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RESUMO

VOLCAO, Lisiane Martins. Potencial antibacteriano de condimentos frente a
isolados de carne moida. 2013. 77f. Trabalho de Graduacéo - Ciéncias Bioldgicas
— Bacharelado. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A carne moida esta entre os alimentos mais frequentemente envolvidos na
veiculacdo de patdgenos, sendo um excelente meio para a multiplicagdo de micro-
organismos, devido principalmente, a sua composi¢cdo e suas caracteristicas fisico-
quimicas. Dentre os condimentos utilizados na culinaria estd o manjericéo, o alecrim
e a salvia, os quais possuem compostos antimicrobianos e antioxidantes naturais.
Neste momento surgem novas perspectivas para que possam atuar como
conservadores naturais de alimentos. O objetivo do presente estudo foi avaliar o
potencial antibacteriano dos 6leos essenciais de Ocimum basilicum L. (manjericdo),
Rosmarinus officinalis L. (alecrim) e Salvia officinalis L. (salvia) através da técnica de
difusdo em disco e microdiluicdo em caldo, frente a isolados bacterianos de carne
moida obtidas de estabelecimentos comerciais localizados na cidade de Pelotas, RS
— Brasil. De um total de 20 amostras analisadas, 45% estavam contaminadas por E.
coli, em 60% houve presenca de Salmonella sSpp., 95% apresentaram contaminacao
por Enterococcus SPp. € em 75% foram detectadas Staphylococcus coagulase positiva.
As cepas que apresentaram maior sensibilidade aos extratos testados através da
concentragdo minima inibitoria e concentragdo minima bactericida foram E. coli e
Salmonella spp., com concentra¢bes variando de 3,125 pyL.mL™* a 100uL.mL™. A
inibicdo das bactérias Gram-positivas foi alcancada somente em maiores
concentracdes dos 6leos essenciais. Conclui-se, portanto, que os 6leos essenciais
apresentam potencial antibacteriano contra patégenos isolados de alimentos.

Palavras-chaves: Alecrim. Enterococcus SPP. Escherichia coli. Manjericdo. Salvia.
Salmonella Spp. Staphylococcus coagulase positiva.



ABSTRACT

VOLCAO, Lisiane Martins. Antibacterial potential of condiments against isolated
from ground beef. 2013. 77f. Trabalho de Graduacdo - Ciéncias Biologicas —
Bacharelado. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Ground beef is considered one of majors food transmitters more of pathogens, and
iIs an excellent medium for multiplication of microorganisms, mainly due to its
composition and physic-chemical characteristics. The spices most used in culinary
are basil, rosemary and sage, which have antimicrobials and natural antioxidants
compounds, and could act like conservatives natural foods. The objective of this
study was to assess the antibacterial potential of Ocimum basilicum L. (basil), Rosmarinus
officinalis L. (rosemary) and Salvia officinalis L. (sage) by disk diffusion technique and
broth microdiluition, against to bacterial isolates from ground beef obtained of
commercial establishments in the Pelotas city, southern, Brazil. From a total of 20
samples analyzed, 45% were contaminated by E. coli, 60% showed the presence of
Salmonella spp., 95% were contaminated by Enterococcus spp., and 75% were found
coagulase-positive Staphylococcus. Strains that showed higher sensitivity to the
extracts employed through the minimal inhibitory concentration and minimal
bactericidal concentration were E. coli and Salmonella Spp., with concentrations ranging
from 3,125uL.mL™* to 100pL.mL™. Inhibition of Gram-positive bacteria was achieved
only at higher concentrations of essential oils. We concluded that those olis scents
presented an antibacterial potential against pathogens isolated from food.

Keywords: Basil. Coagulase-positive Staphylococcus. Enterococcus — Spp.
Escherichia coli. Rosemary. Sage. Salmonella Spp.
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1 Introducéo

A alimentacdo dentro dos padrdes higiénicos satisfatérios € uma das
condicbes essenciais para a promocdo e manutencdo da saude. Quando ha
deficiéncia deste controle ocorrem os chamados surtos de Doencas Transmitidas por
Alimentos (DTAs), termo utilizado para definir enfermidades causadas pela ingestéo
de micro-organismos viaveis (infec¢do) ou toxinas por eles produzidas (intoxicacao)
em quantidades suficientes para o desenvolvimento de um quadro patologico
(ANVISA, 2001).

A capacidade de sobrevivéncia ou de multiplicagdo dos micro-organismos 0s
quais estdo presentes em um alimento depende de uma série de fatores. Entre eles,
estdo aqueles relacionados com as caracteristicas préprias do alimento, os fatores
intrinsecos, como sua composi¢cdo quimica e atividade da agua, e os relacionados
com 0 ambiente em que o alimento se encontra, fatores extrinsecos, como umidade
e temperatura (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Com excecdo do mel, que deve sua
estabilidade principalmente a baixa atividade de &gua, os alimentos de origem
animal sdo produtos altamente pereciveis (ORDONEZ et al., 2005).

Os micro-organismos encontrados na carne provém do préprio animal ou da
contaminagdo durante os processos de abate e processamento tecnologico. Sendo
a higiene do animal antes do abate, as condicbes de higiene dos abatedouros,
tempo de exposicdo a temperatura ambiente, condicbes de estocagem e distribuicédo
no locais de comercializagéo, fatores importantes e determinantes a sua qualidade
microbiolégica (HEUVELINK et al., 2001). A Resolu¢cdo RDC n° 12/2001 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, que dispdem sobre os padrbes
microbiolégicos nos alimentos, exige para carnes in natura apenas a auséncia de
Salmonella spp. em 25g de alimento.

A presenca de Escherichia coli € Enterococcus faecalis neste alimento em
quantidades elevadas € utilizada para indicar a possibilidade de contaminagéo fecal
(ANVISA, 2001). J4& a contagem de Staphylococcus coagulase positiva em alimentos

tem como finalidade relacionar este micro-organismo a saude publica, para confirmar
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seu envolvimento em surtos de intoxicagao alimentar, e para controlar a qualidade
higiénico-sanitaria nos processos de producdo e manipulagdo de alimentos. Neste
altimo caso, serve como indicador de contaminacdo pds-processamento ou das
condices de sanitizacdo das superficies que entram em contato com os alimentos
(SILVA, 2000).

As técnicas de conservacdo dos alimentos tém como objetivo principal
impedir a deterioragdo microbiana, aumentando o tempo de “vida-de-prateleira”,
impedindo assim, perdas econémicas. Contudo, ha ainda preocupacéo com a saude
publica, impedindo a veiculagdo de patégenos causadores de doenca pelos
alimentos (HOBBS; ROBERTS, 1993). Apesar da conservacdo quimica dos
alimentos imitar as condigdes de “alimento natural”’, esta é ainda uma das questdes
fundamentais na seguranca alimentar (SOUZA; LIMA; NARAIN, 2003). Com isso,
torna-se necessario o desenvolvimento de alternativas de conservagdo para que,
aliadas as tecnologias ja existentes seja possivel disponibilizar para a populacao
alimentos de qualidade e cada vez mais seguros sob o0 ponto de vista microbiol6gico
e toxicologico (JAY, 2000).

A utilizacdo de plantas aroméaticas, possuidoras de 6leos essenciais,
geralmente tem acao flavorizante, porém a combinacao de ervas e condimentos com
comprovada agao antibacteriana e antioxidante pode ser utilizada na conservagao
de alimentos, diminuindo a concentracdo de aditivos sintéticos nestes produtos
(BARA; VANETTI, 1999). Os 6leos essenciais sao liquidos volateis, refringentes e de
odor caracteristico, que formam-se em um grande numero de plantas como
subprodutos do metabolismo secundario (ROCHA, 1998). Shelef (1983) descreve
condimentos como plantas secas usadas para aromatizar alimentos e bebidas,
incluindo folhas como do alecrim e da salvia; flores e germinagbes como do cravo-
da-india; bulbos como alho e cebola, rizomas como a asafetida, frutos como a
pimenta, cardamomo, bem como outras partes da planta.

O desenvolvimento de métodos de investigacdo in vitro do potencial
antimicrobiano dos 0leos essenciais que produzam resultados confidveis e que
possam ser reproduzidos e validados é uma tarefa dificil, devido as peculiaridades
gque 0s mesmos apresentam, como: Vvolatilidade, insolubilidade em &agua e
complexidade, as quais influenciam os resultados finais (NASCIMENTO et al.,

2007). A atividade antimicrobiana dos extratos vegetais pode ser avaliada através da
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determinacdo de uma pequena quantidade da(s) substancia(s) necesséria(s) para
inibir o crescimento do micro-organismo teste; esse valor € conhecido como a
Concentragcdo Minima Inibitéria (CMI), ou através da Concentracdo Minima
Bactericida (CMB), quantidade da substancia necesséaria para matar o micro-
organismo. Um aspecto bastante relevante na determinagdo da CMI e CBM de
extratos vegetais é a preocupacdo em relagcdo aos aspectos toxicologicos,
microbioldgicos e legais pertinentes aos compostos naturais ou suas combinacdes
(PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

Além disso, estudos realizados com Oleos essenciais revelam que as
quantidades a serem empregadas variam muito conforme o sabor e, além disso, a
eficiéncia relativa muda muito conforme a composicdo do produto assim como a
metodologia utilizada nos testes pode gerar dificuldades na comparacdo dos
resultados obtidos (JAY, 2005).



2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos Oleos essenciais de Ocimum
basilicum L. (manjericdo), Rosmarinus officinalis L. (alecrim) e Salvia officinalis L. (Sélvia),
frente a cepas bacterianas isoladas de carne moida proveniente de

estabelecimentos comerciais da cidade de Pelotas, RS, Brasil.

2.2 Objetivos especificos

- Isolamento e identificacdo de bactérias em carne moida;

- Determinar a suscetibilidade das cepas isoladas frente aos 6leos
essenciais de plantas medicinais como manjericdo, sélvia e alecrim;

- Avaliacdo dos halos inibitérios apresentados pelas cepas bacterianas
através da técnica de Difusdo em Disco;

- Determinar a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e a Concentracao

Minima Bactericida (CMB) através da técnica de microdiluicdo em caldo;
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3 Justificativa

Sendo a carne um alimento nobre de fundamental importancia na
alimentacdo humana, é de extrema necessidade um rigido controle de qualidade
quimico e microbiolégico da mesma. Com isso, é também muito importante o
conhecimento de novas alternativas para a conservacdo dos produtos carneos,

como o uso de aditivos naturais para aumentar a vida util dos alimentos.



4 Revisao de literatura

4.1 Contaminacgé&o alimentar

As doencas transmitidas por alimentos (DTAS) sao causadas por agentes, as
guais penetram no organismo humano através da ingestdo de agua ou de alimentos
contaminados. Podem ser agentes quimicos, como pesticidas, ou bioldégicos, como
micro-organismos patogénicos. Destes o segundo, é a maior causa de enfermidades
(NOTERMANS; VERDEGAAL, 1992). Os micro-organismos estdo intimamente
associados com a disponibilidade, abundancia e a qualidade do alimento para
consumo humano (CHAN; KRIEG; PELCZAR, 1996).

O fator seguranca alimentar cada vez mais se torna uma questdo basica nas
decisdes estratégicas. A seguranca alimentar é fundamental para o desenvolvimento
de sistemas que promovam a saude do consumidor. Além de atender as exigéncias
legais, também garantem a qualidade dos alimentos (PIRAGINI, 2005). De acordo
com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), “a alimentacdo deve ser disponivel
em quantidade e qualidade nutricionalmente adequadas, além de ser livre de
contaminagdes que possam levar ao desenvolvimento de doencas de origem
alimentar”. A contaminagao por micro-organismos pode ocorrer em diversas fases do
processamento do alimento, frente a isto, sdo necessarias medidas de controle em
todas as etapas do processamento: colheita, conservacdo, manipulagéo, transporte,

armazenamento, preparo e distribuicdo do mesmo (BOULOS, 1999).

4.2 Comércio e padrdes de qualidade da carne

Em 2008 o Brasil liderou o ranking dos maiores exportadores de carne
bovina no mundo, somando o volume de 2,2 milhdes de toneladas equivalente
carcaca e receita cambial de US$ 5,3 bilh6es. Estes valores representam uma
participacédo de 28% do comeércio internacional, exportando para mais de 170 paises
(ABIEC, 2009). Segundo a FAO (Food Agriculture Organization) um quinto da

populacdo mundial alimenta-se de carne. Por isso, atualmente tem-se a
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preocupacao de proporcionar um produto mais saudavel a populagcdo, uma vez que
este alimento se caracteriza pela natureza das proteinas que o compde (PIGATTO;
BARROS, 2003). No Brasil, os padrdes microbioldgicos sédo seguidos de acordo com
o mercado importador, e para 0 comércio interno os padrées sdo estabelecidos pela
ANVISA, de acordo com a RDC n°12 de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001).

O alimento é quem determina qual o micro-organismo é capaz ou incapaz de
se desenvolver. Conhecendo entéo, as caracteristicas do alimento, pode-se predizer
a flora microbiana que nela podera se multiplicar (SILVA, 2000). A carne fresca, por
sua composicdo quimica e por sua elevada atividade de agua, é um produto
altamente perecivel. Uma vez que sacrificado o animal, a carne fica exposta a
contaminacao por uma diversidade de micro-organismos que levam a sua alteracao,
além do risco da presenca de micro-organismos patogénicos (ORDONEZ, 2005).
Portanto, € essencial o controle da temperatura ao longo da cadeia de frio, caso
contrario pode ocorrer o desenvolvimento microbiano rapido, diminuindo a vida de
prateleira do produto e podendo colocar em risco a saude do consumidor
(MASSAGUER, 2005).

4.3Agentes de contaminacao microbiolégica

4.3.1 Salmonella Spp.

O género salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e compreende
bacilos Gram-negativos ndo produtores de esporos, sdo anaerébios facultativos e
capazes de utilizar o citrato como Unica fonte de carbono (FRANCO; LADGRAF,
2008). Seu habitat normal é o trato intestinal dos seres humanos e de muitos
animais. Todas as salmonelas sdo consideradas patogénicas em algum grau,
causando salmonelose, ou gastrenterite por Saimonella (TORTORA; FUNKE; CASE,
2012).

Esta bactéria é o principal agente de doencas de origem alimentar em varias
partes do mundo (WHO, 2005). O consumo de ovos crus e carne bovina mal
passada propicia a transmissdo destas bactérias para o homem (SANDERS, 1999).
No caso dos manipuladores de alimentos, deve-se considerar que eles possam atuar

como transmissores da doenca, ja que, quando infectados, os seres humanos
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podem desenvolver a doenca ou tornarem-se portadores, podendo transmitir o
micro-organismo, caso as condi¢cfes de higiene sejam precéarias (MARCHI, 2006).
Além disso, sabe-se que a exposicdo da Salmonella sp. a acidos graxos de cadeia
curta comumente utilizados como conservadores de alimentos, pode aumentar a
viruléncia da bactéria, por torna—l4 mais resistente a acidez géastrica (SATCHER,
2000).

4.3.2 Escherichia coli

E. coli € uma bactéria Gram-negativa, ndo esporogénica. Ndo demonstra
termoresisténcia, sendo destruida a 60°C, em poucos segundos, mas é capaz de
resistir por longo tempo em temperaturas de refrigeracdo (GERMANO; GERMANO,
2003). Todas as linhagens patogénicas de E. coli possuem fimbrias especializadas
que permitem que ela se ligue a certas células do epitélio intestinal, além disso elas
podem produzir toxinas as quais causam disturbios gastrintestinais, denominados
coletivamente gastrenterite por E. coli (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Nos processos industriais de abate de bovinos e processamento de carne,
sao utilizados micro-organismos indicadores de higiene, como aerébios mesofilos e
coliformes (DUFFY et al, 2006). A deteccao de coliformes, especialmente E. coli, em
alimentos processados é uma indicacdo de contaminacdo fecal, uma vez que
compdem a microbiota intestinal dos animais. Também revelam um controle
inadequado do material cru, a contaminacdo do manipulador envolvido no processo
de producdo, e por conseqiiéncia a pobre qualidade do produto final (CAMARA;
AMARAL; MULLER, 2002).

4.3.3 staphylococcus coagulase positiva

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococaceae, possuindo 32
espécies (SILVA; GRANDA, 2004), sédo cocos Gram-positivos, anaerébios
facultativos e por dividirem-se em planos diferentes, quando vistos ao microscopio,
aparecem na forma de cacho de uva (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Dentro deste
género, 0 Staphylococcus aureus € uma das bactérias patogénicas mais importantes,
uma vez que atua como agente de uma ampla gama de toxinfec¢cdes. Em geral, as

doencas causadas por este micro-organismo podem ser classificadas como
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superficiais, invasivas ou toxicas, ou ainda apresentar caracteristicas mistas, toxicas
e invasivas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Devido as semelhancas metabdlicas existentes entre as espécies de
Staphylococcus Spp. houve uma mudanca na legislacdo brasileira, a qual passou a
estabelecer a pesquisa e enumeracdo de Staphylococcus coagulase positiva ao invés
da enumeracgédo de S. aureus (SILVA; SOUZA; SOUZA, 2004). A contaminacdo do
alimento por Staphylococcus coagulase positiva pode indicar a utlizacdo de
equipamentos e materiais inadequadamente higienizados (FRANCA et al., 2006),
além de indicar ma higiene por parte do manipulador de alimentos, jA que este
micro-organismo esta presente nas vias nasais, garganta, cabelo e pele de 50% ou
mais dos individuos saudaveis (FORSTHE, 2002).

4.3.4 Enterococcus Spp.

Este género compreende cocos Gram-positivos, 0s quais ocorrem isolados,
em pares ou formando pequenas cadeias. SAo anaerobios facultativos, alguns séo
moveis e a temperatura 6tima de crescimento é de 35 a 37°C, sendo que muitas
cepas apresentam capacidade de multiplicagéo entre 10 a 45°C (HARDIE; WHILEY,
1997; DOMING et al., 2003).

O interesse no uso de Enterococcus spp. como indicador de higiene e
contaminacdao fecal pode ser justificado pelo fato deste género ser geralmente mais
tolerante a refrigeracdo quando comparado a E. coli € outros coliformes e parece
sobreviver por mais tempo durante a estocagem refrigerada de carcacas de carne
(INGHAM; SCHMIDT, 2000). A presenca de enterococos no trato gastrointestinal de
animais pode levar a contaminacdo da carne durante o abate. E. faecalis € E. faecium
sdo as espécies predominantes em diversos tipos de produtos carneos fermentados
ou ndo (FRANZ et al., 2003; FOULQUIE-MORENO et al., 2006) e encontradas como
sendo as principais causadoras de infeccdes em humanos, estas espécies ja foram
encontradas em 80-90% e 5-10% dos isolados clinicos, respectivamente (KAYSER,
2003).

4.4 Oleos essenciais
Nas Ultimas décadas observa-se o grande interesse pelo potencial
terapéutico das plantas medicinais (YUNES; PEDROSA; CECHINEL, 2001). Este
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fato € comprovado pela evidéncia, de que hoje, cerca de 30% dos medicamentos
prescritas no mundo s&o obtidas direta ou indiretamente das plantas. Somado a isto,
50% das drogas desenvolvidas no periodo de 1981 a 2002 foram obtidas de
produtos naturais, ou analogos semi-sintéticos ou ainda compostos sintéticos
baseados em produtos naturais (KOEHN; CARTER, 2005). Um bom exemplo disto
sdo os condimentos, pois contém Vvarios Oleos essenciais com atividade
antimicrobiana, tais como o eugenol no cravo e na canela, o timol e isotimol no
orégano, e a alicina no alho (FRANCO; LADGRAF, 2008).

Os Oleos essenciais sdo produtos volateis resultantes do metabolismo
secundario das plantas, normalmente formados em células ou grupo de células
especializadas, geralmente encontradas nos caules e folhas (HILI; EVANS;
VENESS, 2007). A composi¢do dos 0Oleos essencias de plantas € muito complexa,
geralmente engloba vérios tipos de substancias (LARCHER, 2000), seus
constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e terpénicos,
aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, Oxidos, peroxidos, furanos, &acidos
organicos, lactonas, cumarinas, e até compostos com enxofre (SIMOES; SPITZER,
2003). Na mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentragoes;
normalmente, um deles € o majoritario, existindo outros em menores teores e alguns
em baixissimas quantidades, conhecidos como constituintes-tracos (SIMOES;
SPITIZER, 2003).

4.4.1 Familia Lamiaceae

Lamiaceae é uma das maiores familias de Angiospermas, e apesar da
incerteza quanto ao numero de géneros e de espécies, Souza e Lorenzi (2005)
atribuiram a esta 300 géneros e 7500 espécies.

Esta familia € representada por diversas plantas medicinais e condimentares,
tais como erva cidreira (Hyptis sp.), alfazema (Lavandula sp.), cordao-de-frade (Leonotis
sp.), malvao (Marrubium sp.), macaé (Leonurus Sp.), cordao-de-sao-francisco (Leucas
sp.), horteld (Mentha sp.), manjericdo (Ocimum sp.), alecrim (Rosmarinus sp.), alfava
(Ocimum sp.), salvia (Salvia sp.) e tomilho (Thymus sp.) (LORENZI; MATOS, 2002).

A grande importancia econdmica da familia Lamiaceae deve-se a producgéo

de Oleos essenciais nos pélos e tricomas glandulares (FAHN, 1979).
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4.4.1.2 Ocimum basilicum L. (manjericdo), Rosmarinus officinalis (alecrim) e Salvia
officinalis (Salvia)

As trés espécies fazem parte da familia Lamiaceae. O manjericdo (O.
basilicum) (Fig. 1) também conhecido como alfava, possui agdo contra infec¢des
bacterianas e parasitarias. Seu 6leo essencial é composto de timol, metil-chevicol,
linalol, eugenol e cineol (LORENZI; MATOS, 2002). A salvia (S. officinalis) (Fig. 2) &
um condimento com alta atividade antimicrobiana (SHELEF, 1983), apresenta 6leo
essencial rico em terpendides como tujona, cineol, canfora e borneol (LORENZI;
MATOS, 2002). O alecrim (R. officinalis) (Fig. 3), entre suas propriedades medicinais é
conhecida como antiséptica, Santoyo et al. (2005) identificaram 33 compostos
quimicos do Oleo essencial desta planta, entre eles: a-pineno, 1,8-cineol, canfora,
verbenona e bomeol.

Horiuchi et al. (2007) ao testarem o composto efetivo proveniente de S.
officinalis, 0 carnasol, obtiveram o6timos resultados sob diferentes linhagens de E.
faecalis, E. faecium € S. aureus. Delamare et al. (2007) pesquisou a atividade
antibacteriana de duas espécies de salvia, S. officinalis € S. triloba, € obteve melhores
resultados contra S. aureus, Aeromonas hydrophila € E. coli por parte da segunda espécie
citada.

Trajano et al. (2009) ao testarem 10 cepas bacterianas deteriorantes de
alimentos, demonstraram baixo espectro de atividade dos 6leos essenciais de O.
basilicum e R. officinalis, sendo estes eficientes apenas contra E. coli, Pseudomonas
aeruginosa € Bacillus subtilis. Almeida et al. (2010) verificaram a eficacia de O. basilicum
sob diferentes sorotipos de E. coli, € comprovaram a sensibilidade destas cepas
frente ao 6leo essencial. Derwich et al. (2011) ao verificarem a eficacia in vitro de R.
officinalis sobre E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi,
Staphylococcus intermedius, B. subtilis, Streptococcus mutans, Micrococcus luteus € Proteus
mirabilis, obtiveram CIMs que variaram de 4 a 48,2ug.mL™.

Pozzo et al. (2011) verificaram a eficacia antibacteriana dos Oleos
essenciais de O. basilicum, R. officinalis € de S. officinalis frente a Staphylococcus Spp.
isolados de mastite bovina, e demonstraram que fracbes de compostos isolados

como carvacrol, timol e cinamaldeido foram mais ativas do que os 6leos essenciais.
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Figura 1 — Planta de Ocimum basilicum Figura 2 - Planta de Salvia

(manjericao) officinalis (salvia)
Fonte: missouriplants.com Fonte: plantasonya.com.br

Figura 3 — Planta de Rosmarinus officinalis (alecrim)

Fonte: plantdatabase.co.uk
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4.4.2 Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais

A maior parte da atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de especiarias
e ervas aromaticas parece estar associada com compostos fendlicos (DAVIDSON,;
NAIDU, 2000) e o efeito estd relacionado, principalmente, a alteracdo da
permeabilidade e integridade da membrana celular bacteriana (LAMBERT,
SKANDAMIS; NYCHAS, 2001). Pode haver ainda danos ao sistema enzimatico do
micro-organismo envolvido na producdo de energia e na sintese de componentes
estruturais, assim como inativacdo ou destruicdo do material genético (KIM;
MARSHALL; WEI, 1995).

Um fator importante para validagdo de um Oleo essencial como
antimicrobiano € o conhecimento das particularidades de cada micro-organismo,
bem como do 6leo a ser analisado (NASCIMENTO et al., 2007). Diversos autores
sugerem que os testes de atividade antimicrobiana sejam realizados com isolados
multiplos para cada espécie bacteriana testada (HAMMER et al., 2003; CHANG;
CHEN; CHANG, 2001; KARAMAN et al., 2001).



5 Metodologia

5.1Andlises microbioldgicas
5.1.1 Descrigéo do local de coleta

As amostragens foram realizadas em diversos estabelecimentos comerciais,
entre eles, agcougues e supermercados, localizados na cidade de Pelotas, RS, Brasil,

sendo os estabelecimentos escolhidos aleatoriamente.

5.1.2 Obtencéao e anélise das amostras

As coletas foram realizadas no periodo de marco a setembro de 2012,
totalizando 20 amostras de carne moida, as quais foram submetidas a pesquisa de
Enterococcus SPP., Salmonella SPp., Staphylococcus coagulase positiva e Escherichia coli.

Logo apos a coleta, as amostras mantidas em sua embalagem original e sob
condicbes de refrigeracdo, foram encaminhadas ao laboratorio de Bacteriologia, do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia, do Instituto de Biologia (IB) da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), para a realizacdo das analises
microbiolégicas.

Para todas as analises, exceto para o isolamento de Salmonella spp. utilizou-
se a metodologia baseada em Silva, Junqueira e Silveira (1997) onde se determina
pesar 25g da amostra e homogeneiza-la com 225 mL Caldo Tryptic Soy Broth (TSB)
e incuba-las a 36°C por 24h. Para Enterococcus spp. 0 homogeneizado foi feito em
agua peptonada a 0,1%. Para a identificagdo de Salmonella Spp. a homogeneizacéo
das amostras foi feita em 225 mL de Caldo Lactosado (CL), e também incubadas por
24h a 36°C.

Antes de toda e qualquer analise, foram aplicados métodos de assepsia,
como desinfecgédo da bancada e antissepsia das maos com alcool 70%, além do uso

de vidrarias estéreis.

5.1.3 Isolamento e identificacdo de Escherichia coli
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Para a identificag&o de E. coli, foi retirada uma algada do homogeneizado de
TSB e repicado, pela técnica de esgotamento, para placas contendo Agar Eosina
Azul de Metileno - Levine (EMB - Levine), as quais foram incubadas a 36°C/24-48h.
Apos o periodo de incubacéo, as colbnias caracteristicas (secas com brilho metélico)
foram selecionadas, e passadas para Agar Nutriente para conservacido até o
momento dos testes bioquimicos: Methyl Red e Voges-Proskauer (MRVP), Agar
Citrato de Simmons e Motilidade, Indol e producéo de Acido Sulfidrico (SIM), de

acordo com Konneman et al. (2001).

5.1.4 Isolamento e identificacdo de Staphylococcus coagulase positivo

Para a confirmacdo do micro-organismo, foi semeada uma alcada da cultura
de TSB, em placas de Agar Baird-Parker (BP) e posteriormente incubadas a
36°C/48h. Verificou-se a presenca de coldnias tipicas para este micro-organismo, as
quais sdo: circulares, pretas ou cinzas, lisas, convexas, com bordas perfeitas e
rodeadas por uma zona opaca ou halo transparente além da zona opaca.

Quando confirmadas as colbnias tipicas, selecionou-se uma ou mais
colonias de cada placa, e em seguida foram semeadas em Agar Nutriente (NA) e
incubadas a 36°24h, para realizacdo da coloracdo de Gram e posterior realizagao
da prova de coagulase.

O teste de coagulase foi feito através da transferéncia do inoculo, pelo
método de dispersdo, para um tubo contendo 2mL de Caldo Infusdo Cérebro
Coracéao (BHI) e incubados a 36°C/24h. Retirou-se 1,8mL do inéculo e adicionou-se
0,2ml de coagu-plasma® Com movimentos de rotacdo se fez a mistura do meio,
sem agitar para ndo interferir na coagulacdo. Foram incubadas novamente a 35°C e

a cada hora verificou-se se houve formagéo de coagulo, por um periodo de 6h.

5.1.5 Isolamento e identificagdo de Salmonella Spp.

Para o isolamento e identificacdo de Salmonella spp., foram pesadas
assepticamente 25g de amostra, homogeneizadas em 225mL de CL e incubadas a
36°C/24h para a recuperacdo de células injuriadas. Apds, uma aliquota da amostra
foi inoculada em tubos contendo os meios de enriquecimento seletivo Rapapport
(RR), Tetrationato (TT) e novamente incubados a 36°C/24h. Apés este periodo,

alcadas de cada tubo inoculado foram semeadas pelo método de esgotamento em
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placas de Agar Hektoen-Enteric (HE) e Agar Xilose Lisina Desoxilato (XLD), e
incubadas a 36°C/24h. As colbnias suspeitas de Salmonella spp. foram submetidas a
testes bioquimicos em meios Agar Lisina Ferro (LIA), Agar Triplice de Ferro (TSI) e
Caldo de Uréia para obtencado de resultados conclusivos, de acordo com Konneman
et al. (2001).

Quando houve resultados compativeis para Salmonella Spp. nestes testes, as
colénias foram submetidas a identificacdo sorolégica com soro anti-salmonela

polivalente somatico Probac® .

5.1.6 Isolamento e identificagdo de Enterococcus Spp.

ApOs a pesagem de 25g da amostra e homogeneizacdo em Agua
Peptonada, estas foram incubadas por 24 a 48h a temperatura de 36°C. Depois
deste periodo, aliquotas da amostra foram transferidas para Caldo SF Broth e
incubadas a 36°C por 24h. Os tubos de Caldo SF que apresentaram reagao positiva
para Enterococcus Spp (cor amarela) foram repicados pela técnica de esgotamento
para o Agar SF Broth e incubados a 36°C por 24-48h.

Frente a colbnias caracteristicas, foram aplicadas provas bioquimicas de
acordo com Konnemam et al., 2001 (NaCl 6,5%, Bile esculina, teste SIM, manitol e
sacarose).

5.2Avaliacdo da atividade antibacteriana
5.2.1 Teste de difusdo em disco

A fim de viabilizar a utilizacdo dos 6leos essenciais nos testes de potencial
antibacteriano, foi realizado um teste preliminar com as espécies bacterianas
isoladas da carne moida, através da técnica de difusdo em disco, segundo Sahin et
al. (2004) utilizando meio Agar BHI. O indculo foi feito de acordo com a escala 0,5 de
MacFarland, o que corresponde a 1,5 X 10® UFC.mL™, a partir de cultivos
bacterianos recentes. Os inéculos foram semeados na superficie dos meios de
cultivo com auxilio de swabs estéreis. Sobre as placas contendo o meio de cultura
inoculado foram dispostos dois discos de papel filtro estéreis com 6mm de diametro
(correspondendo a duas repeticbes do teste por micro-organismo). Os discos de
papel foram impregnados com 10uL do 6leo essencial a ser testado. Logo as placas

foram incubadas a 36°C/24h e a atividade antimicrobiana determinada pela
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ocorréncia de um halo de inibicdo avaliado por medicdo através de régua

milimetrada.

5.2.2 Concentracdo inibitéria minima

A técnica utilizada para a determinagdo da Concentracao Inibitoria Minima
(CIM) foi realizada de acordo com a Microdiluichio em Caldo proposta pelo
NCCLS/CLSI M27-A6 (NCCLS, 2003), com modificacbes. Foram utilizadas placas de
microtitulacdo estéreis de 96 cavidades. O meio utilizado foi o Caldo BHI
(Acumedia®), acrescido de 1% de Tween 80 (T80 - Vetec®), o qual é utilizado como
agente emulsificante (NASCIMENTO et al., 2007). O procedimento foi realizado todo

em Gabine de Biosseguranca Classe Il.

5.2.2.1 Preparo das diluicBes do 6leo essencial

Os 0Oleos essenciais de Salvia officinalis L., Ocimum basilicum L. € Rosmarinus
officinalis L. foram adquiridos comercialmente através da Florananda Industria e
Comeércio de Cosméticos e Produtos Naturais Ltda. Foram feitas diluicbes seriadas
de razdo dois dos Oleos essenciais diretamente do meio de cultivo estéril, sob
condi¢cbOes de assepsia, obtendo-se concentragdes finais que variam de 1,562uL.mL"
! a 100uL.mL™. A partir deste procedimento, 180uL de cada uma das concentracdes
foram adicionados as cavidades, obedecendo a uma ordem decrescente de
concentracfes. O meio de cultivo com emulsificante sem inéculo foi usado como
controle negativo de contaminagdo e o meio de cultivo com emulsificante e indculo,
como controle positivo de viabilidade celular bacteriana. Linhas adicionais contendo
apenas o0 meio de cultivo+T80+6leo essencial sem nenhum indculo, foram feitas

para descartar a possibilidade de contaminacdo do 6leo essencial (Fig. 4).
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A: Trés repeticdes para cepa 3

B: Trés repeticdes para cepa b

Cavidades de 1 a 8: diferentes concentragdes dos 6leos essenciais - 100puL.mL?,
50puL.mL?, 25puL.mL?, 125pL.mL?, 6,25uL.mL?, 3,12uL.mL?, 1,56pL.mL™ e
0,78luL.mL™, respectivamente.

Figura 4 — Esquema da metodologia utilizada na
placa de microtitulacdo para o teste de
Concentracdo Minima Inibitoria (CMI).

5.2.2.2 Preparo do in6culo bacteriano

Os inéculos bacterianos foram realizados a partir dos cultivos de 24h em
agar BHI. As amostras foram dispersas em caldo BHI até obter-se uma
concentracdo de bactérias relativa a escala 0,5 de Mac Farland (1,5 X 10® UFC.mL’
1Y. Depois de feita uma diluicdo decimal a partir deste indculo em Caldo BHI, obteve-
se uma concentracdo de 1,5 X 10’ UFC.mL™. Logo, 20uL de cada indculo foi
colocado em cada uma das cavidades da placa, exceto nos controles negativos de
contaminac&o, resultando em uma concentracdo final de 3 X 10* células/cavidade.
Foram feitas trés repeticdes por micro-organismo. As placas foram entdo tampadas,
agitadas e incubadas a 36°C/24h.

5.2.2.3 Avaliacao dos resultados
A leitura foi realizada com a adigdo de 20uL de Cloreto de 2, 3, 5 Trifenil
Tetrazdlio a 0,5% em todas as cavidades. Apds, as placas foram incubadas a 36°C
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por 20 min. Este sal ao reagir com o FADH, disponivel nho meio, forma cristais de
Formazan, de cor vermelha (BRANDT et al., 2006). A mudanca na coloragcédo do
meio passando de transparente a vermelho indica a atividade celular bacteriana,
comprovando assim auséncia de inibicdo do crescimento bacteriano pelo 6leo

essencial testado.

5.2.3 Concentracdo minima bactericida

A Concentragcdo Minima Bactericida (CMB) foi determinada a partir dos
resultados da CIM. Aliquotas de 5uL de cada uma das cavidades que apresentaram
inibicdo foram repicadas em agar BHI e incubadas a 36°C/24h. O crescimento
bacteriano no meio de cultivo apds a incubacédo indicou que o 6leo essencial ndo

teve atividade bactericida, apenas bacteriostatica.
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6 Resultados e discusséo

6.1 Isolamento e identificacdo bacteriana

Foram analisadas um total de 20 amostras de carne moida, de cinco
diferentes estabelecimentos, sendo dois supermercados e trés agougues. A Fig. 5
demonstra um estudo comparativo entre as contaminacdes provenientes de ambos

0s estabelecimentos.

12

10

B Salmonella spp.

B Staphylococcus coagulase
— positiva

m Escherichia coli

Enterococcus spp.

NUmero de Amostras
(0)]

Acougue Supermercado

Figura 5 — Niumero de amostras de carne moida contaminadas obtidas
de acougues e supermercados da cidade de Pelotas-RS.

Os niveis de contaminacéo bacteriana da carne moida foram extremamente
altos, pois todas as amostras (100%) apresentaram algum tipo de contaminacao.
Apesar de apresentar caracteristicas que fazem dela um produto bastante utilizado,

a carne moida apresenta outras caracteristicas que fazem com que ela seja muito
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vulneravel a contaminacdo (PIGARRO; SANTOS, 2008). O processo de moagem,
pela qual a carne moida passa, favorece a contaminagdo por micro-organismos, pois
aumenta a superficie de contato e proporciona a incorporacdo de residuos de
moagens anteriores (ALMEIDA; GOLCALVES; FRANCO, 2002).

O dado importante deste trabalho € o alto indice de contaminagdo por
Salmonella spp. tanto em acougues como em supermercados, de um total de 20
amostras analisadas 12 (60%) estavam contaminadas (Fig. 6). E importante salientar
gue a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria determina auséncia total deste micro-
organismo em carne moida in natura (ANVISA, 2001). A Fig. 7 demonstra colbnias
suspeitas de Salmonella spp em Agar xilose lisina desoxicolato. Os resultados do teste

soroldgico estdo demonstrados na Fig. 8.

B Auséncia em 25¢g

60%
Presenca em 25¢g

n

Figura 6 — Presenca de Salmonella spp. em amostras de carne
moida comercializadas na cidade de Pelotas-RS.
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Figura 7 — Placa de Agar Xilose Lisina
Desoxilato, com colbnias negras
caracteristicas de Salmonella spp.

Figura 8 — Teste sorolégico para confirmagéo
de Salmonella spp. O poco circulado em
vermelho indica positividade do teste
devido a aglutinacdo da amostra, ja o
poco circulado em azul indica teste
negativo para Salmonella Spp.
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Este resultado é semelhante ao de Fritzen et al. (2006), onde a
contaminacgao por Samonella spp. foi de 69,5%, em um total de 23 amostras de carne
moida investigadas no Estado do Parana. Contudo, em uma pesquisa realizada no
comeércio varejista no sul do Estado do Rio Grande do Sul, houve o isolamento deste
patbgeno em uma amostra de carne moida (4,2%), de um total de vinte e quatro
(DIAS, 2008).

Quanto a Staphylococcus coagulase positiva (Fig. 9 e 10 demonstram coldnias
suspeitas para este micro-organismo e o teste da coagulase livre, respectivamente),
houve presenca desta em 15 amostras (75%) (Fig. 11). Resultados sdo semelhantes
aos obtidos por Grunspan et al. (1996), onde ao analisarem 10 amostras de carne
moida de acougues em Santa Maria-RS, encontraram a presenca de Staphylococcus
aureus em 100% das amostras, sendo que em 10 % a contagem foi de 1,5 a 4,0 X
10° UFC.g™.

- -
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Figura 9 — Placa de Agar Baird Parker
apresentando colbnias negras com
halo caracteristicas de Staphylococcus

Spp.



Figura 10 — Teste de coagulase livre, com
formacdo de coagulo, para
confirmacdo de  Staphylococccus
coagulase positiva

Presenca em 259

® Auséncia em 25g

Figura 11 — Presenca de Staphylococcus coagulase positiva
em amostras de carne moida comercializadas na
cidade de Pelotas-RS.
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Dois principais fatores podem ser responsaveis pelo alto nivel de
contaminacdo deste produto: a manipulacdo inadequada durante o processamento
tecnoldgico, pois cerca de 20% dos individuos séo colonizados por um tipo de cepa
de s. aureus (SILVA; GRANDA, 2004), ou até mesmo proveniente do animal, uma vez
gue, a metodologia usada para a sangria deste pode conduzir micro-organismos da
pele do animal para a carcaca (JAY, 2005). Quando feita, a contagem de
Staphylococcus coagulase positiva no alimento, tem como finalidade relacionar este
micro-organismo a saude publica. Em processos de producdo de alimentos, serve
como indicador de contaminacdo poés-processo ou de condicBes inadequadas de
sanitizacdo das superficies as quais o0 alimento entra em contato (SILVA;
JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2002).

Do total das amostras avaliadas, nove (45%) estavam contaminadas por
Escherichia coli (Fig. 12). A ANVISA néo dispde de padrbes para a presenca de E. coli
em carne moida in natura (ANVISA, 2001), contudo sua presenca nos alimentos
fornece, com maior seguranca, informacfes sobre as condicbes higiénicas do
produto e é a melhor indicacdo da eventual presenca de enteropatdégenos
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

55%

Figura 12 — Presenga de Escherichia coli em amostras de carne
moida na cidade de Pelotas-RS.

B Presenca em 25¢g
Auséncia em 25¢g
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A provéavel origem da contaminacdo destas amostras por E. coli poderia ser
reflexo de falhas nas condi¢cdes higiénico sanitarias durante a manipulacdo do
produto, pois este micro-organismo faz parte da flora natural dos animais de sangue
quente (JAY, 2005). Apesar de existir a possibilidade de a E. coli ser introduzida no
alimento através de fontes nao fecais, ela é o melhor indicador de contaminagéo
fecal que se conhece até o momento (MARCHI, 2006). A Fig. 13 mostra coldnias

suspeitas de E.coli.

Figura 13 — Placa de Agar Eosina
Metilene Blue apresentando
colénias verdes com brilho

metalico caracteristicas de
Escherichia coli

Costa, Monte e Alves (2000), relataram a contaminacao de 90% de um total
de 30 amostras de carne por coliformes termotolerantes. Longuine et al. (2009), ao
analisarem 30 amostras de carne bovina moida, confirmaram o crescimento de
coliformes totais em 90% das amostras, e a confirmagcdo de coliformes

termotolerantes em 75% delas.
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Para Enterococcus Spp., a contaminagéo atingiu 95% (19) das amostras (Fig.
14). A Fig. 15 é referente as reacfes que ocorrem no meio de cultura especifico para

Enterococcus SPP. como mudanca na coloracao do meio.

" Presenca em 25¢g
B Auséncia em 25g

Figura 14 — Presenca de Enterococcus Spp. em amostras de carne
moida na cidade de Pelotas-RS.

Figura 15 — Mudanga na coloracdo dos meios SF Broth
(liquido e soélido), de parpura para amarelo,
indicando cepas suspeitas para Enterococcus Spp.
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Os dados deste trabalho s&o superiores aos relatados por Pavia et al.
(2000), onde 45% de um total de 100 amostras de carne moida provenientes de
acougues na cidade de Brasilia, foram positivas para Enterococcus spp. Gomes (2007)
ao analisar 120 amostras de alimentos, sendo 30 amostras provenientes de
produtos céarneos, obteve um total de 37% de isolados caracterizados
presuntivamente como Enterococcus Spp.

Procedimentos inadequados durante o abate do animal pode ser a fonte de
contaminagcdo por esse género bacteriano, visto que € natural a presenca de
Enterococcus SPP. No trato gastrointestinal destes (FOULQUIE-MORENO et al., 2006).
A prevaléncia de mais que o dobro de cepas de Enterococcus Spp. em relacdo ao
namero de E. coli isoladas nas amostras de carne moida, deve-se ao fato de que a
primeira quando comparada com E. coli € mais tolerante a refrigeracdo e, parece
sobreviver por mais tempo durante a estocagem refrigerada de carcacas de carnes
(INGHAM; SCHIMIDT, 2000).

6.2 Atividade antibacteriana

Para os testes de atividade antibacteriana, o uso de cepas bacterianas
isoladas de alimentos teve como principal objetivo a disponibilizacdo de isolados
multiplos para cada espécie, o que segundo alguns autores facilitaria a comparacao
entre os resultados obtidos (HAMMER et al., 2003; CHANG; CHEN; CHANG, 2001,
KARAMAN et al., 2001; HAMMER; CARSON; RILEY, 1999).

6.2.1 Teste de Difusdo em Disco
Na Fig. 16, podem ser visualizados os valores em milimetros dos halos
inibitérios apresentados pelos 6leos essenciais de O. basilicum, S. officinalis € R. officinalis

frente de E. coli.
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Figura 16 — Valores dos halos inibitorios apresentados pelos 6leos
essenciais de Ocimum basilicum, Salvia officinalis € Rosmarinus officinalis
frente as cepas de Escherichia coli.

Para as cepas de Salmonella spp,. 0s valores dos halos inibitorios
apresentados pelos trés 6leos essenciais testados encontram-se expressos na

Fig. 17.
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Figura 17 — Valores dos halos inibitérios apresentados pelos
6leos essenciais de Ocimum basilicum, Salvia officinalis €

Rosmarinus officinalis frente as cepas de Salmonella Spp.
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A fig. 18 e a fig. 19 sdo referentes aos valores dos halos inibitérios
apresentados pelos 6leos essenciais testados frente as cepas de Enterococcus Spp. €

Staphylococcus coagulase positiva, respectivamente.
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Figura 18 — Valores dos halos inibitérios apresentados pelos 6leos essenciais de

Ocimum basilicum, Salvia officinalis € Rosmarinus officinalis frente as cepas de
Enterococcus Spp.
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Figura 19 — Valores dos halos inibitérios apresentados pelos 6leos essenciais de
Ocimum basilicum, Salvia officinalis € Rosmarinus officinalis frente as cepas de
Staphylococcus coagulase positiva.

A partir dos valores dos diametros dos halos inibitérios, foram calculadas as

médias aritméticas, desvio padrdo, numero maximo e nimero minimo (tab. 1).

Tabela 1 — Valores das médias aritméticas (mm), desvio padrao, dimetros maximo e
minimo dos halos inibitérios apresentados pelos Oleos essenciais de Ocimum
basilicum, Salvia officinalis € Rosmarinus officinalis frente as cepas bacterianas

. . Oleo Média Diametro  Diametro Desvio
Micro-organismo _ o o o -
essencial  aritmética  minimo maximo padrdo
Escherichia coli 0. basilicum 10,5 8,5 12,5 1,4
S. officinalis 9,6 7,0 14,0 2,1
R. officinalis 17,1 7,5 34,5 9,7
Salmonella Spp. 0. basilicum 12,5 8,0 27,0 52
S. officinalis 9,7 7,0 18,0 3,2
R. officinalis 14.3 8,0 34,0 7,7
Enterococcus SppP 0. basilicum 13,1 7,0 19,5 3,8
S. officinalis 14,7 8,0 8,0 5,5
R. officinalis 12,7 7,5 7,5 4,6
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Tabela 1 — Valores das médias aritméticas (mm), desvio padrdo, diametros maximo
e minimo dos halos inibitérios apresentados pelos 6leos essenciais de
Ocimum basilicum, Salvia officinalis € Rosmarinus officinalis frente as cepas
bacterianas

. . Oleo Média Diametro  Diametro Desvio
Micro-organismo . o . . ~
essencial aritmética  minimo maximo padrdo
Staphylococcus O. basilicum 14,0 10,0 25,5 4,6
coagulase S. officinalis 13,9 8,5 19,5 3,6
positiva R. officinalis 16,6 6,0 42,0 12,1

Calculando-se a média aritmética de cada cepa bacteriana para os trés
Oleos testados, Staphylococcus coagulase positiva apresentou maior indice de
suscetibilidade (x = 14,8mm). Logo com pouca variagao, Enterococcus SpPp. COm
média aritmética de 13,5mm. E. coli (X = 12,4mm) e Salmonella spp. (¥ = 12,1mm)
apresentaram médias semelhantes. Estes dados corroboram com relatos da
literatura, que bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis aos produtos naturais
que as Gram- negativas (PORTE; GODOY, 2001; BETONI et al., 2006; SILVA,
FERNADES Jr, 2010), possivelmente devido a membrana externa composta por
lipopolissacarideos (LPS) presente nas bactérias Gram-negativas, a qual confere
maior resisténcia por evitar a difusdo e o acumulo de Oleo essencial na célula
bacteriana (IMELOUANE et al., 2009).

Contudo, é importante salientar, que de acordo com Lambert et al. (2001), a
técnica de difusdo em disco limita-se a geracdo de dados preliminares fornecendo,
somente, dados qualitativos. Isto é devido a natureza hidrofébica da maioria dos
Oleos essenciais e extratos de plantas, uma vez que essa caracteristica impede a
difusdo uniforme destas substancias através do meio de cultura contendo agar-agar
(JANSSEN; SCHEFFER, SVENDSEN, 1987; RIOS; RECIO; VILLAR, 1988). Por isso
Kla¢nik et al. (2010) consideram de fundamental importancia a obtencéo de valores
de Concentracdo Minima Inibitoria (CIM), a qual foi realizada na terceira parte deste

trabalho.

6.2.2 Teste de Microdiluicdo em Caldo
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Apls os testes de Difusdo em Disco, foram realizados os testes de
Microdiluicho em Caldo, com a finalidade de obter os valores de Concentragéo
Inibitéria Minima (CIM).

Na Fig. 20 encontram-se os valores das CIM dos trés Oleos essenciais frente

a Salmonella Spp.

120
100

®
o
I

=&—0. basilicum
== S, officinalis

W% R. officinalis

NS RS oA D90 N0

2 DR DR D DD D
AEEASEE AN AN S NSNS AN G, SN IS
F PP PSP LN SN

RS

Minima (ML/mL)
O
o O

N
o

o

Concentracao Inibitoria

é\

v &

&

v&

&

o
W& oS ® o

v V(Q ?50 V(Q

Figura 20 — Valores da Concentracdo Inibitétoria Minima dos Oleos
essenciais de Ocimum basilicum, Salvia officinalis € Rosmarinus officinalis
frente as cepas de Salmonella Spp.

Com os valores obtidos, foram calculadas as médias aritméticas, nUmeros
mAaximos, numeros minimos e os desvios padrées dos 6leos essenciais em estudo

frente as cepas de Salmonella spp. (tab. 2).
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Tabela 2 — Valores das médias aritméticas (uL.mL™), desvio padrao,
namero mMaximo e numero minimo das concentracdes
inibitérias minimas apresentadas pelos 0Oleos essenciais de
Ocimum basilicum, Salvia officinalis € Rosmarinus officinalis frente as
cepas Salmonella spp.

Oleo Namero Numero Média Desvio
essencial maximo minimo aritmética padrdo
O. basilicum 25,0 6,25 19,8 7,9
S. officinalis 25,0 6,25 16,1 8,2
R. officinalis 100,0 6,25 25,5 26,2

A fig. 21 é referente aos valores de CIM dos 6leos essenciais testados frente
as cepas de E. coli.
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Figura 21 — Valores das Concentracdes Inibitorias Minimas dos 6leos
essenciais de Ocimum basilicum, Salvia officinalis € Rosmarinus officinalis
frente as cepas de Escherichia coli.
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A tab. 3 mostra os valores das médias aritméticas, niumeros maximos,
nameros minimos e os desvios padrfes calculados a partir dos valores de CIM

referente aos 6leos do estudo frente as cepas de E. coli.

Tabela 3 — Valores das médias aritméticas (uL.mL™), desvio padrao,
namero maximo e numero minimo das concentracdes
inibitérias minimas apresentados pelos 6leos essenciais de

Ocimum basilicum, Salvia officinalis € Rosmarinus officinalis frente a
Escherichia coli

Oleo Nuamero Numero Média Desvio
essencial mMaximo minimo aritmética padrédo
O. basilicum 50,0 6,25 15,3 13,3
S. officinalis 25,0 3,12 12,5 8,1
R. officinalis 100,0 3,12 38,5 46,2

Para as cepas de E.coli, 0 6leo essencial de S. officinalis foi 0 mais efetivo,
apresentando uma média aritmética da CMI de 12,5uL.mL™. Em trabalho realizado
por Carvalho, Cruz e Wiest (2005), o extrato de S. officinalis foi um dos Unicos a
apresentar atividade bactericida sobre cepas dessa espécie. Pereira et al. (2004)
também demonstram a atividade antibacteriana do 0leo essencial de S. officinalis
contra isolados de E. coli. A maioria das cepas apresentou inibicdo do crescimento
nas concentracdes de 6,25uL.mL™ e 12,5uL.mL™.

A atividade bactericida (CBM) foi obtida apenas em concentracdes acima
destas (tab. 4). Dados semelhantes foram encontrados no trabalho de Khalil e Li
(2011) onde observaram que cepas de E. coli inibidas pelo extrato de séalvia em
concentraces de 5uL.mL™ e 10uL.mL™ voltam a apresentar crescimento apds 24h,
e a atividade bactericida é somente evidenciada em concentracbes mais altas do

6leo essencial.
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Estes mesmos autores, ao testarem o sorotipo S.Typhi, observaram a inibicéo
do crescimento apdés 1h nas concentraces de 5uL.mL™ e 10uL.mL™, contudo, a
cepa retomou o0 crescimento na mais alta concentracdo utilizada (20uL.mL™),
corroborando dados do presente trabalho, onde a média de inibicdo do crescimento
de salmonella spp. frente ao 6leo essencial de S. officinalis foi de 16,1pL.mL™, e 50%
das cepas utilizadas s6 foram eliminadas perante a maxima concentragdo utilizada
(100uL.mL™Y) (tab. 5). Hammer, Carson e Riley (1999) relatam a inibicdo de S. enterica
sorotipo typhimurium em uma concentracdo de 2% (equivalente a 20uL.mL™), também
semelhante a média obtida para Samonella Spp. neste trabalho.

Resultados obtidos por Miladinovi¢ e Miladinovi¢ (2000) corroboram com
dados deste trabalho, onde obtiveram eficacia antibacteriana contra E. coli e
Salmonella, com concentracdes do 6leos essencial de S. officinalis de 1% (equivalente
a 10uL.mL?) e 2% (20uL.mL™). Apesar de a tujona ser um dos componentes
majoritarios da salvia, autores associam a acao antimicrobiana do 6leo essencial de
S. officinalis a diterpenos fendlicos, como o carnosol e o acido carnésico (MEDSEN,;
BERTELSEN, 1995). Pois sabe-se que os grupos hidroxilas fendlicos sdo bastante
reativos e formam pontes de hidrogénio com sitios ativos de enzimas-alvo dos micro-
organismos, inativando-as (FARAG; DAW,; ABO-RAYA, 1989 apud PORTE;
GODOY, 2001).

Tabela 4 — Valores das concentragdes bactericidas minimas (uL.mL™),
apresentadas pelos 6leos essenciais de Ocimum basilicum, Salvia
officinalis € Rosmarinus officinalis frente a Escherichia coli

Amostra
CBM pL.mL*

Oleo essencial O. basilicum S. officinalis R. officinalis
1 100,0 >100,0 >100,0
2 100,0 12,5 >100,0
3 100,0 50,0 >100,0
4 50,0 50,0 >100,0
5 50,0 50,0 >100,0
6 >100,0 >100,0 >100,0
7 100,0 >100,0 >100,0
8 100,0 >100,0 100,0
9 >100,0 100,0 50,0
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Tabela 5 — Valores das concentragbes bactericidas minimas (uL.mL™),
apresentadas pelos 0Oleos essenciais de Ocimum basilicum, Salvia
officinalis € Rosmarinus officinalis frente Salmonella spp.

Amostra
CBM pL.mL*

Oleo essencial 0. basilicum S. officinalis R. officinalis
1 100,0 >100,0 100,0
2 50,0 >100,0 100,0
3 100,0 >100,0 50,0
4 25,0 100,0 50,0
5 100,0 100,0 100,0
6 100,0 50,0 100,0
7 50,0 50,0 100,0
8 100,0 100,0 100,0
9 50,0 100,0 25,0
10 50,0 100,0 50,0
11 50,0 100,0 50,0
12 50,0 50,0 100,0

Entre os trés Oleos essenciais testados, o de Ocimum basilicum apresentou
média intermediaria (¥ = 15,3uL.mL™) para as cepas de E. coli, assim como dados de
Duarte et al. (2007), que ao estudarem os efeitos de plantas medicinais do Brasil,
incluindo o 0. basilicum, frente a E. coli enteropatogénica (EPEC) e E. coli
enterotoxigénica (ETEC), classificaram a atividade antibacteriana deste 6leo
essencial como sendo moderada.

No presente estudo o 6leo essencial de O. basilicum também apresentou
eficacia intermediéria para Salmonella spp. Trajano et al. (2009), ao pesquisarem
sobre as propriedades antibacterianas de Oleos essenciais de especiarias em
contaminantes de alimentos, verificaram a ineficacia de O. basilicum sobre S. enterica.
Contudo, Rattanochaikunsopon e Phumkhachorn (2010), ao testarem S. enterica
sorovar enteritidis, obtiveram uma CIM de 20pg.mL™ para o mesmo 6leo essencial,
semelhante as concentracdes obtidas neste estudo (% = 19,8uL.mL™).

As concentracdes bactericidas minimas (CBM) do Oleo essencial de oO.
basilicum para E. coli € Salmonella spp. estdo demonstradas nas tab. 4 e 5, ja
mencionadas anteriormente, respectivamente. As concentragbes, tanto

bacteriostaticas como bactericidas, obtidas neste trabalho s&o superiores as
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descritas por Smith-Palmer, Stewart e Fyfe, onde para E. coli a CIM foi de 0,25%
(2,5uL.mL'1) e a CBM foi de 0,5% (5uL.mL'1), e para Salmonella enterica a CIM de 0,1%
(1pL.mL™) e CBM de 0,5% (5uL.mL™).

A extensdo do efeito inibitério do 6leo essencial de manjericdo pode ser
atribuida presenca de nucleos aromaticos contendo grupos funcionais polares
(FARAG et al., 1989 apud LIMA; PASTORE; LIMA, 2000), como é o caso do timol e
do eugenol, constituintes possivelmente majoritarios do O. basilicum (SILVA et al.,
2005; POZZO et al., 2011).

O dleo essencial de Rosmarinus officinalis foi 0 que apresentou menor eficacia
para E. coli e para Salmonella Spp. Em estudo de Silva et al. (2009), ao testarem o 6leo
de R. officinalis em cepas de E. coli, ndo obtiveram inibicdo em nenhuma das
concentracdes utilizadas, sendo a méaxima utilizada de 3% (30uL.mL™). Neste estudo
a média aritmética deste 6leo para E. coli foi de 38,5uL.mL™. Derwich et al., ao
pesquisar a eficacia deste 6leo contra Salmonella sorotipo typhi obteve CIM de
23ug.mL™, semelhante a média deste trabalho para Salmonella spp. (% = 25,5uL.mL’
1)_

Para Farag et al. (1986 apud PORTE; GODOQY, 2001) a baixa atividade
antibacteriana deste 6leo essencial deve-se a presenca majoritaria do a-pineno, um
hidrocarboneto sem nucleos aromaticos e grupos funcionais polares, ao qual é
atribuido a atividade antimicrobiana. Entretanto, Porte e Godoy (2001) atribuem a
atividade antibacteriana deste, ao efeito conjunto de diversas substancias, como 0s
compostos hidroxilados, carbonilados e os epdxidos.

Contudo, trabalhos os quais testam o O6leo essencial de R. officinalis em
associacdo com antibioticos contra bactérias gram-negativas, demonstram alta
efetividade desta combinacdo, provavelmente devido a natureza lipidica dos
compostos terpénicos presentes no 6leo que permite um melhor transporte do
antibiotico para o interior da célula bacteriana, alterando a permeabilidade da
membrana citoplasmastica (HARRIS, 2003; ZHAO et al., 2001).

Para as cepas de Enterococcus Spp. 0s valores da CIM referente aos trés
Oleos utilizados no estudo encontram-se expressos ha Fig. 22. As médias

aritméticas, nUmeros maximos, nimeros minimos e os desvios padrdes calculados a
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partir dos valores da CIM dos 6leos essenciais analisados para essa mesma cepa
estédo dispostos na tab. 6.
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Ocimum basilicum, Salvia officinalis € Rosmarinus officinalis frente as cepas de
Enterococcus SpPD.

Tabela 6 — Valores das médias aritméticas (uL.mL™), desvio padrao,

namero maximo e numero minimo das concentracdes
inibitdrias minimas apresentadas pelos 0Oleos essenciais de

Ocimum basilicum, Salvia officinalis € Rosmarinus officinalis frente
Enterococcus Spp.

Oleo Numero Namero Média Desvio
essencial maximo minimo aritmética padrao
O. basilicum 100,0 3,12 32,8 28,2
S. officinalis 50,0 6,25 19,4 15,1
R. officinalis 100,0 3,12 25,5 24,1
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Para as cepas de Enterococcus Spp. 0 0leo essencial de S. officinalis foi 0 que
apresentou melhor eficacia, com média de CIM de 19,4pL.mL™>. Hammer, Carson e
Riley (1999) ao testarem este Oleo essencial em E. faecalis obtiveram valores
semelhantes ao deste trabalho (CIM = 2%, equivalente a 20uL.mL™). Contudo,
Horiuchi et al. (2007) ao isolarem o composto ativo de folhas de S. officinalis (carnosol)
e o testarem em linhagens de E. faecalis € E. faecium resistentes a vancomicina (VRE),
alcancaram valores de CIM muito superiores do que os deste estudo (64pg.mL™
para ambas as espécies). Isto pode ser devido as diferentes formas de extracao dos
compostos.

As concentracfes bactericidas minimas apresentadas por Enterococcus Spp.
frente aos trés Oleos essenciais utilizados neste trabalho (tab. 7) corroboram com
dados da literatura, onde houve pouca ou nenhuma atividade bacteriostética e
bactericida nas maximas concentracfes utilizadas (DI PASQUA et al., 2005;
CARVALHO et al., 2010). R. officinalis € O. basilicum demonstraram médias de inibicdo
do crescimento semelhantes, 36,6uL.mL® e 37,3uL.mL™, respectivamente.
Hammer, Carson e Riley (1999) além de S. officinalis, também testaram as
concentracbes de R. officinalis € O. basilicum capazes de inibir o crescimento de E.
faecalis, € para os dois Ultimos 6leos a CIM foi > 2% (> 20uL.mL™), assim como as

médias obtidas neste trabalho.

Tabela 7 — Valores das concentragdes bactericidas minimas (uL.mL™),
apresentadas pelos Oleos essenciais de Ocimum basilicum, Salvia
officinalis € Rosmarinus officinalis frente Enterococcus Spp.

Oleo essencial CBM (uL.mL—l)

Amostra

O. basilicum S. officinalis R. officinalis
1 >100,0 >100,0 >100,0
2 >100,0 >100,0 >100,0
3 >100,0 50,0 >100,0
4 >100,0 100,0 >100,0
5 >100,0 >100,0 100,0
6 100,0 >100,0 >100,0
7 >100,0 50,0 >100,0
8 >100,0 100,0 >100,0
9 >100,0 100,0 >100,0
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Tabela 7 — Valores das concentraces bactericidas minimas (uL.mL™),
apresentadas pelos Oleos essenciais de Ocimum basilicum, Salvia
officinalis € Rosmarinus officinalis frente a Enterococcus Spp.

Oleo essencial CBM (uL.mL™Y)
Amostra
O. basilicum S. officinalis R. officinalis

10 >100,0 50,0 100,0
11 >100,0 100,0 50,0
12 100,0 >100,0 100,0
13 100,0 >100,0 100,0
14 100,0 100,0 50,0
15 100,0 >100,0 >100,0
16 >100,0 50,0 100,0
17 >100,0 100,0 100,0
18 >100,0 >100,0 50,0
19 100 100,0 100,0

Para staphylococcus coagulase positiva, os valores da CIM referente aos trés

Oleos utilizados no estudo encontram-se expressos na Fig. 23.
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Figura 23 — Valores da Concentracdo Inibitéria Minima dos 6leos essenciais de
Ocimum basilicum, Salvia officinalis € Rosmarinus officinalis frente as cepas de
Staphylococcus coagulase positiva.
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As médias aritméticas, nUmeros maximos, numeros minimos e 0s desvios
padrbes calculados a partir dos valores de CIM dos 06leos essenciais testados para

as cepas de Staphylococcus coagulase positiva estao dispostos na tab. 8.

Tabela 8 — Valores das médias aritméticas (uL.mL™), desvio padrao,
nidmero mMaximo e numero minimo das concentracdes
inibitérias minimas apresentadas pelos 0Oleos essenciais de
Ocimum basilicum, Salvia officinalis € Rosmarinus officinalis frente a
Staphylococcus coagulase positiva

Oleo Numero Numero Média Desvio
essencial maximo minimo aritmética padrao
O. basilicum 100,0 3,12 37,3 36,3
S. officinalis 100,0 6,25 36,6 29,2
R. officinalis 50,0 3,12 18,5 11,8

O 6leo de R. officinalis foi 0 que apresentou média de CIM mais baixa para as
cepas de Staphylococcus coagulase positivas (% = 18,5ug.mL™). Silva et al. (2009) ao
testarem S. aureus obtiveram uma reducéo de 90% da populagdo bacteriana em 18h,
sob concentracdo de 0,55% (5,5uL.mL™) deste mesmo 6leo essencial, e ao final de
24h de incubacdo a reducdo em 100% da populacdo. Os dados de CBM
encontrados neste trabalho estdo dispostos na tab. 9. Hammer et al. (1999) ao
testarem essa mesma espécie bacteriana obtiveram CIM de 1% (10pL.mL™),
também menores que as obtidas neste trabalho. Derwich et al. (2011) pesquisaram
duas espécies de Staphylococcus coagulase positiva, S. aureus € S. intermedius, as quais
apresentaram CIM de 31,2ug.mL™ e 15ug.mL™, respectivamente, demonstrando as
variacbes que podem ocorrer em diferentes espécies bacterianas de um mesmo

género.



57

Tabela 9 — Valores das concentraces bactericidas minimas (uL.mL™),
apresentadas pelos 6leos essenciais de Ocimum basilicum, Salvia
officinalis € Rosmarinus officinalis frente a Staphylococcus coagulase

positiva
Amostra
CBM puL/mL

Oleo essencial 0. basilicum S. officinalis R. officinalis
1 100,0 100,0 >100,0
2 50,0 >100,0 100,0
3 100,0 100,0 >100,0
4 100,0 25,0 100,0
5 >100,0 50,0 >100,0
6 >100,0 >100,0 100,0
7 50,0 >100,0 100,0
8 >100,0 >100,0 100,0
9 50,0 >100,0 >100,0
10 50,0 >100,0 >100,0
11 25,0 25,0 50,0
12 50,0 50,0 100,0
13 >100,0 >100,0 100,0
14 >100,0 >100,0 25,0
15 >100,0 100,0 100,0

As médias aritméticas encontradas pelos 6leos essenciais de S. officinalis (X =
36,6ug.mL™) e 0. basilicum (¥ = 37,3ug.mL™) foram semelhantes frente as cepas de
Staphylococcus coagulase positiva. Algumas pesquisas encontradas na literatura, para
ambos os Oleos essenciais, obtiveram valores muito inferiores aos obtidos neste
trabalho, com CIM variando 0,075% (0,75uL.mL™) a 1% (10uL.mL™) para S. officinalis.
Para 0. basilicum as CIM encontradas variaram de 0,1% (1pL.mL™?) a 2% (20uL.mL™)
(SMITH-PALMER; STEWART; FYFE, 1998, HAMMER, CARSON; RILEY, 1999).
Sartoratto et al. (2004) demonstraram atividade de inibicAio moderada de
Staphylococcus aureus frente ao 6leo essencial de 0. basilicum (CIM=0,7mg.ml™), e ainda
testando Staphylococcus coagulase negativa (S. epidermidis) ndo obteve nenhuma
concentragdo que inibi-se seu crescimento. Ao testar duas diferentes espécies de
salvia cultivadas no Brasil, S. officinalis € S. triloba frente a Staphylococcus aureus,
Delamare et al. (2007) obtiveram melhores resultados para a segunda espécie, onde

o crescimento da bactéria foi reduzido em concentragdes de 0,05mg.mL™. Frente a
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S. officinalis houve reducdo de 50% da populacéo em concentraces de 0,4mg.mL™ a
1mg.ml™.

Frente a estes dois 6leos essenciais utilizados houve pouca ou nenhuma
atividade bactericida, conforme a tab. 9 citada anteriormente. Para S. officinalis 73,3%
das cepas obtiveram CBM de 100uL.mL™ ou de >100uL.mL™. J4 para Ocimum
basilicum essa porcentagem aumentou, onde quase todas as cepas (86,6%)
obtiveram CBM de 100uL.mL™ ou maiores que as concentracdes maximas utilizadas
(>100pL.mL™).

Apesar do 6leo essencial de 0. basilicum neste estudo ter mostrado baixa
eficAcia como inibidor do crescimento bacteriano em Gram-positivas, andlises de
Leite et al. (2007) demonstraram a alta eficAcia do eugenol, um dos compostos
majoritarios deste 6leo essencial, frente as Gram-positivas: S. aureus, S. epidermidis,
Streptococcus pyogenes € Streptococcus pneumoniae (Com concentragcbes de 1OpL.mL'1,
S5uL.mL?, 5uL.mL™ e 2,5uL.mL™, respectivamente).

Quando feita uma média aritmética geral das CIMs exibidas pelos trés 6leos
essenciais utilizados sob as quatro espécies bacterianas estudadas (tab. 10),
verificou-se que as duas bactérias Gram-negativas (Salmonella sSpp. € E. coli)
apresentaram maior sensibilidade aos fitoterapicos do que as bactérias Gram-

positivas (Enterococcus Spp. € Staphylococcus coagulase positiva).

Tabela 10 — Valores das médias aritméticas das Concentracdes Inibitdrias
Minimas (uL.mL™), apresentadas pelos 6leos essenciais de Ocimum
basilicum, Salvia officinalis € Rosmarinus officinalis frente as cepas Escherichia
coli, Salmonella SpP., Staphylococcus coagulase positiva e Enterococcus Spp.

Oleo Média

Micro-organismo ) o Média geral
essencial aritmeética
O. basilicum 15,3
Escherichia coli S. officinalis 12,5 22,1
R. officinalis 38,5
O. basilicum 19,8
Salmonella Spp. S. officinalis 16,1 20,4
R. officinalis 25,5
O. basilicum 32,8
Enterococcus SPp. S. officinalis 19,4 25,9
R. officinalis 25,5
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Tabela 10 — Valores das médias aritméticas das Concentracdes Inibitorias
Minimas (uL.mL™?), apresentadas pelos 6leos essenciais de Ocimum
basilicum, Salvia officinalis € Rosmarinus officinalis frente as cepas Escherichia
coli, Salmonella SppP., Staphylococcus coagulase positiva e Enterococcus Spp.

Oleo Média

Micro-organismo _ o Média geral
essencial aritmética
Staphylococcus O. basilicum 37,3
coagulase S. officinalis 36,6 30,8
positiva R. officinalis 18,5

Apesar de Souza et al. (2006) afirmar que as bactérias Gram-negativas sdo
mais resistentes a acao dos 6leos essenciais devido a composi¢cdo de sua bicamada
lipidica, a qual evitaria a acumulacéo do 6leo essencial e de seus componentes, este
fato ndo foi observado no presente estudo. Porém, Oussalah et al. (2007) ao
testarem 28 6leos essenciais contra duas bactérias Gram-negativas e duas Gram-
positivas, demonstraram maior suscetibilidades das primeiras aos 6leos essenciais
testados. Nascimento et al. (2007) discorre o fato de que o in6culo bacteriano obtido
através da escala de MacFarland (escala nefelométrica) pode muitas vezes
representar uma variacdo significativa no nimero de micro-organismos suspensos,
podendo assim estar associada com a maior resisténcia apresentadas pelas
bactérias Gram-positivas deste trabalho.

No presente estudo ndo foram feitas correlacdes entre o tamanho do halo
inibitério e a concentracao inibitéria minima (CIM), pois segundo Trabulsi e Alterthum
(1996) esse método nédo é indicado para a determinacéo deste fator devido a grande
variancia que pode obter-se nos resultados. Outro aspecto a ser considerado é que
0s 6leos essenciais apresentam caracteristicas hidrofébicas que nédo possibilitam a
mistura homogénea com o meio de cultura, podendo resultar em diferengas no
crescimento bacteriano devido a exposicéo diferencial da bactéria ao agente inibidor
(HAMMER; CARSON; RILEY, 1999).

E importante salientar que a composicdo do 6leo volatil de uma planta é
determinada geneticamente, sendo geralmente especifica para um determinado
O0rgao e caracteristica para o seu estagio de desenvolvimento, mas as condicdes
ambientais sdo capazes de causar variacoes significativas (JANSSEN; SCHEFFER,;
SVENDSEN, 1987; TEUSCHER, 1990 apud SIMOES; SPITZER, 2003), incluindo
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fatores ecoldgicos e condi¢des edafoclimaticas (YIN, 1991), e consequente alteracédo
na atividade antibacteriana. Somado a isto, h4 outros fatores que podem ser
responsaveis pelas grandes diferencas entre CIM obtidas por microdiluicdo em caldo
e meétodos utilizando difusdo em agar, como diferencas no crescimento bacteriano,
na exposicdo de micro-organismos para o Oleo vegetal, a solubilidade do 6leo
essencial ou dos componentes do mesmo e da quantidade do agente emulsificante
utilizada (HAMMER; CARSON; RILEY, 1999).

Segundo Koyama et al. 1997, os componentes dos 6leos essenciais
possuem habilidades especificas para romper ou penetrar na estrutura bacteriana.
Ou seja, para se conhecer o modo de acdo destes 6leos essenciais € necessario
examinar separadamente cada componente do mesmo, e a combinacao destes para

averiguar se eles tém acao bactericida sozinhos ou sincronizados.
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7 Conclusao

Todas as amostras de carne moida analisadas apresentaram algum tipo de
contaminagao. 19 amostras (95%) estavam contaminadas por Enterococcus Spp., €m
15 amostras (75%) houve a presenca de Staphylococcus coagulase positiva, em 12
amostras (60%) verificou-se a presenca de Salmonella spp., € de 9 amostras (45%) foi
feito o isolamento de Escherichia coli.

No teste de disco difusdo, as duas bactérias Gram-positivas testadas
(Sthaphylococcus coagulase positiva e Enterococcus Spp.) foram mais sensiveis aos trés
Oleos essenciais utilizados do que as Gram-negativas (Salmonella Spp. € E. coli).

Contudo, considerando os valores obtidos com a Concentragdo Inibitéria
Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM), as bactérias Gram-
negativas demonstraram maior sensibilidade aos Oleos testados do que as cepas
Gram-positivas.

Para E. coli, Salmonella Spp. € Enterococcus SpPpP. 0 Oleo essencial de Salvia
officinalis foi mais eficiente. Para Staphylococcus coagulase positiva o 6leo essencial que
apresentou melhor desempenho foi 0 de Rosmarinus officinalis.

Conclui-se, portanto, que o0s Oleos essenciais apresentam potencial

antibacteriano contra patdgenos isolados de alimentos.
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ANEXOS



. Isolamento e identificac&o de Staphylococcus coagulase positiva

Homogeneizacdo Agar Baird - Parker

— / = 36°C/48hs
_ | j
25¢g da amostra + Incubado a 36°C
225ml de TSB por 24 horas
Colbnias
suspeitas

Agar Nulriente =] Coloragio de Gram:
Incubara 36°C/48h ' Jﬁ Coco Gram +

Coaqulase Ivre
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2. Isolamento e identificacdo de Escherichia coli

| Homogeneizacdo

25¢ da amostra + Incubado a 36°C
225ml de TSB por 24 horas

Agar EMB - Levine
— 360/24'48 hS

.y

ﬁugarHuhiente

Citrato, Vermelho de Metila, Voges
Proskauer, Motilidade, Indol e
producdo de Gas Sulfidrico
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3. Isolamento e identificag&do de Salmonella Spp.

Homogeneizacdo
36°C/24hs

Pre-enriquecimento .
25¢g de amostra+ 0,1m|/ \ 1ml
225ml de caldo 37°C/24h

lactosado i 9

Caldo rappaport  ca1do tetrationato

l |

XD HE XD HE
Colbnias suspeitas

l

Teste sorologico <—— ] d [
LA TSI UREA

Agar Lisina Ferro (LIA), agar Triplice de Ferro (TSI) e Uréia



4. Isolamento e identificagdo de Enterococcus Spp.

Homogeneizagao

25¢g de amostra +
225ml de agua
Peptonada 0,1 %

«— ., —
.

Agar SF
Bile esculina, manitol, 36°C/24-48hs
sacarose, NaCl 6,5% e
SIM

—

=
Caldo SF Broth

' 36°C/24-48hs

Reacao +
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5. Laudo técnico para o 6leo essencial de Ocimum basilicum L.
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6. Laudo técnico para o 6leo essencial de Salvia officinalis L.

78



7. Laudo técnico para o 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L.
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