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RESUMO

Historicamente os 6leos essenciais tém sido largamente empregados em alimentos
como condimento, todavia, devido ao seu potencial antimicrobiano, atualmente o
seu uso é direcionado também no controle de bactérias associadas a doencas
veiculadas por alimentos (DVA). A presente pesquisa teve como objetivo avaliar a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de alecrim frente a bactérias isoladas de
alimentos, realizando estudos in vitro e em matriz alimenticia. No primeiro
momento, para o estudo in vitro, o 6leo essencial de alecrim (OEA) foi analisado
qguimicamente, avaliado quanto a sua atividade antimicrobiana frente as cepas de
E.coli, Salmonella spp. e Staphylococcus coagulase positiva e avaliado seu efeito
sinérgico, quando associado a farmacos, frente as cepas que apresentaram
resisténcia. Como resultado, os constituintes majoritarios encontrados no 6leo
foram o a-pineno (19,8%), B-mirceno (24,2%), 1,8 cineol (22,2%) e verbenona
(9,3%). A concentracdo inibitéria minima (CIM) do dleo essencial obtida para a
maioria das cepas foi de 20%(v/v) e, somente, para uma cepa de Salmonella a CIM
foi de 40%(v/v). Das sete cepas avaliadas, quatro (E.coli — MOA51, EC16 e
Salmonella — MOA25, SAL16) apresentaram resisténcia a um ou mais farmacos.
Estas foram submetidas & avaliacdo do efeito sinérgico - associacdo do OEA com
antibiéticos. De maneira geral, foi observado efeito sinérgico para 58% dos
ensaios, efeito antagbnico em 16% e efeito indiferente em 26%. Na segunda parte
da pesquisa, foi avaliada a agdo antimicrobiana do OEA no controle da cepa de
E.coli (EC16) inoculada em queijo do tipo coalho. O OEA foi inoculado na sua
concentracado inibitéria minima juntamente com a cepa EC16, em suspensao, na
concentracdo de 10°UFC/mL. Em seguida, a amostra foi porcionada, refrigerada e
analisada durante sete dias através da contagem de E.coli. O mesmo procedimento
foi realizado para uma amostra Controle sem adigéo do OEA. Nas primeiras 24h de
armazenamento houve uma reducdo de 2,3 ciclos logaritmicos na amostra
contendo OEA. Esta reducdo manteve-se, praticamente, estavel até o final do
experimento. Diante dos resultados, conclui-se que o 6leo essencial de alecrim é
uma alternativa promissora no controle de bactérias associadas as DVA. Todavia,
estudos futuros sdo necessérios para melhor elucidar os impactos organolépticos
que o OEA poderd ter nos alimentos, bem como a sua eficicia associado a
antibioticos convencionais em estudos in vivo.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis L., éleo essencial, agdo antimicrobiana,
sinergismo, conservagéao de alimentos.



ABSTRACT

Historically, essential oils have been widely used in food as a condiment, however,
because of its potential antimicrobial, currently its use is directed in the control
of bacteria associated with foodborne illnesses. This research aimed to evaluate the
antimicrobial activity of Rosmarinus officinalis L. essential oil against bacteria
isolated from food, performing studies in vitro and in food matrix. In Initially, for the
in vitro study, the rosemary essential oil (EOR) was chemically analyzed, evaluated
for their activity antimicrobial against the strains of Escherichia coli,
Salmonella spp. and Staphylococcus coagulase positive and evaluated
its synergistic effect when combined with antimicrobial drugs, against the strains
that showed resistance. As a result, the major constituents found in the EOR were
a-pinene (19.8%), B-myrcene (24.2%), 1.8 cineole (22.2%) and verbenone (9.3%).
The minimum inhibitory concentration (MIC) obtained for most strains was 20% (v/v)
and only to a strain of Salmonella MIC was 40% (v/v). Of the seven strains tested,
four (E.coli - MOA51, EC16 and Salmonella - MOA25, SAL16) were resistant to one
or more drugs (ampicillin, amoxillin/clavulanate, cephalothin, ciprofloxacin,
chloramphenicol, cefotaxime, gentamicin, norfloxacin, levofloxacin,
nitrofurantoin, trimethoprim / sulfamethoxazole, tetracycline). These were submitted
to evaluation of the synergistic effect - the EOR association with antibiotics. In
general, the synergistic effect was observed for 58% of trials, antagonistic effect at
16% and 26% indifferent effect. In the second part of study evaluated the
antimicrobial action of EOR in the control strain E.coli (EC16) and inoculated on a
sample of coalho cheese. The EOR inoculated in the MIC together with the
strain EC16 in suspension, the concentration of 10°UFC/mL. Then, the sample was
divided, chilled and analyzed by counting the E.colifor seven days. The
same procedure was performed to sample a coalho cheese without adding the
EOR. In the first 24 hours of storage there was a reduction of 2.3 logarithmic cycles
in the sample containing the EOR. This reduction was maintained, practically stable
until the end of the experiment. Given the results, concluded that the rosemary
essential oil is a promising alternative in the control of bacteria associated with
foodborne ilinesses, both as a preservative in foods, as associated with drugs,
compared bacterial resistance. However, further studies are needed to further
elucidate the sensory impact that the EOR may have infoods and their
effectiveness associated with conventional antibiotics in vivo studies.

Keywords: Rosmarinus officinalis L. essential oil, antimicrobial activity, synergism,
food preservation.



INTRODUCAO GERAL

O alimento quando n&o preparado de forma higiénica ou conservado
adequadamente pode ser veiculo de doencas desencadeadas pelo

desenvolvimento de microrganismos e/ou suas toxinas.

Os microrganismos comumente envolvidos em surtos alimentares sdo Salmonella
spp., Escherichia coli patogénicas, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Shigella dysenteriae,
Clostridium botulinum dentre outros. E os alimentos geralmente envolvidos, na
maioria, sdo provenientes de animais e produtos derivados, a exemplo de carnes,

leite, ovos, queijos e alimentos preparados altamente manipulados.

Para tratar as toxinfecgdes alimentares, a medicina humana faz uso de diversos
antibiéticos, tais como fluoroquinolonas, utilizados no tratamento de infeccdes
graves, como a causada por E.coli enteropatogénicas (EPEC), meticilina, em
doencas estafilocécicas, sulfonamidas, em salmoneloses. Todavia, 0 uso sem
controle de antibiéticos no tratamento e prevencgdo de doencas tem se tornado um
problema, tanto para saude publica, quanto para a saude animal, devido ao

aumento de bactérias resistentes aos farmacos.

Na medicina veterinéria os antibiéticos extensivamente utilizados como promotores
de crescimento e no tratamento de enfermidades vém contribuindo para resisténcia
bacteriana que, consequientemente, é transferida para o homem através da cadeia
alimentar. Para as agéncias reguladoras de saude o fator preocupante, no tocante
a resisténcia bacteriana, esta na dificuldade em tratar as enfermidades, pois,

muitos antibidticos disponiveis para a terapéutica humana ndo tém sido eficazes.

Em paralelo, o consumidor tem exigido cada vez mais alimentos naturais, sem
adicdo de conservantes quimicos sintéticos, microbiologicamente seguros e com
longa vida de prateleira, tornando a busca por antimicrobianos naturais uma

necessidade.
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As propriedades antimicrobianas de extratos e 6leos essenciais de muitas plantas
sdo comprovadas cientificamente. Tais propriedades tém impulsionado varios
pesquisadores a estudarem a atividade biolégica de plantas medicinais de diversas
partes do mundo, tendo em vista 0 uso popular das mesmas. Estas pesquisas
ganham um maior impulso devido ao aumento de microrganismos resistentes a

maioria dos antimicrobianos conhecidos.

Estudos tém mostrado que o 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis L.),
planta da familia Lamiaceae, possui atividade contra muitos patégenos resistentes
a antibidticos sintéticos, demonstrando seu potencial como antimicrobiano natural.
No entanto, ha poucos relatos do uso do 6leo essencial de alecrim como

conservante em alimentos.

Diante de suas propriedades antimicrobianas, o 6leo essencial pode ser usado
como um aditivo natural ou combinado a outras técnicas de conservacdo do

alimento para contribuir com a prevencéo de doengas veiculadas por alimentos.

O potencial antimicrobiano do 6leo essencial de alecrim pode também ser uma
alternativa no controle de patdgenos quando associado de forma sinérgica com
antibiéticos, visando reverter a resisténcia bacteriana frente a alguns farmacos,
comumente utilizados no tratamento de DVA. Esta abordagem também € pouco

explorada com bactérias resistentes isoladas de alimentos.

Tendo em vista 0 exposto, esta pesquisa se prop0s a avaliar as propriedades
antimicrobianas do 6leo essencial de alecrim no controle do desenvolvimento de
E.coli multirresistente inoculada em alimento, bem como avaliar o seu efeito
sinérgico, quando associado a drogas, frente a bactérias isoladas de fontes

alimenticias.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial da Rosmarinus officinalis L. frente

a bactérias isoladas de alimentos, realizando estudos in vitro e em matriz alimenticia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a composi¢céo quimica do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L. (alecrim)

por cromatografia gasosa.

Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial de alecrim frente
as cepas teste de Escherichia coli, Salmonella spp. e Staphylococcus coagulase

positiva.

Avaliar o efeito sinérgico da associagdo do 6leo essencial de alecrim com farmacos,

frente as cepas teste.

Analisar a acdo antimicrobiana do 6leo essencial de alecrim no controle da cepa de

Escherichia coli — EC16 multirresistente, inoculada em queijo tipo coalho.

15



CAPITULO 1

Referencial Tedrico
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1 Doengas veiculadas por alimentos - DVA

As doengcas veiculadas por alimentos ocorrem devido a ingestdo de alimentos ou agua
contaminados por bactérias, virus, parasitas, toxinas, prions, agrotoxicos, produtos
quimicos e metais pesados. Em sua grande maioria sdo de origem microbiana, sendo
as bactérias os agentes mais importantes, responsaveis pelo maior nimero de surtos e
mortes, seja como causadores de infecgdo ou toxinfecgdo (SOUZA, 2003; WORLD
HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2004; MINISTERIO DA SAUDE, 2005;
PIZZOLITTO; PIZZOLITTO; SIMOES, 2007; HALL; VALLY; KIRK, 2008).

Nas ultimas décadas, as doencas de origem microbiana relacionadas com o consumo
de alimentos vém se tornando a principal preocupagéo de seguranga alimentar entre
consumidores e agéncias reguladoras (WHITE et al., 2002). Consoante a crescente
globalizag@o e a mudanca dos métodos de producéo e distribuicdo de alimentos, h4 um
potencial cada vez maior de surtos afetando muitas pessoas, tornando a prevengao e
controle de doencgas transmitidas por alimentos um desafio ainda maior para a saude
publica (HALL; VALLY; KIRK, 2008).

A incidéncia global de doengas transmitidas por alimentos é dificil de ser estimada, no
entanto, s6 em 2005, 1,8 milhdes de pessoas morreram de doencas diarréicas e
grande parte desses casos pode ser atribuida a contaminacdo da agua potavel e
alimentos (WHO, 2007). No Estado de S&o Paulo, segundo dados do Centro de
Vigilancia Epidemiolégica, 60% dos surtos de diarréia ocorridos no periodo de 1999 a
2002 foram veiculados por alimentos (PIZZOLITTO; PIZZOLITTO; SIMOES, 2007).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Satde (MINISTERIO DA SAUDE, 2005;
WHO, 2009), casos de DVA ocorrem diariamente em todos os paises, mas como a
maioria nao é relatada, por causarem sintomas brandos, a real magnitude do problema
ndo é conhecida e os esforgcos para garantir 0S recursos e 0 apoio necessarios para a

identificagcéo e implementacéo de solugbes eficazes, muitas vezes falham.

Os sintomas clinicos das DVA podem variar de moderados quando se observam
nauseas, vomitos, colicas abdominais e diarréia limitada, bem como podem ser severos
quando se observam desordens do sistema nervoso central e diarréia profusa
conduzindo a grande perda de liquido e eletrélitos (WHITE et al., 2002). Quando

apresentado quadro mais grave, o tratamento para pacientes com infecgdes, incluindo
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idosos ou imunocomprometidos, deve incluir antibiéticos como o0 trimetoprim
sulfametoxazol (TMP / SMX) ou ciprofloxacina. Todavia, de acordo com Pigott (2008) o
papel do antibiético na terapia em pacientes com doencas de origem alimentar é
controverso, embora muitas pesquisas sejam a favor do uso de antibidticos em

pacientes com quadro de diarréia invasiva ou em pacientes com doencas severas.

Staphylococcus aureus, Salmonella Typhi, S. Paratyphi, Shigela disenteriae,
Clostridium botulinum, C. perfringens, Bacillus cereus e Escherichia coli patogénicas
sao exemplos de alguns microrganismos frequentemente envolvidos na ocorréncia de
DVA.

A Salmonella spp., bactéria Gram negativa ndo formadora de esporos, pertecente a
familia Enterobacteriaceae € atualmente um dos géneros bacterianos que mais
preocupa a salde publica (DUNKLEY et al., 2009). E uma bactéria comum no intestino
de aves, répteis e mamiferos, podendo chegar aos seres humanos através de
diferentes alimentos de origem animal (Centers for Disease Control and Prevention -
CDC, 2010). Sua patogenicidade modifica-se dependendo da idade e das condi¢des de
saude do hospedeiro (ANDRADE, 2005).

As espécies desse género provocam infec¢cdes ao atravessarem a camada epitelial
intestinal, onde alcancam a lamina propria (camada na qual as células epiteliais estao
ancoradas) e se proliferam. A resposta inflamatoria no hospedeiro € decorrente da
hiperatividade do sistema reticuloendotelial, causada pela acdo dos mondcitos e
macrofagos sobre as células invasoras, bem como devido a liberacdo de
prostaglandinas, que séo estimuladoras de adenilciclase, o que resulta em um aumento
de secrecdo de agua e eletrolitos, provocando diarréia aguosa (SHINOHARA et al.,
2008). Para Salmonella ter sucesso na colonizagdo do hospedeiro e causar
gastrenterite, o microrganismo necessita vencer a acidez do estdbmago, a microbiota
enddgena e a fermentacdo dos metabdlitos bactericidas, além de resistir aos efeitos da
bile no intestino (VENKINBURGH; GUNN, 1999; PEREZ, 2008).

A maioria dos fatores de viruléncia de Salmonella Enterica sdo determinados por genes
cromossomais, muitos destes localizados dentro de ilhas de patogenicidade. As ilhas
de patogenicidade séo regides grandes do cromossoma (10 a 200pb) que carreiam um
ou mais genes de viruléncia e contribuem para a invasdo de células e patogénese

intracelular; estdo presentes no genoma de bactérias patogénicas, mas ausentes do
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genoma de representantes ndo patogénicos da mesma espécie ou espécie
intimamente relacionada e frequentemente estido localizadas adjacentes a genes de
tRNA (SCHMIDT; HENSEL, 2004).

Zoonose de grande importancia em todo mundo, devido a elevada morbidade,
endemicidade e, principalmente pela dificuldade do seu controle, a salmonelose ocupa
posicdo de destaque em saude publica (SILVA; DUARTE, 2002, ANDRADE, 2005,
SHINOHARA et al., 2008), pois, continua a ser a maior causa de doencas de origem
alimentar, sendo os sorotipos Salmonella Enteritidis e Typhimurium os responsaveis
pela maioria das infeccdes em diversos paises (SILVA;DUARTE, 2002, SURESH,;
HATHA; SCREENIVASA, 2006, DUNKLEY et al., 2009). Atrelado a este fato, tém-se a
preocupagdo com o aparecimento de sorotipos multirresistentes a antibiéticos e o fato
que a grande maioria dos sorotipos de salmonelas é patogénica para o homem, o que

vem dificultar ainda mais o tratamento da doenca.

A partir da década de 70, observou-se aumento consideravel e constante de surtos de
salmonelose (ANDRIGHETO, 2006), no Brasil este aumento foi evidenciado a partir de
1993 (SILVA; DUARTE, 2002).

Diversas pesquisas tém relatado a Salmonella spp. como causadora de surtos. De
acordo com dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA de setembro
de 2005, dentre os sorotipos de Salmonella identificados no Brasil no periodo de 2001
a agosto de 2005, houve predominancia de Salmonella Enteritidis (TOZETTO, 2006),
seguindo a tendéncia de diversos estudos, que também destacam que este género tem
se apresentando como resistente a diversos farmacos, utilizados tanto na terapia
humana como animal (PIDDOCK, 2002; CDC, 2004; BOUALLEGUE-GODET et al.,
2005; WEINBERGER; KELLER, 2005; OLIVEIRA, 2005; SHINOHARA et al., 2008;
MELENDEZ et al., 2010, KOTTWITZ et al., 2010).

O surgimento de cepas resistentes de Salmonella spp. € comum e este fato é agravado
com a ampla utilizacdo de antibidticos em ragBes animais, contribuindo para
potencializar a distribuicdo de Salmonella spp. resistentes, especialmente nas aves,
havendo assim um risco maior nas doengas transmissiveis por alimentos em humanos
causadas por estas bactérias (REIS; KRUGER; MACIEL, 1995).
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Apesar de constituir umimportante problema de salde, representando um custo
significativo para a sociedade em muitos paises, sdo poucos os que apresentam dados
sobre custo econdmico da doenga. Nos Estados Unidos (EUA), cerca de 1,4 milhGes
de infecgcbes por Salmonella n&o-tifdide, resultamem 168.000 visitas aos
meédicos, 15.000 hospitaliza¢cdes e 580 mortes por ano. O custo anual total associado

com Salmonella nos EUA é estimado em trés bilhdes de délares (WHO, 2005).

Na Dinamarca, o custo anual estimado de salmoneloses é de 15,5 milndes de doélares,
representando aproximadamente 0,009% do PIB do pais. O programa de controle de
salmonelas, existente a varios anos no pais, consegue economizar para os cofres da
saude publica dinamarquesa, cerca de 25,5 milh6es de dolares por ano. Ja& em paises
em desenvolvimento, os dados relativos ao custo de doengas transmitidas por

alimentos geralmente ndo sao disponiveis (WHO, 2005).

Nao muito obstante dos dados relacionados a incidéncia de Salmonella no mundo, os
sorotipos patogénicos da espécie Escherichia coli, também sdo responséveis por

zoonoses de grande impacto na saude publica.

Escherichia coli € um habitante normal do trato intestinal de homens e animais e exerce
um efeito benéfico sobre o organismo, suprimindo a multiplicacdo de bactérias
prejudiciais e sintetizando uma consideravel quantidade de vitaminas. Dentre as cepas
de E.coli, entretanto, ha um grupo capaz de provocar doengas em individuos humanos,
coletivamente chamadas de E.coli enteropatogénicas. Essas cepas ocupam hoje o
segundo lugar entre os principais agentes doencas de origem alimentar nos Estados
Unidos (OLSEN et al., 2000). A infec¢do por E. coli é geralmente transmitida através do
consumo de 4gua ou alimentos contaminados, tais como produtos de carne mal

cozida e leite cru.

As linhagens patogénicas de E.coli sdo divididas de acordo com os sintomas clinicos e
com 0s mecanismos da patogenicidade nos seguintes grupos: E.coli enterotoxigénica
(ETEC) — comumente conhecida como causadora da diarréia dos viajantes; E.coli
enteropatogénica (EPEC) — causadora da diarréia aquosa em criangas; E.coli entero-
hemorragica (EHEC) — causa diarréia sanguinolenta, colite hemorrégica, sindrome
urémica hemolitica e purpura trombdtica. Neste grupo encontra-se a E.coli O157:H7;
E.coli enteroagregativa (EAEC) — causa diarréia aquosa persistente durante mais de 14

dias; E.coli enteroinvasiva (EIEC) — causadora de febre e diarréia profusa contendo
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muco e sangue e, por fim, a E.coli difusamente adesiva (DEAC) — aparentemente
associada a surtos esporadicos de diarréia (QUIROGA et al., 2000; FORSYTHE, 2002;
LEE et al., 2009). Dentre os grupos citados, a ETEC, EPEC e EHEC séo as que estdo

comumente envolvidas em surtos veiculados por alimentos.

As diarréias causadas por EPEC em geral sdo mais severas do que as causadas por
outros patdgenos, com prevaléncia de 6bitos superior a 30% e podem estar associadas
a deficiéncias nutricionais. Estima-se que, no Brasil, diarréias sejam a causa de mais
de 200.000 6bitos anuais de criangas, nos quais EPEC se encontra entre as principais
causas. Os principais sintomas clinicos da doenca causada por EPEC s&o diarréia

aguosa acompanhada de febre, mal-estar e vomitos (SILVA; SILVA, 2005).

O principal fator de viruléncia das EPEC é a sua capacidade de causar lesdes nas
células epiteliais do intestino humano (enterdcitos), conhecidas como lesbes AE
(“attaching and effacing”). A leséo AE € caracterizada pela aderéncia intima da bactéria
ao enterdcito, formagdo de um pedestal na regido de aderéncia, e destruicdo das
microvilosidades das células do hospedeiro. Todos 0s genes necessarios para
provocar essa leséo estéo localizados em uma ilha de patogenicidade desta linhagem,
denominada LEE (“locus of enterocyte effacement”). Além de possuir genes que
codificam a produgéo de citotoxinas, o que as distingue das EPEC, algumas linhagens
de EHEC apresentam LEE em seu genoma (0 que as capacita a formar lesdo AE no
epitélio intestinal). No entanto a LEE de EHEC néo confere a propriedade de causar
lesédo AE quando transferido para uma Escherichia coli ndo patogénica, indicando que
em EHEC, diferentemente de EPEC, sao necessarios outros elementos que nao sdo
codificados em LEE para provocar a lesdo AE (LEE et al., 2009; VIEIRA, 2009).

A principal doenga causada por EHEC é a colite hemorrégica, que é caracterizada por
colicas abdominais aguda e diarréia sanguinolenta que pode evoluir para sindrome
urémica hemolitica (SHU). A SHU se caracteriza por um conjunto de sintomas que
engloba: anemia hemolitica, trombocitopenia e insuficiéncia renal. A SHU pode ser fatal
e é uma das preocupagdes dos servicos de saude publica de varios paises, como EUA,
Inglaterra e Argentina, entre outros, onde a transmissdo deste patégeno ocorre

principalmente pela ingestéo de carne bovina (LEE et al., 2009; VIEIRA, 2009).

Segundo Dalton et al. (1999) e Devasia et al. (2006), a infeccdo por E.coli

enterotoxigénicas (ETEC), produtora de enteroroxina termo-labil (LT) e termo-estavel
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(ST) € muito mais comum que a E.coli produtora de shiga-toxina. Esta linhagem é
amplamente distribuida em paises em desenvolvimento e também ja foi apontada
como sendo a causa de varios surtos de DVA nos Estados Unidos. Como outras
formas de E. coli a ETEC é transmitida via contaminacdo fecal-oral de alimentos e
agua, podendo ser endémica em lugares onde ha contaminagéo dos recursos hidricos

por efluentes de esgoto e em paises ndo industrializados.

Os sintomas da infec¢do por ETEC, causadora da diarréia do viajante, sdo geralmente
autolimitados, com duracéo de trés dias a uma semana ou mais, ap0s um periodo de
incubacdo de 1-3 dias. A maioria dos doentes apresenta diarréia aquosa, geralmente
sem febre, podendo ocorrer também diarréia com sangue. Embora a profilaxia com
antibioticos seja eficiente, o uso de antibiéticos de rotina ndo é recomendado para
vigjantes internacionais, para n&o potencializar a selecdo de resisténcia desses
microrganismos. Todavia, 0 uso de cotrimoxazol ou fluoroquinolonas pode ser indicado

em casos mais graves, quando o tratamento é favoravel (PIGOTT, 2008).

A mesma recomendacdo se aplica para o uso de antibidticos no tratamento de
intoxicacdo alimentar estafilococica, devido ao aparecimento de cepas de
Staphylococcus aureus resistente aos farmacos comumente empregados no controle

da doenca.

Uma das causas mais comuns de doencas veiculadas por alimentos por alimentos é o
Staphylococcus aureus, uma bactéria Gram positiva, cocoide que produz enterotoxinas
termo-estaveis durante o seu crescimento em alimentos (PIGOTT, 2008). E
considerada a terceira causa mais importante no mundo entre as doencas de origem
alimentar relatadas. Algumas décadas atras, o S. aureus foi responsavel por 25% de
todas as doencas de origem alimentar nos os EUA. Esta bactéria ndo tem exigéncias
nutricionais e ambientais para o0 seu crescimento e pode crescer a uma atividade de
agua (Aa) de 0,86, pH acima de 4,8 e temperatura minima de 8 a 9°C. A maioria das
cepas € capaz de produzir uma ou mais enterotoxinas, responsaveis pelos sintomas

gastrintestinais observados durante a intoxicagdo (NORMANNO et al., 2005).

Os sintomas gastrintestinais mais frequentemente apresentados pelos doentes
acometidos por intoxicagdo alimentar estafilocécica sdo nauseas, célicas abdominais,
vomitos e diarréia, geralmente dentro de 1 a 6 horas apds a ingestdo de alimentos
contaminados (BALABAN; RASOOLY, 2000; MURRAY, 2005). Embora o S.aureus
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necessite se multiplicar nos alimentos para formar toxina suficiente para causar a
doenca (superior a 10° UFC/g), o seu periodo de incubacéo é relativamente curto. A
duracdo dos sintomas € geralmente inferior a dois dias. A ingestdo da toxina pré-
formada leva ao rapido inicio dos sintomas, sem um periodo prolongado de incubacéo,

como normalmente € visto em pacientes com salmonelose (RIM; BACON, 2007).

Mesmo sendo considerada uma doenca leve, geralmente autolimitada, a internagé@o €
necessaria em cerca de 10% dos casos, representando um encargo social consideravel
em termos de despesas hospitalares, perda de dias de pacientes de trabalho e
produtividade, juntamente com 0s problemas e os custos da eliminagdo de alimentos
contaminados (NORMANNO, 2005).

A maioria dos casos de intoxicagdo por estafilococos resulta de armazenamento
improprio ou preparagéo inadequada dos alimentos. Os alimentos que sdo submetidos
a poés-processamento representam um risco significativo ao perigo de contaminagao
por Staphylococcus aureus, pois 0s microrganismos que normalmente autocompetem
com esta bactéria jaforam eliminados. E como apresenca de enterotoxinas
produzidas durante o crescimento celular em geral ndo afetam as caracteristicas
sensoriais dos alimentos contaminados, o seu controle torna-se dificil devido a
caracteristica termo-estavel da toxina (SANDEL; MCKILLIP, 2004).

Apesar das diferentes técnicas empregadas para impedir que microrganismos
patogénicos cheguem até os alimentos comprometendo sua qualidade e seguranga, as

DVA continuam preocupando os agentes de saude publica (JAY, 2005).

2 Resisténcia bacteriana e a agdo dos antibi6ticos

Os agentes antimicrobianos sdo essenciais para prevengao, controle e tratamento de
infeccbes bacterianas em homens e animais, sendo usados também para a promog¢ao
do crescimento na criagdo de animais em muitos paises. Todavia, 0 uso indiscriminado
desses agentes tem causado o0 surgimento e prevaléncia da resisténcia
antimicrobiana em bactérias de forma acelerada (WHITE et al., 2002; NORMANNO et
al., 2007; PESAVENTO et al., 2007; KNEZEVIC; PETROVIC, 2008; HARADA; ASAI,
2010).

23



Como conseqiéncia indesejavel do amplo uso de antimicrobianos tem-se o
desenvolvimento de patdgenos bacterianos zoondticos resistentes como Salmonella
enterica serovar Typhimurium, Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica, trazendo efeitos preocupantes sobre a salude
humana, visto que as bactérias resistentes tém sido transmitidas aos seres humanos
através de produtos animais e, como consequéncia, tém reduzido a eficacia dos
farmacos utilizados (HARADA; ASAI, 2010).

Consoante a este fato, outro grande problema no controle de bactérias patogénicas
com antibidticos é que estes agentes atuam também contra as bactérias comensais,
que fazem parte da microbiota normal de homens e animais. Estas bactérias,
especialmente  habitantes  do trato intestinal, sGo  constantemente  expostas
a antibiéticos e podem desenvolver resisténcia a fim de sobreviver, tornando-se um
importante reservatorio de genes de resisténcia. E quando excretados para o ambiente,
por meio de fezes, se espalham para outros ecossistemas e podem alcancar os seres
humanos direta ou indiretamente, infectando ou colonizando-os (KNEZEVIC;
PETROVIC, 2008).

Outro fator evidenciado no tocante a resisténcia bacteriana é a diferenca entre a
resisténcia de bactérias Gram negativas e positivas. Segundo Harris (2003), bactérias
Gram-negativas s8o mais resistentes aos antibidticos do que as bactérias Gram
positivas. Isso devido as Gram negativas possuirem um sistema de barreira constituido
pela membrana externa da parede bacteriana formada por fosfolipidios,
lipopolissacarideos e proteinas (purinas) que conferem consideravel impermeabilidade
aos agentes antibacterianos, resultando em maior resisténcia dessas bactérias aos
antibiéticos, enquanto que as Gram positivas possuem uma parede bacteriana que
normalmente ndo restringe a penetracdo de moléculas toxicas, enquanto (LAMBERT,
2002).

A resisténcia é definida como a  capacidade tempordria ou permanente  do
microrganismo e sua descendéncia para permanecerem viaveis e/ou multiplicarem sob
condi¢gBes que poderiam destruir ou inibir outros membros da estirpe. A bactéria pode
ser definida como resistente quando ndo é suscetivel a uma concentracdo de agente
antimicrobiano utilizado na pratica (CLOETE, 2003). Sua resisténcia pode ser
classificada em natural ou intrinseca, quando a bactéria nao dispde de um alvo para o

antibiético ou resisténcia adquirida, devido a modificagdo da carga genética através de
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mutacdes cromossdmicas ou por mecanismos de transferéncia genética, sendo esta
mediada por plasmideos, transposons ou integrons que podem passar de uma bactéria
para outra (DAZA, 1998).

As bactérias se fazem resistentes aos antibiéticos desenvolvendo mecanismos de
resisténcia que impedem que este exerga sua agdo. Esta resisténcia pode ocorrer
através de trés mecanismos gerais (DAZA, 1998; WRIGHT, 2005; SILVEIRA et al.,
2006):

1) Inativagdo ou destruicdo do antibidtico — enzimas catalisam a degradacdo do
antibiético ou modificam grupos funcionais farmacologicamente importantes
presentes em sua estrutura, criando fungdes inativas para o reconhecimento
molecular. As mais importantes sdo as betalactamases, que muitas bactérias
sado capazes de produzi-las;

2) Modificagdes bacterianas que impedem o antibidtico atingir o alvo — mutagfes
nas purinas da parede celular, impedido a entrada de determinados antibidticos
ou alterando o sistema de transporte; efluxo do antibiético da célula, impedindo o
acumulo do mesmo em concentracao suficiente para atuacao eficaz;

3) Alteracdo do alvo — impedindo ou dificultando a ac¢éo do antibiético. A exemplo
das bactérias resistentes aos antibiéticos quinolonas, que alteram a enzima DNA

girase e passam a nao sofrer acdo do antimicrobiano.

Utilizando um destes mecanismos, ou uma combinacéo deles, cepas de bactérias vém
sobrepujando até antibioticos mais promissores, independente da classe quimica a
qual pertengam (SILVEIRA et al., 2006).

Diversas pesquisas tém relatado que cepas de Escherichia coli, Salmonella spp., S.
aures, dentre outras bactérias isoladas de animais e alimentos, tém adquirido
resisténcia a diferentes antibidticos usados na medicina humana, tais como os do
grupo aminoglisédeos, B-lactamicos, fluorquinolonas, sulfanamidas, tetraciclinas entre
outros (PIDDOCK, 2002; MAYRHOFER et al.,, 2004; BAUM e MARRE, 2005;
OLIVEIRA et al., 2005; GUNDOGAN et al., 2005; PETERSEN et al., 2006; VILA et al.,
2006; PESAVENTO et al., 2007; NORMANNO et al.,, 2007; ZHANG et al., 2008;
KNEZEVIC e PETROVIC, 2008; MULVEY et al., 2009; MELENDEZ et al., 2010 e
GOUSIA et al., 2011).
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Os farmacos comumente utilizados no tratamento de doencas infecciosas podem ser
agrupados de acordo com mecanismo de acdo e classes quimicas (Figura 1), tais
como, inibidores da sintese da parede bacteriana (penicilinas e cefalosporinas),
inibidores da sintese protéica (aminoglicosideos e anfenicais), inibidores da DNA girase
bacteriana (quinolonas), inibidores da sintese do acido tetrahidrofélico (sulfonamidas) e
Inibidor da sintese enziméatica bacteriana, através da inativacdo do DNA

(Nitroimidazdlicos) (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria - ANVISA, 2007).
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Figura 1: Sitios de acéo dos antibiéticos sobre a célula bacteriana (ANVISA, 2007).

Os danos que os antibioticos produzem na saude humana s&o divididos em trés
aspectos: efeitos téxicos diretos, inducdo de alergias e desenvolvimento de resisténcia.
Este dltimo traz uma preocupac¢do maior, uma vez que elevadas taxas de resisténcia
aos antimicrobianos séo registradas em estudos realizados nas diferentes espécies
bacterianas isoladas de animais e alimentos, diminuindo o numero de opcbes de
antibiéticos disponiveis para tratamento de doencas infecciosas e tornando necessaria

a busca de alternativas no controle de patégenos (MOTA et al., 2005).
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Segundo Elumalai, Krishnappa e Neelakandan (2010) devem ser tomadas
medidas para reduzir este problema, tais como controlar o uso de antibidticos e a

realizagdo de pesquisas para investigar as drogas a partir de fontes naturais.

De acordo com Hemaiswarya e Doble (2009), uma abordagem alternativa para a
utilizacdo de novos compostos antibacterianos € o uso de antibiéticos sinérgicos, isto €,
antibiéticos usados em combinagdo com outros compostos, a exemplo de compostos
vegetais, para descrever sua atividade supra-aditivo. Tal abordagem pode ser utilizada
como uma estratégia de tratamento para retardar o aparecimento da resisténcia aos

antibiéticos, bem como diminuir a sua toxicidade.

z

Modificadores da atividade antibiética € um termo usado para substancias que
modulam ou mesmo revertem a resisténcia bacteriana a certos antibidticos, como é o
caso de varios produtos naturais de origem vegetal (extratos e fitoconstituintes) que
alteram a susceptibilidade microbiana a antibiéticos por inibicdo de bombas de efluxo
(OLUWATUYI; KAATZ; GIBBONS, 2004).

3 Antimicrobianos naturais de origem vegetal e seus efeitos na conservagéo

dos alimentos

Um antibidtico é atualmente definido como uma substancia de origem biolégica, semi-
sintética ou sintética que atua especificamente sobre uma etapa essencial do
metabolismo das bactérias ou dos fungos, levando-os a morte ou inibindo o seu
crescimento. Podem ser classificados de acordo com a sua estrutura quimica ou modo

de acéo sobre os microrganismos (WHO, 2000).

z

De acordo com Brull e Coote (1999), € crescente a resisténcia de microrganismos
deteriorantes e patogénicos frente a alguns antimicrobianos usados para a
conservacdo de alimentos como acidos organicos fracos, perdxido de hidrogénio e
agentes quelantes, além da resisténcia aos farmacos comumente utilizados na
medicina humana e veterinaria. Tornando necessérias as pesquisas de novos agentes
antimicrobianos (OSTROSKY, 2008).

Outro fator a ser observado € que a populagédo esta envelhecendo e uma populagéo

mais idosa é também mais susceptivel aos patdégenos alimentares. Tudo isso faz a
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industria de alimentos buscar novos métodos de processamento e conservacao dos
alimentos para substituir os métodos tradicionais como o uso de altas temperaturas,
acidificacdo, congelamento, desidratacdo, adicdo de sal e agentes quimicos. Nos
tltimos anos as tecnologias mais estudadas para a inativagdo de microrganismos
incluem os processos ndo térmicos, como o uso de alta pressdo hidrostatica, pulsos
eletromagnéticos, sistemas de embalagens ativas ou com atmosfera modificada,
compostos antimicrobianos naturais e bioconservagéo (DEVLIEGHERE; VERMEIREN;
DEBEVERE, 2004).

Atualmente é crescente o numero de consumidores que exigem da industria de
alimentos a adog&o de uma politica decrescente no uso de aditivos quimicos sintéticos,
visando a seguranca alimentar, bem como aqueles relacionados ao retardo das agoes
microbianas que conduzem o alimento a um estado deteriorado. Também, seguindo
esta tendéncia e tomando como base a real ou suposta toxicidade de alguns aditivos
quimicos aos consumidores e o0 abuso de utilizacdo destes compostos, 0s aspectos
legislativos da produgéo de alimento tém demandado uma diminui¢do nos indices de

utilizacé@o de aditivos quimicos na industria de alimentos (BRULL; COOTE, 1999).

Por definicdo, condimentos e especiarias sdo produtos aromaticos de origem vegetal
empregados principalmente para conferir sabor aos alimentos, que, além dessa
utilidade, possuem também propriedades antimicrobianas, antioxidantes e medicinais
(SOUZA et al., 2004).

Diversos estudos tém relatado a agédo antimicrobiana de vegetais (HAMMER et al.,
1999; DELLACASSA et al., 1999; BURT, 2004; CARVALHO Jr, 2004; DUARTE et al.,
2005; RIOS; RECIO, 2005; BERTINI et al., 2005; GALLUCCI et al., 2006; OLIVEIRA et
al. 2006; NASCIMENTO et al., 2007; CELIKTAS et al., 2007; HEMAISWARYA; DOBLE,
2009; PALANIAPPAN; HOLLEY, 2010). Sabe-se que todos sdo possuidores de vias
metabdlicas secundérias que dao origem a compostos incluindo alcaldides,
flavonodides, isoflavondides, taninos, cumarinas, glicosideos, terpenos, poliacetilenos,
Oleos, dentre outros, que por sua vez sdo especificos a determinadas familias, géneros
ou espécies vegetais (SOUZA; LIMA; NARAIM, 2003).

Diante deste cenéario, os compostos de natureza vegetal, em especial os Oleos
essenciais e extratos, apresentam um potencial relevante como agentes de inibigdo do

crescimento de microrganismos, mostrando que elementos que se apresentavam
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apenas como vetores de aromas e sabores caracteristicos, atualmente apresentam
uma nova perspectiva de emprego (SOUZA,; LIMA; NARAIM, 2003).

A exemplo tem-se o0 “sistema antimicrobiano natural”, um novo método de conservagéo
de alimentos, que se baseia na aplicacdo do sinergismo de compostos de origem
animal, microbiana e/ou vegetal de comprovados potenciais antimicrobianos, somados
a técnicas fisicas de conservagdo, os quais em conjunto poderiam proporcionar a
formacdo de um ambiente desfavoravel ao desenvolvimento microbiano (SOUZA,
2006).

O maior interesse na area de aplicagdo de extratos e 6leos essenciais de plantas esta
na inibicdo do desenvolvimento e reducdo do niumero de patdégenos mais importantes
de origem alimentar, tais como Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7, e Listeria
monocytogenes (BURT, 2004). E segundo Duarte (2006) extratos e 6leos essenciais de
plantas mostraram-se eficientes no controle do crescimento de uma ampla variedade
de microrganismos, incluindo fungos filamentosos, leveduras e bactérias. Usos préaticos
dessas atividades s&o sugeridos em humanos e animais, bem como na indudstria de

alimentos, auxiliando na conservacdo dos mesmos.

A possibilidade da descoberta de antimicrobianos naturais e sua possivel aplicacéo
pratica na conservagcdo de alimentos tém impulsionado muitos pesquisadores a se
aprofundarem em pesquisas, tomando como base promissores resultados observados
em experimentos in vitro. No entanto, sabe-se que os componentes das matrizes
alimenticias podem, possivelmente, interagir com os principios ativos destes potenciais
compostos antimicrobianos resultando em uma agdo moderada ou pouco significativa
(SOUZA, 2006).

4 Propriedades antimicrobianas do 6leo essencial de alecrim

4.1 Alecrim (Rosmarinus officinalis L.)
O alecrim, pertencente & Familia Lamiaceae, é uma especiaria conhecida desde a
antiguidade por seus efeitos medicinais (Figura 2). Atualmente, diversos estudos tém
apontado tal especiaria como antioxidante e antimicrobiana. E uma das primeiras

espécies da familia a serem identificadas e classificadas (AFONSO et al., 2008).
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E um subarbusto muito ramificado de 0,50 a 1,50 m de altura, sempre verde, com
hastes lenhosas, folhas pequenas, sésseis, finas, opostas e lanceoladas, de flores
azuis ou brancas e sabor picante. A parte inferior das folhas € de cor verde
acinzentada, enquanto a superior é quase prateada. A planta exala aroma forte e
agradavel, sendo uma erva muito usada atualmente. Utilizada com fins culinarios,
medicinais e aromaticos, sendo o 6leo essencial aplicado em cosméticos e perfumaria
(PORTO; GODOY, 2001; LORENZI; MATOS, 2006; MAY et al., 2010). E nativa no
Mediterraneo, cultivada também na Asia Central, india, Sudeste Asiatico, Africa do Sul,
Australia e Estados Unidos. No Brasil sua produgéo se localiza, principalmente, na
regido sul do pais (CARVALHO JUNIOR, 2004).

Figura 2: Folhas de Rosmarinus officinalis L.

A familia Lamiaceae engloba diversas plantas aromaticas, das quais é possivel extrair
Oleo essencial muito cheiroso, que apresenta em sua composi¢cao quimica, complexa
mistura de hidrocarbonetos, alcoois e compostos carbonilicos. E geralmente aceito que
0s Oleos essenciais, secretados pelas glandulas capilares, ao cobrirem as folhas
protegem a planta contra herbivoros e patégenos, enquanto o 6leo secretado pelas
glandulas capilares nas flores serve para atrair agentes polinizadores, no caso da
familia Lamiaceae, principalmente as abelhas (WERKER, 1993).
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O alecrim, nome pelo qual é conhecido em nosso pais, também é popularmente
conhecido como alecrim-de-jardim e alecrim-rosmarino. Seu nome em latim,
“Rosmarinus” significa “o orvalho que vem do mar”, em alusdo ao seu aroma
abundante das praias mediterraneas onde o alecrim crescia e se desenvolvia
espontaneamente. A palavra “officinalis” significa que era uma planta reconhecida pela
pratica médico-herborista (FARIA, 2005).

Existem lendas e tradigcbes a respeito desta planta. Supunha-se que sO crescia no
jardim dos justos e tinha fama de reforgar a memoria, por isso converteu-se no simbolo
da fidelidade, da amizade e da lembranca. Quando faltava incenso nas igrejas, 0
alecrim era queimado como substituto. Os estudantes gregos usavam-no com
frequéncia durante as provas, pois acreditavam em seu poder de reforcar o cérebro e a
memoria, devido a sua acdo dilatadora, aumentando assim, a irrigacdo e exercendo
efeito estimulante (PORTO; GODOQY, 2001).

Na farmacologia é empregado in natura, como outras drogas vegetais ricas em 6leos
volateis, na preparacao de infusbes ou na aromatizagdo de formulas destinadas ao uso
oral. No setor alimenticio, por seu sabor agridoce, ele é utilizado na panificacdo, em
preparagdes que contenham carne, para adornar saladas, em batatas fritas, caldos
verdes, sobremesas, biscoitos, geléias, saladas de frutas, marmeladas e vinhos
quentes. Nos Estados Unidos € utilizado em carnes, aves, peixes e linguicas e no
Marrocos é adicionado & manteiga e a outros alimentos para aumentar a vida-de-
prateleira. (PORTO; GODOY, 2001).

4.2 Oleo Essencial

Historicamente O6leos essenciais de plantas aromaticas, de reconhecidos potenciais
bioativos, sdo utilizados para muitos propdsitos, tais como alimentos, fitoterapicos e

perfumaria.

Os Oleos essenciais, produtos odoriferos e volateis do metabolismo secundario da
planta, ttm uma larga aplicacdo como aromatizante em alimentos e também nas
indastrias de conservantes. Nos Ultimos anos, varios pesquisadores relataram que

monoterpenos ou sesquiterpenos hidrocarbonetos e oxigenados s&o 0s principais
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componentes dos 6leos essenciais que apresentam potencial atividade antimicrobiana
(CAKIR et al., 2004).

Diversas pesquisas tém revelado que a atividade antibacteriana de 6leos essenciais
pode ser influenciada por varios parametros, com destaque para o tipo, composigéo,
concentragdo, processamento e estocagem do 6leo essencial. Por outro lado, o tipo de
microrganismo e composi¢ao do substrato utilizado para crescimento do microrganismo
também podem fornecer resultados distintos para esta propriedade dos 6leos (BERTINI
et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2007).

A composi¢do dos 6leos essenciais das plantas é determinada pela espécie, variedade,
periodo de colheita e tipo de processamento (GUILLEN; CABO; BURILLO, 1996), e
esti diretamente ligada a atividade antimicrobiana do éleo junto a outros fatores, tais
como regido da planta, método de analise, parte da planta utilizada, preparo da
matéria-prima, tipo e condi¢bes de cultivo do microrganismo como: meio de cultura,
concentragdo da substancia testada, agentes diluentes do 6leo, dentre outros fatores
(DELLACASSA et al., 1999; HAMMER et al., 1999; BURT, 2004; CARVALHO JUNIOR,
2004; DUARTE et al., 2005; RIOS; RECIO, 2005; BERTINI et al., 2005; CELIKTAS et
al., 2007; NASCIMENTO et al.,, 2007). Algumas destas interferéncias como tipo de
microrganismo e a regido de cultivo da planta, podem ser observadas no Quadro 1
(Adaptado de BURT, 2004), que apresenta a concentracdo inibitéria minina de 6leo
essencial de alecrim frente a diferentes bactérias associadas a contaminacdo em

alimentos.

De acordo com revisao feita por Porto e Godoy (2001), os monoterpenos estdo
presentes majoritariamente no 6leo essencial de alecrim. Entretanto, mesmo que se
considere os 6leos provenientes dos paises essencialmente produtores como padrbes
internacionais ainda ha discrepancia entre as principais substancias (ora sé&o
hidrocarbonetos, como pinenos, mirceno, canfeno e ora séo oxigenadas, como canfora,
1,8-cineol e borneol). Estes autores relataram também que a fraca atividade
antimicrobiana do 6leo, frente a alguns microrganismos, é devido a auséncia de
ndcleos aromaticos contendo um grupo funcional polar nos principais compostos do

6leo.
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Quadro 1: Compilacdo de dados da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do 6leo
essencial de Rosmarinus officinalis testado in vitro contra bactérias associadas a
contaminagdo em alimentos.

Bactéria testada | CIM (ul/mL) | Origem da planta* Referéncias
Farag at al. 1989; Smith-Palmer
Egito, Reino Unido, et al., 1998; Hammer et al.,
1.>900 | Austrdlia, ltalia, Italia 1999; Pintore et al., 2002;
Escherichia coli Ira, Brasil. Angioni et al., 2004; Gachkar et
al., 2007; Zago et al., 2009.
Salmone_lla >20 Australia Hammer et al., 1999.
typhimurium
Bacillus cereus 0,2 Marrocos Chaibi et al., 1997.
Listeria < . . Gachkar et al., 2007
monocytogenes 02-20 Iré, Reino Unido Smith-Palmer et al., 1998.
Farag at al. 1989; Smith-Palmer
Sthaphviococeus Egito, Reino Unido, et al., 1998; Hammer et al.,
pny 0,4-10 Australia, Italia, Ira, 1999; Pintore et al., 2002; Zago
aureus ;
Brasil et al., 2009.
Pseudomonas - .
aeruginosa >900 Italia Angioni et al., 2004.

* Paises seqiienciados na ordem das referéncias. (Adaptado de Burt, 2004)

Diferentes mecanismos estdo envolvidos na agdo dos O6leos essenciais sobre os
microrganismos. As inibicdes mais freqlentes envolvem componentes fendlicos, que
sensibilizam a bicamada lipidica da membrana celular e alteram a atividade dos canais
de calcio, causando aumento da permeabilidade e liberacdo dos constituintes
intracelulares vitais. Também podem ocorrer danos ao sistema enzimético do
microrganismo envolvido na producdo de energia e na sintese de componentes
estruturais, bem como a destruicdo ou inativagdo de material genético. Os grupos
hidroxilas fendlicos sdo bastante reativos e formam pontes de hidrogénio com sitios
ativos de enzimas-alvo, inativando-as (PORTO; GODOY, 2001).

Segundo Burt (2004) compostos naturais podem agir sobre a célula bacteriana
desintegrando a membrana citoplasmética, desestabilizando a forca proton motriz, fluxo

de elétrons, transporte ativo e coagulando o conteido da célula. No entanto,
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considerando-se o grande numero de diferentes grupos de compostos quimicos
presentes em O6leos essenciais, provavelmente, sua atividade antibacteriana ndo é

atribuivel a um mecanismo especifico, podendo haver outros alvos na célula (Figura 3).

Coagulacéo Forca Préton
Motriz

H+
Perda de

J constituintes
i citoplasmaticos:
[ [netabélitos e

\ G fons

=
e
Parede celular \ ) ‘ _tl\/lelmbraptg
-!W :;un;m&ms;f citoplasmatica

Proteinas da membrana . - //

Figura 3 — Possiveis sitios e mecanismos de acdo de antimicrobianos naturais na célula
bacteriana (Adaptado de Burt, 2004).

O uso do 6leo essencial de alecrim como agente antimicrobiano tém sido relatado por
diversos autores como Svoboda e Deans (1992), Angioni et al. (2004), Oluwatuyi,
Kaatz e Gibbons (2004), Atti-Santos (2005), Santoyo et al. (2005), Bozin et al. (2007),
Gachkar et al. (2007), Tebaldi (2008), Lugman et al. (2009), Van Vuuren et al. (2009),
Zago et al. (2009), Jarrar, Abu-Hijleh e Adwan (2010), Boix et al. (2010), Hussain et al.
(2010).

No entanto, o direcionamento para uma utilizacdo adequada do 6leo essencial pode
estar intimamente relacionado com a sua composicdo. Por exemplo, um 6éleo rico em
canfora pode constituir bom agente antimicrobiano em alimentos, mas outro com
predominancia de 1,8-cineol pode ser preferido para uso terapéutico. Por isso,

determinar a composicdo quimica do 6leo essencial é importante para aproveitar suas
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potencialidades e valoriza-lo comercialmente, visto a caracteriza¢do esté diretamente
ligada com o seu potencial antimicrobiano (PORTO; GODQY, 2001).
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CAPITULO 2

Interacéo sinérgica entre o 0leo essencial de alecrim (Rosmarinus
officinalis L.) e drogas antimicrobianas frente a bactérias isoladas
de alimentos
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RESUMO

As doengas veiculadas por alimentos vém se tornando cada vez mais preocupantes,
em virtude do aumento da resisténcia bacteriana aos farmacos, comumente
empregados nos tratamentos de doencas. Logo, torna-se indispensavel a busca por
novos compostos. Uma alternativa s@o os Oleos essenciais provenientes do
metabolismo secundario das plantas e conhecidos como agentes antimicrobianos.
Diante deste quadro, o objetivo desta pesquisa foi analisar quimicamente o 0leo
essencial das folhas de Rosmarinus officinalis L., avaliar sua atividade antimicrobiana
frente as cepas isoladas de alimentos: Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella
spp. e Escherichia coli e seu efeito sinérgico associados as drogas. O 6leo essencial
(OEA) obtido através de hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger modificado foi
analisado em CG-EM, tendo como principais compostos identificados o a-pineno
(19,8%), B-mirceno (24,2%), 1,8 cineol (22,2%) e verbenona (9,3%). A atividade
antimicrobiana do OEA foi avaliada através do método de difusédo em discos. Todas as
cepas ensaiadas foram susceptiveis a acdo do OEA. A determinacdo da concentragdo
inibitéria minima - CIM do Oleo foi determinada pela técnica de difusdo em &gar -
perfuracdo em pogos, obtendo uma CIM de 40% (v/v) para uma cepa de Salmonella e
uma CIM de 20% (v/v) para as demais. Das sete cepas avaliadas, quatro (duas de
Salmonella e duas de E.coli) apresentaram resisténcia aos farmacos testados. Sendo
submetidas a avaliacdo do sinergismo da ac¢do do OEA associado as drogas. As duas
cepas de Salmonella avaliadas apresentaram susceptibilidade a agdo combinada do
Oleo essencial com os antibidticos B-lactamicos (ampicilina, amoxilina/clavulanato e
cefalotina) e com o nitroimidazodlico (nitrofurantoina). Para as cepas de Escherichia coli,
foi observado efeito indiferente e/ou antagonico na cepa multirresistente MOAS51 para
seis das dez drogas avaliadas. Do total de 19 ensaios, 11 apresentaram efeito
sinérgico, cinco se mostraram indiferentes a associagdo do antibidtico com o OEA e
trés apresentaram antagonismo, exibindo halos de inibicdo menor que a agéo isolada
do antibidtico. Nas condigbes experimentais, os resultados obtidos indicam ser
promissora a utilizacdo de 6leo essencial de alecrim no controle de patégenos de
origem alimentar, bem como a sua associa¢gdo com alguns antibiéticos no controle das
cepas avaliadas.

Palavras-chave: sinergismo, Oleo essencial de alecrim, resisténcia bacteriana,
farmacos.
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ABSTRACT

Foodborne illnesses are becoming increasingly concern because of increased bacterial
resistance todrugs, commonly used in treatments of diseases.Soon, it
becomes indispensable to search for new compounds. An alternative are essential oils
from the secondary metabolism of plants and known as antimicrobials. Given this
context, the aims was chemically characterize Rosmarinus officinalis L. essential oil, to
evaluate its antimicrobial activity against strains isolated from foods: Staphylococcus
coagulase positive, Salmonella spp. and Escherichia coli and its synergistic effect
associated with drugs. The essential oil (EOR) obtained through hydrodistillation in a
modified Clevenger apparatus was analyzed in GC-MS, the main compounds identified
the a-pinene (19.8%), B-myrcene (24.2%), 1,8 cineole (22.2%) and verbenone
(9.3%). The antimicrobial activity of the EOR was assessed by the diffusion method
discs. All strains tested were susceptible to the action of the EOR. The determination of
minimum inhibitory concentration - MIC of the oil was determined by the agar diffusion
method — drilling wells, getting an MIC of 40% (v/v) for a strain of Salmonella and an
MIC of 20% (v/v) for others. Of the seven strains tested, four (two - Salmonella and two
- E.coli) were resistant to the drugs tested. Being submitted to evaluation of the
synergistic action of the drugs associated with EOR. The two Salmonella strains
evaluated were susceptible to combined action of essential oil with B-lactam
antibiotics (ampicillin, amoxicillin /clavulanate and cephalothin) and the nitroimidazole
(nitrofurantoin). To the strains of Escherichia coli, was observed indifferent effect and /
or antagonistic in multidrug resistant strain to MOA51 six of the ten drugs studied. From
a total of 19 trials, 11 showed a synergistic effect, five showed indifferent to the
association of antibiotics with the EOR and three showed antagonism, showing
inhibition zones smaller than the action isolated from the antibiotic. These experimental
conditions, the results show to be promising for the use of rosemary essential oil alone
or combined with antibiotics to control bacteria evaluated.

Key-words: synergism, rosemary essential oil, bacterial resistance, drugs.
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1 INTRODUCAO

Durante anos, as doengas transmitidas por alimentos resultantes do consumo
de alimentos contaminados com bactérias patogénicas e /ou suas toxinas, tem sido de
grande preocupacdo para a saude publica (KIM et al., 1995). Atrelado a este fato,
também é crescente o aparecimento de microrganismos resistentes aos antibiticos,
devido ao seu uso extensivo em préticas terapéuticas em humanos e como promotores
de crescimento e tratamento de doencas infecciosas em animais (BARTON, 2000;
WHITE et al., 2002; SENGELOV et al., 2003). Tal situagcdo aumentou o interesse pelo
uso de compostos antimicrobianos naturais tais como extratos de especiarias e ervas

utilizadas para a conservacéo de alimentos (SHAN et al., 2007).

As doengas infecciosas ainda representam uma importante causa de morbidade
e mortalidade entre os seres humanos, especialmente nos paises em desenvolvimento.
Mesmo as industrias farmacéuticas tendo produzido uma série de novas drogas
antimicrobianas nas Ultimas trés décadas, a resisténcia de microrganismos a essas
drogas aumentou. Em geral, as bactérias tém a capacidade genética para transmitir e
adquirir resisténcia aos farmacos utilizados como agentes terapéuticos (NASCIMENTO
et al., 2000), sendo frequentes os relatos sobre isolamentos de bactérias que eram
reconhecidamente sensiveis as drogas usadas na rotina terapéutica e que se tornaram
resistentes a todas, ou a quase todas, as drogas disponiveis no mercado (SAKAGAMI;
KAJAMURA, 2006).

Devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos na pecuéria, as bactérias
provenientes de animais destinados a alimentacdo frequentemente possuem
resisténcia a uma gama de agentes antimicrobianos comumente utilizados em seres
humanos e é possivel que organismos resistentes possam ser transferidos para o
homem, diretamente através da cadeia alimentar ou indiretamente como resultado da
propagacéo de residuos animais nos campos (GHOSH; LAPARA, 2007;HAMMERUM;
HEUER, 2009).

Tal constatacdo foi observada por Piddock (2002) que detectou em carne de frango,
cepas de Salmonella resistente a fluoroquinolonas, por Oliveira et al. (2005), que
encontrou cepas de Salmonella Enteritidis resistentes a sulfonamidas e nitrofurantoina

em diferentes amostras de alimentos de origem animal. Peterson et al. (2006) também
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relataram a presenca de E.coli resistente a fluoroquinolonas em frango de corte e
Gundogan et al. (2005) encontraram cepas de S.aureus resistentes a meticilina,

bacitracina, penicilina G e eritromicina em amostras de carnes bovina e de frango.

De acordo com Mantilla et al. (2007) a ingestdo de alimentos contendo residuos de
farmacos antimicrobianos pode ocasionar resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
utilizados rotineiramente na terapéutica humana, o que também acaba dificultando o
tratamento de enfermidades infecciosas humanas. Portanto, o desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana em bactérias zoondticas, a exemplo da Salmonella spp. e
E.coli, constitui um risco para a saude publica, pois podem afetar a eficicia do
tratamento em seres humanos (AARESTRUP, 1999).

Embora o setor farmacéutico venha desenvolvendo novas drogas antimicrobianas
tornam-se necessarias pesquisas de novos antimicrobianos naturais, em especial de
origem vegetal, com objetivo de obter um melhor conhecimento das propriedades das
plantas, mesmo das que ja tiveram seu potencial antimicrobiano comprovado, devido
ao aumento de casos de resisténcia bacteriana (SCHELZ; HOHMANN, 2006;
OSTROSKY, 2008).

A interacdo sinérgica entre a associagcdo de antibiéticos com extratos de plantas com
comprovado poder antimicrobiano principalmente frente a microrganismos resistentes,
pode ser uma nova estratégia de tratamento de infec¢des, possibilitando o uso de
drogas antimicrobianas quando esta isoladamente ndo se apresenta de forma eficaz

sobre determinadas linhagens bacterianas (SILVA, 2010).

Muitas plantas tém sido utilizadas em razdo de suas caracteristicas antimicrobianas,
principalmente devido aos compostos bioativos sintetizados no seu metabolismo
secundario, como por exemplo, os compostos fendlicos encontrados em seu 0leo

essencial.

Os dleos essenciais sdo responsaveis por conferir aroma e sabor caracteristico as
plantas e estdo relacionados a atracdo de polinizadores, prote¢@o contra insetos e de
diversas funcdes necessarias a sobrevivéncia da planta (LIMA et al., 2003; SANTOS et
al., 2004). Eles apresentam composigédo complexa, sendo os terpenos considerados a

classe de substancias mais encontrada (SANTOS et al., 2004).
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O alecrim, Rosmarinus officinalis, € uma planta da familia Lamiaceae utilizado
mundialmente como condimento para inUmeros alimentos e possui varias indicacoes
farmacéuticas (CARVALHO JUNIOR, 2004). Seu 6leo essencial é constituido por
hidrocarbonetos monoterpénicos, ésteres terpénicos, linalol, verbinol, terpineol, 3-
octanona e acetato de isobornila, dentre outros compostos (ALONSO, 1998). A sua
composicdo quimica pode apresentar variacdo devido a fatores ambientais e de
manejo da planta, bem como da forma de extragdo e armazenamento, podendo
interferir em sua atividade antimicrobiana (NASCIMENTO et al., 2007).

Moreno et al. (2006) relataram que o alecrim € rico em compostos fendlicos com alta

atividade antimicrobiana contra bactérias Gram positivos e negativas.

Tendo em vista o emprego de 6leos essenciais de especiarias na culinéria, visando
realcar o sabor e aroma de diversos alimentos e o seu reconhecido potencial
antimicrobiano, € salutar avaliar o potencial do 6leo essencial de alecrim frente a
microrganismos comumente associados a infec¢des alimentares, diante da crescente

resisténcia bacteriana.

Estudos sobre a combinacdo de produtos naturais de plantas e drogas sintéticas sao
limitados, porém os resultados apresentados sdo muitas vezes positivos (SILVA, 2010).
Logo, a utilizacdo de agentes antimicrobianos naturais como Oleos essenciais de
plantas, vem a ser uma alternativa eficaz no controle de bactérias resistentes a
antibidticos, seja na inibicdo do microrganismo, seja na interacdo sinérgica com 0s
antibiéticos. Diante deste cenario a presente pesquisa teve por objetivo analisar
guimicamente o 6leo essencial das folhas frescas de Rosmarinus officinalis L., avaliar
sua atividade antimicrobiana frente a cepas de Staphylococcus coagulase positiva,
Salmonella spp. e Escherichia coli isoladas de alimentos e o0 seu efeito sinérgico em

associa¢do com os antibioticos, frente as cepas que apresentaram resisténcia.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo do material vegetal e extragdo do 6leo essencial de alecrim

Aproximadamente 936 gramas de folhas frescas de Rosmarinus officinalis Linn foram
coletadas na regido de Coracdo de Maria (SE) no periodo de julho de 2010, sendo
encaminhadas para o Herbario Alexandre Leal Costa do Instituto de Biologia da
Universidade Federal da Bahia onde foram identificadas botanicamente e catalogadas

com o numero de exsicata 96109.

O Oleo essencial de alecrim (OEA) foi extraido segundo metodologia classica de
hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger modificado, a temperatura de ebulicdo por
trés horas (FARMACOPEIA, 2000). Em seguida, cerca de 950 mg do dleo essencial foi
recolhido e armazenado em recipiente estéril protegido da presenca de luz e a

temperatura de -10 °C até o momento de uso.

2.2 Analise quimica do 6leo essencial por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM)

A andlise qualitativa do 6leo essencial foi realizada utilizando um cromatégrafo gasoso
Shimadzu QP5050 equipado com coluna capilar de silica fundida OV-5 (30 m; 0,25
mm; 0,25 um) acoplado a espectrometro de massa. O espectro de massa foi operado
com a voltagem de ionizacdo de 70 eV e temperatura da fonte 250 °C. A rampa de
aquecimento foi programada a uma taxa de 40 até 180 °C a 4 °C/min e de 180-280 °C
a 20 °C/min e mantido um isoterma por 7min. O gés de arraste utilizado foi o hélio com

um fluxo de 1,0 mL/min.

A identificacdo dos compostos foi feita pela comparagéo de seus espectros de massa
com o banco de dados (Wiley — 229) do CG-EM. Os dados quantitativos foram obtidos
das percentagens das &areas do cromatograma através de normalizacdo (ADAMS,
1989).
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A analise foi conduzida no Laboratério de Cromatografia Gasosa e Espectro de Massa
do Departamento de Quimica Orgéanica e Inorgéanica — DQOI, da Universidade Federal

do Ceara.

2.3 Avaliacéo in vitro do 6leo essencial de alecrim

2.3.1 Cepas teste

Foram utilizadas um total de sete cepas bacterianas isoladas de diferentes fontes

alimenticias, conforme Quadro 1.

As cepas foram cultivadas por 24 horas em meio Trypticase Soy Agar (TSA) a 37°C,
em seguida foram feitas suspensdes bacterianas em solu¢do salina (NaCl a 0,85%
p/v), a qual foi padronizada de acordo com o tubo 0,5 da escala McFarland
correspondendo & concentragdo de aproximadamente 1,5 x 10® UFC/mL (técnica
adaptada de BAUER et al. 1966).

Quadro 1 - Procedéncia das cepas utilizadas.

Bactérias testadas Fonte
— |MOA 46 Frango assado
8_ MOA 51 Frango in natura
L
EC 16 Queijo coalho in natura
E MOA 25 (Enteretidis) Bolo caseiro
g MOA 23 (Infantis) Salame
& SAL.16 (Oranienburg) Queijo coalho assado
(%))
>
()
S SA.06 (Staphquc_occus Queijo coalho in natura
© |coagualase positiva)
N

o1




2.3.2 Triagem - avaliagdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
alecrim

A avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de alecrim foi realizada
através da técnica de difusédo em agar utilizando discos de papel filtro estéril (BAUER et
al.,, 1966). Os discos de 6 mm de didametro foram embebidos com 15pL do Oleo
essencial de alecrim e dispostos sobre placas de Petri contendo 4gar Mueller Hinton
inoculado com as cepas em suspensdo ha concentragdo del0® UFC/mL, conforme
descrito no item 2.3.1. As placas foram incubadas a 37 °C £ 1 °C por 24 horas, para
posterior leitura, em milimetros, do halo de inibicdo. Foi considerado como atividade
antimicrobiana positiva quando observado a inibicdo do crescimento bacteriano com
diametro de halo igual ou superior a 10 mm (SOUZA et al., 2005). O procedimento foi
realizado em duplicata. Em paralelo foi realizado o mesmo ensaio com a cepa teste
frente ao dimetilsulfoxido P.A. (DMSO), solvente utilizado na diluicdo do 6leo essencial

de alecrim, para determinag&o de sua concentragdo minima inibitéria.

2.3.3 Determinacdo da concentragéo inibitéria minima — CIM

Para determinacdo da CIM, utilizou-se a técnica de difusdo em pogos adaptada de
Bauer et al. (1966).

Tubos tipo Falcon contendo 20 mL de &gar Mueller Hinton, previamente fundido a
temperatura de 45 °C foi inoculado com 2 mL de cada cepa teste em suspensao, que
apresentaram resultados positivos na triagem, na concentragéo de 108 UFC/mL, sendo
em seguida vertido sobre placas de Petri estéreis contendo uma fina camada de agar
bacteriolégico a 1%, dispostas com ponteiras estéreis invertidas. Apos a solidificagdo
do meio em capela de fluxo laminar, as ponteiras foram retiradas do agar, formando
assim, pogos com 6 mm de didmetro. Dentro dos pogos foram depositadas aliquotas de
30 pL do Oleo essencial de alecrim diluido em dimetilsulféxido P.A. (DMSO) nas
concentragdes de 500, 400, 300, 200 e 100 pL/mL.
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Em seguida, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, para posterior leitura do
halo de inibicdo, sendo considerada como CIM a menor concentracdo em que foi
observada a inibicdo do crescimento bacteriano com diametro de halo igual ou superior

a 10 mm (SOUZA et al., 2005). Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.4 Avaliagdo da susceptibilidade bacteriana aos farmacos

A avaliacdo da resisténcia bacteriana das cepas foi realizada através da técnica de
difusdo em 4gar (BAUER et al., 1966), utilizando discos comerciais de sensibilidade:
ampicilina - 10 ug; amoxicilina/clavulanato — 30 ug; cefalotina — 30 ug; ciprofloxacina —
05 ug; cloranfenicol - 30 pg; cefotaxima — 30 pg; gentamicina — 10 ug; norfloxacina — 10
Mg; levofloxacina — 05 ug; nitrofurantoina — 300 ug; sulfametoxazol/trimetoprim — 25 ug;
tetraciclina — 30 pg. Os discos foram dispostos sobre placas de Petri contendo agar
Mueller Hinton inoculado com as cepas de Salmonella spp., S.aureus e E.coli na
concentragdo del0PUFC/mL, conforme descrito no item 2.3.1. As placas foram
incubadas a 37 °C £ 1 °C por 24 horas, para posterior leitura do halo de inibic&o. Os
resultados foram expressos em sensivel, intermediario ou resistente aos farmacos,

conforme prescrito pelo fabricante dos discos (D.M.E).

2.5 Avaliagao do sinergismo entre o 6leo essencial de alecrim e antibiéticos

A avaliacdo do efeito sinérgico, da associacdo do 6leo essencial com as drogas
antimicrobianas, frente as cepas que apresentaram resisténcia a acéo isolada dos
antibiéticos, foi realizada através da técnica de difusdo em agar utilizando discos de
papel de filtro estéreis (Adaptado de BAUER et al.,, 1966). Os discos contendo
antibiéticos nas suas respectivas concentra¢cdes foram embebidos com 15 pL da CIM
do dleo essencial, sendo em seguida colocados em placas de Petri estéreis contendo
adgar Muller-Hinton inoculado com as suspensfes bacterianas, conforme descrito no
item 2.3.1. ApOs incubacdo das placas a 37 °C + 1 °C por 24 horas, os halos de
inibicdo formados foram mensurados e os resultados analisados estatisticamente,
comparando-os com o antibiograma controle (item 2.4) — a¢&o isolada dos antibidticos.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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2.6 Andlise estatistica

Para a analise dos resultados da concentracéo inibitéria minima do 6leo essencial de
alecrim, nas concentragdes estudadas e suas interagdes, foi utilizado o teste de Tukey
e para andlise dos resultados de sinergismo - interacdo entre os farmacos e o Oleo
essencial, foi utilizado o teste de Mann-Whitney, sendo os resultados considerados

significativos quando p<0,05 (Software estatistico GraphPad InStat verséo 3.10, 2009).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise quimica do 6leo essencial de alecrim

O rendimento do 6leo essencial obtido por hidrodestilacdo das folhas frescas de
Rosmarinus officinalis Linn. foi de aproximadamente 1,0 % em relagdo ao peso do
material fresco. Através de andlise em CG-EM, dos 25 picos encontrados, foi possivel
identificar 23 componentes presentes no 6leo essencial de alecrim analisado (Tabela
1). Os constituintes majoritarios foram o a-pineno (19,8 %), B-mirceno (24,2 %), 1,8

cineol (22,2%) e verbenona (9,3 %), correspondendo a 75,5 % do total do 6leo (Figura

s U e P

a-pineno B-mirceno verbenona 1,8 cineol

Figura 1: Estrutura quimica dos constituintes majoritarios do éleo essencial de alecrim.

A maior parte dos constituintes identificados no 6leo analisado foram monoterpenos
oxigenados (28%), seguido dos monoterpenos (24%), com destaque para o a-pineno e
B-mirceno e 1,8 cineol e verbenona, compostos em maior propor¢do no 6leo. Estes
resultados corroboram com os estudos de Wang et al. (2008), que caracterizaram 0
Oleo essencial de alecrim proveniente da China, Hussain et al. (2010) do Paquistédo e
de Okoh et al. (2010) da Africa do Sul, que também identificaram os monoterpenos
oxigenados em maior proporgao - 48,74%, 67,0% e 26,98%, respectivamente. Os
achados demonstram que independente da origem da planta, oS monoterpenos
oxigenados estdo presentes no 6leo essencial de alecrim em maior proporcao,
podendo variar quantitativa e/ou qualitativamente devido as particularidades da regido

de cultivo da planta.
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Tabela 1: Composi¢cdo quimica do Oleo essencial extraido das
folhas de Rosmarinus officinalis Linn.

Pico TR Compostos %

1 8.41 a-pineno 19,8

2 8.75 canfeno 2,8

3 8.85 n.i. 0,4

4 9.59 B-pineno 1,1

5 9.87 5-metil 3-heptanona 1,7

6 10.51 B-mirceno 24,2

7 10.73 3-octanol 1,3

8 11.84 1,8 cineol 22,2

9 12.61 vy terpineno 0,4

10 13.66 a-terpinoleno 0,4

11 14.89 eucarvone 0,5

12 15.75 céanfora 3,8
13 2,3,3-trimetil-1,4-

16.74 pentadieno 2,0

14 17.00 terpineno-4-ol 1,1

15 17.89 a-terpineol 2,5

16 18.41 verbenona 9,3

17 20.86 Acetato de bornila 0,9

18 25.60 B-cariofileno 2,3

19 26.63 a-humuleno 0,4

20 30.65 Oxido de cariofileno 0,1

21 35.82 Nerolidol 0,6

22 36.27 Linalol 1,5

23 38.32 B-hisaboleno 0,1

24 38.52 Farnesol 0,2

25 38.78 n.i. 0,5

Monoterpenos 24,0

Monoterpenos oxigenados 28,0

Sesquiterpenos 12,0

Sesquiterpenos oxigenados 12,0

Outros 24,0

TR: tempo de retencao; n.i.. composto ndo identificado

Segundo Knobloch et al. (1989), Denyer; Hugo (1991) e Sikkema; DeBont; Poolman
(1994), citados por Burt (2004), os compostos monoterpénicos presentes no 6leo
essencial exercem sua atividade antimicrobiana sobre os microrganismos através do
rompimento da integridade da membrana das bactérias. Esta acdo € facilitada pela
caracteristica hidrofébica dos Oleos essenciais, que permite a penetracdo de

compostos lipidicos nas mitocondrias e na membrana celular, rompendo a estrutura
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das células, tornando-as assim, mais permeaveis, resultando na saida de moléculas

criticas de dentro da célula e, consequentemente, a morte da bactéria.

Resultado encontrado por Tebaldi (2008) apontam o a-pineno, 1,8 cineol e a canfora
como constituintes majoritarios no 6leo essencial de Rosmarinus officinalis Linn. Boix et
al. (2010) encontraram como principais componentes, dos 23 compostos identificados,
B-pineno (7,0%), mirceno (9,52%), 1,8 cineol (14,02%), canfora (33,17%) e verbenona
(8,6%). Trabalho realizado por Prins et al.(2006) traz a céanfora, 1,8 cineol, a-pineno e
B-mirceno, nessa ordem, como compostos em maior propor¢do no oOleo, resultado

semelhante ao encontrado neste trabalho.

Atti-Santos (2005) encontrou como principais componentes do Oleo essencial de
alecrim, a-pineno (40,55% a 45,10%) 1,8 cineol (17,40% a 19,35%), canfeno (4,73 a
6,06%), verbenona (2,32% a 3,86%) e borneol (2,24% a 3,10%), resultado semelhante
ao encontrado por Svoboda e Deans (1992) e por Santoyo et al. (2005), onde 80% do
Oleo de alecrim avaliado continha a-pineno, 1,8 cineol, canfora, verbenona e borneol.
Estes dltimos autores atribuiram a propriedade antimicrobiana do 6leo essencial de
alecrim a estes compostos, sendo o borneol o mais efetivo. Este composto néao foi
encontrado no Oleo essencial analisado, no entanto, 0s outros compostos
representaram mais de 75% da composigdo. Isso sugere que a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial estudado estd ligada ao sinergismo entre estes
constituintes. Gachkar et al. (2007) também n&o encontraram o borneol na composi¢éo
do ¢6leo estudado, identificaram a-pineno (14,9%), 1,8 cineol (7,43%) e linalol (14,9%)

como compostos majoritarios e associaram a a¢éo antimicrobiana a esses.

Segundo Dellacassa et al. (1999) e Carvalho Jr (2004), variagdes significantes na
composi¢cdo quimica do 6leo essencial de alecrim, dependem da regido de cultivo, do
meétodo de extracdo utilizado, do método de andlise, da parte da planta utilizada (folha
ou planta inteira) e do preparo da matéria prima (in natura ou seca) para obtencdo de
seus extratos. O que explica os diferentes teores dos constituintes e a variagdo da
composicdo, relatados em diversos estudos. Logo, é fundamental que a composi¢ao do
Oleo essencial seja precisamente conhecida, pois, sua composicdo pode variar de
acordo com diversos fatores que podem alterar o teor do principio ativo presente nele
(NASCIMENTO et al., 2007).
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3.2 Triagem - Avaliagcdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
alecrim

As cepas teste de Escherichia coli, Salmonella spp. e Staphylococcus coagulase
positiva foram susceptiveis a agdo do 6leo essencial de alecrim, conforme resultados
apresentados na Tabela 2. N&o foi evidenciada atividade antimicrobiana do DMSO
sobre a cepa avaliada, caracterizando a viabilidade do mesmo como solvente do OEA

para determinagdo da sua concentragdo inibitéria minima.

3.3 Determinacédo da concentracéo inibitéria minina — CIM

Os valores da concentragdo inibitéria minina do 6leo essencial das folhas frescas de
Rosmarinus officinalis L. capazes de inibir o desenvolvimento das cepas de Escherichia
coli - EC16, MOA46 e MOA51, de Salmonella spp. — MOA25 e SAL.16 de
Staphylococcus coagulase positiva — SA06 foi de 200 pL/mL (20% v/v) e para cepa de
Salmonella — MOA23 foi de 400 pyL/mL (40% v/v) (Tabela 2).

Tabela 2: Concentrag&o inibitéria minima do OEA sobre as cepas teste determinada
por difusdo em &gar

Oleo essencial de Rosmarinus

Bactérias OEA bruto officinalis L.(uL/mL)
500 400 300 200 100
G a b c d e
< MOA 46 18 16 15 13 11 9
88 MOAS5I 15 15* 13 13 12° 7°
o a b b b c
a EC 16 21 15 12 12 11 9
[ MOA 25 16 13* 12 10° 10° g
£° MOA23 15 142 12> ¢ 7@ 7
o a b c d e
0 SAL.16 16 16 14 13 11 9
0
2 SA.06 18 13* 148 12° 10° 8¢
b I

Valores mensurados em milimetros. CIM — valores em negrito. Para uma mesma linha, valores seguidos
da mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica entre si (p<0,05).
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Segundo Porte e Godoy (2001) supdem-se que a baixa atividade antimicrobiana
apresentada pelo Oleo essencial de alecrim pode ser justificada pela presenca
majoritaria de a-pineno e B-mirceno que s&o hidrocarbonetos monoterpénicos sem
nacleos aromaticos e grupos funcionais polares, aos quais é atribuido a atividade

antimicrobiana.

Diversas pesquisas tém demonstrado a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
Rosmarinus officinalis L. frente a diferentes microrganismos (SANTOYO et al., 2005
BOZIN et al.,2007; GACHKAR et al., 2007; LUQMAN et al., 2007; ZAGO et al., 2009),
todavia, de acordo com Angioni et al. (2004), Lopez et al. (2005) e Hentz e Santin
(2007) seu poder de inibigdo mostrou-se fraco ou ausente contra bactérias Gram
negativas, quando comparado a agéo contra as Gram positivas e com a atividade de
outros 6leos. Segundo Smith-Palmer, Stewart; Fyfe (1998), Lambert (2002), Bezic et al.
(2003) e Harris (2003), a estrutura da parede celular das bactérias Gram negativas é
constituida essencialmente de um lipopolissacarideo que bloqueia a penetracdo de
6leo hidrofobo e evita o aclUmulo de 6leos essenciais na membrana de células alvo,
conferindo uma maior resisténcia a essas bactérias, por outro lado, os A&cidos
lipoteicdicos e a extremidade lipofilica da membrana celular da bactéria Gram positivas
podem facilitar a penetragdo de compostos hidrofébicos (ULTEE; KETS; SMID, 1999;
COX et al., 2000).

De acordo com Hammer, Larson, Riley (1999), Dellacassa et al. (1999), Burt (2004),
Carvalho Jr (2004), Duarte et al. (2005), Rios e Recio (2005), Bertini et al. (2005),
Nascimento et al. (2007), Celiktas et al. (2007), a acdo antimicrobiana, e
consequentemente a concentracdo inibitéria minima de 6leos essenciais pode sofrer
interferéncias, devido a: regido/periodo de cultivo da planta, método de extragcédo
utilizado, método de anélise, parte da planta utilizada (folha ou planta inteira), preparo
da matéria-prima (in natura ou seca), tipo e condi¢bes de cultivo do microrganismo,
(tempo de incubagéo, temperatura, taxa de oxigénio), meio de cultura, concentragao da

substancia testada, agentes diluentes do 6leo, dentre outros fatores.
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3.4 Avaliagdo da susceptibilidade bacteriana aos farmacos

Os resultados referentes a susceptibilidade das cepas bacterianas frente a acdo de
antibiéticos sdo mostrados na Tabela 3. Observa-se que a cepa de Staphylococcus
coagulase positiva — SA06 foi suscetivel a acdo de todas as drogas testadas e que das
seis cepas Gram negativas, quatro (duas de Salmonella e duas de E.coli) foram
resistentes a acdo de um ou mais farmacos, com destaque para a cepa MOA51,
isolada de frango in natura, que se mostrou multirresistente, pois, dos doze farmacos

testados, somente dois tiveram agao inibitoria satisfatoria.

Tabela 3: Susceptibilidade das cepas bacterianas frente a acdo de diferentes
antibioticos.

, ANTIBIOTICOS
Bactérias
AMP CFL CTX GEN TET CLO SUT CIP AMC NIT LVX NOR

- MOA 51 R R | R R | R R S S | R
8_ MOA 46 S S S S S S S S S S S S
Ll

EC 16 R R S R S R S S S S S S

MOA 25
. (Enteritidiis) S S S S S S S S S R S S
o)
5 MOAZ3 s s s s s s s s s s s s
c (Infantis)
©
(%9}

SAL.16 R R S S S s s s R R S s

(Oranienburg)

[%2)
3
§ S.A.06 S S S S S S S S S S S S
%)
S: Sensivel, I: Intermediario; R: Resistente. AMP: ampicilina-10pug; AMC: amoxicilina/clavulanato-30ug; CFL:

cefalotina-30ug; CIP: ciprofloxacina-05ug; CLO: cloranfenicol-30ug; CTX: Cefotaxima-30ug; GEN: gentamicina-10ug;
NOR: norfloxacina-10ug; LVX: levofloxacina-05ug; NIT: nitrofurantoina-300ug; SUT: sulfametoxazol/trimetoprim-
25ug; TET: tetraciclina-30ug.

A cepa de Salmonella Enteritidis, principal sorotipo associado a salmonelose (SILVA;
DUARTE, 2002, SURESH; HATHA; SCREENIVASA, 2006, DUNKLEY et al., 2009),
apresentou resisténcia somente a nitrofurantoina. Resultado também apresentado por
Oliveira et al. (2005) que evidenciou resisténcia a nitrofurantoina em 52,8% das 91
cepas de Salmonella Enteritidis isoladas de alimentos, aves e humanos. Ja a cepa de
Salmonella Oranienburg, isolada de queijo de coalho assado, foi resistente aos [3-
lactamicos, ampicilina, amoxilina e cloranfenicol, além da nitrofurantoina. Segundo
60



Nero et al. (2007), os antibidticos do grupo dos B-lactamicos sdo comumente utilizados
para tratamento de doencas infecciosas em rebanhos leiteiros, sendo assim 0s mais

frequentemente detectados em leite e derivados.

As cepas de E.coli EC16 e MOASL, isoladas de queijo de coalho e frango in natura,
respectivamente, foram as que mais apresentaram resisténcia frente aos antibioticos
testados. Destas, a cepa isolada de frango (MOA 51) foi a que apresentou resisténcia
(AMP, CFL, GEN, TET, SUT, CIP, NOR) ou sensibilidade intermediaria (CTX, CLO,
LVX) a maioria dos farmacos. Tal resultado condiz com os estudos de Barton (2000),
White et al. (2002), Sengelov et al. (2003) que relatam que o uso indiscriminado de
antibiéticos no tratamento de doencgas infecciosas e como promotores do crescimento
em animais, tem propiciado o aumento da resisténcia das bactérias isoladas destes

animais.

Em trabalho realizado por Gousia et al. (2011) que avaliaram a resisténcia bacteriana
de cepas de Escherichia coli (157), Yersinia enterocolitica (25), Staphylococcus aureus
(57), Enterococcus spp. (57), Salmonella spp. (4) isoladas de carnes cruas e
processadas de frango, suina, bovina e ovina, frente a 19 farmacos utilizados na
terapia humana, a grande maioria das cepas mostraram resisténcia a um ou mais
antibiéticos (E.coli - 85,4%, S.aureus - 90,5%, Y. enterocolitica - 96,0%, Salmonella
spp. - 75,0%). Segundo os autores, tais resultados indicam que a carne pode ser uma
fonte de bactérias resistentes, podendo ser transmitidas para o homem através da
cadeia alimentar. J4& Mayrhofer et al. (2004), constataram em trabalho similar, que a
resisténcia a antibidticos em bactérias entéricas parece ser superior a de patbgenos

encontrados em uma variedade de ambientes.
Sendo as bactérias avaliadas comumente associadas a DVA e os farmacos testados

comumente utilizados no tratamento de toxinfec¢des alimentares, os resultados de

resisténcia encontrados neste estudo e nos relatados tornam-se preocupantes.
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3.5 Avaliagao do sinergismo entre o 6leo essencial de alecrim e antibiéticos

As cepas de Salmonella spp. e E.coli que apresentaram resisténcia ou sensibilidade
intermediéria aos farmacos no item 3.4 foram submetidas a avaliagdo da atividade
sinérgica - acdo combinada dos antibiticos com o Oleo essencial de alecrim. Os

resultados estéo apresentados na Tabela 4.

Analisando os dados, observou-se que do total de 19 ensaios realizados, onze (58 %)
apresentaram susceptibilidade ao efeito sinérgico entre a associacdo do OEA com o
antibiético, cinco (26 %) mostraram-se indiferente e trés (16 %) apresentaram

antagonismo (Figura 2).

Tabela 4: Susceptibilidade das cepas bacterianas de E.coli e Salmonella spp frente a
acdo combinada do OEA a 20% com antibioticos (resultados expressos em milimetros
do halo de inibicdo do crescimento microbiano).

s E.coli Salmonella spp.
gf‘lzfiiﬁ AT;'Sbth'OCSOS MOA 51 EC 16 MOA 25  SAL.16
C T C T C T C T
B-Lactamicos AMP 0 9 0 10 * * 0 9
AMC * * * * * * 8 9
CFL 11 9 14 10 * * 0 9
CTX 21 21 * * * * * *
Quinolonas CIpP 12 11 * * * * * *
LVX 14 13 * * * * * *
NOR 8 7 * * * * * *
Anfenicois CLO 16 12 0 27 * * * *
Aminoglicosideos GEN 0 9 8 23 * * * *
Nitroimidazélicos NIT * * * * 10 22 14 21
Sulfonamidas SUT 0 8 * * * * * *

Tetraciclinas TET 0 9 * *

*Cepa sensivel ao antibiético; C: controle — acao isolada do antibiético; T: tratamento combinado
(OEA+AB). Antagonismo (valores sublinhado) ou Sinergismo (valores em negrito) foi considerado
quando p<0,05. AMP:ampicilina-10ug; AMC:amoxicilina/clavulanato-30ug;  CFL:cefalotina-30pg;
CTX:cefotaxima-30ug;  ClP:ciprofloxacina-05ug; LVX:Levofloxacina-05ug;  NOR:norfloxacina-10ug;
CLO:cloranfenicol-30ug; GEN:gentamicina-10ug;  NIT:nitrofurantoina-300ug; TET: tetraciclina-30y;
SUT:sulfametoxazol/trimetoprim-25ug.
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m Efeito sinérgico
H Efeito indiferente

Efeito antagbnico

Figura 2: Pocentagem do efeito da associacdo do OEA com os farmacos.

De acordo com dados apresentados na Tabela 4, a agcdo combinada do OEA com os
antibioticos B-lactamicos teve efeito sinérgico quando combinado com ampicilina
(MOA51, EC16 e SAL.16) e com cefalotina (SAL.16). A interacdo com
amoxilina/clavulanato, cefotaxima e cefalotina, para MOA51 e EC16, mostrou-se
indiferente ou antagodnica, expressando halos de inibicdo igual ou menor que o controle
— acao isolada do antibiético (Figura 3C, 3D). O mecanismo de acéo deste grupo se da
através da inibicdo da sintese da parede celular, em que o antibiético ira interferir na
sintese do peptideoglicano, responsavel pela integridade da parede bacteriana. No
entanto, para que esta acdo ocorra, 0 antibiético deve: penetrar na bactéria através das
purinas presentes na membrana externa da parede celular bacteriana; ndo deve ser
destruido pelas B-lactamases produzidas pelas bactérias; deve ligar-se e inibir as
proteinas ligadoras de penicilina (PLP) responsaveis pelo passo final da sintese da
parede bacteriana (ANVISA, 2007).

No entanto, as bactérias resistentes aos B-lactamicos podem inibir a atuacdo destes
antibiéticos no seu interior, modificando a estrutura das PLP, produzindo B-lactamases
ou através de mutacdes e modificagcdes nas purinas, proteinas que permitem a entrada
de nutrientes e outros elementos para o interior da célula, diminuindo a permeabilidade
celular. Estes mecanismos podem ocorrer de forma independente ou sinergicamente
(DAZA, 1998; SILVEIRA et al., 2006). Possivelmente, uma destas barreiras foi vencida

pelos antibidticos quando associados com o OEA, tornando as cepas susceptiveis.
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A cepa de Escherichia coli - MOA51, Unica resistente as quinolonas — inibidores da
DNA-girase bacteriana, manteve-se, praticamente, indiferente a agcdo combinada dos
antibiéticos com o OEA. Possivelmente, a quantidade de OEA utilizada, n&o foi
suficiente para vencer a resisténcia da bactéria que, segundo Daza (1998), Silveira et
al. (2006) e Souza, Magnani e Oliveira (2010) esta associada a alteracdo da
permeabilidade a droga pela membrana celular bacteriana, mutagdo cromossémica nos
genes que sdo responsaveis pelas enzimas alvo ou através de mecanismos de
expulsédo que impede o antibidtico de alcangar concentragdes intracelulares suficientes
para atuar como bloqueador de funcbes celulares, devido a hiperexpressdo das

bombas de efluxo.

A combinacdo do OEA com os antibidticos inibidores da sintese protéica bacteriana -
cloranfenicol, tetraciclina e gentamicina, apresentaram efeito sinérgico contras as
cepas de E.coli, com excecdo da acgéo verificada com o cloranfenicol contra cepa de
E.coli- MOA51, que expressou antagonismo, obtendo um halo de inibicdo com 4mm de
didmetro menor que o obtido da a¢éo isolada do antibidtico (Tabela 4). Este resultado
foi semelhante ao encontrado por Silva (2010), em que observaram antagonismo para
E.coli e a droga cloranfenicol. A nitrofurantoina e o sulfametoxazol/trimetoprim, inibidor
da sintese enziméatica bacteriana, através da inativacdo do DNA e inibidor de sintese
do acido tetrahidrofélico, respectivamente, também tiveram efeito potencializado,

quando associados ao OEA na concetracdo de 20 % (v/v).
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Figura 3: Avaliacdo do efeito sinérgico da acdo combinada do OEA com antibidticos
frente as cepas A — SAL.16; B — MOA25; C — EC16; D — MOAb5L1 resistentes a drogas,
pelo método de difusdo em agar.

De acordo com os resultados apresentados, houve sinergismo na maioria das
associacdes do Oleo essencial de alecrim com as drogas testadas (Figura 2). Segundo
Harris (2003) e Zhao et al., (2001) devido a natureza lipidica dos compostos terpénicos
presente no 6leo, hd um melhor transporte do antibiético para dentro da célula

bacteriana, alterando a permeabilidade da membrana citoplasmatica.

Trabalho realizado por Zago et al. (2009) onde foi avaliado o efeito sinérgico entre o
6leo essencial da Rosmarinus officinalis Linn. e cepas de S.aureus e E.coli isoladas de
humanos, sensiveis aos antibiéticos testados, foi verificado sinergismo entre o 6leo e
trés drogas frente as cepas de S. aureus (gentamicina, tetraciclina e sulfazotrim) e
contra as cepas de E.coli (cloranfenicol, cefepime e tetraciclina). Lugman et al. (2007)
avaliaram o potencial antimicrobiano do 6leo com cepas clinicas Gram positivas e

Gram negativas resistentes a drogas, obtendo uma maior atividade contra as bactérias
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Gram positivas, resultado este também obtido por Zago et al. (2009). Nascimento et al.
(2000), utilizaram o extrato etandlico da planta, onde nao foi verificado efeito sinérgico

com os antibitticos frente as cepas estudadas.

Jarrar et al. (2010) avaliaram o uso de extrato etandlico de alecrim em combinagdo com
cefuroxima frente a cepas de Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA),
indicando sinergismo contra todas as cepas MRSA avaliadas. De acordo com estes
autores, 0 mecanismo que rege a acao conjunta de extrato de alecrim e componentes
antibioticos é ainda desconhecido, mas, que pode estar ligado ao grande numero de
diferentes grupos de compostos quimicos presentes nos extratos de alecrim. Em outro
estudo, realizado por Van Vuuren et al. (2009) foram observados perfis antagonicos do
Oleo essencial comercial de alecrim em combinag¢é@o com ciprofloxacina ou anfoteracina

B contra cepas padrdo de S. aureus e Candida albicans.

Em trabalho realizado por Oluwatuyi et al.(2004) onde foram utilizados compostos
presentes no extrato cloroférmico das folhas de Rosmarinus officinalis L. (acido
carnésico e carnosol) para modular a resisténcia de cepas de S.aureus
multiressitentes, foi observado que esses compostos potencializaram a atividade do
antibiético eritromicina em 32 e 16 vezes, respectivamente, contra uma cepa de
S.aureus portadora do mecanismo efluxo resistente a eritromicina. Demonstrando
assim, o potencial antimicrobiano e modulador presente também no extrato das folhas
do alecrim. Todavia, vale ressaltar que a técnica empregada na extracdo, dentre outros

fatores, influencia diretamente na a¢&o antimicrobiana (NASCIMENTO et al., 2007).

Trabalhos em que foram utilizados outros 6leos essenciais e seus compostos isolados,
como eugenol, timol, cavacrol entre outros (GALLUCCI ET AL., 2006; OLIVEIRA et al.
2006; HEMAISWARYA; DOBLE, 2009; PALANIAPPAN; HOLLEY, 2010) em
combinac¢do com drogas contra bactérias Gram positivas e Gram negativas sensiveis e
resistentes a antibioticos, mostraram resultados promissores, demonstrando que em
uma época onde € crescente a resisténcia microbiana aos antibiéticos sintéticos, ha
uma tendéncia para se procurar maneiras de minimizar o desenvolvimento de
resisténcia aos medicamentos existentes, ao invés de se buscar novas drogas mais
potentes (Harris, 2003).
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Embora diversos estudos relatem a atividade antimicrobiana da Rosmarinus officinalis
L. (ANGIONI et al. 2004; OLUWATUY!I et al., 2004; BOZIN et al., 2007; LUQMAN et al.,
2007; Van VUUREN et al., 2009; ZAGO et al., 2009; JARRAR et al., 2010) nenhum
trabalho foi encontrado durante a pesquisa utilizando o 6Oleo essencial da planta
associado a antibiéticos convencionais, visando reverter a resisténcia de bactérias

isoladas de alimentos.

Tendo em vista que as cepas testadas sdo possiveis causadores de doengas
infecciosas, sendo uma delas (Salmonella spp.) a principal causadora de Doengas
Veiculadas por Alimentos em todo o mundo (LOURENCO, et al., 2004), o resultado
encontrado foi muito relevante para a pesquisa, pois, o OEA associando a algumas
drogas, mostrou possuir potencial bioativo frente as cepas resistentes de Salmonella

spp. e E.coli estudadas.

4 CONCLUSAO

De acordo com as condigdes experimentais do presente estudo, os resultados
demonstraram que o Oleo essencial das folhas frescas de Rosmarinus officinalis L.,
possui como constituintes majoritarios o a-pineno (19,8 %), B-mirceno (24,2 %), 1,8
cineol (22,2 %) e verbenona (9,3 %). E que o mesmo apresentou agéo antimicrobiana
frente as cepas de Salmonella, E.coli e Staphylococcus coagulase positiva avaliadas,
obtendo uma concentracdo inibitéria minima variando de 20% (v/v) a 40% (V/V).
Observou-se também, que o 6leo essencial avaliado, associado aos farmacos, foi
eficaz frente as cepas de E.coli e Salmonella spp. resistentes, em 58% dos ensaios. Os
resultados obtidos indicam ser promissora a utilizacdo de 6leo essencial de alecrim em
associacdo com antibidticos convencionais no tratamento de doencas infecciosas de
origem alimentar. Todavia, vale ressaltar que os estudos foram realizados in vitro,
possibilitando pesquisas futuras para avaliar o potencial bioativo do 6leo essencial de

alecrim em combinac¢do com antibioticos utilizando modelos in vivo.
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CAPITULO 3

Avaliacdo antimicrobiana do 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus

officinalis L.) no controle de Escherichia coli multirresistente
inoculada em queijo do tipo “coalho”.
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RESUMO

Diante da busca por alimentos mais saudaveis e microbiologicamente seguros, 0 uso
de dleos essenciais de plantas de conhecido potencial antimicrobiano, vem a ser uma
alternativa promissora como conservador natural, visando impedir a proliferacdo de
microrganismos veiculados por alimentos. A partir deste cenario, objetivou-se avaliar o
potencial antimicrobiano do 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) no
controle de uma cepa de Escherichia coli multirresistente inoculada em queijo tipo
“coalho”. O dleo essencial de alecrim (OEA) foi obtido através de hidrodestilacdo em
aparelho de Clevenger modificado por trés horas, sua concentracdo inibitéria minima -
CIM frente a cepa teste foi determinada pela técnica de difusdo em &gar - perfuragdo
em pogos, obtendo uma CIM de 20% (v/v). A cepa de E.coli - EC 16 isolada de queijo
coalho in natura e resistente a amplicilina, cefalotina, gentamicina e cloranfenicol foi
inoculada em duas amostras de queijo de coalho comercial, na concentracdo de 10°
UFC/mL. Em uma das amostras foi adicionado OEA a 20% (v/v), sendo considerada
amostra Teste e a outra, sem adicdo de OEA, amostra Controle. Ambas foram
porcionadas e submetidas a refrigeragdo, para serem avaliadas nos tempos 0, 24, 48,
72, 96, 120, 144 e 168 horas, através da contagem de E.coli em meio seletivo
cromogénico. Houve uma reducédo 2,3 ciclos logaritmicos nas primeiras 24 horas, na
amostra Teste, a qual manteve este valor no decorrer das 168 horas. Na amostra
Controle houve um aumento de 4 ciclos log na populagdo bacteriana, durante 120
horas de armazenamento. Diante dos resultados, encontrados nas condi¢des
experimentais utilizadas, o 6leo essencial de alecrim demonstrou possuir propriedades
inibitérias frente a cepa de Escherichia coli — EC16 dentro da matriz alimenticia
avaliada. Infere-se que o mesmo pode ser usado no controle de bactérias patogénicas,
todavia, a sua utilizagdo como conservante em alimentos deve ser pautada em andlises
sensoriais.

Palavras-chave: 6leo essencial de alecrim, antimicrobiano natural, controle bacteriano,
queijo coalho.
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ABSTRACT

Before the search for healthier foods and microbiologically safe, use of essential oils
from plants of known potential antimicrobial, has to be a promising alternative to
conservative natural, to prevent the proliferation of microorganisms carried
by food. Aimed to evaluate the potential antimicrobial essential oil of rosemary
(Rosmarinus officinalis L.) in control of a strain of Escherichia coli inoculated in
multidrug-resistant coalho cheese. The essential oil of rosemary (EO) was obtained by
hydrodistillation in a Clevenger apparatus for three hours, its minimum inhibitory
concentration - MIC against strain test was determined by agar diffusion method,
obtaining an MIC 20% (v/v). The strain of E.coli - EC 16 resistant
amplicilina, cephalothin, gentamicin, chloramphenicol, isolated from coalho cheese
in natura, was inoculated in two samples of commercial cheese, in 10° UFC/mL
concentration. One sample was inoculated with 20% EO (v/v), said test sample and
another without the addition of EO, control sample. Both proportionate and were
subjected to refrigeration, to be assessed at 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 and 168 hours,
by counting E.coli in a selective chromogenic. There was a reduction of 2.3
cycles logarithmic in the first 24 hours, the test sample, which kept this value in the
course of 168 hours. In the control sample was a increase of 4 log cycles in bacterial
population during 120 hours of storage. The results showed the rosemary essential
oil has inhibitory activity against a strain of Escherichia coli - EC16, evaluated within the
food matrix, this could be used in control of pathogenic bacteria. However, its use
as preservative in food should be based on sensory analysis.

Keywords: rosemary essential oil, natural antimicrobial, bacterial control, coalho
cheese.
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1 INTRODUCAO

A preocupacdo com microrganismos patogénicos e deteriorantes presentes nos
alimentos tem crescido devido ao aumento de surtos (RAHMAN; KANG, 2009),
causados pela ingestdo de alimentos contaminados por agentes infecciosos ou pela
toxina por eles produzida (BRASIL, 2001a). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(WHO, 2007) é dificil estimar a incidéncia global de doencas de origem alimentar, no
entanto, sé em 2005 foi relatado que 1,8 milhdes de pessoas morreram de doengas
diarréicas. A grande proporcdo desses casos pode ser atribuida a contaminagdo de

alimentos e agua potavel.

Nos paises industrializados a porcentagem da populagéo que sofre de enfermidades de
origem alimentar é cerca de 30% a cada ano. Nos Estados Unidos, por exemplo,
estima-se que ocorrem, aproximadamente, 76 milhdes de casos de doengas veiculadas
por alimentos por ano, resultando em 325.000 hospitaliza¢des e 5.000 mortes (WHO,

2007).

Apesar das diferentes técnicas empregadas para impedir que microrganismos
patogénicos contaminem os alimentos comprometendo sua qualidade e seguranca, as
doencgas veiculadas por alimentos continuam preocupando os agentes de saude
publica (JAY, 2005).

Diversos microrganismos podem ser veiculados por alimentos causando doengas nos
seres humanos, a exemplo de Salmonella spp., Escherichia coli patogénicas,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Campylobacter jejuni,
Shigella dysenteriae dentre outros. Em sua maioria, esta veiculagdo se da por falta de

hébitos higiénicos no preparo, conservacao e manipulagédo dos alimentos.

A conservacéao dos alimentos tem se tornado cada vez mais complexa, uma vez que 0s
consumidores estdo exigindo alimentos mais naturais, com baixos niveis de aditivos
quimicos, com a conveniéncia de uma longa vida de prateleira (LEUSCHNER,;
ZAMPARINI, 2002; DEL CAMPO et al.,, 2003). Consequentemente, a pesquisa por
aditivos naturais, especialmente de origem vegetal, aumentou notavelmente nos
altimos anos (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2004; SOUZA et al., 2008). Tal busca ganha
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maior importancia no tocante a resisténcia que muitos microrganismos tém adquirido
aos antibioticos, devido ao seu uso indiscriminado, tornando essencialmente

necessarios métodos alternativos.

Muitos compostos naturalmente encontrados em especiarias e seus 6leos essenciais
tém demonstrado possuir fungBes antimicrobianas frente a patdégenos de origem

alimentar e por este fato tém sido muito estudadas (SOUZA et al., 2004).

O maior interesse na area de aplicagdo de extratos e 6leos essenciais de plantas esta
na inibicAo do desenvolvimento e reducdo do numero de patdégenos de origem
alimentar, tais como Salmonella spp., Escherichia coli 0157:H7, e Listeria
monocytogenes (BURT, 2004).

A Escherichia coli, bactéria Gram negativa faz parte da microbiota intestinal dos seres
humanos e da maioria dos animais, atuando de forma benéfica no organismo,
suprimindo a multiplicagdo de bactérias prejudiciais e sintetizando uma consideréavel
quantidade de vitaminas. Apresenta sorotipos enteropatogénicos capazes de provocar
sérias enfermidades no homem. A sua transmissdo se da, geralmente, através do
consumo de 4gua ou alimentos contaminados, provocando infec¢cdes do trato
gastrointestinal, causando nauseas, vomitos, dores abdominais, diarréia e em casos

mais graves hemorragia (OLSEN et al., 2000).

Uma das grandes preocupacdes dos 6rgdos reguladores da saude publica estd em
controlar estas enfermidades, tendo em vista que as bactérias tém apresentado

resisténcia & maioria dos farmacos comumente utilizados no tratamento de infec¢des.

Doravante, com o0 aumento da resisténcia bacteriana aos antibiéticos, ha um grande
interesse em investigar os efeitos antimicrobianos de diferentes 6leos essenciais frente
a uma série de bactérias, seja para desenvolver outras classes de antimicrobianos
naturais Gteis no controle de infecgdo ou para a conservacdo do alimento. Assim 0s
Oleos essenciais sdo promissores agentes antimicrobianos naturais com potenciais
aplicagbes na industria de alimentos e farmacéutica no controle de bactérias
patogénicas (RAHAMAN; KANG, 2009).
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Estudos tém mostrado que as plantas da familia Lamiaceae, especial o alecrim,
orégano, sélvia, tomilho e manjericdo, possuem atividade contra muitos patégenos de
origem alimentar (SANTOYO et al., 2005; BOZIN et al.,2007; GACHKAR et al.,2007;
ZAGO et al., 2009; LUQMAN et al., 2007; BARBOSA, 2010).

Rosmarinus officinalis L., popularmente conhecida como alecrim, & utlizado como
condimento alimentar, e pelas suas poderosas propriedades antibacteriana,
antimutagénica e como agente quimiopreventivo  (OLUWATUYI;  KAATZ,
GIBBONS, 2004).

Moreno et al. (2006) relataram que o alecrim € uma fonte rica em compostos fendlicos

com alta atividade antimicrobiana contra bactérias Gram positivas e negativas.

Tais compostos podem ser Uteis no controle bacteriano em alimentos. A exemplo de
queijos com alto teor protéico e &gua livre suficientes para propiciar o desenvolvimento
de microrganismos. Em especial o queijo tipo coalho, que estd comumente associado a
altos indices de contaminacao bacteriana, conforme relatado em diversas pesquisas
(FLORENTINO; MARTINS, 1999; MENDES et al., 1999; LEITE JUNIOR et al., 2000;
LEITE et al., 2002; BORGES et al., 2003; FEITOSA et al., 2003; DUARTE et al., 20053a;
OLIVEIRA et al., 2010).

O queijo coalho é obtido a partir da coagulacé@o do leite, por meio do coalho ou outras
enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela acdo de bactérias
lacteas selecionada, e comercializado, normalmente, com até 10 (dez) dias de
fabricagdo (BRASIL, 2001b).

A sua contaminacdo pode ter origem na matéria prima, principalmente quando o
produto é elaborado com leite ndo pasteurizado, nas etapas de fabricagdo ou apds o
processamento (SOUSA et al., 2006).

Os microrganismos comumente envolvidos séo os do grupo coliformes, Staphylococcus
coagulase positiva e Salmonella spp. cuja presengca sugere producdo em condigoes
de higiene insatisfatoria e/ou decorrente de matéria-prima de ma qualidade, podendo
expor o consumidor a enfermidades de origem alimentar (NASCIMENTO et al., 2001,
DUARTE et al., 2005a).
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Consoante a este cenario, o uso de o6leo essencial vem a ser uma alternativa
promissora no controle de patégenos em queijo de coalho. No entanto, o seu uso
devera ser pautado na composicdo da matriz alimenticia, visto que esta podera
interferir na acdo do 6leo essencial (BURT, 2004). Logo, o desenvolvimento e a
aplicacdo de recursos naturais com atividades antibacterianas nesse tipo de produto,
tornam-se necessarios e Uteis para prolongar sua vida de armazenamento
e potencializar a prevengdo de doencgas veiculadas por alimentos (FERNANDEZ-
LOPEZ et al., 2004).

Diante do exposto, a presente pesquisa teve por objetivo avaliar a acdo do oleo
essencial obtido das folhas frescas de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) no controle de

Escherichia coli multirresistente inoculada em queijo do tipo “coalho”.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao do material vegetal e extragdo do 6leo essencial de alecrim

Aproximadamente 936 gramas de folhas frescas de Rosmarinus officinalis Linn foram
coletadas na regido de Coracdo de Maria (SE) no periodo de julho de 2010, sendo
encaminhadas para o Herbario Alexandre Leal Costa do Instituto de Biologia da
Universidade Federal da Bahia onde foram identificadas botanicamente e catalogadas

com o numero de exsicata 96109.

O Oleo essencial de alecrim (OEA) foi extraido segundo metodologia classica de
hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger modificado, a temperatura de ebulicdo por
trés horas (FARMACOPEIA, 2000). Em seguida, cerca de 950 mg do 6leo essencial foi
recolhido e armazenado em recipiente estéril protegido da presenca de luz e a

temperatura de -10 °C até o momento de uso.

2.2 Avaliagéo in vitro do 6leo essencial de alecrim

2.2.1 Cepateste

A cepa de Escherichia coli - EC 16, isolada de queijo coalho in natura e
multirresistente a: amplicilina (10ug/disco), cefalotina (30 pg/disco), gentamicina
(10pg/disco) e cloranfenicol (30ug/disco), foi cultivada por 24 horas em meio Trypticase
Soy Agar (TSA) a 37°C. A suspenséo padréo foi realizada em solugéo salina (NaCl a
0,85 % p/v), a qual foi padronizada de acordo com o tubo 0,5 da escala McFarland

correspondendo & concentracdo de aproximadamente 108 UFC/mL.

2.2.2 Triagem - Avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
alecrim

A avaliagéo da atividade antimicrobiana foi realizada através da técnica de difusdo em
agar utilizando discos de papel filtro estéril (BAUER et al., 1966). Os discos de 6 mm

de didmetro foram embebidos com 15pL do 6leo essencial de alecrim e dispostos
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sobre placas de Petri descartaveis contendo agar Mueller Hinton inoculado com cepa a
EC16 em suspens&o na concentracdo de10® UFC/mL, conforme descrito no item 2.2.1.
As placas foram incubadas a 37°C+1°C por 24 horas, para posterior leitura do halo de
inibicdo em milimetros. Foi considerado como atividade antimicrobiana positiva quando
observado a inibicdo do crescimento bacteriano com didmetro de halo igual ou superior
a 10 mm (SOUZA et al., 2005). O ensaio foi realizado em duplicata. Em paralelo foi
realizado o mesmo ensaio com a cepa teste frente ao dimetilsulféxido P.A (DMSO),
solvente utilizado na diluicdo do 6leo essencial de alecrim, para determinagdo da

concentragdo minima inibitoria.

2.2.3 Determinacdo da concentracao inibitéria minima — CIM

Para determinacdo da CIM, utilizou-se a técnica de difusdo em pogos adaptada de
Bauer et al. (1966).

Em tubos tipo Falcon contendo 20 mL de &gar Mueller Hinton, previamente fundido a
temperatura de 45°C foi inoculado 2mL da cepa teste em suspensédo, na concentragcéo
de10® UFC/mL, sendo em seguida vertido sobre placas de Petri estéreis contendo uma
fina camada de agar bacteriolégico a 1%, dispostas com ponteiras estéreis invertidas.
Apos a solidificacdo do meio em capela de fluxo laminar, as ponteiras foram retiradas
do &gar, formando assim, pogos com 6 mm de didmetro. Dentro dos pocos foram
depositadas aliquotas de 30pL do 6leo essencial de alecrim diluido em dimetilsulféxido
P.A (DMSO) nas concentrac¢des de 500, 400, 300, 200 e 100 pL/mL.

Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, para posterior leitura do
halo de inibicdo, em milimetros, sendo considerada como CIM a menor concentragdo
em que foi observada a inibicdo do crescimento bacteriano com diametro de halo igual

ou superior a 10 mm (SOUZA et al., 2005). Os ensaios foram realizados em triplicata.
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2.3 Avaliacdo do 6leo essencial de alecrim na matriz alimenticia

2.3.1 Preparo da amostra

O queijo coalho in natura utilizado no experimento foi adquirido no comércio local,
estando o mesmo embalado a vacuo e livre de conservantes na sua composicao,
conforme indicag&o no rotulo, com prazo de validade de trés meses a partir da data de

fabricacdo e de cinco dias, ap6s abertura.

BN

O produto ainda embalado foi submetido a radiagdo ultravioleta em capela de fluxo
laminar por 15 minutos antes de sua abertura. Em seguida, foi porcionado em 10g para
serem utilizados nos tratamentos, e acondicionados em sacos estéreis e submetidos
novamente a radiagdo ultravioleta durante 20 minutos, visando minimizar uma possivel

contaminag&o microbioldgica.

ApOGs esses procedimentos, uma amostra do queijo coalho foi examinada
microbiologicamente, através das seguintes analises: contagem padrdo em placas,
utilizando o meio de cultura dgar para contagem padréo; contagem de Escherichia coli,
em &gar Chromocult (Merck®); contagem de Staphylococcus coagualse positiva, em
adgar Baird Parker e Pesquisa de Salmonella spp., seguindo metodologias de Silva
(2007a).

2.3.2 Determinacdo da acdo antimicrobiana do dleo essencial de alecrim no

controle de E.coli - EC16 em queijo coalho in natura.

Para realizacao do teste da atividade antimicrobiana do OEA na matriz alimenticia, a
suspensao bacteriana teste, obtida conforme descrito no item 2.2.1, foi diluida

seriadamente em agua peptonada 0,1% até a concentragao final 10° UFC/mL.

Em ambiente estéril, as por¢bes de 10 gramas do queijo coalho acondicionados em
sacos estéreis foram inoculadas com 500uL do OEA na concentrag¢ao inibitéria minima
(20% viv) previamente determinada e 500uL da cepa teste a 10° UFC/mL. Ainda
embalado, as por¢des de queijo foram massageadas/maceradas manualmente e
deixadas em repouso por duas horas para melhor aderéncia do in6culo. Apds esse
tempo, os sacos contendo os queijos foram armazenados sob refrigeragéo (8°C + 1°C)

e analisados nos intervalos de 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas, perfazendo um
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total de oito tratamentos, equivalente a sete dias de armazenamento (Adaptado de
SOUZA, 2006; SILVA, 2007B; BISCOLA, 2007).

O mesmo procedimento foi aplicado para o teste controle, com excec¢édo da inoculagéo
do OEA.

Nos tempos estabelecidos, as amostras de queijo coalho foram submetidas a diluigbes
seriadas decimais (10" a 107) em &gua peptonada estéril a 0,1%, seguido de
plaqueamento em agar Chromocult para contagem de coliformes totais e E.coli. As
placas foram incubadas 35-37°C por 24 horas. ApGs este periodo, realizou-se a leitura
das placas. O experimento foi realizado em triplicata e os resultados foram convertidos
em Log de UFC/g de queijo coalho (Adaptado de SOUZA, 2006; SILVA, 2007B;
BISCOLA, 2007; BARBOSA, 2010).

2.4Anélise Estatistica
Para comparar os tratamentos (6leo e controle), concentragdes e suas interacoes, foi

utilizado o teste de Tukey, a nivel de significAncia de p<0,05. Foi utilizado o software
estatistico ASSISTAT verséo 7.6 beta, 2011, licenca gratuita.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1Triagem - Avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de alecrim

A cepa teste Escherichia coli-EC16 mostrou-se susceptivel a agdo do 6leo essencial de
alecrim, conforme resultado apresentado na Tabela 1. Nao foi evidenciada atividade
antimicrobiana do DMSO sobre a cepa avaliada, caracterizando a viabilidade do
mesmo como solvente do OEA para determinacdo da sua concentragdo inibitéria

minima.

3.2 Determinagéo da concentracdo inibitéria minina — CIM

A concentragdo inibitéria minima do 6leo essencial das folhas frescas de Rosmarinus
officinalis L. capaz de inibir o crescimento da cepa de Escherichia coli - EC16 foi de 200

uL/mL, equivalente ao halo de inibicdo de 11 mm de diametro (Tabela 1).

Tabela 1: Concentragcdo inibitéria minima — CIM do OEA sobre EC16 determinada
através da técnica de difusédo em agar.

Concentragao do OEA (pL/mL) Halo de inibigdo (mm)
OEA bruto 21
500 152
400 12°
300 12°
200 11°
100 09°
Valores seguidos da mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica entre si
(p<0,05).

Diversas pesquisas tém demonstrado a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
Rosmarinus officinalis L. frente a diferentes microrganismos (SANTOYO et al., 2005,
BOZIN et al.,2007; GACHKAR et al.,2007; ZAGO et al., 2009; LUQMAN et al., 2007),

todavia, de acordo com Angioni et al. (2004), Lopez et al. (2005) e Hentz e Santin
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(2007) seu poder de inibicdo mostrou-se fraco ou ausente contra bactérias Gram
negativas, quando comparado com a agao frente as Gram positivas e com a atividade
de outros 6leos. Segundo Lambert (2002), Bezic et al. (2003) e Harris (2003), a
estrutura da parede celular das bactérias Gram negativas € constituida
essencialmente de um lipopolissacarideo que bloqueia a penetracéo de 6leo hidréfobo
e evita o acumulo de 6leos essenciais na membrana de células alvo, conferindo uma
maior resisténcia a essas bactérias. No estudo em questéo, o resultado da avaliagcao
da atividade antimicrobiana e da determinagdo do CIM mostrou a susceptibilidade da
cepa Escherichia coli - EC16 frente ao 6leo testado, mesmo esta possuindo resisténcia
a alguns antibioticos. Segundo Burt (2004) considerando-se o grande numero de
diferentes grupos de compostos quimicos presentes em O6leos essenciais,

provavelmente, sua atividade antibacteriana ndo € atribuivel a um mecanismo

especifico, mas ha varios alvos na célula.

De acordo com Hammer, Larson e Riley (1999), Dellacassa et al. (1999), Burt (2004),
Carvalho Jr (2004), Duarte et al. (2005b), Rios e Recio (2005) Bertini et al. (2005),
Nascimento et al. (2007) e Celiktas et al. (2007), a ac&o antimicrobiana e,
consequentemente, a concentragdo inibitéria minima de 6leos essenciais podem sofrer
interferéncias devido a: regido/periodo de cultivo da planta, método de extragéo
utilizado, método de anélise, parte da planta utilizada (folha ou planta inteira), preparo
da matéria-prima (in natura ou seca), tipo e condigbes cultivo do microrganismo,
(tempo de incubagéo, temperatura, taxa de oxigénio), meio de cultura, concentragdo da

substancia testada, agentes diluentes do 6leo, dentre outros fatores.

3.3 Avaliagdo microbiolégica do queijo coalho in natura sem inoculagéo

Os resultados das andlises microbiologicas realizadas na amostra de queijo coalho
antes da inoculagdo da cepa de Escherichia coli estdo apresentados na Tabela 2.
Observa-se que a amostra apresentou auséncia e/ou niveis muito baixos de contagens
dos microrganismos investigados. Logo, pdde-se ressalvar a néo interferéncia de
outras bactérias na amostra, em especial E.coli, visto que a presenca desta e de outros
microrganismos antes da inoculagdo da cepa EC-16 poderia comprometer o0s

resultados do experimento.
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Tabela 2: Analises microbiol6gicas do queijo coalho antes da inoculagio

Analises Resultados em UFC/g *Maximo permitido
2

Coliformes totais <10 **5x102

Escherichia coli < 10? -

Staphylococcus <102 5x10?

coagulase positiva

Salmonella sp. Auséncia Auséncia

Contagem padréo em < 10? -

placas

* BRASIL (2001): RDC n°12, janeiro de 2001; ** Maximo estabelecido para coliformes a 45°C.

3.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de alecrim no
controle da E.coli-EC16 no queijo coalho in natura

De acordo com os resultados apresentados na Figura 1 e Tabela 3, 6leo essencial de
alecrim adicionado ao queijo coalho na concentracdo inibitéria minima encontrada no
teste in vitro (200 pL/mL), propiciou uma redugdo de 2,3 ciclos logaritmicos na
populacdo bacteriana nas primeiras 24 horas, mantendo este valor, praticamente,
estavel no decorrer de todo o experimento, 168 horas. Resultado semelhante ao
encontrado por Mendonga (2004) que avaliou os 6leos essenciais de cravo, manjericdo
e orégano no controle de S.aureus em ricota. Porém, vai de encontro a Mendonza-
yepes et al., (1997), Porte; Godoy (2001), Burt (2004) e Kruger (2006), que relataram
que para se alcancar a mesma ac¢éo antimicrobiana apresentada em estudos in vitro, a
concentragdo de Oleo essencial a ser adicionado no alimento dever4d ser
consideravelmente maior, devido a interferéncia dos ingredientes do alimento na acgéo

do 6leo.

Ao longo das 168 horas (sete dias), pode-se inferir que n&o houve uma redugéo total
da populag&o antimicrobiana na amostra, em virtude da concentragéo do 6leo testada —
CIM, bem como da interferéncia da matriz alimenticia, neste caso em especial o teor de
lipidios presentes no produto — teor de gordura nos sélidos totais de queijo tipo coalho
varia entre 35,0% a 60,0% (BRASIL, 2001b). Em experimento similar realizado por
Kruger (2006) em que utilizou o 6leo essencial de orégano no controle de Listeria

monocytogenes em linguiga frescal, a reducdo microbiana ndo se manteve estavel
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durante o armazenamento do produto, havendo a recuperacédo do patdgeno. A autora
sugere que tal recuperacdo foi possivel devido a forte interferéncia que a matriz

alimenticia possui na atividade antimicrobiana do 6leo.

Embora ndo esteja bem elucidado, a gordura pode formar uma barreira protetora
envolvendo a bactéria e/ou a fracéo lipidica pode absorver o 6leo essencial, inibindo
parcial ou totalmente a sua ag&o contra a bactéria, na fase aquosa (FARBOOD et al.,
1976; AURELI et al., 1992.; PANDIT; SHELEF, 1994; TASSOU et al., 1995; LAMBERT
et al., 2001; MEJLHOLM; DALGAARD, 2002; SILVA, 2007b). Esta suposi¢cdo pode ser
observada nos resultados encontrados por Smith-Palmer et al. (2001), quando testaram
Oleos essenciais de cravo e canela contra Salmonella Enteritidis em queijo com baixo
(16%) e alto (30%) teor de lipidios, obtendo melhor agéo para o queijo com baixo teor

de lipidios para ambos os 6leos.

=
(]

—#—Teste (E.coli-EC16+0EA)
—fli—Controle (E.coli-EC16)

Log 10 UFC/g
(] = ] [*¥] = [9a] [=)] =~ ca [\s]

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h

Figura 1: Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de alecrim frente a cepa de
Escherichia coli- EC16 em queijo coalho durante 168 horas (p<0,05).

Diversas pesquisas tém relatado altos indices de coliformes termotolerantes e
confirmacdo do principal microrganismo indicador deste grupo, Escherichia coli, em
gueijos do tipo coalho (FLORENTINO; MARTINS, 1999; MENDES et al., 1999; LEITE
JUNIOR et al., 2000; LEITE et al., 2002; BORGES et al., 2003; FEITOSA et al., 2003;
DUARTE et al., 2005a; OLIVEIRA et al., 2010), isto evidéncia que esta bactéria,
fermentadora de lactose, facilmente se adapta a matriz alimenticia, rica em lactose.

Pode-se observar este fato analisando a amostra controle, sem adigdo de OEA (Figura
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1), em que houve um aumento de 4 ciclos logaritmicos durante 120 horas de

armazenamento.

Tabela 3: Médias das contagens de E.coli-EC16 no queijo coalho nas amostras
controle e nos tratamentos com OEA.

Queijo Contagem de E.coli - EC16 X tempo

coalho in
natura Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h
Controle 3,0x10°, 3,8x10°, 9,1x10°, 51x10, 6,1x10°, 3,2x10°, 1,7x10% 11 x10°
5 3 3 2,1 4,0 3 3
Tratamento 4,3x10°, 2,6 x10%, 2,0 x10% X10%, X10%, 6,8 x10°%, 7,2 x10% 7.1 x10%,

Valores seguidos da mesma letra, na mesma linha, ndo apresentam diferenca estatistica entre si
(p<0,05).

O uso de 6leos essenciais pode melhorar a seguranga dos alimentos e, especialmente,
a qualidade microbiologica. Rahman e Kang (2009) recomendam aplicar os Oleos
essenciais ou seus compostos como parte de um sistema de barreira, isto é, usa-
los como um componente antimicrobiano juntamente com outras técnicas de
preservacdo. Porte e Godoy (2001) também concluiram, que extratos de alecrim
associados a outros agentes, podem contribuir para o0 controle do crescimento
bacteriano e impedir a rancificagéo de alimentos. Tais observagdes sdo importantes do
ponto de vista organoléptico do uso de 6leos essenciais como agentes antimicrobianos
em alimentos que, segundo (DEL CAMPO et al., 2000) pode limitar sua utilizacdo em
alimentos. Nesta pesquisa nédo se objetivou avaliar sensorialmente o produto, todavia,
esta analise € valida para futuros estudos, tendo em vista que o uso de altas

concentragfes de 6leo essencial podera comprometer a aceitagdo do produto.

Diante da concentrag&o inibitéria minima utilizada no experimento, o 6leo essencial das
folnas de Rosmarinus officinalis foi capaz de reduzir a populagdo da cepa de
Escherichia coli — EC16 em 2,3 ciclos logaritmicos e manter o produto, praticamente,
estivel durante as 168 horas em que foi analisado. Tal reducéo foi significativa, pois,
se aproximou do valor madximo aceitavel de coliformes termotolerantes segundo a
legislagdo RDC n°12/2001 (Brasil, 2001), que estabelece para queijo coalho 5x10?
UFC/g.
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Sendo os 6leos essenciais substancias consideradas GRAS - geralmente reconhecido
como seguro (AL-REZA; RAHMAN; KANG, 2009) e a Escherichia coli uma bactéria
indicadora da qualidade higiénico-sanitaria em alimentos, € de fundamental importancia
que novas técnicas de conservagdo e preservacdo dos alimentos venham a ser

investigadas, a fim de contribuir para seguranga alimentar.

4 CONCLUSAO

Nas condi¢cbes experimentais utilizadas, com base nos resultados obtidos pode-se
concluir que o 6leo essencial das folhas frescas de Rosmarinus officinalis L. possuli
acao inibitéria frente a cepa de Escherichia coli — EC16, in vitro e na matriz alimenticia,
podendo o mesmo ser usado no controle deste microrganismo. No entanto, a sua
utilizagdo como conservante em alimentos deve ser pautada em analises sensoriais, a
fim de avaliar a aceitacdo do Oleo essencial de alecrim como aditivo nos alimentos,

bem como associado a outras técnicas de conservacao.
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CONCLUSOES GERAIS

- O Oleo essencial das folhas frescas de Rosmarinus officinalis analisado, apresentou
como constituintes majoritarios o a-pineno (19,8%), B-mirceno (24,2%), 1,8 cineol
(22,2%) e verbenona (9,3%).

- As cepas bacterianas avaliadas de Salmonella Enteretidis, Infantis e Oranienburg
(MOA25, MOAZ23, SAL16 respectivamente), E.coli (MOA51, MOA46, EC16) e
Staphylococcus coagulase positiva (SA06), foram susceptiveis ao 6leo essencial de

alecrim.

- A CIM do éleo foi 200uL/mL (20% v/v) para as cepas MOA51, MOA46, EC16, SAQG,
SAL16 e MOA25 e de 400uL/mL (40% v/v) para a cepa MOAZ23.

- As cepas MOA51, EC16, MOA25 e SAL16 apresentaram resisténcia frente aos

farmacos testados.

- Houve sinergismo em 58% dos ensaios que avaliou a combinacéo do 6leo essencial

de alecrim com os farmacos, frente as cepas resistentes.

- O dleo essencial de alecrim na concentragdo inibitéria minima (20% v/v) reduziu a

populagéo da cepa EC16 inoculada em queijo coalho, em 2,3 ciclos logaritmicos.

Com base nos resultados apresentados, conclui-se que o emprego do 6leo essencial
de alecrim pode contribuir no controle de bactérias associadas a DVA, tanto no setor

alimenticio, quanto no setor farmacéutico, de forma:

- preventiva, na conservacgao de alimentos, controlando o desenvolvimento bacteriano.
- terapéutica, associado a farmacos, utilizados na medicina humana, visando reverter a

resisténcia bacteriana;

No entanto, ambos os empregos deverdo ser pautados em estudos futuros, tais como:
avaliar se o efeito sinérgico do 6leo essencial de alecrim com os farmacos sera eficaz
em estudo in vivo e analisar sensorialmente o queijo coalho, para avaliar a

aceitabilidade do consumidor.
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ANEXOS

CAPITULO 2
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Figura 1. Extrégéo do 6leo essencial das folhas frescas de alecrim em aparelho Clevenger modificado.
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Figura 2. Cromatograma do Oleo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis L.). Os picos numerados representam o0s
principais compostos encontrados (1- a-pineno, 6 — 3-mirceno, 8 - 1,8 cineol e 16 - verbenona).
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Figura 3. Determinacéo da CIM para a linhagem de E.coli (MOA46, MOA51 e EC16).
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CAPITULO 3

Figura 1. Crescimentoa{;cepa EC16 apos 24h em éf Chromocult — Amostra de queijo coalho
tratada com OEA.

Figura 2. Crescimento da cepa EC16 ap6s 24h em agar Chromocult — Amostra de quéij’o coalho
CONTROLE.



