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Resumo

SITOWSKI, Aline. Atividade antibacteriana de 6leos essenciais frente E. coli e
Salmonella spp. isoladas de alimentos minimamente processados. 2018. 35f.
Trabalho de Conclusao de Curso. Curso de Graduacéo Ciéncias Bioldgicas

Bacharelado, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

A expanséao populacional juntamente com a rotina de trabalho acelerada levou
a necessidade de alimentos nutritivos e praticos. Desta forma, os alimentos
minimamente processados ganharam espaco no mercado devido a sua praticidade,
frescor e nutrientes semelhantes aos vegetais e frutas in natura. Por esses alimentos
ndo passarem por processo de coccado € necessario maior cautela quanto a
possivel presenca de bactérias patogénicas. Entretanto uma estratégia utilizada para
0 combate dessas contaminacdes é a utilizacdo de 6leos essenciais no alimento ou
na embalagem deste. Em virtude disso foram isoladas, Escherichia coli e Salmonella
spp de alimentos minimamente processados a base de verduras, hortalicas e frutas,
através. Posteriormente foram determinadas concentracéo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM) de 6leos essenciais, de acordo com a
metodologia da NCCLS. Os 6leos essenciais de cardamomo (Elettaria
cardamomum), manjericdo (Ocimum basilicum) e cravo botdo (Eugenia
caryophyllus) obtiveram as melhores respostas inibitérias e bactericidas, nas
concentragcbes 6,72, 5,89 e 1,9mg/mL respectivamente, frente as duas bactérias

isoladas.

Palavras - chave: infeccdo alimentar, Escherichia coli; Salmonella;

alimentos; 6leo essencial



Abstract

SITOWSKI, Aline. Antibacterial activity of essential oils against E. coli and
Salmonella spp. isolated from minimally processed foods. 35I. 2018. Project for
the Conclusion of the Course. Biological Sciences Bachelor Degree, Institute of
Biology, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2018

Population expansion coupled with the accelerated work routine brought with it
several impasses, one of them being the need for nutritious and practical food. In this
way the minimally processed foods gained space in the market due to its practicality,
freshness and nutrients similar to vegetables and fruits in natura. Because these
foods do not go through the cooking process, greater caution is needed regarding the
presence of pathogenic bacteria. One strategy used to combat these contaminations
is the use of essential oils in the food or in the packaging. Because of this,
Escherichia coli and Salmonella spp were isolated from minimally processed foods
based on vegetables, vegetables and fruits. Subsequently, minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC) tests were
performed with essential oils. The essential oils of cardamom (Elettaria
cardamomum), basil (Ocimum basilicum) and clove (Eugenia caryophyllus) obtained
the best inhibitory and bactericidal responses at concentrations 6,72, 5,89 and
1,9mg/mL respectively, compared to the two isolated strains.

Key - words: bacteria; Escherichia coli; Salmonella; foods; essential oll
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1. Introducéo

O aumento intensivo da populagdo assim como o0 acelerado cotidiano
interveio na necessidade da disposicdo de alimentos rapidos e com teor de
nutrientes suficientemente altos. (MORETTI, 2007). Desta forma surgiram o0s
alimentos minimamente processados atendendo a demanda da populacdo. Os
mesmos sao consumidos sem passar por qualquer processo térmico, sao
necessarios maiores cuidados em relacéo a contaminac¢des por micro-organismos.

Segundo a resolucdo da ANVISA (2001) alimentos minimamente processados
e prontos para consumo exigem a auséncia de Salmonella spp. e a tolerancia de
até 5x102? log. UFC/g mL™! para coliformes a 45°C em alimentos com base de frutas,
e 102 quando a base sdo hortalicas. Ainda assim existem diversos estudos que
revelam o ndo cumprimento dessa resolucdo, oferecendo riscos a saude do
consumidor.

Outra problematica é o aumento de cepas bacterianas resistentes a
antibaterianos, devido a isso alternativas naturais tém sido cada vez mais
procuradas, dentre elas 0 uso de 6leos essenciais.

Visto a falta de trabalhos relacionados a contaminacfes microbiolégica dos
alimentos minimamente processados na cidade de Pelotas, RS, associado ao
perigo ofertado pelas bactérias ao consumidor, faz-se necessario o aumento de
informacBes quanto a possiveis contaminac¢des destes alimentos assim como a
disponibilizacdo de alternativas vidveis para controle bacteriano em alimentos “in

natura”.
1.1. Objetivos
1.1.1 Objetivo geral

° Avaliar contaminacbes de Escherichia coli e Salmonella spp. de

alimentos minimamente processados comercializados em mercados de Pelotas, RS



e, verificar a sensibilidade das cepas isoladas frente a dleos essenciais de plantas

de importancia medicinal e condimentar.

1.1.2. Objetivos especificos

[ Isolar, identificar bioquimicamente e quantificar Escherichia coli por
namero mais provavel, nas amostras de alimentos;

° Isolar e identificar Salmonella spp. has amostras de alimentos;

® Analisar a concentragdo inibitéria minima de Oleos essenciais frente
aos isolados obtidos;

[ Analisar a concentracdo bactericida minima de O6leos essenciais

distintos.



2. Reviséo bibliografica

2.1. Alimentos minimamente processados

Segundo a Resolucdo - RDC n° 12 da ANVISA (2001) os alimentos
minimamente processados se enquadram em frutas e hortalicas frescas "in natura”,
preparadas (descascadas, selecionadas ou fracionadas) sanificadas para consumo
direto, e possui como padrdo microbiolégico sanitario a tolerancia de 5x102 log.
UFC/g mL™! para coliformes termotolerantes em frutas e 102 para hortalicas e,
auséncia de Salmonella spp. para ambos os casos, por grama de alimento.

Em meados dos anos 70, estabeleceu-se nos EUA a tecnologia de
processamento minimo dos vegetais, vindo a surgir no Brasil na década de 90. Essa
técnica veio ganhando cada vez mais espaco no mercado consumidor, devido ao
fato de dar mais praticidade ao consumidor, visando manter o maximo periodo de
vida util do alimento com frescor e valores nutricionais muito proximos ao do produto
in natura (ALVARENGA et. al, 2014).

Conhecidos como ‘prontos para consumo’ os alimentos minimamente
processados abrangem vegetais ou frutas que passaram por processos como
sanitizacdo, descasque, corte e embalagem, ou seja, alimentos que foram
fisicamente alterados, mas mantiveram seu aspecto fresco, segundo o International
Fresh-Cut Producers Association (IFPA, 2018).

Contudo os procedimentos utilizados nesses alimentos podem interferir na
qualidade dos mesmos, de acordo com Silva et al. (2012), o proprio manuseio
aumenta a respiracdo do fruto acelerando sua senescéncia . Além disso o ato de
descascar ou cortar o alimento, expdem seus tecidos internos a contaminac¢des por

micro-organismos antes evitados pela casca (DE PAULA et al, 2009).



11

2.2. Contaminacao de alimentos

Frutos e verduras até chegarem as prateleiras nos comércios como
minimamente processados passam por varias etapas como, rega, colheita,
higienizacao, transporte, descasque, corte e embalagem (MORETTI, 2007). Devido
ao risco de contaminacdo sofrida nos alimentos ao longo das etapas para sua
comercializag@o, Bergamini e colaboradores (2006) analisaram a qualidade da agua
e das hortalicas de 45 cadeias produtivas, investigando desde a qualidade
microbiolégica na irrigacdo do canteiro até o produto final nas prateleiras do
mercado e puderam certificar que a contaminacdo se apresentou ao longo das
etapas da cadeia de producéo, tanto para coliformes a 45°C quanto para Salmonella
spp.

De forma semelhante, Tresseler e colaboradores (2009) averiguaram a
qualidade microbioldgica de hortalicas minimamente processadas apos a colheita, a
sanitizacdo e o tempo de armazenamento refrigerado, desta forma foi possivel
comparar a efetividade do processo de sanitizacdo, que se apresentou ineficiente a
eliminacdo de bactérias.

O fator temperatura pode também influenciar na qualidade microbioldgica,
enquanto ha trabalhos que afirmam que a temperatura ideal de armazenamento de
alimentos minimamente processados é de 2 a 5°C em média, NASCIMENTO e
colaboradores (2003) mostra que nas gbndolas dos mercados as temperaturas
apontam uma média de 10°C, facilitando a multiplicacdo de microrganismos.

Mesmo com a regulamentacao vigente desde 2001, h& diversos trabalhos que
demonstram negligéncia tanto por parte dos produtores dos alimentos quanto por
parte da fiscalizacdo dos mesmos (WELKER et al. 2010; FERREIRA et al. 2016;
PINHEIRO et al. 2005; TRESSELER et al. 2009; BRUNO et al. 2005; DE PAULA et
al 2009).

2.3. Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA)
De acordo com o Ministério da Saude as DTA sdo doencas causadas pela

ingestdo de alimentos e/ou agua contaminados, sendo essas contaminacdes de

origem bacteriana, parasitaria, viral ou toxica (toxinas naturais e quimicas).
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De Oliveira e colaboradores (2010) afirmaram que as bactérias sdo as
principais causadoras de surtos DTAs no Brasil e segundo o banco de dados do
Ministério da Saude de 2000 a 2017 . Salmonella spp foi responsével por 35% dos
surtos de DTAs no Brasil, seguida por Escherichia coli com 28,2% dos surtos onde o

agente etioldgico foi identificado.

Segundo KOTTWITZ et al. 2010, 4,8% dos surtos de salmonelose dentro do

estado do Parana de 1999 a 2008 estavam associados ao consumo de saladas.

Tanto Salmonella quanto E. coli sdo bacilos Gram - negativos, compondo a
familia Enterobacteriaceae que em grande parte integram a microbiota de animais,
ligando assim a presenca destas em alimentos a contaminacédo fecal (LEVINSON,
W.; JAWETZ, E. 2005).

2.3.1. Escherichia coli
Mims et al. 2005 expdem a versatilidade da E. coli atrelada a sua
composicdo e comportamento, podendo ser benéficas ha composicdo da microbiota
intestinal, ou entdo extremamente agressiva, onde o grau de sua viruléncia depende
de seu mecanismo de acédo e através deles as cepas podem ser classificadas em
enteropatogénicas (EPEC), enterotoxigénicas (ETEC), enterohemorragicas (EHEC),
enteroinvasivas (EIEC) e enteroagregativas (EAEC).

Strohl et al. 2004, discorrem sobre os risco de cepas EPEC em populacdes de
paises subdesenvolvidos, devido a precariedade das condi¢cdes sanitarias, causando
principalmente diarreia liquida através do ataque as células do intestino delgado e
grosso, deformando as microvilosidades das células e formando lesdes
caracteristicas, em forma de pedestal, nesses érgéaos.

Cepas ETECs séo as principais causadoras de doencas intestinais por via de
agua e/ou alimentos contaminados, também séo conhecidas como as responsaveis
pela diarreia dos viajantes, que resulta na eliminacéo de diarreia liquida continua por
varios dias (LEVINSON, W.; JAWETZ, E. 2005). As caracteristicas patologicas
citadas atribuem a colonizacdo do intestino delgado e por mediagcdo de
enterotoxinas, as cepas causam a hipersecrecdo de ions de cloreto e agua,
causando assim a evacuacao de liquido em excesso e dificultando a absorcéo de

nutrientes nos tecidos acometidos (STROHL et al. 2004).
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As EHECs séo conhecidas por serem causadoras desde diarreia leve até uma
colite hemorragica com dor abdominal, diarreia sanguinolenta acompanhada de
febre, isso devido a sua capacidade de expressao de toxina Shiga que quando no
intestino ligam-se as células da mucosa, inibem a sintese proteica da célula
hospedeira e a deforma podendo levar a célula a morte (ALENCAR, 2014). O
patdogeno mais conhecido e mais virulento das EHECs é o sorotipo O157:H7, o qual
€ mencionado em varios surtos de infec¢do alimentar, principalmente pela ingestdo
de hamburgueres mal cozidos contaminados, leite cru, sucos ndo pasteurizados e
frutas. (TORTORA et al. 2005).

Cepas EIEC sdo comparadas a Shigella spp. quanto sua viruléncia, uma vez
que invade o epitélio do célon, causando diarreia sanguinolenta (MURRAY et al.
2006).

As cepas EAEC também causam diarreia aquosa, porém se diferenciam na
forma de provocar a patologia, onde utilizam suas fimbrias de adesédo para se
aglutinar sobre as células do intestino delgado, formando uma espécie de biofilme
impedindo assim a absor¢do de nutrientes e agua pelas células hospedeiras (SILVA,
2014). O autor relaciona ainda a persisténcia dessas bactérias a diarreias crbnicas
retardo do desenvolvimento em criangas.

Ademais Moura & Fernandes (2010) relatam a atividade de E. coli em
patologias fora do trato digestivo, como infec¢des urindrias, meningite neonatal, e,
septicemias.

2.3.2. Salmonella spp

Salmonella spp € a bactéria entérica que mais causa infeccées provenientes
do consumo de alimentos contaminados (SHINOHARA et al. 2008), vem liderando
em casos de surtos de DTAs nao apenas no Brasil, De Oliveira e colaboradores
(2010) relataram diversos casos confirmados desta enfermidade ao longo do tempo
nos EUA, Alemanha, Canada, Australia e outros paises.

A principal patologia acometida pela Salmonella spp. devido a ingestao de agua ou
alimentos contaminados é a gastrenterite, caracterizada por nauseas, vomito,
diarreia (com ou sem sangue), podendo ser acompanhado por febre e contracdes
abdominais (STROHL et al. 2004).
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De forma mais violenta a Salmonella Typhi pode desenvolver a febre tifoide
gue além de apresentar sintomas da gastroenterite € somada a cefaleia e febre alta
e septicemia. Outras cepas como Salmonella Enterites e Salmonella Paratyphi
também podem mostrar comportamento mais agressivo que as demais cepas,
causando febre entérica (SHINOHARA et al. 2008).

Alguns fatores influenciam quanto ao sintoma do acometido pela bactéria,
assim também como o agravamento da patologia, como a dose infecciosa; o
sorotipo; e o estado imune do diagnosticado em questdo, aponta Strohl e
colaboradores (2004).

2.4. Oleos essenciais

Oleos essenciais sdo compostos complexos sintetizados pelas plantas como
metabdlitos secundarios geralmente com a finalidade de proteger a planta de
parasitas como insetos e microrganismos. Esses compostos ja eram utilizados ao
longo da histéria do homem para aromatizar, dar sabor e conservar alimentos e
também no uso medicinal e veterinario (ANDRADE et al. 2014).

Podendo estar localizado em qualquer parte da planta, os 6leos essenciais
sdo compostos por diversos componentes quimicos, entretanto quando a presenca
de um destes se supera em proporcdo as demais € denominado composto
majoritario, o qual pode ser influenciado em qualidade e quantidade dependendo da
sazonalidade, geografia, estresse da planta ou forma de extracdo deste 6leo
(SOUZA, 2015).

O consumo dos 0leos essenciais vem crescendo cada vez mais ho mercado
farmacéutico seja pelo fator aromatico utilizado nas perfumarias e cosméticos ou
pelo fator medicinal, onde soma-se cada vez mais trabalhos reforcando a atividade
antimicrobiana destes (RAUT& KARUPPAYIL, 2014).

Pereira e colaboradores (2014), associaram O6leos essenciais de plantas
condimentares juntamente com solucdo desinfetante para otimizar o processo de
desinfeccdo na industria de alimentos, obtendo bons resultados na inibicdo de E.
coli frente ao 6leo de cravo da india.

Além disso, Soares et al. (2009), Botre et al. (2010),e Borges et al. (2013)

dentre outros apresentam bons resultados no emprego de Oleos essenciais em



15

embalagens de alimentos, onde atuam tanto como inibidores microbianos quanto
conservantes naturais.

Outro fator que influencia no aumento da procura destes 6leos € a retomada
de compostos naturais que combatam bactérias resistentes a compostos quimicos,

causado pelo uso indiscriminado de antibiéticos (PEREIRA et al. 2014).



3. Materiais e métodos
Todas as analises foram realizados no Laboratério de Bacteriologia, situado
no Departamento de Microbiologia e Parasitologia do Instituto de Biologia, da

Universidade Federal de Pelotas (UFPel) ,Campus Capéo do Ledo.

3.1. Processo de isolamento
Foram analisadas 25 amostras de alimentos minimamente processados a
base de frutas e legumes. Estes alimentos foram adquiridos em mercados e feiras
locais, obtidos de acordo com a sua disponibilidade diaria, oferecidos embalados
obedecendo a data de vencimento e transportados até o laboratério para a
realizacdo das andlises. Sendo os métodos de andlise utilizados realizados segundo
Silva et al (1997) e Vermelho e colaboradores (2006).

3.1.1. Contagem de coliformes a 45°C por numero mais provavel (NMP) e

isolamento de Escherichia coli.

Para o procedimento de isolamento de E. coli e contagem de NUumero Mais
Provavel de coliformes a 45°C iniciou-se com o teste presuntivo. Primeiramente com
o auxilio de uma balanca de precisdo, de pinca e placas de petry estéreis foram
pesadas 25¢g do alimento analisado, a fim de serem homogeneizados com 225ml de
agua peptonada a 0,1% em um liquidificador previamente esterilizado com alcool
70%, obtendo assim a diluicdo a 10~1. Posteriormente foram realizadas diluigGes
decimais, retirando 1 ml da primeira diluicdo e adicionando em um tubo com 9 ml de
agua peptonada a 0,1%, atingindo assim a diluicdo 1072, e assim sucessivamente
até alcancar a diluicdo a 107° .

Apos, foi pipetado 1ml de cada diluicdo em 3 tubos contendo 10ml de Caldo
Lactosado (Isofar ®), com tubos de Durhan a fim de visualizar a producdo de gas
decorrente da fermentagéo da glicose. Todos os tubos foram para a incubadora a
36°C por 48 horas.
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Apés a incubacdo foram observados os tubos que apresentaram como
positivas, e desses foram retiradas 2 algcadas do cultivo e inoculadas em tubos
contendo Caldo EC (Himedia ®), com tubos de Durhan e entdo incubados a 45°C
em banho-maria por 48 horas, juntamente de um controle positivo e um negativo. Os
tubos com fermentacdo positiva foram utilizados para calcular o Numero Mais
Provavel (NMP), utilizando a tabela de Hoskins.

Para o isolamento e confirmacgé&o de E. coli, foi retirada uma algcada dos tubos
de Caldo EC que apresentaram fermentacéo positiva e semeada em uma placa de
Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) (ISOFAR ®), e incubada a 36°C por 24 horas.
As colbnias caracteristicas (col6nias rosa com centro negro secas ou mucosas, com
ou sem brilho verde metalico) foram replicadas para a realizagdo dos testes
bioguimicos como teste Indol, Vermelho de Metila (VM), Voges-Proskauer (VP) e do
Citrato (INVIC).

Para o teste Vermelho de Metila foi inoculado uma colénia em Caldo MR-VP
(ISOFAR ®), e aguardado 72 horas de incubagédo a 36°C, e entédo adicionadas cinco
gotas de vermelho de metila e esperado o desenvolvimento da cor vermelha no
meio. Quanto ao teste Voges - Proskauer foi utilizado o mesmo caldo MR-VP
(ISOFAR ®), para fazer o indculo e entéo foi incubado por 24 horas, apos foi retirado
1ml do inéculo em um tubo limpo e adicionado 0,6ml de a-naftol a 5% e 0,2ml de
KOH a 40% respectivamente, apds 10 minutos o resultado esperado é o resultado
negativo tornando o inéculo bege ou leve marrom.

No teste Indol foi utilizado um tubo de Agar SIM semi-sélido (MERCK ®)
(sulfeto — indol — motilidade) onde uma coldnia suspeita foi inoculada através de uma
agulha no meio, e assim foi incubada a 36°C por 24 horas, apds esse periodo foi
possivel observar a capacidade de motilidade bacteriana através da turbidez ou ndo
do meio, assim como a producgéo de Hz2S com o escurecimento do meio. Ademais foi
adicionado 15 gotas de reativo de Kovac's no tubo com o indculo e a reacao
esperada foi a coloracéo rosa na superficie de contato com o0 meio.

O teste de citrato foi feito com o meio de Agar Citrato de Simmons (Oxoid ®),
onde com a mesma agulha que inoculou no meio SIM foi utilizada para fazer uma

estria. no meio de cultura. A incubagdo ocorreu a 36°C de 24 a



17

48 horas, apos esse periodo o esperado para a confirmacédo de E. coli € que 0 meio

continue verde, ou seja, dé resultado negativo para teste de citrato.

3.1.2. Isolamento e identificagcdo de Salmonella spp.

Utilizando uma balanca de precisdo com o auxilio de pinca e placa de petry
estéreis, foram pesados 25g do alimento, e homogeneizado em 225ml de Caldo
Lactosado (Isofar ®) em um liquidificador previamente estéril com alcool 70%. Apo6s
a homogeneizacdo o pH foi ajustado em 6,8 utilizando NaOH ou HCI quando
necessario, e incubado a 36°C por 24 horas.

Ap0s o periodo de incubagéo, um in6culo de 0,1ml deste cultivo foi retirado e
colocado em um tubo de Caldo Rappaport (Acumedia ®) e 1ml em um tubo com
Caldo Tetrationato (Acumedia ®) contendo 0,2ml de solu¢do de lodo e 0,1ml de
solucédo de verde malaquita Entdo os tubos foram incubados por mais 24 horas a
37°C.

Apbs o periodo de incubacéo foi retirada uma alcada de ambos os caldos e
plaqueada em Agar Hektoen Enteric (HE) (Kasvi ®) e Agar Xilose Desoxicolato
(XLD) (Kasvi ®) e incubados a 36°C por mais 24 horas.

Apo6s a incubacdo, as coldnias tipicas de Salmonella em Agar HE (colénias
transparentes ou negras, verde-azuladas, com ou sem centro negro, ou cor salméo
e sem transparéncias se for fermentadora de lactose ou sacarose ) e em Agar XLD
(colbnias transparentes ou negras, com ou Sem centro negro ou amarelas com ou
sem centro negro), foram semeadas para Lysine Iron Agar (LIA) (Oxoid ®), Agar
Triple Sugar Iron (TSI) (Himedia ®) e caldo Uréia (Vetec ®) para a realizacdo dos
testes bioquimicos.

Em meio LIA a colbnia foi inoculada em dois furos no préprio meio feito com
uma agulha contendo a colbnia, e incubado por 24 horas a 36°C e a reacdo
esperada é a permanéncia da cor purpura.

Foi feita a semeadura em agar TSI através de uma estria na superficie do
meio em tubo inclinado e insercdo da alca de cultura até a base do meio com a
colénia a ser testada. Apos a incubacdo a 36°C por 24 horas a reacdo da amostra
positiva obtida foi a modificacdo das cores do meio para amarelo e escurecimento

do agar na base e avermelhado na superficie.
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Ademais foi feita a dispersao da colénia em caldo Uréia para verificar a acao
da enzima urease e incubado juntamente aos demais testes bioquimicos.

Por fim foi feito o teste sorologico para pesquisa do antigeno somatico, onde
foi feito uma suspensao concentrada da colonia em salina em uma lamina de vidro e
acrescentada uma gota de Soro Salmonella Soméatico Polivalente (Probac do Brasil
®). Apo6s 2 minutos foi observada a presenca de grumos, confirmando a presenca de
Salmonella spp.

Apés a confirmagdo bioguimica e soroldgica, os isolados bacterianos foram
armazenados em uma mistura de leite em p6 e congelados para conservacao e

manutencao.

3.2. Avaliagédo da atividade antibacteriana

Apods o procedimento de isolamento e identificacdo das espécies bacterianas
propostas, as amostras foram repicadas em Agar BHI inclinado e incubadas a 36°C
por 24h. As colonias foram repicadas para a obtencdo de massa bacteriana, para
viabilizar a utilizacdo dos Oleos essenciais nos proximos testes. Foram realizadas

coloracbes de Gram para avaliar a pureza dos indculos.

3.2.1. Concentragdao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi avaliada como sendo a menor concentracdo do Oleo essencial (OE)
com capacidade de inibir o crescimento microbiano. Para a sua determinagéo, foi
utilizada a técnica de Microdiluicdo em Caldo. Foram utilizados oito 6leos essenciais
(OE) de espécies diferentes, comercializados pela empresa FERQUIMA®, para a
realizacédo da CIM frente as cepas isoladas do alimentos minimamente processados.
Os oOleos testados foram copaiba (Copaifera langsdorffii), tangerina (Citrus
reticulatav.tangerine), cedro (Cedro atlas), pimenta rosa (Schinus terebinthifolius),
eucalipto (Eucalipto citriodora), cardamomo (Elettaria cardamomum), manjericao

(Ocimum basilicum) e, cravo botédo (Eugenia caryophyllus).
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O teste de CIM foi feito segundo a técnica descrita pela National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2017).

Primeiramente foi preparada uma suspensao bacteriana, com uma cepa a
partir do crescimento de 24 horas, de acordo com a escala 0,5 Mac Farland
correspondente a aproximadamente 1,5 x 108 mL1. Apds, foi preparado o inéculo
bacteriano adicionando 50pL da suspensdo em 4,950uL de Caldo BHI (Brain Heart
Infusion, Kasvi ®).

Foi utilizado uma placa de cultura de 96 pocos, organizada em colunas de 1 a

12, e linhas de A a H, como é demonstrado da figura 1.

I\CAg?gm y Salmonella E;Cll
\ 1 2 3 4 5 (6 7 8 9 10 1 1\\l 12 Cor:;;ingaEgSGes
OO OO0 OO OO QO |=
{ BEQ OO0 OO0 OO0 e 5
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KDOO OO OOOOOO 3.125%?
Controle + i (@)@ CXO, OO0 OO0 1,562%@
E. coli FlO10O ® @ OOOOOOOR%E
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/ ~— —~ —
XSQK;"S%E Area teste

Figura 1: Esquema utilizado na realizagdo do teste de Concentracao Inibitéria Minima em placa de 96
cavidades; destacado em vermelho a area teste de Salmonella; destacado em azul a area teste de E.
coli.

Foi adicionado em toda a area teste 50 yL de BHI acrescido com 1% do
emulsificante Tween 80 e entéo feita a diluicdo no sentido da linha A para H, onde
foi adicionado 50 pyL de OE na linha A dentro da area teste, homogeneizado e entao
retirado 50 yL e transferido para a linha B, homogeneizado, retirado 50 uL e
transferido para a linha C e assim sucessivamente até a linha H que apds a

homogeneizacdo foi retirado 50 pL e descartado. Esse processo garante a
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solubilizacdo do 6leo no meio e também a sua diluicho em concentracdes que
variam de 25 a 0,19%.

Posteriormente foram adicionados os indculos bacterianos previamente
preparados, sendo 50 yL em cada pog¢o dentro da &rea teste. Os testes foram
realizados em triplicata, onde nas colunas de 3 a 5 adicionou-se o inéculo de
Salmonella, nas colunas de 6 a 11 o inoculo de E. coli.

Na coluna 1 se mantiveram os controles, onde na linha A foi adicionado 50 uL
de caldo BHI como controle negativo. Nas linhas B e C foi adicionado 50 pyL do
inoculo de Salmonella, nas linhas D a G o in6culo de E. coli , como controles
positivos da viabilidade dos isolados e por fim na linha H foi adicionado 50 uL do OE
a ser testado, como controle positivo da pureza do 6leo.

Apds esse processo, as placas foram incubadas em estufa a 36°C por 24
horas.

A avaliacdo dos resultados foi feita a partir da adicdo de 20uL de Cloreto de
2,3,5 TrifenilTetrazélio a 0,5% em todas as cavidades sendo as placas incubadas a
36°C por 20min. A alteracdo na coloracéo (de transparente a vermelho), é indicativo
de atividade metabdlica bacteriana, comprovando a auséncia da atividade biologica

dos 6leos essenciais testados (como demonstrado na figura 2).

3.2.2. Concentracéo Bactericida Minima (CBM)

Com base nos resultados da CIM foi determinada a CBM, a qual se refere a
menor concentracdo do 6leo essencial capaz de impedir o crescimento microbiano
em meio de cultura sem a presenca do 6leo.

Para isso foi utilizada novamente a técnica descrita na National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2007), onde foi retirado aliquotas de 5uL de
cada pocgo que apresentaram inibicdo bacteriano, semeado em Agar Muller Hinton e
incubado a 36°C por 24 horas.

Nos casos em que nao houve crescimento bacteriano no meio de cultivo, indicou
gue os Oleos essenciais testados ndo apresentaram atividade bacteriostatica e sim
bactericida.
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A CBM néo foi realizada nos casos em que o OE nao apresentou atividade
biologica na CIM.



4. Resultados e discussao

4.1. Isolados a partir dos alimentos minimamente processados

Das 25 amostras analisadas apenas duas (8%) estavam contaminadas e nao
atenderam a regulamentacdo da ANVISA. Das duas amostras contaminadas uma
indicou a presencga de Salmonella spp. e outra de coliformes a 45°C contabilizando
7x 103 NMP, ultrapassando a maxima permitida pela ANVISA que é de 102 bactérias
g! de alimento o que inviabiliza as duas amostras para o consumo humano.

As amostras contaminadas continham hortalicas para saladas e nenhuma
amostra composta de frutas apresentou contaminagédo. Pinheiro e colaboradores
(2005) discorre sobre o baixo pH de salada de frutas que pode influenciar no
crescimento bacteriano.

Smanioto e colaboradores (2009) demonstraram em suas analises de 30
amostras de frutas e hortalicas minimamente processadas auséncia de Salmonella,
porém, 13% ultrapassaram os valores permitidas pela ANVISA para coliformes a
45°C, ultrapassando nossos resultados.

Da Silva e colaboradores (2007) averiguaram a carga microbiana de vegetais
prontos para consumo em Porto Alegre, obtendo de 28,6% das amostras
contaminadas por E. coli e destas, quatro apresentaram contagem acima da
permitida pela ANVISA. Sendo estes resultados superiores aos encontrados em
Nnossos estudos.

Bruno e colaboradores (2005) avaliaram a qualidade de alimentos
minimamente processados em Fortaleza e das 30 amostras de hortaligcas/ tubérculos
e frutas analisadas, 33% apresentavam contaminacao por coliformes a 45°C acima
do permitido sendo que, 84% continha Salmonella spp. Ainda em Fortaleza Pinheiro
e colaboradores (2005) fizeram um trabalho equivalente com amostras de frutas e,
constataram que 25% estavam contaminadas com Salmonella spp e 28% continham
contaminacgao por coliformes a 45°C acima do permitido. Resultados superiores aos
encontrados em nosso trabalho, onde detectamos que 8% das amostras

investigadas apresentaram Salmonella spp. e E. coli. visto que as taxas de



C+

Salmonella <

C+
E. coli

24

contaminacao bacteriana de alimentos minimamente processados se mostrou maior
em estados de regides mais quentes, podemos supor que a temperatura ambiente
mais alta beneficia tanto a E. coli quanto a Salmonella que tem como temperatura
Otima de crescimento na faixa dos 36°C.

Nossas amostras foram analisadas durante um ano, as duas amostras
contaminadas foram obtidas uma no més de Setembro de 2017 e outra em Maio de
2018, meses de temperatura amena na regido, somado a issO estas mesmas
amostras estavam em condi¢cfes de refrigeracdo, o que nos leva a supor que as
contaminacdes podem ser provocadas pela falta de higiene dos alimentos ou por

contaminacao cruzada.

4.2. Concentracdao inibitéria minima (CIM) e concentragcdo bactericida minima

(CBM) dos 6leo essenciais

Os oito OE demonstraram atividade biologica de forma distintas, como
demonstrado da tabelo 1, onde observamos desde a auséncia de atividade, como o
OE de Cedro atlas (figura 2), até a atividade bactericida em qualquer concentracgéo,
como o OE de Eugenia caryophyllus (figura 5).

Salmonella E. coli
A A

S

Figura 2: Avaliagdo de concentracdo inibitéria minima de o6leo essencial de cedro frente a
Salmonella e E. coli isoladas de alimentos minimamente processados



24

Tabela 1 - Atividade biologica de Oleos essenciais através dos testes de concentracdo inibitéria
minima e concentracao bactericida minima.

Atividade biolégica do 6leos essenciais

Oleo essencial CIM mg/mL CBM mg/mL

Copaifera langsdorffii - -

Citrus reticulata v.tangerine - -

Cedro atlas - -
Schinus terebinthifolius 258 -
Eucalipto citriodora 28 58
Elettaria cardamomum 27 27
Ocimum basilicum 6,72 6,72
Eugenia caryophyllus 19 1,9

A acdo biologica da maioria dos OE testados em nosso trabalho frente a
Salmonella e E. coli foram surpreendentemente equivalentes, uma vez que em
outros trabalhos de analises inibitérias com 6leo essenciais ndo demonstram o0s
mesmo resultados, como nos estudos de Valleriano et al. (2012) onde E. coli e
Salmonella reagiram de forma distintas frente a atividade biol6égica de Oleos
essenciais.

Andrade e colaboradores (2014) buscaram a concentracdo inibitéria minima,
através do método de difusdo em agar, de 6leo essencial de copaiba frente a E. coli
padrdao ATCC 25922 e de isolados clinicos, e obtiveram resultados semelhantes aos
Nnossos, nao obtendo resposta inibitoria do 6leo. Podemos atribuir a equivaléncia dos
dados aos nossos devido o método de extracdo do Oleo essencial ser o mesmo,
destilacdo a vapor, logo o calor na extracao pode ter inviabilizado componentes
majoritarios uma vez que ha outros trabalhos, como Pieri et al. (2011 e 2012) e

Yamaguchi & Garcia (2012), que evidenciam a atividade antibacteriana deste 6leo.
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Salmonella E. coli
A A

Figura 3: Avaliacdo de concentracdo inibitéria minima de 6leo essencial de cravo frente a
Salmonella e E. coli isoladas de alimentos minimamente processadas.

O limoneno é um dos principais compostos majoritarios de plantas citricas,
como a tangerina (Citrus reticulata v .tangerine), onde a sua atuacao frente as
células bacterianas € o comprometimento da funcdo permeabilidade seletiva da
membrana (MILLEZI et al. 2013). Visto isso, Oliveira e colaboradores (2017) e
Santos et al. (2016) observaram a acao do 6leo essencial de tangerina (Citrus
reticulata v .tangerine) na capacidade de inibir cepas de Salmonella spp. e E. coli
em concentragdes de até 40 uLmL™! de acordo com. Entretanto nossos resultados
ndo apontaram acado bioldgica deste OE.

Gilbert & Favoreto (2011) apresentaram estudos que comprovam a acgao
antimicrobiana de Oleos essenciais de diversas partes da planta de pimenta rosa
(Schinus terebinthifolius), entretanto Gerhrke e colaboradores (2007), obtiveram
resultados parecidos com o0s nossos, onde a sensibilidade de cepas de E. coli e
Salmonella spp. foram observadas apenas em concentracdes altas do 6leo
essencial do fruto da pimenta rosa. Dannemberg (2017) observou em seu estudo
com OE de pimenta rosa a maior atividade em bactérias Gram-positivas, isso devido
a maior facilidade de entrada das moléculas do OE pela camada de peptideoglicano
das Gram-positivas do que pela camada dupla de lipopolissacarideos das Gram-
negativas, sendo assim, necessitando de concentracbes mais altas de OE para a

atuacédo antibacteriana em bactérias Gram-negativas.
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Ttrabalhos de atividade biolégica de Eucalipto citriodora,como o de Antunes
(2016), atribuem sua acdo ao composto majoritario citronelal, que acordo com Millezi
e colaboradores (2013) e atua de forma semelhante ao composto limoneno, ou seja,
de forma téxica na membrana da célula interferindo na permeabilidade seletiva.
Desta forma podemos vincular a atividade do composto majoritario aos nossos
resultados onde houve a inibicAo do crescimento, porém, ndo houve acgéo
bactericida.

Pereira e colaboradores (2014) avaliaram a sensibilidade de cepas Gram-
negativas e Gram-positivas frente a 6leos essenciais de cardamomo e cravo botao,
e 0S mesmos apresentaram atividades diferentes as nossas, onde a cepa E. coli
ATCC 25922 foi inibida, porém Salmonella enterica serovar Enteritidis, se mostrou
resistente. Desta forma vemos que mesmo cepas da mesma espécie podem
responder de formas distintas quando sdo de origens diferentes, ademais Burt
(2004), fomenta os varios motivos que intervém na composicdo quimica dos 6leos
essenciais mesmo que da mesma espécie, 0s quais podem ser a sazonalidade da
planta quando colhida; a geografia em que a planta se encontra ou a forma como foi
extraido o 6leo. Sendo assim, esclarecendo resultados dispares.

Martins, 2010; Martins et al. 2010 e Aquino et al. 2010 demonstram a
atividade inibidora do Oleo essencial de manjericio (Ocimum basilicum) em
pequenas concentracdes quanto a cepas patogénicas. Ja Silva (2011) néo
encontrou acao inibitéria da multiplicacdo de Salmonella spp., diferente dos dados
de nosso estudo, onde este 6leo apresentou atividade bactericida sobre o isolado de
Salmonella spp. Em ambos os trabalhos a forma de extragdo dos OEs foram as
mesmas que em nosso trabalho, destilagdo a vapor das folhas da planta, logo
podemos atribuir tanto aos fatores genéticos, geogréaficos ou fisiolégicos em que a
planta extraida se encontrava, como Luz e colaboradores (2014) demonstram em
seu trabalho.

Seguindo a mesma linha, Hussain e colaboradores (2008) obtiveram dados

de que a composicdo quimica dos Oleos essenciais de manjericdo oscila de acordo
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com a estacao, interferindo na sua atividade bacteriana, podendo ser um fator que
explique a diferencas de respostas de trabalhos com a mesma metodologia.

O ¢leo essencial de cravo botdo apresentou o melhor resultado de inibigédo frente as
bactérias isoladas em relagcdo aos demais Oleos testados, semelhante aos resultados de
Pereira et al. (2014) que através do mesmo 6leo demonstrou inibicdo de E. coli. Podemos
atribuir a atividade biolégica de seu componente majoritario eugenol que atua na
degeneracdo das proteinas componentes da membrana celular das bactérias causando

dano nesta e consequentemente na morte da bactéria (LINARD, 2008).



5—- Conclusao

Conclui-se que duas das amostras de alimentos minimamente processados
estavam contaminadas com Salmonella spp. e E coli. Acima do limite preconizado
pela legislacao, oferecendo risco a saude do consumidor.

Os OEs de copaiba, cedro e tangerina ndo apresentaram atividade biol6gica
frente aos isolados bacterianos obtidos. Enquanto que o OE eucalipto apresentou
atividade inibitéria, e a acao bactericida foi evidenciada pelos OEs de cardamomo,
manijericao e cravo frente as bactérias investigadas.

Desta forma é necessério a continuacdo de estudos com o intuito de
desenvolver protocolos para o emprego dos 6leos essenciais na industria alimenticia
a fim de controlar o desenvolvimento de bactérias patogénicas e, além de garantir

um produto de melhor qualidade e também seguranca alimentar ao consumidor.
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