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1 INTRODUCAO

Os alimentos de origem animal ou vegetal, frescos ou processados,
incluindo a agua, podem veicular diversos microrganismos patogénicos, causadores
de diversas perturbacbes fisiolégicas em seus consumidores. Os alimentos que,
eventualmente, estejam contaminados por microrganismos causadores de doencas,
ao serem ingeridos, permitem que os patégenos ou 0s seus metabolitos invadam os
fluidos ou tecidos do hospedeiro causando algumas doencgas graves (Pinto, 1996).

A utilizacdo de plantas aromaticas, possuidoras de Oleos essenciais,
geralmente tem acdes flavorizantes, porém a combinagéo de ervas e condimentos
com comprovada acado antibacteriana e antioxidante pode ser utilizada na
conservacao de alimentos, diminuindo a concentracéo de aditivos sintéticos em tais
produtos (Bara; Vanetti, 1999). Oleos essenciais sdo produtos volateis resultantes
do metabolismo secundario das plantas, normalmente formados em células ou
grupos de células especializadas, geralmente encontradas nos caules e folhas (Hili;
Evans; Vaness, 2007). A maior parte da atividade antimicrobiana dos oleos
essenciais de especiarias e ervas aromaticas parece estar associada com
compostos fendlicos (Davidson; Naidu, 2000). O efeito esta relacionado,
principalmente, a alteracdo da permeabilidade e integridade da membrana celular
bacteriana (Lambert et al., 2001).

A Escherichia coli O157:H7 € um sorotipo de E.coli pertencente ao grupo
EHEC (E. coli enterohemorragicas). Este grupo inclui estirpes produtoras de fatores
citotoxicos descritos como verotoxinas (VTs) ou Shiga-like (SLTs) (Doyle et al.
1997). Entrou em evidéncia no ano de 1982, quando comecaram a ocorrer 0s surtos
de colite hemorragica em Oregon e Michigan (EUA). Mas foi em 1993, apdés um
grande surto alimentar associado a hamburgueres mal cozidos vendidos por uma
cadeia de fast food nos EUA, que foi reconhecida como um patégeno de grande
importancia em alimentos (Rangel, 2005). Listeria monocytogenes, agente etiolégico
da listeriose, é tida como agente patogénico para os animais desde 1926. Mas
somente em 1980 é que passou a receber o devido interesse em saude publica,
guando sua importancia dos alimentos na cadeia de transmissédo da infeccdo ao
homem foi reconhecida (Germano; Germano, 2008). Durante a década de 80
ocorreram varios surtos de listeriose. O primeiro deles, que despertou o0s
microbiologistas de alimentos para o problema da L. monocytogenes, ocorreu no
Canada. O alimento incriminado foi salada de repolho tipo coleslaw (Franco;
Landgraf, 2008).

Baseado na necessidade do uso de novas alternativas que impeg¢am ou
diminuam a veiculacdo de patdgenos pelos alimentos, o presente trabalho teve
como objetivo determinar o potencial antibacteriano de trés Oleos essenciais de
especiarias, Cinnamomum zeylanicum B. (canela), Eugenia caryophyllus T. (cravo) e
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Mentha pipperita L. (horteld-pimenta) sobre cepas de Escherichia coli O157:H7 e de
Listeria monocytogenes.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Os oOleos essenciais de Cinnamomun zeylanicum (canela), Eugenia
caryophyllus (cravo) e de Mentha pipperita foram adquiridos comercialmente pela
Florananda Ind. e Com. de Cosm. e Prod. Nat. Ltda. As bactérias testadas foram
Escherichia coli 0O157:H7 e Listeria monocytogenes, todas pertencentes a
bacterioteca do Laboratério de Bacteriologia do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia do Instituto de Biologia da UFPel.

Para a determinacéo da concentracdo minima inibitéria (CIM) foi utilizada
a técnica de Microdiluicio em caldo, utilizando-se de placas estéreis de
microtitulacdo, de acordo com o NCCLS (M7-A6) (NCCLS, 2003). O meio utilizado
foi o caldo Muller Hinton (Acumedia®), acrescido do emulsificante Tween 80 (T80-
Vetec®) a 0,5%. Foram feitas 8 diluicbes dos o6leos no meio obtendo-se
concentracdes entre 100 ul/ml e 0,781 pl/ml.

Os indculos (20ul) de cada uma das bactérias testadas foram ajustadas
em solucéo salina a escala 0,5 de MacFarland, e apds a realizacdo de diluicdes de
1:10 em caldo Muller Hinton, e foram adicionados as cavidades que ja continham as
diluicbes do oleo (180ul de meio+6leo+T80), visando obter uma populacéo
bacteriana de aproximadamente 10* a 10> UFC/mL™. Foram realizadas tréplicas
para cada cepa bacteriana analisada. Foi utilizado um controle negativo
(meio+T80+06leo essencial) e um positivo (meio+T80+in6culo). As placas foram
entdo incubadas a 36°C por 24h. Para a leitura adicionou-se 20ul de Cloreto de 2,3,5
— Trifenil Tetrazdlio a 1%, que apos vinte minutos e 36°C de incubacao, indicou
atividade celular bacteriana, com mudanca na coloracao.

A CIM foi determinada como sendo a menor concentracao do Oleo a qual
inibiu completamente o crescimento bacteriano no meio liquido. Ja a Concentracéo
Bactericida Minima (CBM) foi determinada de acordo com os resultados do CIM,
onde aliquotas de 5ul de cada diluicdo que inibiu o crescimento bacteriano foram
semeadas em agar BHI e incubadas a 36°C durante 24h. A CBM foi determinada
como sendo a concentracdo minima que nao apresentou crescimento bacteriano no
meio de cultura ap6s o periodo de incubacdo. A partir dos valores da CMI, foram
calculadas as médias aritméticas para a comparacao da atividade antibacteriana
entre os trés 6leos essenciais.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os trés Oleos essenciais apresentaram significativa atividade
bacteriostatica e bactericida. Na Tabela 1 estdo demonstrados os valores da
concentracdo minima inibitéria (CMI) e da concentracdo minima bactericida (CMB).
L. monocytogenes apresentou maior resisténcia aos 6leos essenciais do que E. coli.
Apesar de Aureli et al. (1992), ao testar trinta e dois 0leos essenciais sobre quatro
linhagens de L. monocytogenes observar lenta atividade do Oleo essencial de cravo
em estudo da curva de inibicdo, neste trabalho o 6leo essencial de E. caryophyllus
apresentou maior eficiéncia (em negrito) sobre ambas as cepas conforme indica a
Tabela 2.
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Tabela 1 — Valores da concentragdo minima inibitéria (CMI) e da concentracao
minima bactericida (CMB) dos 6leos essenciais de C. zeylanicum, E. caryophyllus e
M. pipperita sobre E. coli O157:H7 e L. monocytogenes

Microrganismo C. zeylanicum E. caryophyllus M. pipperita
CMI CBM CMI CBM CMI CBM
E. coli O157:H7 6,25 6,25 3,12 12,5 3,12 6,25
L. monocytogenes 12,5 25 3,12 6,25 6,25 12,5

Em estudos com M. pipperita, Mimica-Dukic et al. (2003) observaram
acdo bacteriostatica principalmente sobre E. coli, assim como neste trabalho onde
horteld-pimenta obteve bons resultados como bacteriostatico e bactericida tanto para
E. coli como para L. monocytogenes. Apesar de LOpez et al. (2005) observar
excelente atividade antibacteriana e antifingica de C. zeylanicum sobre diversos
microrganismos contaminantes de alimentos, no presente trabalho, foi o 6leo que
demonstrou menor eficiéncia. E importante salientar, que a intensidade da ac&o
inibitéria dos compostos dos Oleos essenciais de especiarias e condimentos
depende da natureza da matéria-prima e do método de extracdo para a obtencéo
dos mesmos, do tipo de microrganismo a ser controlado e de fatores relacionados
ao armazenamento do alimento, como temperatura, umidade e conservantes
guimicos utilizados (Kunz; Grohs, 2000).

Tabela 2 — Meédia aritmética das concentracdes minima inibitéria (CMI) e
concentragcfes bactericidas minimas (CMB) apresentadas pelos 6leos essenciais
de Cinnamomun zeilanicum, E. caryophyllus e Mentha pipperita

Oleo Essencial Média aritmética

CMI CMB
C. zeylanicum 9,37 15,62
E. caryophyllus 3,12 9,37
M. pipperita 4,68 9,37

4 CONCLUSAO

Com base na metodologia empregada e dentro das limitacbes deste
estudo, estes resultados, permitem sugerir que a adicdo destas especiarias
poderiam servir como alternativa na substituicdo de conservantes quimicos em
alimentos.
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