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1 INTRODUCAO

O crescimento microbiano e as reacfes de oxidagcdo que ocorrem nos
alimentos sdo as duas principais causas de deterioracdo e perda de frescor em
alimentos sélidos processados. Com o objetivo de estender a vida Gtil dos alimentos,
0s conservantes sdo muito usados em quantidades requeridas para o controle da
degradacédo, como controle da microbiota e da oxidacdo de vitaminas nativas e
corantes, entre outros, em quantidades controladas pela legislacdo de aditivos de
alimentos (Guillard et al., 2009).

Presente no meio ambiente, Pseudomonas aeruginosa € ubiquitario da
agua e do solo, podendo formar biofilmes em algumas superficies ou substratos.
Possui uma intensa atividade metabdlica, degradando proteinas, gorduras,
carboidratos e outros substratos, além de produzir pigmentos, que causam
alteracdes nas caracteristicas quimicas e sensoriais, representando o grupo de
microrganismos mais freqiientes em alimentos frescos. Sua presenca em niveis
elevados no final do processamento resulta na reducédo da vida de prateleira dos
produtos refrigerados, devido a producdo do muco superficial, além de odores e
sabores desagradaveis, sendo, portanto, seu estudo de grande importancia para a
industria alimenticia (Guahyba, 2003). Bacillus cereus € amplamente distribuido na
natureza, sendo o solo seu reservatorio natural, onde a presenca desta bactéria ou
de seus esporos em alimentos é relativamente frequente. Devido a grande
resisténcia de seus esporos e capacidade de adesédo as superficies que contatam os
alimentos, ha grande dificuldade da industria em eliminar este microrganismo do
ambiente industrial (Andersson et al. 1995; Kotiranta et al., 2000). O dltimo é capaz
de utilizar varios carboidratos, hidrolisar amido, caseina e gelatina. Os compostos
resultantes da hidrélise sdo os responsaveis pelo odor e sabor caracteristicos de
rancificacao (Franco; Landgraf, 2008).

Com a difusdo de técnicas modernas de preservacao houve interesse
acentuado e renovado sobre algumas especiarias, utilizadas principalmente como
condimentos alimentares. Além de participarem como ingredientes de indmeros
alimentos, apresentam acéo direta e complementar como agentes antimicrobianos
devido a presenca de 6leos essenciais, 0S quais sao constituidos por principios
ativos volateis que podem ser obtidos por técnicas de extracdo (Wiest, 1999). Em
estudos, as especiarias e seus produtos derivados (extratos, 6leos essenciais,
constituintes quimicos) tém demonstrado resultados satisfatérios na inibicdo de
microrganismos patégenos oportunistas, patégenos primarios, deteriorantes, e/ou na
inibicAo da producdo de toxinas microbianas (Arora; Kaur, 1999; Al-Jedah et al.,
2000; Juglal et al., 2002; Kizil; Sogut, 2003).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana dos 6leos
essenciais de Cinnamomun zeylanicun (canela) e Mentha pipperita (hortela-pimenta)
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sobre duas espécies de bactérias deteriorantes de alimentos, Bacillus cereus e
Pseudomonas aeruginosa.

2 METODOLOGIA

Os oOleos essenciais de Cinnamomun zeylanicum (canela) e de Mentha
pipperita foram adquiridos comercialmente pela Florananda Ind. e Com. de Cosm. e
Prod. Nat. Ltda. As bactérias testadas foram Bacillus cereus e Pseudomonas
aeruginosa, todas pertencentes a bacterioteca do Laboratério de Bacteriologia do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia do Instituto de Biologia da UFPel.

A avaliac@o primaria da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais foi
realizada através da técnica de difusdo em disco, utilizando meio Agar Muller Hinton.
Os in6culos foram padronizados de acordo com a escala 0,5 de Mac Farland, e
semeados em superficie no meio de cultivo com auxilio de swabs estéreis. Sobre as
placas semeadas, foram colocados discos de papel filtro estéreis, em duplicata,
adicionados de 10uL do oleo essencial, e um disco controle, onde foi adicionado
agua destilada estéril. As placas foram incubadas a 36°C por 24h e a atividade
antimicrobiana determinada pela observacao de halo de inibicdo, com medic&o por
régua milimetrada. Para a determinagédo da concentragdo inibitoria minima (CIM) foi
utilizada a técnica de Microdiluicdo 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 6leos essenciais no meio obtendo-se
concentracdes entre 100 pl/mi™ e 0,781 pl/ml™.

Os indculos (20ul) de cada uma das bactérias testadas foram ajustadas
em solucéo salina a escala 0,5 de Mac Farland, logo foram feitas diluicdes de 1:10
em caldo Muller Hinton, e em seguida adicionados as cavidades que ja continham as
diluicbes do dleo (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. Um controle negativo (meio+T80+0leo
essencial) e um positivo (meio+T80+in6culo) também foram usados e as placas
foram entdo incubadas a 36°C por 24h. Para a leitura adicionou-se 20ul de Cloreto
de 2,3,5 — Trifenil Tetrazolio a 1%, que apos vinte minutos a 36°C de incubacéao,
indicou atividade celular bacteriana, com mudanca na coloracdo. A CIM foi
determinada como sendo a menor concentracdo do Oleo a qual inibiu
completamente o crescimento bacteriano no meio liquido. JaA a Concentracdo
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 apés o periodo de incubacédo. A partir dos valores da CMI, serdo
calculadas as médias aritméticas para a comparacdo da atividade antibacteriana
entre os dois 6leos essenciais.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
A Tabela 1 corresponde aos valores referentes ao tamanho dos halos

inibitorios. Arora e Kaur (1999) relataram que o tamanho do halo de inibi¢cdo indica a
maior ou menor suscetibilidade dos microrganismos frente a uma sustancia
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inibidora. Classificaram os halos de inibicdo com base no tamanho de seu diametro
(incluindo o didametro do disco de papel filtro), sendo os valores menores que 7 mm
considerados ndo ativos contra 0s microrganismos testados, assim como ocorreu
neste trabalho quando considerado a bactéria Pseudomonas aeruginosa frente ao
Oleo essencial de horteld-pimenta. No trabalho dos mesmos autores, aqueles halos
de inibicdo de 12 mm ou mais, foram considerados como os de melhor efeito
inibitério. No teste de difusdo em disco, Bacillus cereus apresentou resultados
favoraveis tanto quando testado frente ao 6leo essencial de canela como para o 6leo
de hortela-pimenta.

Tabela 1 — Valores dos halos inibitérios do teste de difusdo em disco apresentados
por Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa frente aos 6leos essenciais de
Cinnamomun zeilanicum e Mentha pipperita

Microrganismo Gram Halo de inibig&o
C. zeilanicum M. pipperita

Bacillus cereus + 18,5 19

Pseudomonas aeruginosa - 9,5 6,5

+: gram positiva; -: gram negativa

A concentragdo minima inibitéria do 6leo essencial de canela para B.
cereus foi de 6,25ul/mL™ e para o de horteld-pimenta foi de 12,5ul/mL™. O 6leo
esencial de canela apresentou CMI frente P. aeruginosa de 12,5ul/mL™, ja o hortela-
pimenta ndo demonstrou atividade sobre esse microrganismo. Resultados obtidos
neste trabalho para o 6leo essencial de canela corroboram com dados obtidos por
Ernandes e Cruz (2007), onde avaliaram a atividade de alguns 0leos essenciais em
varios microrganismos e obtiveram resultados 6timos para a canela, principalmente
contra bactérias gram positivas. No trabalho de Hammer, Carson e Riley (1999) pela
CMI, M. pipperita inibiu todos os microrganismos testados exceto P. aeruginosa,
assim como no presente estudo. O 6leo de M. pipperita ndo obteve atividade
bactericida sobre P. aeruginosa, e somente na maxima concentracdo testada
(100pl/mL™) sobre B. cereus, ja o de C. zeilanicum n&do obteve acdo bactericida
sobre a P. aeruginosa, e para o B. cereus a CBM foi de 50ul/mL. Os valores obtidos
conforme a Tabela 2 indicam que o 6leo essencial que apresentou média aritmética
na CMI mais baixa, indicando maior sensibilidade, tanto para B. cereus quanto para
P. aeruginosa foi o 6leo essencial de C. zeilanicum (canela).

Tabela 2 - Médias aritméticas da concentracdo inibitdria minima (CMI)
apresentadas pelas cepas bacterianas frente aos 6leos essenciais de Cinnamomun
zeilanicum e Mentha pipperita

Oleo Essencial CMI Média Aritmética
B. cereus P. aeruginosa

C. zeilanicum 6,25 12,5 9,37

M. pipperita 12,5 > 100 56,25
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4 CONCLUSAO

Apartir dos resultados obtidos e dentro das limitagbes deste estudo, observa-
se o potencial dos 6leos essenciais testados para utilizagdo como inibidores do
crescimento bacteriano e com potencial para substituir aditivos quimicos nos
alimentos, ap6s maiores estudos sobre toxicidade e aceitagdo dos mesmos.
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