da planta
contra espécies reativas de oxigénio, a fim de evitar danos oxidativos.
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Esta atividade antioxidante pode estar relacionada a diversos
mecanismos, tais como a captura de radicais livres, a doacdo de
hidrogénio, a inativacdo do oxigénio singlete, a complexagdo de ions
metalicos e a atuagdo como substrato para radicais superoxido
(NICIFOROVIC et al., 2010).

Foi reportada uma correlacdo positiva e altamente significante
entre 0 conteldo de fendlicos totais e a atividade antioxidante de
materiais vegetais (VELIOGLU et al., 1998). No presente estudo, a
andlise estatistica revelou correlagbes altamente significantes entre o
contetido de compostos fenolicos totais e a atividade antioxidante dos
extratos hidroalcoodlicos avaliados, tanto pelo método do sequestro do
radical DPPH quanto do radical ABTS (Tabela 4). Desta forma, os
resultados sugerem que os compostos fenolicos foram o principal grupo
gue contribuiu para a atividade antioxidante dos extratos avaliados. Os
resultados obtidos nos ensaios de captura dos radicais DPPH e ABTS
também foram bem correlacionados. J& o ensaio de capacidade de
complexacdo com o Fe?* ndo apresentou correlacdo significante com o
teor de compostos fenolicos e nem com os demais métodos utilizados
para a avaliacdo da atividade antioxidante, o que esta de acordo com
estudos prévios (NICIFOROVIC et al., 2010). O teor de flavonodides
também ndo foi correlacionado com os demais parametros avaliados.

Tabela 4. Coeficientes de correlacdo de Spearman entre os ensaios
realizados

Complexacdo

DPPH ABTS 5
como Fe
ABTS -0,96266"
(<0,0001)°
Complexagdo com o -0,05525° 0,03576%
2+
Fe (0,8577)° (0,9077)°
Fendlicos totais -0,96687% 0,96561° 0,05495°
(<0,0001)"° (<0,0001)"° (0,8585)"
Flavonoides totais -0,49725% 0,40715% -0,23626%
(0,0838)° (0,1673)" (0,4371)°

2 Coeficiente de correlagéo de Spearman ; ® Nivel de significancia (p)
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3.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA — TESTE DE DIFUSAO EM
DISCO

A atividade antimicrobiana detectada pelo método de difusdo em
disco esté apresentada na Tabela 5.

Os extratos de C. eugenioides, C. zeylanicum, E. uniflora, P.
rigida (casca e folhas) e P. edulis apresentaram a maior atividade e
espectro de acgdo frente as espécies bacterianas testadas.

O extrato de C. eugenioides apresentou forte inibicdo contra B.
cereus, S. aureus, L. monocytogenes e P. vulgaris, com as maiores zonas
de inibigdo observadas para os trés Ultimos micro-organismos, dentre os
extratos avaliados. Este extrato apresentou ainda atividade moderada
contra E. faecalis, B. subtilis e Y. enterocolitica.

O extrato da casca de P. rigida apresentou forte atividade contra
S. aureus e atividade moderada contra E. faecalis, L. monocytogenes, B.
cereus, Y. enterocolitica e P. vulgaris.

Esse extrato destacou-se por apresentar atividade contra P.
aeruginosa, espécie sabidamente resistente a muitos agentes
antimicrobianos e desinfetantes (RUSSEL, 1991). O extrato obtido a
partir das folhas desta planta apresentou atividade moderada contra S.
aureus, B. cereus, Y. enterocolitica e P. vulgaris e também foi ativo
contra P. aeruginosa.

O extrato de E. uniflora foi fortemente inibitorio para P. vulgaris,
L. monocytogenes, B. subtilis e Y. enterocolitica, com as duas maiores
zonas de inibicdo apresentadas para os dois Ultimos micro-organismos.

As espécies Gram-negativas E. coli, S. Typhimurium e E.
aerogenes, bem como a espécie Gram-positiva L. plantarum, foram as
mais resistentes dentre os micro-organismos testados, ndo sofrendo
inibicdo por nenhum dos extratos avaliados. Ja P. aeruginosa sofreu
inibicdo apenas pelos extratos de angico-vermelho (casca e folha) e
canela. De modo geral, as espécies Gram-positivas foram mais
suscetiveis a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais avaliados do
gue as espécies Gram-negativas testadas, 0 que estd de acordo com
diversos estudos acerca de agentes antimicrobianos naturais (BURT,
2004).

Os extratos de P. cattleyanum, P. guajava, S. cumini e S.
terebinthifolius apresentaram atividade contra varios micro-organismos
e em diferentes graus, porém em menor intensidade do que as espécies
vegetais citadas anteriormente.



Tabela 5. Atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos avaliados no teste de difuséo em disco *

Bactéria A. minus euger?ibi des C. zeylanicum D. kak_i E. t_Jnirora P. EE:}Z?C(()F) "P I;E;Z?CE)C) i ameﬁéana
(Bardana) (Guabiroba) (Canela) (Caqui) (Pitanga) vermelho) vermelho) (Abacate)

S.aureus 12,7+06h 246%+0,7b 175+0,44d nd 145+0,7fg 16,2+0,6 de 19,7+0,3¢ nd
E.faecalis nd 155+04c 140%0,4efg nd 11,7+0,3i 13,1 +0,5 fgh 14,2 £ 0,6 def nd
L.monocytogenes nd 276+09bp 114+0,2¢g nd 242+0,6¢ 120+£04¢g 146+£0,2f nd
L.plantarum nd nd nd nd nd nd nd nd
B.cereus 216+06b 189+05c 156+0,2¢f nd 17,0+0,0d 17,2+0,3d 17,2+0,5d 10,7+0,3h
B.subtilis 106+0,2g 165+0,7c¢c 13,2+0,3¢f nd 19,0+040b 125+0,0f 125+0,7f nd
Y.enterocolitica nd 16,6 £0,0d nd nd 200+04¢ 175+0,94d 17,0+0,7d nd
E.coli nd nd nd nd nd nd nd nd
S.typhimurium nd nd nd nd nd nd nd nd
E.aerogenes nd nd nd nd nd nd nd nd
P.vulgaris nd 195+0,7¢ 155+0,4d nd 185+0,4¢c 15,4+0,5d 15,2+0,3d nd
P.aeruginosa nd nd 114+050b nd nd 130+04a 139+0,6a nd

-13,9 mm: fraco; 14-18 mm: moderado; >18 mm: forte.

Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha nao sao significantemente diferentes (p<0,05). nd: ndo detectada. °F: folhas; C: casca
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Tabela 5. Atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos avaliados no teste de difusdo em disco

(continuacéo)

a

L P. edulis P. cattleyanum P. guajava - S. S S. cumini - .
Bactéria , ) . terebinthifolius N Ampicilina  Cloranfenicol
(Cammbucd) (Aracd) (Goiaba) (Aroeira) (Jambol&o)

S.aureus 165+0,7de 16,4+0,2de 13,6 +0,2fgh 13,4+0,2gh 152+03ef 361+09a 260+13b
E.faecalis 130+049gh 152+0,3cd 146+05cde 134+02fgh 126+02hi 281+0,7a 232+06hb
L.monocytogenes  12,0+0,49 16,5+ 15ef 171+06e 10,7+0,39g 215+0,7d 331+12a 284+10b
L.plantarum nd nd nd nd nd 32,0+0,9 292+10
B.cereus 15,7+03ef 157+0,3 ef 14,7+0,3f 150+04f 16,2+0,6de 12,1+02g 279+0,7a
B.subtilis 11,2+0,3g 15,0+0,7d 13,7+06¢€ 11,2+0,3g 12,7+05ef 28,7+03a 292+06a
Y.enterocolitica 145+09e nd nd nd 124+05f 29,7+03b 315+04a
E.coli nd nd nd nd nd 22,9+0,7 285+1,1
S.Typhimurium nd nd nd nd nd 27,2+05 24,0+0,7
E.aerogenes nd nd nd nd nd nd 235+04
P.vulgaris 15,2+0,3d 11,9+0,2¢ nd nd nd 272+09a 21,7+12b
P.aeruginosa nd nd nd nd nd nd 90+04c

2 Areas de inibig&o incluindo o diametro do disco de 9mm. Os dados referem-se & média de quatro replicatas + DP. Graus de inibic&o:

10 -13,9 mm: fraco; 14-18 mm: moderado; >18 mm: forte.

Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha ndo sao significantemente diferentes (p<0,05). nd: ndo detectada. ® F: folhas; C:

casca

GqT
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O extrato de A. minus ndo apresentou inibigdo expressiva contra a
grande maioria das espécies bacterianas testadas, entretanto, de modo
interessante, apresentou forte atividade inibitoria contra B. cereus (maior
zona de inibicdo contra esta espécie de micro-organismo). O extrato de
P. americana exibiu apenas uma fraca inibicdo contra B. cereus, ndo
apresentando atividade contra as demais espécies de bactérias, e 0
extrato de D. kaki ndo apresentou atividade contra nenhuma das espécies
testadas.

Conforme mencionado por Burt (2004), a comparacdo de
resultados de atividade antimicrobiana obtidos por diferentes autores é
dificil, principalmente em se tratando de produtos naturais. Diversas
variagOes contribuem para esta dificuldade, tais como as metodologias
de preparacdo do in6culo, o0 método de inoculacdo, o volume de extrato
sendo testado e inclusive o solvente utilizado para a preparacdo do
extrato, dentre outras. Desta forma, os resultados e conclusdes devem
ser examinados cuidadosamente, considerando o contexto em que estéo
inseridos.

Souza et al. (2004) realizando um screening a fim de avaliar a
atividade antimicrobiana de 18 extratos metandlicos de plantas
medicinais contra sete espécies de micro-organismos, detectaram
atividade do extrato de P. rigida contra as quatro espécies de bactérias
Gram-positivas testadas: S. aureus, S. epidermidis, B. subtilis e
Micrococcus luteus. E. coli, a Unica espécie Gram-negativa avaliada,
ndo foi inibida por este extrato. No mesmo estudo, o extrato de E.
uniflora apresentou atividade inibitdria contra S. aureus, B. subtilis e M.
luteus, enquanto o extrato de P. cattleyanum foi ativo contra S.
epidermidis, B. subtilis e M. luteus. Em um estudo acerca da atividade
antimicrobiana de plantas utilizadas na prevencédo e controle da mastite
bovina, Avancini et al. (2008) reportaram forte atividade antibacteriana
de um extrato aquoso de P. rigida contra S. aureus e Salmonella
cholerasuis. De forma semelhante, no presente estudo, esta espécie
vegetal resultou em dois dos extratos mais ativos avaliados quanto a
inibicdo de bactérias Gram-negativas.

A atividade antibacteriana de um extrato hidroalcodlico de folhas
de S. cumini foi reportada contra 17 isolados bacterianos Gram-positivos
e Gram-negativos de importancia na satde animal e humana (Loguercio
et al., 2005). Diferentemente do presente estudo, os autores ndo
verificaram diferenca de sensibilidade entre micro-organismos Gram-
positivos e Gram-negativos.

Conforme mencionado para sua atividade antioxidante, P.
guajava é uma espécie ja estudada quanto as suas atividades bioldgicas.
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Em estudo prévio (CHAH et al., 2006), foi detectada atividade
antimicrobiana importante de um extrato metandlico desta planta contra
as  seguintes  espécies  Gram-positivas e  Gram-negativas
multirresistentes, isoladas de ferimentos: S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa, Proteus spp. e Shigella spp. De modo diferente, no presente
estudo, somente espécies Gram-positivas foram inibidas pelo extrato
etandlico de P. guajava. Linhagens de S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA) também foram inibidas por um extrato etandlico de P. guajava
(PESEWU; CUTLER; HUMBER, 2008), assim como E. coli, P.
aeruginosa e P. vulgaris. No mesmo estudo, foi avaliada a atividade
antimicrobiana de um extrato etandlico obtido a partir das folhas de P.
americana, que apresentou atividade contra as espécies Gram-positivas
testadas. Também foi reportada atividade antimicrobiana de P.
americana (extrato metanolico das folhas) contra isolados clinicos de
Moraxella cattarhalis (RASHEED; THAJUDDIN, 2011). No presente
estudo, contudo, esta planta ndo apresentou atividade antimicrobiana,
exceto por uma fraca inibi¢do de B. cereus.

C. zeylanicum é um condimento largamente utilizado, e possui
diversas aplicacdes na industria farmacéutica e de aromatizantes. Em um
estudo prévio (SINGH et al., 2007), a oleorresina obtida da casca desta
planta apresentou atividade antifungica e antibacteriana contra diversas
espécies patogénicas Gram-positivas e também Gram-negativas. No
presente estudo, 0 extrato etanélico preparado a partir da casca de C.
zeylanicum também apresentou atividade contra espécies Gram-
positivas e Gram-negativas, sendo considerado um dos seis extratos
mais ativos, conforme detectado através do ensaio de difusdo em disco.

Melo Junior et al. (2002), avaliando a atividade antimicrobiana de
17 extratos de plantas medicinais contra micro-organismos isolados de
alveolite, apontaram o extrato etandlico de S. terebinthifolius como o
mais ativo. De um total de nove espécies de bactérias, o extrato inibiu o
crescimento das cinco espécies Gram-positivas testadas, porém, de
forma semelhante ao presente estudo, ndo foi capaz de inibir nenhuma
das bactérias Gram-negativas avaliadas.

Foi reportada atividade antibacteriana de um extrato metandlico
das raizes de Diospyros kaki contra Clostridium difficile, C. perfringens
e E. coli (JEONG et al., 2009). Apesar de no presente estudo ter sido
avaliado um extrato preparado a partir das folhas de D. kaki, 0 mesmo
ndo apresentou atividade contra nenhuma das espécies testadas.

Até onde foi possivel verificar, ainda ndo foram reportados
resultados acerca da atividade antimicrobiana de P. edulis, C.
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eugenioides e A. minus. Assim, o presente estudo também contribui para
o0 conhecimento do potencial antibacteriano destas espécies vegetais.

Diversos mecanismos foram propostos a fim de explicar a
atividade antimicrobiana de produtos derivados de plantas. Em um
estudo acerca do mecanismo de acdo do composto fendlico carvacrol,
Ultee, Bennik e Moezlaar (2002), sugerem que o grupamento hidroxila
presente na molécula é essencial para a sua atividade antibacteriana
contra Bacillus cereus. Os autores propdem que este composto atua
como um carreador trans-membrana de cations monovalentes, trocando
o préton da hidroxila por outro cation, como o K*, o que resulta em uma
reducdo no gradiente de pH da célula, causando um colapso na forca
préton-motriz. Como consequéncia, ndo pode mais haver a sintese de
ATP, levando a morte celular. Esta capacidade trocadora de ions deve-se
a presenca do grupamento hidroxila e de um sistema de elétrons
deslocalizados (ligag@es duplas) no anel fenélico do carvacrol.

No presente estudo, 0s extratos que apresentaram 0S maiores
teores de compostos fendlicos (P. rigida, C. zeylanicum e P. edulis, vide
Tabela 2) estiveram entre os que apresentaram a maior atividade
antimicrobiana. De forma analoga, os extratos com 0s teores mais
baixos de compostos fenélicos totais (A. minus, P. americana e D. kaki),
também tiveram uma fraca ou nenhuma atividade antimicrobiana. Além
disso, os coeficientes de correlagdo entre o grau de inibicdo de uma
bactéria Gram-positiva (S. aureus) e o contetdo de compostos fenélicos
dos extratos (R = 0,8033; 0,0009), os resultados do ensaio de DPPH (R
= - 0,84648; 0,0003) e os resultados do ensaio ABTS (R = 0,86226;
0,0001) foram altamente significantes. O grau de inibicdo da espécie
Gram-negativa P. vulgaris também foi bem correlacionado com o
contetdo de fendlicos totais (R = 0,64249; 0,0179) e com os ensaios de
captura dos radicais DPPH (R = - 0,75372; 0,0029) e ABTS (R =
0,77379; 0,0019). Esses resultados concordam com aqueles reportados
por Shan et al. (2007), que afirmam que os compostos fendlicos
contribuiram significativamente para a atividade antibacteriana de 46
extratos vegetais metandlicos contra Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella
anatum. Os autores também observaram uma alta correlacdo entre a
atividade antibacteriana e a capacidade antioxidante dos extratos.

Entre os extratos mais ativos avaliados no presente estudo,
considerando a atividade antimicrobiana e também antioxidante, a
literatura reporta a composicdo quimica apenas para as espécies C.
zeylanicum, E. uniflora e P. edulis. Na fragdo acetato etilica de um
extrato etandlico de P. edulis foram isolados os compostos triterpénicos
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B-amirina, acido oleandlico, 4&cido ursélico e &cido maslinico,
identificados através de andlise espectrométrica (ISHIKAWA et al.,
2008). Os principais compostos identificados em um extrato supercritico
obtido a partir das folhas de E. uniflora foram Cy5H20,, curzereno, 3-
hexen-1-ol, B-elemeno e germacreno B (PEIXOTO; OLIVEIRA;
CABRAL, 2010). Os compostos fendlicos da casca de C. zeylanicum
foram identificados como flavan-3-ols tais como a catequina,
epicatequina e procianidina B2 (PENG et al, 2008), &cidos fendlicos
como o acido vanilico, &cido cafeico e acido ferdlico (MUCHUWET] et
al., 2007) e terpendides como o 2-hidroxicinamaldeido e derivados do
aldeido cindmico (SHAN et al., 2005). De acordo com o0s U(ltimos
autores, 0s compostos hidroxilados desempenharam o papel mais
importante na capacidade de captura de radicais livres.

Até o momento, ndo encontramos publicacbes acerca da
composicdo quimica de P. cattleyanum, C. eugenioides e P. rigida.

3.5CMIECMB

Os extratos mais ativos, de acordo com o ensaio de difusdo em
disco, tiveram suas CMI e CMB determinadas contra seis espécies
bacterianas, sendo trés Gram-positivas e trés Gram-negativas. Conforme
pode ser observado na Tabela 6, os valores de CMI variaram entre 0,075
e 5 mg/mL e os valores de CMB estiveram na faixa de 0,15 a >10
mg/mL.

O extrato de C. eugenioides apresentou a maior atividade
(menores valores de CMI e CMB) para S. aureus, L. monocytogenes €
B. cereus, apresentando também marcada inibicdo de P. vulgaris, P.
aeruginosa e Y. enterocolitica. Ja os extratos de P. rigida (casca) e P.
edulis apresentaram a maior atividade frente a Y. enterocolitica e P.
vulgaris.

A resisténcia de P. aeruginosa tem sido reportada para varios
antimicrobianos naturais derivados de plantas (BURT, 2004), embora
alguns 6leos essenciais, geralmente mais ativos que outros extratos,
tenham apresentado atividade contra este micro-organismo (CELIKTAS
et al., 2007; CAO et al., 2009). No presente estudo, o0s extratos de P.
rigida obtidos a partir da casca e também das folhas desta espécie
vegetal medicinal apresentaram o maior efeito inibitério e letal
observado contra P. aeruginosa, dentre os extratos avaliados, com
valores de CMI e CMB de 0,075 e 0,62 mg/mL, respectivamente.



Tabela 6. Concentragdo minima inibitéria (CMI) e concentracdo minima bactericida (CMB) dos extratos
hidroalcodlicos mais ativos contra micro-organismos selecionados de importancia em alimentos (mg/mL) ?

C. eugenioides  C. zeylanicum E uniflora P. rigida (F)°  P. rigida (C)" P. edulis

(Guabiroba) (Canela) (Pitanga) (Angico) (Angico) (Cambucd)
CcMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
S.aureus 0,15 0,62 2,5 2,5 062 125 0,62 2,5 0,62 2,5 0,62 1,25
L.monocytogenes 1,25 2,5 5,0 10,0 2,5 5,0 2,5 5,0 2,5 5,0 2,5 10,0
B.cereus 015 o015 o015 o031 031 031 062 062 062 062 062 0,62
Y.enterocolitica 0,075 100 0075 25 0075 25 0075 125 0,075 062 0,075 0,62
P.vulgaris 0,62 5,0 2,5 5,0 1,25 2,5 062 125 062 062 062 062
P.aeruginosa 0075 25 007 50 0075 >100 0,075 062 0075 062 062 >100

30s testes foram realizados em triplicata e os valores modais sio apresentados. °F: folha; C: casca.

097
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Em concluséo, os resultados obtidos nos ensaios de atividade
antimicrobiana demonstram que, dentre os extratos hidroalcoolicos
avaliados, os extratos da casca de P. rigida e de C. eugenioides
apresentaram 0 maior potencial para aplicagdo como agentes
antimicrobianos naturais. O extrato de C. eugenioides foi 0 mais ativo
frente as trés espécies Gram-positivas testadas na Ultima etapa do
trabalho, todas importantes patégenos relacionados a alimentos. Ja o
extrato proveniente da casca de P. rigida apresentou a maior atividade
contra as bactérias Gram-negativas avaliadas, em termos de CMI e
CMB. Deste modo, uma associacdo destes dois extratos podera ser
muito interessante, resultando em uma maior efetividade quando da
aplicacdo em alimentos, visando o aumento de sua vida Util e garantia da
seguranca microbioldgica. O extrato da casca de P. rigida também
apresentou marcada atividade antioxidante, detectada pelos ensaios de
captura dos radicais DPPH e ABTS, enquanto o extrato de C.
eugenioides, além do sequestro dos radicais livres, também apresentou
elevada capacidade de complexacio com o Ferro®". Assim, a associacio
destes dois extratos também tende a ser promissora no que concerne a
prevencdo das alteracGes oxidativas a que 0s produtos alimenticios estdo
sujeitos.

Os resultados obtidos, particularmente aqueles relativos aos
extratos de Parapiptadenia rigida (angico-vermelho) e Campomanesia
eugenioides (guabiroba), fornecem novas informacdes a respeito dessas
duas espécies nativas do Brasil, e garantem a continuidade dos estudos
acerca das atividades bioldgicas de sub-fracfes de seus extratos e de sua
composicdo quimica. Além disso, como nédo existem publicacdes sobre a
analise fitogquimica destas espécies vegetais, fazem-se necessarios
estudos para poder-se associar um ou mais composto(s) bioativo(s) com
uma determinada atividade bioldgica apresentada.
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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E
ANTIOXIDANTE DO OLEO ESSENCIAL DE LOURO (L. nobilis)
EM LINGUICA FRESCAL TOSCANA

RESUMO

O presente estudo buscou avaliar a atividade antimicrobiana e
antioxidante do dleo essencial de louro aplicado em linguica frescal
toscana armazenada a 7 °C por 14 dias. Os valores de CMI e CMB
foram determinados in vitro para 12 espécies de bactérias e a cinética de
inativacdo de E. coli e Y. enterocolitica em caldo foi avaliada. As
linguicas adicionadas do 6leo essencial, nas concentrages de 0,05% e
0,1%, ndo apresentaram diferenca significante nos valores de TBARS,
comparativamente ao controle. O pH foi significantemente (p<0,05)
inferior durante o periodo de armazenamento, coerentemente a menor
contaminagdo microbiana destas amostras em relacdo ao controle. As
linguicas com adicdo de 6leo essencial apresentaram menores contagens
de  micro-organismos  aer6bios  mesofilos,  micro-organismos
psicrotroficos, bactérias laticas e coliformes totais. Nenhuma das
amostras apresentou contaminacdo por coliformes termotolerantes e S.
aureus nos dias 0 e 14 de estocagem. A adicdo do 6leo essencial de
louro & linguica frescal Toscana pode ser recomendada, uma vez que
houve uma redugdo significativa na contaminacdo por coliformes totais,
chegando a 2,8 ciclos logaritmicos (0,1% de 6leo essencial adicionado),
além de um aumento de dois dias na vida Gtil do produto, verificado
através da contagem total de micro-organismos psicrotrdficos. Estes
efeitos foram observados utilizando-se concentracdes de dleo essencial
inferiores a média das CMI determinadas in vitro. O produto foi
considerado aceitavel sob o ponto vista sensorial, em ambas as
concentracdes testadas.

Palavras-chave: linguica frescal, louro, Laurus nobilis, 6leo essencial,
atividade antimicrobiana.
ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the antimicrobial and
antioxidant activities of laurel essential oil applied in fresh Tuscan
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sausage stored at 7 °C for 14 days. Minimal inhibitory concentration
(CMI) and minimal bactericidal concentration (CMB) were determined
in vitro for 12 species of bacteria and the Kkinetics of inactivation of E.
coli and Y. enterocolitica in broth was evaluated. The sausages
containing laurel essential oil at 0.05% and 0.1% presented similar
TBARS values as those of the control sausage. However, their pH was
significantly lower (p<0.05) during the storage period, which is
consistent with their lower microbial contamination compared with the
control sausage. Sausages with laurel essential oil presented lower
counts of mesophilic aerobes, psychrotrophs, lactic acid producing
bacteria and total coliforms. No contamination with thermo-tolerant
coliforms or S. aureus was detected on days 0 and 14 of storage in any
of the sausage sample. The addition of laurel essential oil to Tuscan
fresh sausage significantly reduced total coliform contamination in up to
2.8 log and increased in two days product shelf life, as determined by
the total count of psychrotrophic microorganisms. These effects were
observed using lower essential oil concentrations than those previously
used in in-vitro tests. The product was considered acceptable from the
sensorial standpoint at both concentrations tested. The overall results
indicate a promising application of laurel essential oil in fresh sausages.

Keywords: fresh sausage, laurel, Laurus nobilis, essential oil,
antimicrobial activity.

1 INTRODUCAO

As linguicas constituem os derivados carneos fabricados em
maior quantidade em nosso pais, uma vez que a sua elaboracdo nédo
exige tecnologia sofisticada, utilizando poucos e baratos equipamentos.
Por este motivo, as pequenas agroindustrias geralmente iniciam suas
atividades com a fabricagdo de linguicas. Entretanto, por ndo serem
submetidas a um tratamento térmico, as linguicas frescais, com alta
atividade de &gua, apresentam uma elevada carga microbiana e
consequentemente uma reduzida vida de prateleira (TERRA, 1998;
ORDONEZ, 2005).

O regulamento técnico de identidade e qualidade de linguigas
(BRASIL, 2000) define lingui¢a Toscana como “produto cru e curado
obtido exclusivamente de carne suina, adicionada de gordura suina e
ingredientes”. Ainda segundo este regulamento, as linguigas frescais
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caracterizam-se por apresentar teores maximos de 70% de umidade,
30% de gordura e 0,1% de célcio (em base seca), e um teor minimo de
12% de proteina.

Apesar dos embutidos frescais serem considerados produtos
geralmente seguros, sendo cozidos antes do consumo, as toxi-infeccoes
alimentares podem ocorrer pelo consumo do produto insuficientemente
cozido ou contaminado ap6s 0 cozimento, risco que pode existir em
qualquer produto carneo (VARNAM; SUTHERLAND, 1998).

Nos ultimos anos, a utilizacdo de agentes conservadores naturais
em alimentos tem sido amplamente aceita por parte dos consumidores,
gue cada vez mais procuram por produtos mais naturais e saudaveis,
com um menor conteudo de aditivos sintéticos. Além disso, o0s
consumidores estdo familiarizados a presenca de ervas e especiarias em
diversos alimentos, normalmente adicionados a fim de conferir sabor e
aroma. Por este motivo, os 0leos essenciais derivados de condimentos
podem ser considerados produtos naturais de escolha para fins de
conservacdo de produtos alimenticios (LEMAY et al., 2002;
MILITELLO etal., 2011).

O louro (Laurus nobilis) é um condimento bastante apreciado em
pratos tipicos brasileiros tais como a feijoada, da qual as linguicas
geralmente fazem parte, e também é utilizado para temperar cortes de
carne suina em geral. As folhas desidratadas e também o 6leo essencial
de louro sdo utilizados como condimento e flavorizante na culinaria e na
indGstria  alimenticia (SANTOYO et al, 2006). A atividade
antimicrobiana e antioxidante in vitro de extratos provenientes de L.
nobilis tem sido reportada (ERTURK, 2006; SANTOYO et al., 2006;
OZCAN et al., 2010). Entretanto, até 0 momento, ndo encontramos na
literatura dados a respeito da aplicagdo do 6leo essencial de louro em
produtos carneos.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de louro in vitro e em linguica frescal
Toscana, buscando a melhoria da qualidade microbiolégica do produto,
e ainda avaliar a sua possivel atividade antioxidante nesta matriz carnea.
Também buscou-se avaliar a aceitabilidade da linguica adicionada de
6leo essencial de louro sob o ponto de vista sensorial.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL E OBTENGAO DO OLEO ESSENCIAL

O oleo essencial de louro foi extraido a partir de 5 kg de folhas da
planta fresca pelo processo de destilagdo a vapor, utilizando-se um
equipamento em escala-piloto fabricado em aco inoxidavel. O processo
de destilacdo foi acompanhado por duas horas. O conteldo condensado
foi reunido e transferido para funil de separacdo, onde o 6leo essencial
foi obtido pela separacdo espontanea das fases. A fase superior foi
coletada em tubo de Falcon de 50 mL contendo 0,5 g de Na,SO, anidro.
A amostra foi agitada em vortex por 30 segundos e centrifugada a 2000
g por 10 minutos a 5 °C. O dleo obtido como um liquido limpido foi
transferido para frasco de vidro &mbar e armazenado sob refrigeracéo a
4 °C.

2.2 DETERMINACAO DA COMPOSIGCAO DO OLEO ESSENCIAL

2.2.1 Preparo das soluc@es para as analises cromatograficas

Em baldo volumétrico de 10 mL, 100 uL do dleo essencial foram
dissolvidos em diclorometano SupraSolv (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha). Uma aliquota de 2 mL desta solucdo de 6leo essencial 1%
foi transferida para frasco de 2 ml e armazenada sob refrigeracao.

2.2.2 Analise por cromatografia gasosa (CG/DIC)

A solucdo da amostra foi analisada pela injecdo de 1uL em um
cromatografo CG Varian CP-3800 (Walnut Creek, CA, USA), equipado
com injetor split/splitless (razdo 1:10), uma coluna capilar Rtx-5MS
com 30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 um de espessura (Restek, EUA), um
detector de ionizacdo de chama (FID) e um amostrador automatico
Varian CP 8410 (Walnut Creek, CA, USA). A temperatura do forno foi
programada da seguinte forma: 50 °C por 2 minutos, aumento na raz&o
de 2 °C/minuto até 220 °C, onde permaneceu por 3 minutos.
Temperatura do injetor: 240 °C. Temperatura do detector: 240 °C.
Nitrogénio N-50 (Alphagaz, V. Carioca, SP, BR) foi usado como gas de
arraste a 1,2 mL/min. A quantificacdo foi realizada por normalizacéo de
area, sendo que foram considerados somente os picos maiores de 0,15%.
As analises foram realizadas em triplicata. As analises foram realizadas
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sob as mesmas condi¢Bes com uma coluna capilar Rtx-WAX de 30 m x
0,25 mm i.d., 0,25 um de espessura (Restek, EUA).

Para o calculo dos indices de retencdo, injetou-se uma amostra
padrdo de solucdo de hidrocarbonetos C7-C30 Saturated Alkanes Std
(Supelco analytical, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), os quais
foram analisados com a mesma programacdo do equipamento que as
amostras. A partir dos resultados dos tempos de retengdo das substancias
desta amostra padrdo, calculou-se o indice de retencdo (IR) de cada
substancia utilizando-se a formula de Van den Dool e Kratz:

100(Tx —Tn)
Tn+1-Tn

IR =100n +

Onde: Tn e Tn+1 sdo os tempos de retencdo dos n-alcanos de referéncia;
n é o numero de carbonos do n-alcano de referéncia;
Tx € o tempo de retencdo da substancia de interesse.

2.2.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/IEM)

A solucdo da amostra foi analisada pela injegdo de 1uL em um
cromatografo CG 2010 SHIMADZU (Toéquio, Japdo), equipado com
injetor split/splitless (raz&o 1:10), uma coluna capilar Rtx-5MS 30 m x
0,25 mm i.d., 0,25 um de espessura (Restek, EUA), acoplado a um
espectrometro de massas CGMS-QP 2010 SHIMADZU (Téquio,
Japdo). A temperatura do forno foi programada da seguinte forma: 50
°C por 2 minutos, aumento na razdo de 2 °C/minuto até 220 °C, onde
permaneceu por 3 minutos. A temperatura do injetor, da fonte de ions e
da interface foram de 240 °C, 200 °C e 220 °C, respectivamente. Hélio
Ultra Puro (Linde Gas, Jundiai, SP, BR) foi usado como gas de arraste, a
1,2 mL/minuto. O espectrémetro de massas foi operado no modo scan,
ionizagdo por impacto eletrénico a 70 eV, com intervalo de varredura na
faixa de m/z 35-350 u.m.a., em ciclos de 0,5 s. A identificacdo dos picos
foi feita com o auxilio da biblioteca informatizada de espectros de
massas (NIST 05) e sequéncia de eluicdo. As analises foram realizadas
sob as mesmas condi¢6es com uma coluna capilar Rtx-WAX de 30 m x
0,25 mm i.d., 0,25 pm de espessura (Restek, EUA).
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2.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DO OLEO
ESSENCIAL DE LOURO

2.3.1 Culturas bacterianas

O oleo essencial foi testado frente a 12 cepas bacterianas, sendo
seis cepas Gram-positivas e seis cepas Gram-negativas, a saber:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Listeria monocytogenes
ATCC 19117, Listeria monocytogenes sorotipo 2 ATCC 19112,
Bacillus cereus ATCC 11778, Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Salmonella Enteritidis ATCC
13076, Shigella sonnei ATCC 25931, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 e Yersinia enterocolitica ATCC 9610. As cepas foram mantidas a
-20°C nos meios de cultura apropriados adicionados de 10% de glicerol,
e repicadas para tubos inclinados de agar triptose de soja (TSA),
mantidos a 4 °C.

2.3.2 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) e da
Concentracdo Minima Bactericida (CMB)

A concentragdo minima inibitéria (CMI) foi determinada através
do método de microdiluicdo (CLSI, 2009), com modificacGes. As
culturas em TSA foram repicadas para agar sangue e incubadas a 35 °C
por 12-18h, a fim de verificar-se a morfologia das col6nias e a pureza da
cultura. A partir destas placas, tomou-se de 3 a 5 coldnias isoladas e
transferiu-se para caldo triptose de soja (TSB), incubado a 35 °C por 2 a
6 horas, a fim de obter-se uma cultura em crescimento ativo. O inéculo
foi preparado a partir da cultura ativa de cada espécie bacteriana, diluida
em solucdo salina 0,9% a uma concentracéo de aproximadamente 10°
UFC/mL, comparével & solugdo padrdo de McFarland 0,5, verificada
espectrofotometricamente a 625nm. A suspensdo foi diluida a
aproximadamente 10’ UFC/ml, em solucéo salina, e esta suspensdo foi
utilizada para inocular os pocos das placas de microdiluicao.

O oleo essencial foi diluido em dimetilsuféxido (DMSO) a
concentracdo de 100mg/mL. A seguir, foram preparadas diluicdes
sucessivas, na faixa de 10 mg/mL a 0,075 mg/mL, em caldo Mueller-
Hinton. Foram adicionados aos pogcos das placas de microdiluicdo
100pL de cada solucdo diluida e 5 pL da suspensdo bacteriana. Em cada
placa, foram mantidos controles de esterilidade (sem adigdo de indculo)
e controles de crescimento (caldo Mueller-Hinton adicionado de DMSO
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e indculo). A pureza das suspens@es de indculo foi verificada através da
inoculacdo simultdnea em &gar ndo seletivo. Com excecdo de Y.
enterocolitica, cuja placa foi incubada a 30°C, as placas foram
incubadas a 36 °C por 18h e o crescimento microbiano detectado
visualmente e confirmado pela adi¢do de 20 pL de solucdo aquosa de
cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazdlio (TTC) a 0,5% (m/v) com incubacéo
adicional de 1 hora, a mesma temperatura. Todos 0s ensaios foram
realizados em triplicata, e os resultados expressos em mg/mL. A CMI
foi definida como a menor concentracdo do 6leo essencial que inibiu
totalmente o crescimento microbiano (SMANIA JR. et al., 1995).

A concentracdo minima bactericida (CMB) foi determinada com
base na metodologia proposta por Celiktas et al. (2007), a partir das
microplacas utilizadas para a determinagdo da CMI. De cada poco onde
ndo ocorreu crescimento microbiano visivel, foram transferidas
aliquotas (10puL) para placas de agar triptona de soja (TSA). As placas
foram incubadas a 36°C por 24h e o crescimento de col6nias foi
verificado. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e 0s
resultados expressos em mg/mL. A CMB foi definida como a menor
concentracdo de cada dleo essencial que impediu totalmente o
crescimento microbiano nas placas sem a presenca do agente
antimicrobiano.

2.3.3 Ensaios de cinética de inativacao de E. coli e Y. enterocolitica
em caldo

Os ensaios de cinética de inativacdo de E. coli e Y. enterocolitica
pelo 6leo essencial de louro foram realizados com base na metodologia
descrita por Xu et al. (2008). O 6leo essencial, solubilizado em DMSO
(1:10), foi adicionado em caldo triptose de soja (TSB) nas concentragdes
finais de 1,25 mg/mL e 2,5 mg/mL (CMI e CMB, respectivamente) para
Y. enterocolitica e de 2,5 mg/mL e 1,25 mg/mL (CMI = CMB e % CMI
= % CMB, respectivamente) para E. coli. Os in6culos foram preparados
a partir de culturas overnight e ajustados de forma a obter-se uma
contagem inicial de aproximadamente 10’ UFC/mL. A incubacéo foi
realizada a 37 °C, em banho-maria com agitacdo, e nos tempos 0 min,
10 min, 20min, 30 min, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h e 6h foram retiradas amostras
para a realizacdo da contagem de unidades formadoras de col6nias, em
agar triptose de soja (TSA) inoculado em profundidade. Os ensaios
foram repetidos duas vezes, e 0s resultados expressos como a média +
desvio padrdo para cada tempo de anélise.
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2.4 ELABORAGAO DO EMBUTIDO FRESCAL

Os lotes experimentais de linguica frescal Toscana foram
elaborados no setor de processamento de carnes do Instituto Federal
Catarinense — Campus Concordia, de acordo com a formulagdo
industrial apresentada na Tabela 1. Além dos ingredientes utilizados na
formulag&o controle, os tratamentos foram adicionados de 6leo esencial
de louro, conforme a seguinte descricao:

- T1: adicdo de 0,05% de 6leo essencial de louro
- T2: adicdo de 0,1% de 6leo essencial de louro

Foram preparados 4 kg de massa carnea para cada lote
experimental. A carne e o toucinho foram moidos em moedor elétrico,
utilizando-se disco de 8mm de didmetro. O 6leo essencial foi misturado
ao sal da formulacéo, sendo este previamente desidratado em estufa a
105 °C por 24 h e resfriado em dessecador. Os demais ingredientes e
aditivos passaram por uma pré-mistura antes de serem manualmente
misturados a carne e ao toucinho, em bacias plasticas previamente
higienizadas e sanificadas com alcool 70%.

Tabela 1. Ingredientes utilizados (%) na formulagdo da linguica
Toscana

Ingrediente/Aditivo Controle T1 T2
Carne suina magra (pernil) 77,43 77,43 77,43
Toucinho 12,13 12,13 12,13
Agua gelada 7,76 7,76 7,76
Sal (NaCl) 1,18 1,18 1,18
Sal de cura (nitrito e nitrato de sédio) 0,28 0,28 0,28
Estabilizante (polifosfatos) 0,26 0,26 0,26
Fixador de cor (eritorbato de sédio) 0,26 0,26 0,26
_(Izggéjairr]r;ento comercial para linguica 0,52 0,52 0,52
Aculcar 0,18 0,18 0,18

Oleo essencial de louro - 0,05 0,1
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A massa carnea resultante foi embutida em tripa natural suina, em
embutideira manual, e as linguicas foram acondicionadas em por¢des de
cerca de 200 g (duas unidades), em bandejas de isopor envoltas por
filme de policloreto de vinila (PVC), identificadas e armazenadas a 7
°C. Foram realizadas duas repeti¢cbes para cada tratamento e para 0
controle, e o experimento foi repetido por duas vezes, em ocasides
diferentes (n=2x2=4).

2.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS

As amostras naturalmente contaminadas foram submetidas as
analises microbiolégicas nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 dias,
utilizando-se as metodologias preconizadas pela American Public
Health Association (APHA, 2001). Foram pesadas assepticamente
amostras de 25 £ 0,2 g do produto, transferidas para saquetas estéreis e
homogeneizadas por um minuto em stomacher com 225 mL de 4gua
peptonada 0,1%. A partir desta diluicdo, foram preparadas dilui¢des
decimais subsequentes, utilizando-se o mesmo diluente. A contagem
total de micro-organismos aerébios mesofilos e micro-organismos
psicrotréficos foi realizada utilizando-se Plate Count Agar (PCA), com
inocula¢do em profundidade, ap6s incubacéo a 36 °C por 48h e a 7 °C
por 10 dias, respectivamente. As bactérias laticas foram enumeradas
utilizando-se agar de Man Rogosa & Sharp (MRS), com inoculacdo em
profundidade e utilizando-se sobrecamada do mesmo meio, apds
incubacdo a 36 °C por 72h. O grupo dos coliformes totais foi enumerado
através de inoculacdo do agar vermelho violeta neutro bile (VRB), por
profundidade em com sobrecamada, incubado a 35 °C por 24 h. A
enumeracdo de coliformes termotolerantes foi realizada nos dias 0 e 14,
transferindo-se 6 coldnias do agar VRB para tubos de caldo E. coli (EC)
contendo tubos de Durhan, incubados em banho-maria por 24 h a 44,5
°C para posterior verificacdo da producgdo de gés. Paralelamente, foram
incubados tubos inoculados com E. coli e Enterobacter aerogenes como
controles positivo e negativo, respectivamente. A contagem de
Staphylococcus aureus também foi realizada nos dias 0 e 14, através de
inoculacdo em superficie do agar Baird-Parker suplementado com gema
de ovo e telurito de potassio. Apos incubacdo a 36 °C por 48 h, as
coldnias tipicas e atipicas foram contadas separadamente e seis coldnias
de cada tipo foram transferidas para tubos contendo caldo infuséo
cérebro coracdo (BHI), incubados a 36 °C por 24 h. A partir destas
culturas, foi realizado o teste de coagulase, utilizando-se plasma de
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coelho liofilizado. Paralelamente, foi realizado o teste de coagulase com
uma cultura padrdo de S. aureus.

2.6 DETERMINAGAO DE SUBSTANCIAS REAGENTES AO
ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS)

A avaliacdo da rancidez das linguicas foi realizada nos tempos O,
2,4, 6,8, 10, 12 e 14 dias, através do método do &cido tiobarbiturico
(TBA), com modificagdes (RAHARJO et al.,1992). Resumidamente,
foram pesados 5 g da amostra previamente moida e homogeneizada, aos
quais foram adicionados 18 mL de solu¢do de &cido tricloroacético a 5%
(TCA), 0,5 mL de solucéo alcodlica de butilhidroxitolueno (BHT) e 2,0
mL de sulfanilamida a 0,5%. A mistura foi agitada durante um minuto
em vortex e mantida por 10 minutos em repouso. A seguir, foi
centrifugada a 4000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi filtrado para
baldo volumétrico de 25 mL, cujo volume foi completado com TCA.
Desta solucéo foram transferidos 2,0 mL para tubos de ensaio, aos quais
foi adicionado igual volume de solucéo de &cido tiobarbitdrico (TBA)
0,08 M. Os tubos foram mantidos por 30 minutos em banho-maria a 80
°C e resfriados por 10 minutos em banho de agua fria. A leitura da
absorbancia foi realizada a 531 nm e o fator de conversdo de 7,8 foi
utilizado para o calculo dos valores de TBARS (YILDIZ-TURP et al.,
2010). Os resultados foram expressos em mg de malonaldeido por kg de
amostra. As analises foram realizadas em duplicata.

2.7 DETERMINACAO DO PH

O pH das amostras foi verificado em cada dia de amostragem, de
acordo com Terra e Brum (1988), utilizando-se um pHmetro (Hanna
Instruments, HI 253). Foram pesados 10 g de amostra, homogeneizados
com 100 mL de agua destilada, e as medicdes de pH foram realizadas
apos cinco minutos, em triplicata.

2.8 ANALISE SENSORIAL

Para a realizacdo da andlise sensorial, foram elaborados novos
lotes de linguica frescal Toscana, adicionados de 6leo essencial de louro,
nas concentracOes de 0,1% e 0,05%. A avaliagdo sensorial das linguicas,
previamente assadas por 35 minutos a 280-300 °C, foi realizada por 50
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julgadores ndo treinados, consumidores habituais do produto, através de
teste de escala heddnica (MEILGAARD et al., 2007). Os pardmetros
avaliados foram: aparéncia, odor, firmeza, sabor e aceitabilidade global,
utilizando-se uma escala estruturada de sete pontos, em que 1 equivalia
a “gostei muitissimo” e 7 a “desgostei muitissimo” (Anexo A). A
realizacdo da andlise sensorial foi previamente aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Pro-Reitoria de Pesquisa e
Extensdo da Universidade Federal de Santa Catarina (Apéndice A).

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos em todas as analises do embutido frescal foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) para cada dia de analise,
com nivel de significancia de p<0,05. As diferengas entre as médias
foram determinadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 COMPOSICAO DO OLEO ESSENCIAL

Segundo Oussalah et al. (2007), a composicdo dos OGleos
essenciais € altamente influenciada por diversos fatores, como genétipo
da espécie vegetal, sazonalidade e condi¢Bes geograficas e climaticas.
Portanto, o 6leo essencial isolado foi caracterizado por cromatografia
gasosa (CG/DIC e CG/EM) e os dados qualitativos e quantitativos estdo
apresentados na Tabela 2.

A partir das analises cromatograficas, foi possivel identificar 26
compostos, que representaram 91,92% da composicdo do éleo volatil.
Os monoterpenos oxigenados constituiram a fracdo predominante e
totalizaram 63,93% da composi¢do. Os compostos majoritarios foram
1,8-cineol (35,50%) e linalol (14,10%), seguidos em menores
proporcdes pelo sabineno (9,45%) e o éster acetato de terpinila (9,65%),
em concordancia com resultados previamente publicados para esta
espécie vegetal (CAREDDA et al., 2002; FLAMINI et al., 2007; DI
LEO LIRA et al., 2009).
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Tabela 2. Composicédo quimica do 6leo essencial de louro, determinada
por CG-FID e CG-MS

Composto® IRE® %

a-Tujeno 923 0,35
a-Pineno 929 3,07
Sabineno 970 9,45
f-Pineno 972 2,81
S-Mirceno 990 1,21
6-3-Careno 1009 0,36
&6-4-Careno 1014 0,24
(+)-Silvestreno 1026 1,52
1,8-Cineol 1028 35,50
(E)-p-Ocimeno 1047 0,33
y-Terpineno 1056 0,55
cis-Sabineno hidratado 1067 0,30
a-Terpinoleno 1086 0,22
S-Terpineol 1099 0,29
Linalol 1102 14,10
Terpinen-4-ol 1176 0,93
a-Terpineol 1191 2,78
Nerol 1231 0,18
Acetato dea-terpinila 1349 9,65
Acetato de nerila 1367 0,20
S-Elemeno 1389 1,10
p-Cariofileno 1413 2,69
a-Guaieno 1435 0,25
a-Humuleno 1447 0,74
Germacreno D 1476 0,56
a-Farneseno 1499 2,54
Monoterpenos hidrocarbonados 20,11
Monoterpenos oxigenados 63,93
Sesquiterpenos hidrocarbonados 7,88
Total identificado (%) 91,92
Rendimento em o6leo essencial (% 0,19

m/m de material fresco)

30s compostos estdo listados em ordem de eluicdo da coluna Rtx-5MS; ° indice de
retencdo determinado experimentalmente na coluna Rtx-5MS, utilizando-se uma
série homologa de hidrocarbonetos alifaticos C;-Csg
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3.2 CONCENTRAGAO MINIMA INIBITORIA (CMI) E
CONCENTRACAO MINIMA BACTERICIDA (CMB)

Conforme pode ser observado na Tabela 3, os valores de CMI
determinados para o 6leo essencial de louro variaram de 1,25 a 10
mg/mL e os valores de CMB apresentaram-se entre 2,5 e >10 mg/mL.

Tabela 3. Concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentracdo
minima bactericida (CMB) do dleo essencial de louro (mg/mL)?

Espécie bacteriana CMmI CMB
S. aureus ATCC 25923 10 >10,0
S. aureus ATCC 6538 10 10,0
S. aureus ATCC 29213 5,0 10,0
L. monocytogenes ATCC 19117 2,5 10
L. monocytogenes sorotipo 2

ATCC 19112 125 50
B. cereus ATCC 11778 5,0 5,0
E. coli ATCC 25922 2,5 2,5
S. Typhimurium ATCC 14028 5,0 10,0
S. Enteritidis ATCC 13076 2,5 5,0
S. sonnei ATCC 25931 2,5 5,0
P. aeruginosa ATCC 27853 10,0 >10,0
Y. enterocolitica ATCC 9610 1,25 2,5

2 Os testes foram realizados em triplicata e os resultados referem-se aos valores modais

Dentre as espécies de micro-organismos testadas, as mais
suscetiveis a acdo inibitéria e letal do dleo essencial de louro foram Y.
enterocolitica, L. monocytogenes sorotipo 2, E. coli, S. Enteritidis e S.
sonnei. E interessante observar que destas cinco espécies bacterianas,
guatro sdo Gram-negativas, grupo reportado por varios autores como
mais resistente a acdo dos agentes antimicrobianos, incluindo os 6leos
essenciais (CHORIANOPOULOS et al.,

2004; CAO et al., 2009), em comparacdo as espécies Gram-
positivas. Desta forma, a deteccdo de atividade antibacteriana de um
determinado 6leo essencial contra bactérias Gram-negativas deve ser
valorizada, uma vez que muitas destas espécies estdo relacionadas a
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toxi-infecgBes alimentares e a deterioragdo de alimentos, notadamente
da carne e produtos carneos (JAY, 2005).

Os resultados do presente estudo sdo da mesma ordem de
magnitude daqueles reportados por Ozcan et al. (2010) para a atividade
antimicrobiana (CMI) de um dleo essencial de louro, o qual apresentou,
por exemplo, valores de CMI de 3,0, 1,0 e 4,0 mg/mL para S. aureus
ATCC 29213, L. monocytogenes ATCC 7644 e E. coli ATCC 25922,
respectivamente. Erturk (2006) determinou valores de CMI iguais a 5,0
mg/mL para E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923 e P.
aeruginosa ATCC 10145, para um extrato supercritico desta planta.

3.3 CINETICA DE INATIVACAO DE E. coli E Y. enterocolitica EM
CALDO

A Figura 1 representa a cinética de inativacdo de E. coli pelo 6leo
essencial de louro, acompanhada por um periodo de seis horas. E
possivel observar que, na presenca de 2,5 mg/mL de 6leo essencial
(CMI = CMB), o in6culo inicial, de 6,83 log UFC/mL, foi reduzido para
<1 log UFC/mL ja nos primeiros dez minutos de incubacdo, o que
comprova o efeito bactericida do Oleo essencial de louro nesta
concentracdo e demonstra sua rapida atividade contra a bactéria testada.

Também foi testada uma concentracéo de dleo essencial de louro
equivalente a metade da CMI/CMB (1,25 mg/mL). Nesta concentracéo,
0 indculo inicial (6,84 log UFC/mL) sofreu uma reducdo gradual na
primeira hora de incubacdo, atingindo um minimo de 1,96 log UFC/mL
aos 60 minutos, o que equivale a uma reducdo de aproximadamente 4,9
ciclos logaritmicos. Apds um periodo de adaptacdo ao meio (fase lag),
que pode ser visualizado graficamente dos 60 aos 120 minutos de
incubacéo, as células remanescentes voltaram a reproduzir-se, atingindo
uma densidade média de 3,90 log UFC/mL apds seis horas de
incubacdo. Ao final deste periodo, a cultura controle (sem adicdo de
6leo essencial) apresentava uma populacdo média de 8,98 log UFC/mL.
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Figura 1. Cinética de inativacdo de E. coli pelo 6leo essencial de louro.
C: controle; CMI=CMB: éleo essencial adicionado na concentragéo
minima inibitéria e bactericida (2,5 mg/mL); %2 CMI=% CMB: o6leo
essencial adicionado em 50% da concentracdo minima inibitoria e
bactericida (1,25 mg/mL)

Gachkar et al. (2007), avaliando a cinética de inativacdo de E.
coli ATCC 25922 pelos Oleos essenciais de cominho e alecrim,
verificaram que a aplicacdo dos referidos 6leos nas concentracGes
equivalentes & CMB (1,0 e 2,0 mg/mL) resultou na efetiva eliminagdo
deste micro-organismo (inoculado na concentracdo inicial de 10’
UFC/mL) ap6s 20 e 25 minutos, respectivamente. Em outro estudo (FU
et al., 2009), os dleos essenciais de cravo e alecrim, testados nas
concentragBes iguais a CMB (1,25 e 5,0 mg/mL), promoveram a
eliminacdo de E. coli ATCC 8739 apds 8 e 12 horas de incubagcdo,
respectivamente. Ao testarem concentracdes inferiores a CMB de ambos
0s 0leos essenciais, ap6s uma reducdo inicial a populacdo bacteriana
voltou a crescer, comportamento também observado no presente
trabalho. Silva et al. (2009) avaliaram a cinética de inativacdo de uma
linhagem de E. coli isolada de caso clinico pelos 6leos essenciais de
gengibre, horteld pimenta, alecrim, canela, cravo da india e capim-
cidreira. Destes 6leos, os dois Ultimos foram o0s mais ativos,
promovendo a completa inativacdo da cultura ap6s 3 horas de
incubacéo.
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A cinética de inativacdo de Y. enterocolitica pelo 6leo essencial
de louro esta representada na Figura 2. A cultura controle apresentou
uma populacdo inicial média de 6,55 log UFC/mL, que sofreu uma
elevacdo gradativa ao longo do periodo de incubagdo, atingindo ao final
de seis horas um nivel de 8,25 log UFC/mL.
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Figura 2. Cinética de inativagdo de Y. enterocolitica pelo 6leo essencial
de louro. C: controle; CMB: 6leo essencial adicionado na concentragéo
minima bactericida (2,5 mg/mL); CMI: 6leo essencial adicionado na
concentracdo minima inibitéria (1,25 mg/mL)

Na presenca de uma concentracdo de 6leo essencial equivalente a
CMB (2,5 mg/mL), observou-se que a contagem inicial de células foi
cerca de um ciclo logaritmico inferior (5,52 log UFC/mL) ao controle,
possivelmente devido a uma reducdo na populagdo microbiana causada
ja ao primeiro contato do indculo com o meio contendo o dleo essencial.
Analogamente ao comportamento apresentado por E. coli, observou-se
uma reducdo drastica (<1 log UFC/mL) na populacdo de Y.
enterocolitica j& nos primeiros dez minutos de incubacdo, demonstrando
o efeito bactericida do Oleo essencial de louro também contra este
micro-organismo. Testando-se uma concentracdo menor de Oleo
essencial, equivalente a CMI (1,25 mg/mL), também observou-se uma
contagem inicial inferior (5,65 log UFC/mL) ao controle, que foi
gradualmente reduzida até <1 log UFC/mL ap6s cinco horas de
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incubacdo. Azeredo et al. (2011) avaliaram a cinética de inativagdo de Y.
enterocolitica ATCC 9610 pelos 6leos essenciais de orégano e alecrim
em caldo a base de vegetais, incubado a 37 °C. As concentracfes
utilizadas foram equivalentes a CMI (2,5 pL/mL para o 6leo essencial
de orégano e 20 puL/mL para o Oleo essencial de alecrim). O o6leo
essencial de alecrim reduziu o inéculo inicial (cerca de 5,0x10°
UFC/mL) para aproximadamente 1,0x10° UFC/mL ap6s 4 horas de
incubacdo, enquanto o 6leo de orégano promoveu 0 mesmo grau de
inativacdo ja no tempo zero. Entretanto, ndo foi observada nenhuma
redugdo adicional na populagdo microbiana até o periodo final de 24
horas.

Y. enterocolitica é considerada um micro-organismo Gnico dentre
0s patogenos alimentares devido a capacidade de tornar-se psicrotrofico.
Além disso, é capaz de resistir ao congelamento, e também produz uma
enterotoxina termoestavel resistente ao aquecimento a 100 °C por 20
minutos (JAY, 2005). A habilidade de crescer em temperaturas de
refrigeracdo representa uma vantagem sobre outros micro-organismos
eventualmente presentes no alimento, o que pode fazer com que esta
bactéria venha a ser o agente causador de toxi-infecgdes alimentares
(GRAHEK-OGDEN et al., 2007).

A infecc@o por Y. enterocolitica é considerada a 3* maior causa
de gastrenterite aguda ap6s a salmonelose e a campylobacteriose
(GRAHEK-OGDEN et al., 2007; MESSELHAUSER et al., 2011).
Trata-se de um micro-organismo comensal do suino (DAVIES, 2011), e
acredita-se amplamente que este animal constitua a fonte mais comum
de Y. enterocolitica responsavel por infeccGes em humanos (JAY, 2005;
DAVIDSON et al., 2011). Niveis de contaminacdo ja detectados
em carne suina e produtos derivados foram suficientemente elevados
(entre 10° e 10° UFC/g) para representar risco & satide do consumidor,
ndo apenas pelo consumo de produtos de carne suina mal passados
como também através da contaminacdo cruzada na producdo ou no
preparo de alimentos (MESSELHAUSER et al., 2011).

3.4 APLICAGAO DO OLEO ESSENCIAL DE LOURO EM
LINGUICA FRESCAL TOSCANA

3.4.1 Analises microbioldgicas

As contagens microbianas ao longo do periodo de
armazenamento da linguica frescal Toscana sob refrigeracdo estdo
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apresentadas nas Figuras 3 a 6. As contagens de todos os grupos de
micro-organismos avaliados foram significantemente (p<0,05) afetadas
pela adicdo do 6leo essencial de louro nas concentracdes de 0,05 e 0,1%.

A contagem inicial de micro-organismos psicrotroficos (Figura 3)
nas amostras foi de aproximadamente 4 log UFC/g. Com excec¢do dos
dias 0 e 4, a contagem deste grupo de bactérias foi significantemente
(p<0,05) inferior nas amostras adicionadas de 0&leo essencial,
comparativamente ao controle. A contagem deste grupo de micro-
organismos excedeu o valor de 7 log UFC/g, considerado como limite
para avaliagio de vida atil (GEORGANTELIS et al., 2007;
GIATRAKOU; NTZIMANI; SAVVAIDIS, 2010), no dia 8 (controle e
T1) e no dia 10 (T2). Assim, houve um acréscimo de dois dias na vida
de prateleira do produto adicionado de 0,1% de 6leo essencial (T2) em
relacdo ao controle. Uma extensdo de vida atil dessa ordem estd de
acordo com um estudo realizado por Giatrakou et al. (2010), que,
avaliando a adicdo de dleo essencial de tomilho (0,2%) em um produto a
base de carne de frango fresca, reportaram um aumento de dois dias na
vida de prateleira do produto, determinada microbiologicamente através
da contagem total de micro-organismos mesofilos.
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Figura 3. Contagem de micro-organismos psicrotroficos nas linguicas
frescais controle e adicionadas de 6leo essencial de louro nas
concentragdes de 0,05% (T1) e 0,1% (T2) durante o periodo de
armazenamento a 7 °C.
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No presente trabalho, com relagdo a contagem total de micro-
organismos aerobios mesofilos (Figura 4), a contaminacgdo inicial das
amostras também foi de cerca de 4 log UFC/g. Nos dias 2, 8, 10 e 12 de
armazenamento, a contagem deste grupo de micro-organismos nas
linguicas adicionadas de 0Oleo essencial de louro na concentragdo de
0,1% (T2) foi significantemente (p<0,05) inferior as amostras controle.

8,0

Log UFC/g

3,0

Tempo (dias)

Figura 4. Contagem de micro-organismos aerébios mesofilos nas
linguicas frescais controle e adicionadas de 6leo essencial de louro nas
concentragdes de 0,05% (T1) e 0,1% (T2) durante o periodo de
armazenamento a 7 °C.

A contagem excedeu 7 log UFC/g no dltimo dia de
armazenamento (dia 14) das amostras controle e T1, enquanto a
contagem das amostras T2 foi de 6,65 log UFC/g, também
demonstrando um acréscimo na vida de prateleira do produto. Convém
considerar, entretanto, que por tratar-se de um produto frescal, 0 mesmo
deve ser armazenado sob refrigeracdo, e desta forma o grupo de micro-
organismos psicrotroficos seria um indicador mais adequado da vida Util
do produto.

Chouliara et al. (2007), avaliando o efeito da adicdo de dleo
essencial de orégano (0,1%) a carne de frango, observaram que a
contagem total de micro-organismos mesofilos atingiu 7 log UFC/g no
dia 5-6 para a amostra controle, e no dia 6-7 para a carne adicionada de
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6leo essencial, 0 que representa um pequeno aumento na vida de
prateleira do produto. J& quando a vida util foi avaliada sensorialmente,
as amostras contendo 6leo essencial (0,1%) tiveram um aumento de 3-4
dias em relacdo ao controle. As amostras com adicdo de dleo essencial
de orégano também apresentaram menores contagens de bactérias laticas
e de enterobactérias. Em outro estudo, Viuda-Martos et al. (2010c)
avaliaram o efeito da adicdo de fibra de laranja e 6leo essencial de
orégano em mortadela, e verificaram uma reducdo na contaminacgdo do
produto adicionado de fibra e de dleo essencial, comparativamente ao
controle. Ao final do periodo de armazenamento de 24 dias, a amostra
controle atingiu uma contagem total de mesofilos de 6 log UFC/g, ao
passo que o produto contendo o aditivo natural ainda ndo havia atingido
este nivel de contaminacdo. A contagem de bactérias laticas também foi
inferior ao controle, durante todo o periodo de estocagem.

As bactérias laticas constituem um grupo de micro-organismos
gue podem desenvolver-se em produtos carneos frescais contendo
nitrito, armazenados sob refrigeracdo (PRICE; SCHWEIGERT, 1994).
A presenca do nitrito confere prote¢do contra o Clostridium botulinum,
mas é ineficaz contra bactérias laticas e enterobactérias. Assim, a
microbiota de linguicas frescais sera geralmente dominada por
enterobactérias, Pseudomonas, enterococos, micrococos, leveduras e
bactérias laticas, que irdo ocasionar a sua deterioracdo (BROMBERG,
2002).

O grupo das bactérias laticas tomou parte da microbiota inicial
das linguicas (Figura 5), tanto nas amostras controle como naquelas
adicionadas de 6leo essencial. A contagem inicial foi de cerca de 3,2 a
3,5 log UFC/g, aumentando progressivamente até atingir contagens
superiores a 7 log UFC/g ao final do periodo de 14 dias de
armazenamento a 7 °C. Do dia 2 ao dia 6, ambas as amostras
adicionadas de dleo essencial apresentaram contagens de bactérias
laticas significantemente (p<0,05) inferiores ao controle. No 10° dia de
armazenamento, a amostra T2 foi significantemente menos contaminada
por bactérias laticas, comparativamente ao controle. Embora néo
estatisticamente significante, as amostras adicionadas de 6leo essencial
de louro mantiveram menores contagens (0,5 a 0,7 ciclo logaritmico) até
o final do periodo de armazenamento.
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Figura 5. Contagem de bactérias laticas nas linguicas frescais controle e
adicionadas de 6leo essencial de louro nas concentragdes de 0,05% (T1)
e 0,1% (T2) durante o periodo de armazenamento a 7 °C.

A presenca do 6leo essencial de louro reduziu significantemente
(p<0,05) a contaminacdo das linguicas frescais por coliformes totais
(Figura 6) no dia 2 e do 6° dia até o final dos 14 dias de estocagem do
produto, em relacdo ao controle. Nas linguigas adicionadas de 0,1% de
6leo essencial, a reducdo de coliformes totais chegou a 2,8 ciclos
logaritmicos, no 12° dia de armazenamento.

O grupo dos coliformes compreende espécies de bacilos Gram-
negativos, ndo formadores de esporos, aer6bios e anaer6bios
facultativos, capazes de fementar a lactose com formacao de &cido e gas
guando incubados a 35 °C. Constituem um importante grupo indicador
da qualidade dos alimentos, sendo que altas contagens podem indicar
contaminagdo pos-processamento, limpeza e sanitizacdo deficientes,
tratamento térmico ineficiente ou crescimento durante o processamento
ou estocagem (FRANCO E LANDGRAF, 2005; JAY, 2005).

A significativa inibicdo do grupo coliforme nas linguicas
adicionadas de 6leo essencial de louro foi coerente com os resultados
obtidos nos ensaios realizados in vitro (item 3.2), em que este dleo
essencial apresentou atividade bacteriostatica e bactericida contra
diversas espécies de bactérias Gram-negativas, notadamente contra E.
coli (que integra o grupo coliforme) e Y. enterocolitica.
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Figura 6. Contagem de coliformes totais nas linguicas frescais controle
e adicionadas de 6leo essencial de louro nas concentragdes de 0,05%
(T1) e 0,1% (T2) durante o periodo de armazenamento a 7 °C.

A inibicdo de coliformes em produtos cérneos adicionados de
6leos essenciais tem sido observada por outros autores. Hac-
Szymanczuk et al. (2011) verificaram que 0 6leo essencial de alecrim
(1,0%) aplicado em uma massa & base de carne suina e 4gua armazenada
a4 -6 °C por 7 dias foi capaz de reduzir a contaminagao do produto por
este grupo de micro-organismos. Por outro lado, no mesmo estudo, a
contaminacdo da massa carnea adicionada de folhas de alecrim (5%) foi
superior ao controle, em que nenhum agente antimicrobiano foi
adicionado. Analisando o préprio condimento, os autores comprovaram
sua contaminacdo por coliformes e também por bolores e leveduras. Isto
demonstra a utilidade, em muitos casos, da aplicacdo de 6leos essenciais
em substituicdo aos condimentos in natura.

Com relacdo a contaminagdo das linguicas por coliformes
termotolerantes e por S. aureus, ndo foi detectada a presenca destes
micro-organismos nos dias em que estas analises foram realizadas (dias
0 e 14, dados ndo apresentados), sendo 0s resultados expressos como
<10 UFC/g e <100 UFC/g, respectivamente.

A efetividade dos 6leos essenciais, quando aplicados em
alimentos visando a atividade antimicrobiana, geralmente é reduzida em
funcgdo da presenga de lipidios, proteinas e outros ingredientes aos quais
0s componentes do 6leo essencial podem permanecer ligados, restando
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apenas uma propor¢do na forma livre para exercer atividade
antimicrobiana (MEJHOLM; DALGAARD, 2002; TASSOU; NICHAS;
SKANDAMIS, 2004). Segundo esses autores, devido ao seu carater
lipofilico, o 6leo essencial dissolve-se na fase oleosa do alimento,
tornando-se menos disponivel para atuar sobre as bactérias presentes na
fase aquosa. Além disso, as matrizes alimenticias podem atuar como
barreiras que protegem as células bacterianas do efeito dos agentes
antimicrobianos presentes, e a disponibilidade de nutrientes, maior do
gue a encontrada nos meios de cultura, leva a uma recuperagdo mais
rapida dos micro-organismos que eventualmente tenham sofrido dano
celular.

A estrutura fisica do alimento também pode influenciar o efeito
antimicrobiano dos 6leos essenciais. Buscando avaliar a atividade do
oleo essencial de orégano contra S. Typhimurium em meio liquido
(caldo) e em um gel de gelatina de mesma composi¢do em nutrientes,
Skandamis et al. (2000) observaram que a matriz de gelatina reduziu
drasticamente a atividade antimicrobiana do 6leo essencial,
possivelmente devido a menor difuséo das goticulas de 6leo, que medem
em torno de 10 a 18 um (BROCKLEHURST et al., 1995), nesta matriz.
Os autores apontam que a difusdo destas particulas pode ser afetada pela
densidade, viscosidade e tortuosidade do meio em que se encontram.

O crescimento de bactérias em meios liquidos se da de forma
plancténica, diferentemente do que ocorre em uma matriz sélida, onde
formam-se colbnias na superficie ou em seu interior. Além disso, a
distribuicdo espacial dos micro-organismos nos alimentos ndo é
homogénea. Assim, a ecologia microbiana de um alimento especifico,
sua capacidade tamponante, pH local, disponibilidade de oxigénio e
acumulacdo de metabdlitos também sdo fatores que interferem na
atividade dos agentes antimicrobianos (TASSOU; NICHAS;
SKANDAMIS, 2004). Por estes motivos, geralmente sdo necessarias
concentracBes de 10 a 100 vezes maiores de 6leo essencial para que se
obtenham, nos alimentos, os mesmos efeitos observados in vitro
(BURT, 2004).

No presente estudo, verificamos que a aplicagdo do dleo essencial
de louro em linguica frescal Toscana, mesmo em concentracles
inferiores a maioria das CMI e CMB determinadas in vitro, resultou em
um efeito positivo no controle do desenvolvimento microbiano no
produto.

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar a
atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais. De modo geral, entende-
se que a inibi¢do do crescimento microbiano pelos 6leos essenciais seja
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devida ao dano causado a integridade da membrana celular pelos
componentes lipofilicos do 6leo essencial, 0 que acaba por afetar a
manutencdo do pH celular e o equilibrio de ions inorganicos
(SHYLAJA; PETER, 2004). Cox et al. (2001) avaliaram 0 mecanismo
de atividade antimicrobiana do 06leo essencial de Melaleuca alternifolia,
constituido na sua maior parte por monoterpenos ciclicos, sobre E. coli,
Staphylococcus aureus e Candida albicans. Os autores constataram que
os efeitos inibitdrios do dleo essencial sdo consistentes com a particao
dos constituintes monoterpénicos na membrana celular, e que o dano
causado a membrana produz diferentes efeitos em diferentes micro-
organismos. Oyedemi et al. (2009) reportam ainda a perda de contetdo
celular, como lipidios e proteinas, como efeitos de alguns componentes
de 6leos essenciais sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

O principal componente identificado no 6leo essencial de louro
foi o 1,8-cineol (35,5%), seguido pelo linalol (14,1%). De fato, ambos
0s compostos demonstraram ser ativos quando testado contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, conforme reportado por Sokovic et
al. (2008). Carson et al. (2002), testando a atividade do 1,8-cineol sobre
S. aureus, constataram que este composto promoveu a perda de
contetdo citoplasmatico, aumento da suscetibilidade das células ao
cloreto de sédio e ainda perda de material 260 nm absorvente,
sugerindo ter havido perda de &cidos nucléicos através da membrana
celular previamente danificada.

3.4.2 Avaliacao da rancidez oxidativa e do pH

As modificacBes nos valores de pH das amostras durante os 14
dias de armazenamento a 7 °C estdo representadas na Figura 7.

O pH inicial das linguicas foi de 6,1 e 6,2 nas amostras
adicionadas de 6leo essencial e nas amostras controle, respectivamente,
e sofreu uma elevacdo no decorrer do periodo de armazenamento,
atingindo um valor médio de 6,6 no controle e de 6,4 — 6,5 nas demais
amostras, ao final de 14 dias. Com excecdo do primeiro e Ultimo dia de
armazenamento, houve diferenga significante (p<0,05) entre as amostras
avaliadas, sendo o pH do controle superior ao das linguicas adicionadas
de 6leo essencial.
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Figura 7. Evolucéo do pH das linguicas frescais controle e formuladas
com dleo essencial de louro nas concentragdes de 0,05% (T1) e 0,1%
(T2) durante o periodo de armazenamento a 7 °C.

A tendéncia de elevagdo do pH observada nas linguicas frescais
pode ser relacionada ao aumento da populagdo microbiana ao longo do
periodo de armazenamento. Ao satisfazer seus requerimentos de
nutricdo e sobrevivéncia, 0s micro-organismos causam diversas
alteracBes na carne (LAWRIE, 2005), sendo o aumento do pH uma
delas. Uma vez esgotado o suprimento de carboidratos simples, espécies
de Pseudomonas, juntamente com psicrotréficos Gram-negativos tais
como Moraxella, Algaligenes, Aeromonas e Serratia, utilizam
aminoacidos livres e compostos nitrogenados simples como fonte de
energia, com producdo de aménia, levando a elevacdo do pH do meio
(JAY, 2005). E importante destacar que o filme de policloreto de vinila
— PVC, utilizado para embalar os produtos, apresenta elevada
permeabilidade ao oxigénio, em torno de 6000 a 8000 cm*/m%/24h, em
condi¢cbes padrdo de temperatura e pressdo (HAYES et al.,, 2010),
permitindo o desenvolvimento de micro-organismos aerobios, tais como
Pseudomonas. De acordo com Hayes (1993), o pH pode ser utilizado
como indicativo do estado de conservagdo da carne. Quanto mais o pH
se eleva, maior o estado de deterioracdo da mesma.

Os valores de substancias reativas ao 4&cido tiobarbitdrico
(TBARS), expressos em mg de malonaldeido (MDA) por kg de amostra
estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Valores de TBARS (mg MDA/kg)? das linglicas frescais
controle e adicionadas de 6leo essencial de louro nas concentracdes de
0,05% (T1) e 0,1% (T2) durante o periodo de armazenamento a 7 °C °

Dias Controle T1 T2
0 0,16 +0,00 a 0,13+0,04 a 0,13+0,01a
2 0,20+0,05a 0,26+ 0,04 a 0,23+0,01la
4 0,16 £0,00 a 0,20+ 0,05a 0,17+0,01la
6 0,21+0,03a 0,17+0,01a 0,20+ 0,01a
8 0,25+0,00 a 0,14+0,01a 0,18+ 0,06 a
10 0,19+0,00 a 0,17+£0,01b 0,16 +0,00b
12 0,15+0,04 a 0,12+0,00 a 0,12+0,02a
14 0,13+0,01a 0,05+0,00 a 0,12+0,04a

2 mg de malonaldeido por kg de amostra; ® Médias seguidas pela mesma letra em
uma mesma linha néo sdo significantemente diferentes (p<0,05)

Durante todo o periodo de armazenamento, os indices de TBARS
de todas as amostras mantiveram-se abaixo de 0,5 mg/kg, indice
apontado como o limiar a partir do qual os consumidores sdo capazes
detectar rancidez (SHEARD et al., 2000), ndo caracterizando desta
forma um estado de oxidacdo aparente das mesmas. A causa para este
fato provavelmente deve-se a uma combinacdo de fatores, tais como a
utilizacdo, na formulacdo, de nitrito de sodio e eritorbato de sddio,
aditivos tipicos do produto e que apresentam atividade antioxidante
(PRICE; SCHWEIGERT, 1994; HONIKEL, 2008). Além disso, 0
emprego de uma pequena propor¢do (12%) de gordura possivelmente
tenha reduzido a susceptibilidade do produto a oxidacéo lipidica.

Mesmo apresentando baixos indices de TBARS, é possivel
observar um aumento nesses valores nos primeiros 4 — 8 dias de
armazenamento das amostras, seguido por uma reducdo gradual até o
final do periodo de estocagem. Este comportamento pode ser atribuido a
principal limitagdo do método do TBA, que reside no fato de que o
malonaldeido e outros produtos carbonados de cadeia curta provenientes
da oxidacdo lipidica ndo sdo estaveis por um longo periodo de tempo,
devido a sua oxidag&o, liberando &cidos e alcoois organicos que ndo séo
determinados pelo método do TBA (ALMANDOS et al.,, 1986;
FERNANDEZ et al., 1997). Outra possibilidade €é a utilizacido do MDA
por enterobactérias e Pseudomonas, micro-organismos capazes de
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metabolizar compostos carbonilicos (SMITH; ALFORD, 1968, apud
GEORGANTELIS et al., 2007).

Chouliara et al. (2007) também observaram este padrao (elevacao
inicial dos indices de TBARS e posterior reducdo) em carne de frango
adicionada de 6leo essencial de orégano e também nas amostras sem
adicdo do 6leo essencial, atribuindo o fato a possivel decomposicdo do
MDA durante o armazenamento do produto. De forma semelhante, Liu
et al. (2009) registraram um aumento nos valores de TBARS nos
primeiros trés dias de armazenamento a 7 °C de linguica frescal de
frango, seguido por uma reducdo gradual destes indices até o final do
periodo de armazenamento, de 14 dias. Esse comportamento foi
observado tanto para as amostras controle como para aquelas
adicionadas de alecrim e mogno chinés em pd, nas concentracdes de
500, 1000 e 1500 ppm (relativos ao teor de compostos fendlicos totais).
Os valores de TBARS determinados no referido trabalho foram
superiores aos do presente estudo, variando de cerca de 1,0 até
aproximadamente 1,5 mg MDA/Kg, o que pode ser explicado pela ndo
utilizacdo de nitritos/nitratos e ascorbatos/eritorbatos na formulagéo das
linguicas.

Os valores de TBARS observados no presente trabalho sédo
semelhantes aos reportados por Georgantelis et al. (2007) para linguicas
frescais a base de carne suina adicionadas de antioxidantes naturais
(extrato de alecrim e sua combinagdo com quitosana). No referido
trabalho, as amostras controle (sem adicdo dos extratos) sofreram uma
elevacdo gradual dos valores de TBARS, de cerca de 0,1 mg/kg até 1,2
mg/kg ap6s 20 dias de armazenamento a 4 °C, entretanto,
diferentemente do presente trabalho, ndo foram utilizados nitritos nem
ascorbatos/eritorbatos na elaboragéo das linguicas.

3.5 ANALISE SENSORIAL

Os resultados obtidos na analise sensorial das linguicas
adicionadas de 6leo essencial de louro estdo apresentados na Tabela 5. A
analise de varidncia demonstrou que ndo houve diferenca significante
(p<0,05) entre as amostras em nenhum dos atributos avaliados. As
médias para aparéncia, odor e firmeza situaram-se entre gostei
ligeiramente e gostei muito, para ambas as amostras. Com relagdo ao
sabor, ambas as amostras situaram-se entre o ponto considerado neutro
(ndo gostei nem desgostei) e gostei ligeiramente, e considerando a
aceitabilidade global, a linguica adicionada de 0,05% de 6leo essencial
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apresentou uma nota superior aquela adicionada de 0,1%, porém ndo
estatisticamente significante.

Os resultados obtidos sugerem que a adi¢do do 6leo essencial de
louro, nas concentracbes de 0,05% e 0,1%, é aceitavel pelos
consumidores, uma vez que as medias obtidas foram superiores a 4,0.
Possivelmente, ajustes na formulagédo do embutido frescal, no sentido de
reduzir a concentracdo de condimentos adicionados, poderdo auxiliar na
obtencdo de uma formulacdo mais equilibrada do ponto de vista
sensorial, com maior aceitacdo (maiores escores) e manutencdo da
atividade antimicrobiana desejada.

Tabela 5. Média dos escores obtidos na avaliagdo sensorial das
linguicas adicionadas de 6leo essencial "

Concentragdo de 6leo essencial (%)

Atributo 0,05 0,1

Aparéncia 58a 56a
Odor 53a 54a
Firmeza 59a 57a
Sabor 4,7 a 45a
Aceitabilidade global 53a 49a

& Avaliacdo realizada através de escala hedonica de 7 pontos; 4 = ndo gostei nem
desgostei, 5 = gostei ligeiramente, 6 = gostei muito. ® Médias seguidas pela mesma
letra em uma mesma linha ndo séo significantemente diferentes (p<0,05)

Outros estudos também tém demonstrado que a adicdo de dleos
essenciais em produtos carneos pode ser viavel do ponto de vista
sensorial. Busatta et al. (2008), verificaram que a aplicacdo de 6leo
essencial de manjerona em linguica frescal em um nivel de 0,11%
resultou em um produto com aceitabilidade equivalente ao mesmo
produto sem a adicdo do referido 6leo. A adigdo de 6leo essencial de
orégano (0,1%) a carne de frango resultou em um odor desejavel ao
produto, segundo um painel de julgadores treinados (CHOULIARA et
al., 2007). Em experimentos realizados com mortadelas, a adi¢do de
6leos essenciais de orégano, alecrim e tomilho, na concentracdo de
0,02% sobre a massa carnea, ndo resultou em efeitos negativos sobre a
avaliacdo sensorial dos produtos, que obtiveram escores semelhantes ou
até superiores as amostras sem adicdo de dleo essencial (VIUDA-
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MARTOS et al.,, 2009; VIUDA-MARTOS et al., 2010a; VIUDA-
MARTOS et al., 2010b; VIUDA-MARTOS et al., 2010c).

Em concluséo, os resultados obtidos neste estudo mostraram que
a aplicacdo do Oleo essencial de louro em embutidos frescais, nas
concentracdes de 0,05% e 0,1% pode representar uma barreira adicional
ao crescimento microbiano neste tipo de produto, levando ao aumento
da vida atil do mesmo, além da redugdo da contaminagdo por micro-
organismos do grupo coliforme, refletindo uma maior qualidade
microbioldgica deste embutido frescal. Os produtos naturais tais como o
condimento avaliado no presente trabalho sdo amplamente utilizados na
preparacdo de alimentos, sendo classificados como Generally
Recognized as Safe (GRAS), e sua adicdo ao embutido frescal foi
considerada aceitavel sob o ponto de vista sensorial.
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CONCLUSAO GERAL

Estudos da composicdo quimica dos 6leos essenciais de alecrim,
folha de canela, capim-limdo, funcho, folha de laranja, louro,
manjericdo, menta, orégano e poejo mostraram que 0S COMPOStos
majoritarios presentes nos Oleos essenciais com maior atividade
antimicrobiana foram os monoterpenos oxigenados: linalol, 1,8-cineol,
neral e geranial.

Os Oleos essenciais que apresentaram maior atividade
antimicrobiana e espectro de acdo foram: capim-limdo, manjericdo,
orégano e louro.

A intensidade da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
variou conforme o micro-organismo testado. Dentre os 6leos essenciais
estudados, o capim-limdo apresentou maior atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium e Pseudomonas aeruginosa. O O6leo essencial de
manjericdo apresentou maior atividade antimicrobiana contra
Lactobacillus plantarum e Yersinia enterocolitica. Enterobacter
aerogenes foi inibido na mesma intensidade pelos dleos de capim-liméo
e manjericdo. A maior atividade antimicrobiana contra Proteus vulgaris
foi exercida pelo 6leo essencial de menta e contra Bacillus subtilis, pelo
6leo essencial de laranja.

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de
citronela, eucalipto e lavanda, o 6leo essencial de citronela apresentou a
maior atividade contra as bactérias Gram-positivas testadas
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus e Bacillus subtilis), enquanto o 6leo essencial de lavanda
evidenciou a maior atividade contra as espécies Gram-negativas
Yersinia enterocolitica, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium,
Enterobacter aerogenes e Proteus vulgaris. J& o 6leo essencial de
eucalipto destacou-se por apresentar atividade bacteriostatica e
bactericida contra Pseudomonas aeruginosa.

Dentre 0s extratos hidroalcodlicos avaliados, aqueles
provenientes da guabiroba e da casca de angico vermelho apresentaram
0 maior potencial para aplicagdo como agentes antimicrobianos naturais
em alimentos.
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Considerando-se a concentragdo minima inibitéria e a
concentracdo minima bactericida, o extrato de guabiroba foi o mais
ativo frente as espécies Gram-positivas testadas (Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes e Bacillus cereus), enquanto o extrato da casca
de angico-vermelho apresentou a maior atividade contra as bactérias
Gram-negativas avaliadas (Yersinia enterocolitica, Proteus vulgaris e
Pseudomonas aeruginosa).

A associacdo dos extratos de guabiroba e de angico-vemelho
podera resultar em uma maior efetividade quando da aplicacdo em
alimentos, visando o aumento de sua vida Util e garantia da seguranca
microbioldgica.

Os extratos da casca de angico-vermelho, cambucd, canela,
pitanga, guabiroba e araca apresentaram, em ordem decrescente, as
maiores capacidades de captura de radicais livres, enquanto a maior
capacidade de complexacéo com o Fe?* foi evidenciada nos extratos de
guabiroba, aracé, goiaba e cambuca.

A associacdo dos extratos de guabiroba e da casca de angico-
vermelho também tende a ser promissora no que concerne & prevencao
das alteracOes oxidativas a que os alimentos estdo sujeitos.

O conteudo de compostos fendlicos totais foi correlacionado a
capacidade de captura de radicais livres, sugerindo-se que este grupo de
compostos seja o principal responsavel pela atividade antioxidante
apresentada pelos extratos.

O 6leo essencial de louro apresentou atividade antimicrobiana in
vitro, principalmente contra Escherichia coli e Yersinia enterocolitica.

A inativacdo destas duas espécies de micro-organismos, em meio
de cultura, ocorreu nos primeiros dez minutos de incubagdo, quando
aplicadas concentracfes equivalentes a concentragdo minima
bactericida.

A aplicacdo do dleo essencial de louro na concentracdo de 0,1%
em linguica frescal Toscana levou a um aumento de dois dias na vida
Gtil do produto.

A adicdo de 0,05% e 0,1% do 6leo essencial de louro causou
uma redugdo da contaminagdo por micro-organismos do grupo
coliforme, refletindo uma maior qualidade microbioldgica deste
embutido frescal.

O produto adicionado do 6leo essencial de louro em ambas as
concentracBes testadas ndo sofreu rancificacdo e foi considerado
aceitavel sob o ponto de vista sensorial.
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A aplicacdo de dleos essenciais em alimentos visando a atividade
antimicrobiana mostrou ser viavel, entretanto, devido aos diferentes
perfis de atividade antimicrobiana apresentados pelos diversos 6leos
essenciais, a selecdo do produto a ser utilizado deve ser realizada
levando-se em consideracdo os patdgenos e/ou a microbiota deteriorante
associada ao alimento de interesse. A compatibilidade sensorial entre o
6leo essencial selecionado e o alimento em questdo também deve ser
considerada.






ANEXO

PARECER DO COMITE DE ETICA
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APENDICE

FICHA DE AVALIACAO SENSORIAL






Ficha de avaliagdo sensorial

Por favor, avalie cada uma das amostras codificadas e responda as questdes
de acordo com a escala abaixo para indicar o quanto vocé gostou ou

desgostou de cada atributo do produto. Obs.: este ndo & um teste comparativo.

Avalie cada amostra separadamente.

7 — Gostel muitissimo

6 — Gostei muito

5 — Gostei ligeiramente

4 - N&o gostei nem desgostei
3 — Desgostei ligeiramente

2 — Desgostei muito

1 — Desgostei muitissimo
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Atributo Amostra Amostra

Aparéncia

Odor

Firmeza

Sahor

Aceitabilidade global

Comentarios:




