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RESUMO

Os dleos essenciais tém se apresentado como uma alternativa eficaz para a
conservacao de alimentos devido ao seu poder antimicrobiano. O objetivo deste
estudo foi avaliar a atividade antibacteriana dos Oleos essenciais disponiveis no
comércio da marca Laszlo Aromalandia (S&o Paulo- Brasil), como o de alho
(Allium sativum), cravo-da-india (Eugenia caryophyllata), orégano (Origanum
vulgare ssp. Hirtum) e liméo siciliano (Citrus limonum medica) sobre cepas de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli isoladas do bivalve Anomalocardia
brasiliana e cepas padrdo de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Salmonella cholerasuis. Para isso foi utilizado a técnica de difusdo de disco e
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Em seguida avaliou a atividade
antibacteriana dos 0leos essenciais que apresentaram atividade antibacteriana in
vitro, como o de cravo-da-india (Eugenia caryophyllata) e orégano (Origanum
vulgare ssp. Hirtum) sobre as cepas de Escherichia coli, Salmonella spp. e
Staphylococcus aureus inoculadas artificialmente em amostras de Anomalocardia
brasiliana e armazenadas durante cinco dias sob refrigeracédo avaliar a acdo dos
Oleos essenciais, no vbngole durante o armazenamento sob refrigeracdo. Neste
experimento observou-se que o Oleo essencial de alho apresentou atividade
antibacteriana frente o S. aureus e a S. cholerasuis; ja os 6leos de cravo e
orégano apresentaram atividade frente a todas as bactérias analisadas. O 6leo
essencial de limdo ndo demonstrou atividade antibacteriana. Os resultados
demonstraram a maior eficacia do 6leo essencial de orégano em relacdo ao de
cravo sobre todas as cepas analisadas. Verificou-se que a adicdo do Oleo
essencial reduziu a populacdo de Salmonella spp em 5,6 ciclos logaritmicos nas
amostras de vongole artificialmente inoculados. A acéo do 6leo essencial de cravo
garantiu a inibicdo de Salmonella, E. coli e S. aureus, por no minimo dois dias, sob
refrigeracao.

PALAVRAS-CHAVE: 6leo essencial, cravo, orégano, antibacteriano, vongole.
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ABSTRACT

The essential oils have presented an efficient alternative for food conservation due
to its power antimicrobials. The objective of this study was to evaluate the
antibacterial activity of available essential oils in the commerce of the mark Laszlo
Aromalandia (Sdo Paulo- Brazil), as the of garlic (Allium sativum), glove (Eugenia
caryophyllata), oregano (Origanum vulgare ssp. Hirtum) and lemon (Citrus
limonum medicates) on Staphylococcus aureus and Escherichia coli isolated of the
Anomalocardia brasiliana and standard of Escherichia coli, Staphylococcus aureus
and Salmonella cholerasuis, through the technique of record diffusion and of the
determination of Minimum the Inhibition Concentration (MIC) after that evaluated
the antibacterial activity of oils essential that to present antibacterial activity in vitro,
as of glove (Eugenia caryophyllata) and the oregano (Origanum vulgare ssp.
Hirtum) on Escherichia coli, Salmonella spp. e Staphylococcus aureus inoculated
artificially in samples of Anomalocardia brasiliana and stored during five days
under refrigeration to evaluate the action of essential oils, in Anomalocardia
brasiliana during the storage under refrigeration. In this study it was observed that
the essential oil of garlic presented antibacterial activity front the S. aureus and the
S. cholerasuis; already the oils of glove and oregano had presented activity front to
all the analyzed bacteria. The essential oil of lemon did not demonstrate
antibacterial activity. The results had demonstrated to the biggest effectiveness of
the essential oregano oil in relation to the one of glove on all bacteria analyzed. It
was verified that the addition of the essential oil reduced the population of
Salmonella spp in 5,6 logarithmic cycles in the samples of Anomalocardia
brasiliana inoculated artificially. The action of the essential oil of glove guaranteed
the aureus inhibition of Salmonella, E. coli and S. aureus, per at least two days,
under refrigeration.

KEY-WORDS: essential oil, clove, oregano, antibacterial, Anomalocardia brasiliana
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INTRODUCAO

A industria de alimentos tem passado por constantes pressdes
para que sejam removidos oS conservantes quimicos e adotadas alternativas
naturais para a preservacdo do tempo de vida de prateleira dos produtos
alimenticios.

Desta forma, a industria de alimentos busca opcdes de
substituicdo dos meétodos tradicionais de controle de micro-organismos nos
alimentos, tais como tratamentos intensos de calor, acidificacdo, congelamento,
desidratacdo, adicdo de sal e agentes quimicos. Nos ultimos anos, as tecnologias
mais estudadas sdo as de inativacdo de micro-organismos por métodos nao-
térmicos, como 0 uso de alta pressdo hidrostatica, utilizacdo de pulsos
eletromagnéticos, embalagens ativas ou com atmosfera modificada, utilizacdo de
compostos antimicrobianos naturais e bioconservagao.

O uso de aditivos quimicos é a medida comumente utilizada para
a conservacdo de alimentos, porém a utilizacdo indiscriminada e prolongada de
antimicrobianos quimicos sintéticos tem levado a selecdo de micro-organismos
patogénicos mutantes resistentes a esses compostos, além de reacfes adversas
no organismo humano.

O uso de antimicrobianos de origem natural, comumente
adicionados aos alimentos como condimentos, € uma alternativa eficaz e
econbmica. Estes condimentos s&o obtidos a partir de plantas aromaticas e
especiarias que sao ricas em 0leos essenciais sao caracterizados por uma notavel
atividade antimicrobiana, por esta razédo, seus produtos derivados podem ser
usados para retardar ou inibir o desenvolvimento de micro-organismos
patogénicos e/ou deteriorantes.

Apesar dos recentes avancos nas tecnologias de controle de

patdbgenos em alimentos, ainda hoje se verifica a existéncia de surtos de doencas
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transmissiveis por alimentos principalmente em produtos processados de forma
artesanal, pois sua manipulacdo inadequada contribui para a existéncia de
alimentos potencialmente perigosos, dentre eles os pescados e mariscos.

No Nordeste brasileiro o vongole (Anomalocardia brasiliana) é
conhecido vulgarmente como: berbigdo, papa-fumo, macunin, chumbinho ou
marisco pedra, € um molusco bivalve, que se adapta facilmente as mais diversas
condicbes ambientais, podendo inclusive desenvolver-se em &guas bastante
poluidas. Devido ao seu habito alimentar filtrante, estes animais podem adsorver e
bioacumular em seus tecidos, diversos patégenos humanos, eventualmente
presentes nas aguas e nas areas de cultivo, e uma vez ingeridos crus, mal cozidos
ou manipulados sob péssimas condi¢des de higiene, esses moluscos podem ser
vetores de doencas gastrointestinais. O vongole possui etapas de processamento,
armazenamento e distribuicdo, que sao geralmente realizadas sem nenhum
controle higiénico-sanitario e geralmente a contaminacdo ocorre por falha na
manipulacdo poés-processo, apresentando como uma forma de veiculacdo de
doencas, principalmente oriundas do manipulador favorecendo a ocorréncia de
surtos por micro-organismos e/ou suas toxinas como Staphylococcus aureus,

Escherichia coli e Salmonella spp.

A investigacao sobre novas tecnologias para garantir a inocuidade
do vdngole e consequentemente o aumento da sua estabilidade durante o
armazenamento, o uso de antimicrobianos naturais, pode apresenta-se como uma
alternativa economicamente viavel para se assegurar a qualidade microbioldgica

deste produto.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de 6leos essenciais na conservacdo do vongole

(Anomalocardia brasiliana).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar acdo antibacteriana in vitro dos 6leos essenciais de alho,
limdo, orégano e cravo frente a cepas padrdo de Staphylococcus aureus,

Escherichia coli e Salmonella spp.

Avaliar acdo antibacteriana in vitro dos 6leos essenciais de alho,
limao, orégano e cravo contra S. aureus e E. coli isoladas do vbngole

(Anomalocardia brasiliana).

Determinar a concentracao inibitéria minima dos 6leos essenciais

com atividade antibacteriana.

Avaliar a acdo dos 0leos essenciais com atividade antibacteriana,
frente a micro-organismos inoculados artificialmente no vongole durante o

armazenamento sob refrigeracao.

17



CAPITULO |

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Antimicrobianos em Alimentos

Antimicrobianos alimentares sdo compostos adicionados ou presentes
em alimentos com a funcdo de retardar ou inibir o desenvolvimento microbiano
(TIPPAYATUM e CHONHENCHOB, 2007).

Nas ultimas décadas o processo de conservacdo de alimentos tem se
tornado um tanto complexo, pois na perspectiva dos consumidores requer-se
alimentos mais naturais, livres de aditivos sintéticos, entretanto, apresentando a
conveniéncia de possuir larga vida util e principalmente que sejam indcuos ao
consumidor (BEDIN, et. al., 1999). Seguindo esta tendéncia de mercado, a
legislacdo de alimentos tem progressivamente restringido e/ou limitado o uso de
alguns conservantes quimicos utilizados atualmente em diferentes alimentos, de
tal modo, esta restricdo tem causado problemas a industrias de alimentos, pois a
susceptibilidade de alguns micro-organismos frente a certos antimicrobianos
sintéticos classicos tem diminuido (LEUSCHNER e ZAMPARINI, 2002)

O uso descontrolado de antimicrobianos sintéticos tem sido responsavel
pelo surgimento de cepas microbianas progressivamente mais resistentes a
diferentes compostos antimicrobianos (SOUZA, 2006). Tem-se verificado o
aumento da resisténcia microbianas de cepas isoladas de alimentos, tais como
Staphylococcus aureus, Clostidium perfringens, Bacillus cereus e Salmonella
frente a diferentes antibioticos de uso clinico como: ampicilina, bacitracina,
cloranfenicol e cefalotina (BANERJEE e SAKKAR, 2004). Segundo Burt (2004),

18



varios autores relatam o aumento da resisténcia microbiana a antimicrobianos
convencionais na industria de alimentos, tais como acidos organicos fracos,
peréxido de hidrogénio e agentes quelantes. Sendo assim, a resisténcia
microbiana torna-se um importante impulsionador para a busca de novos
constituintes antimicrobianos para a aplicagdo em alimentos. Baseado nos
resultados observados in vitro varios autores tem se aprofundado nesta
possibilidade da aplicacdo em alimentos (FEY et. al., 2000; LAMBERT et al., 2001;
MENDONCA, 2004; KRUGER, 20086).

Oleos essenciais extraidos de plantas sdo potencialmente ativos frente
muitos patégenos, pois sédo fontes de compostos antimicrobianos e inidmeros séo
os estudos que comprovam a sua atividade contra muitos patégenos de origem
alimentar. Diversos autores tém estudado a atividade antimicrobiana dos
condimentos e/ou especiarias, assim como de seus Oleos essenciais, que
progressivamente tém sido adicionados aos alimentos como aromatizantes
(CHAO e YOUNG, 2000; MENDONCGCA, 2004; SOUZA et al., 2005). Entretanto os
componentes das matrizes alimentares podem, possivelmente, interagir com 0s
principios ativos destes potenciais compostos antimicrobianos resultando em
moderada a néo significante a eficacia do antimicrobiano (MENON e GARG,
2001).

2. Oleos essenciais com atividade antimicrobiana

Os 06leos essenciais sao originados do metabolismo secundario das
plantas e possuem composi¢do quimica complexa, destacando-se a presenca de
terpenos e fenilpropanoides e constituem os elementos volateis contidos em
muitos 6rgaos vegetais e estdo relacionados com diversas funcdes necessarias a

sobrevivéncia vegetal, exercendo papel fundamental na defesa contra micro-
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organismos (SIQUI et al., 2000, GONCALVES et al., 2003). Diferentes partes das
plantas sdo utilizadas para obtencdo do 6leo essencial como flores, folhas,
sementes, raizes, cascas e tubérculos (ARIDOGAN et al., 2002).

As especiarias e seus produtos derivados (extratos, 0leos essenciais,
constituintes quimicos) tem sempre mostrado resultados satisfatorios na inibicdo
de micro-organismos patdogenos oportunistas, patdgenos primarios, deteriorantes
e/ou na inibicdo da producao de toxinas microbianas (KIZIL e SOGUT, 2003).

O uso de Oleos essenciais em alimentos com objetivo de melhorar as
caracteristicas sensoriais € muito comum, porém sua atividade antiviral,
antiparasitica, antitoxigénica, antimicética, inseticida, pesticida e antibacteriana,
guando aplicados em alimentos, é pouco conhecida (BURT, 2004).

Os oOleos essenciais como agentes antimicrobianos apresentam como
principais caracteristicas a sua origem natural e sdo considerados como
possuidores de baixo risco de desenvolvimento de resisténcia microbiana frente a
sua acao. A segunda caracteristica citada toma como base o fato de que os 6leos
essenciais sdo compostos por misturas de componentes, que, aparentemente,
apresentam diferentes mecanismos de atividade antimicrobiana, e desta forma
torna mais dificil a adaptabilidade dos micro-organismos (DAFERERA et al.,
2000).

O método Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) que tem
como objetivo testar a susceptibilidade de utilizacdo de antibiéticos tem sido
modificada para o uso com Oleos essenciais (HAMMER et. al., 1999), porém com
existem diversas adaptacdes que variam desde o meio de cultura até a quantidade
do indculo utilizada (BURT, 2004).

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais é avaliada através da
determinacdo de uma pequena quantidade da substancia necessaria para inibir o

crescimento do micro-organismo-teste; esse valor é conhecido como

Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), porém o método utilizado para a
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determinacdo da CIM varia entre os diversos estudos, sendo um obstaculo para
comparacao entre os mesmos. O método de diluicdo em agar é o mais utilizado,
devido a simplicidade de execucao e ao baixo custo, ja 0 método da micro diluicdo
vem sendo bastante utilizado, principalmente devido a sua sensibilidade e
quantidade minima de reagentes, 0 que possibilita um maior nimero de réplicas
aumentando a confiabilidade dos resultados, porém é importante avaliar os fatores
interferentes, estabelecendo parametros de acordo com a necessidade do método
empregado para a determinagéo do CIM (OSTROSKY et al., 2008).

2.10leo essencial de orégano (Origanum vulgare L.)

O orégano pertence a familia Lamiaceae e tem sido alvo de
muitas avaliacdes quanto as propriedades biolégicas de seu 6leo essencial. Em
alguns 6leos de orégano, o timol é o principal componente que proporciona o
aroma e sabor, em outros o carvacrol € predominante. Além disso, muito tém sido
explorado a respeito da composicdo de seu 6leo essencial, devido a potencial
capacidade antimicrobiana de seus componentes quimicos (REHDER et. al.,
2004; BUSATTA, 2006). Porém, as aplicacdes tecnologicas deste dleo requerem a
estabilizacdo de condicfes ideais, como a susceptibilidade de certas linhagens de
micro-organismos e a concentracdo 6tima de inibicdo dos patégenos (MOREIRA
et al., 2005).

O estudo da atividade antibacteriana do orégano e de seus
diferentes extratos e 6leo essencial tém sido realizado contra bactérias, fungos
patogénicos e deteriorantes. Sahin et al. (2003) conduziram estudo para avaliar a
efetividade antibacteriana do extrato metandlico e do 6leo essencial de orégano
sobre uma série de bactérias de interesse em alimentos, e observaram que o 6leo

essencial foi efetivo na inibicdo de Acinetobacter baumanii, Bacillus macerans,
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Bacillus subtillis, B. meganterium, Clavibacter michiganense, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus e
Streptococcus pyogenes. Os halos de inibigdo observados oscilaram entre 10 e 33
mm de diametro, enquanto que a CIM variou entre 15.62ug/mL sobre A. baumani
e 125ug/mL sobre B. meganterium. Evidenciaram que o 6leo essencial de orégano
possui compostos com potencial antibacteriano.

Sagdi¢ (2003) avaliou a acéao inibitéria do hidrossol de orégano
sobre bactérias patogénicas e observou sua efetividade na inibicdo de
Staphylococcus aureus, E. coli e Yersinia enterocolitica nas concentracfes de 10 e
25mL/100mL foi bacteriostatico, enquanto que nas concentracdes de 50 e
75mL/100mL teve acdo bactericida. Ja Valero e Salmeron (2003) notaram que o
Oleo essencial de orégano (25ug/mL) foi efetivo na extensdo da fase lag da curva
de crescimento de cepas de Bacillus cereus, tornando tal fase 110% mais longa
(tempo de duracdo) quando comparada ao ensaio controle.

Marino et al. (2001) analisando o efeito antimicrobiano de varias
especiarias notaram que o 6leo essencial de orégano foi 0 mais efetivo na inibicdo
de bactérias Gram-positivas em relacdo as Gram-negativas, causando um
alongamento da fase lag além de apresentar-se como eficiente substancia
bactericida, detectado pela ndo recuperacdo de tais micro-organismos apos
reincubacdo em meio de recuperacdo. Dentre as cepas Gram-negativas a E. coli
0157:H7 foi a mais sensivel, enquanto a L. monocytogenes e representantes da
familia Bacilaceae foram as mais sensiveis entre as cepas Gram-positivas
ensaiadas.

Skandamis et al. (2002) observaram que a adicdo de 6leo
essencial de orégano na concentracdo de 0.8% (v/p) em filés de carne bovina
conjuntamente com o uso de embalagens com diferentes concentracées de COa,
O,, N2 e vacuo a uma temperatura de 5°C provocou uma reducdo inicial da
populacdo de Salmonella tiphymurium de 1 a 2 ciclos logaritmicos, partindo-se o

ensaio de um inéculo inicial de aproximadamente 10° UFC/g, além da reducdo da
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flora microbiana indigena dos produtos céarneos. Demonstraram que 0 uso em
conjunto de atmosferas modificadas em baixas temperaturas e 0leo essencial de
orégano poderia ser aplicado na conservacao de produtos carneos.

Nostro et al. (2004) evidenciaram sensibilidade de cepas de S.
aureus e S.epidemidis meticilina resistentes ao 6leo essencial de orégano com
Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) oscilando entre 0.06 e 0.125% (v/v), sendo
todas as cepas ensaiadas sensiveis a tal produto. Chun et al. (2005) observaram a
sensibilidade de cepas de Helycobacter pylori frente ao extrato aquoso e etandlico
de orégano, com a formacgéo de halos de inibicdo de crescimento microbiano de

até 23 mm de diametro.

2.20leo essencial de cravo (Syzygium aromaticum L.)

O cravo-da-india € uma planta arborea, endémica das llhas Molucas e
possui odor fortemente aromatico, sabor ardente e caracteristico. O cravo-da-india
contém 14 a 20% de um Oleo volatil, 10 a 13% de &cido galotanico, acido
oleandlico, vanilina, cromona eugenina, triterpeno, benzaldéido, ceras vegetais,
cetonas, clavicol, resinas, taninos, acido galico, esterdis, esterdis glicosidicos,
kaempferol e quercetina. O 6leo contém eugenol livre (70 a 95%), acetato de
eugenol e 5 a 8% de pB-cariofleno (ROBBERS et al., 1997). Juntos esses
componentes constituem cerca de 99% do 6leo, mas ndo sdo responsaveis pela
sua nota fresca e frutuaria. O eugenol ou 4-alil-2-metoxifenol é um fenol e
encontra-se largamente distribuido no reino vegetal, principalmente como
constituinte dos 6leos essenciais de plantas (BOAVENTURA et al., 2006).

O eugenol, principal constituinte quimico presente na especiaria
apresenta efeitos antiinflamatorio, cicatrizante e analgésico. E comumente
utilizado como antimicrobiano e antifungico, com amplo espectro de acéo contra

Aspergillus niger, Sacchacomyces cerevisae, Candida albicans, Streptococus
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mutans, Mycoderma sp. Lactobacillus acidophilus e Bacilus cereus, entre outras
espécies de bactérias, fungos e leveduras (GUIMARAES et al., 2008).

O mecanismo de acdo do eugenol ocorre em nivel de membrana
plasmética, juntamente com a inativacdo de enzimas e/ou no material genético
celular. E possivel que parte do efeito antimicrobiano do eugenol esteja
relacionado com a sua natureza fendlica (BOAVENTURA et al., 2006).

Hoffmman et al. (1999) avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro de
quatro 6leos essenciais de condimentos e especiarias (canela, cravo, gengibre e
menta) de mesma marca comercial, em trés diferentes concentrac¢des (10,0; 1,0 e
0,1%), sobre cepas de S. aureus, Salmonella enteriditis e constataram que o 6leo
essencial de cravo, na concentracdo de 10,0% inibiu completamente o
crescimento de todos 0s microrganismos testados.

Trajano et al. (2009) investigaram a atividade antibacteriana de 6leos
essenciais de cravo (E. caryophyllata) sobre cepas de cepas de Bacillus cereus
(ATCC 11778), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Escherichia coli (ATCC 8739),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 4362), Listeria monocytogenes (ATCC 7664),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Salmonella enterica (ATCC 6017), Serratia marcencens (ATCC 13880) e Yersinia
enterocolitica (ATCC 9610) e constataram que este 0leo essencial inibiu todas as

bactérias testadas com formacéo de halos de inibicao de até 30 mm de diametro.

2.30leo essencial de alho (Allium sativum L.)

O alho possui varios constituintes quimicos volateis e instaveis, quase
todos derivados organicos do enxofre. Os efeitos bioldgicos do alho estdo
relacionados a presenca dos compostos sulfurados voléateis, entre estes a alicina
(LANZOTTI, 2006). A maioria dos componentes sulfurados ndo esta presente nas

células intactas. Quando o alho € amassado, partido, cortado ou mastigado ocorre
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uma interacdo entre os varios compostos, desencadeando reac¢des quimicas
sequenciais. Quando as células do bulbo sdo rompidas, permite que a aliina entre
em contato com a enzima alinase e em poucos minutos, ocorre a formacao do
composto volatil alicina (SCHULZ et al., 2004)

A alicina, formada a partir da aliina, pela acdo da enzima aliinase possui
propriedades fungicidas, antivirética e antibacteriana frente a véarios micro-
organismos Gram-positivos e Gram-negativos. A alicina é a responsavel pelo odor
caracteristico do alho, esta substancia inibe o desenvolvimento de bactérias
(LANZOTTI, 2006).

Segundo Packer (2007) amostras de 6leo de andiroba, copaiba e alho
ndo apresentaram atividade bacteriostatica e fungistatica frente aos micro-
organismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Candida albicans, o mesmo sugere que uma possivel degradacdo de compostos
com tal atividade, porém ndo foram objetivos do trabalho as analises fisico-
quimicas das amostras, talvez estas seriam a chave para esta incoeréncia nos

resultados obtidos com os 6leos de copaiba e alho.

Ross et al. (2001) evidenciaram que a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de alho, utilizando métodos de difusdo em placa, foi insignificante,
podendo ser devido a natureza hidrofébica e volatil deste 6leo. Em contrapartida,
resultados mostram que exibe consideravel atividade antimicrobiana, quando
testado em culturas liquidas, especialmente quando as precaucdes para minimizar

as perdas de volatilizacdo sdo aplicadas.

25



2.40leo essencial de lim&o (Citrus limon)

O dleo essencial de limdo apresenta na sua composicado compostos
como limoneno, p-cimeno, terpenenol e citral (KUNICKA-STYCZYN et al., 2009).
Estes componentes sdo aprovados para uso em alimentos e contribuem para
conferir alteracdes sensoriais desejaveis aos produtos alimenticios. Caccioni et al.
(1998), ap6s avaliarem a atividade antifungica que dentre os componentes de
Oleos citricos, foi constatado que o limoneno apresentou maior poder inibitorio
dentre os outros componentes dos Oleos citricos como p-cimeno, terpenenol e
citral.

Os estudos relatando o uso do 6leo essencial como antimicrobiano em
alimentos nédo tem sido muito explorado.

Kunicka-Styczyn et al. (2009) estudaram a atividade antimicrobiana dos
Oleos essenciais de lavanda e limdo para uso como cosméticos e constataram a
eficacia do Oleo essencial de limdo em cepas de S. aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Candida sp. e Aspergillus niger.

Kotzekidou et al. (2008) estudaram a eficacia do 6leo de liméo
comerciais em cepas de Escherichia coli 0157:H7, Salmonella Enteritidis,
Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e
Bacillus cereus em amostras de chocolate e contataram que estas cepas foram
inibidas pela presenca do 6leo de limao, sugerindo o uso deste 6leo como uma

barreira para aumentar a vida de prateleira ao produto.

3 Micro-organismos patogénicos
Os alimentos sdo passiveis de contaminacdo por diferentes agentes

etiologicos, podendo levar a doencas por acdo de micro-organismos patogénicos
ou de suas toxinas (STAMFORD et al, 2006), que podem levar ao
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desenvolvimento de doencgas, afetando a saude humana. Doengas veiculadas por
alimentos sdo um dos maiores problemas de saude publica no mundo, sendo
responsaveis por reducdes no crescimento econdmico global. A contaminacdo de
alimentos com patdgenos e seu crescimento, multiplicacdo e/ou producdo de
toxinas € de interesse da saude publica (CARMO, 2008). Para garantir que 0s
alimentos sao microbiologicamente seguros, tanto os manipuladores e o0s
alimentos precisam ser continuamente monitorados. As analises microbioldgicas
refletem as condi¢cdes higiénicas que envolvem a produgdo, armazenamento,
transporte e manuseio além de elucidar a ocorréncia de enfermidades transmitidas
por alimentos (EFSA, 2006).

De acordo com dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2009) no
periodo de 1999 a 2008 ocorreram no Brasil 6.062 surtos de doencgas transmitidas
por alimentos (DTA), com 117.330 pessoas acometidas e 64 6bitos. Os micro-
organismos Staphylococcus spp. e Bacillus cereus séo, respectivamente, o
segundo e o terceiro mais implicados como agentes causadores destes surtos,
sendo a Salmonella spp. 0 micro-organismo responsavel pela maior quantidade de

surtos.

3.1Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria esférica, Gram positiva,
aerobia, mesofila, com uma temperatura minima para a sua proliferagdo a 10°C,
mas sao necessarias temperaturas mais altas para produzir a toxina (>15°C). O S.
aureus é halotolerante e capaz de se desenvolver em meios com atividade de
agua tao baixa como 0,86. Os estafilococos sado capazes de crescer em meio com
até 20% de cloreto de sodio (VIEIRA, 2004; FRANCO e LANDGRAF, 2008), sendo

considerados resistentes aos estresses ambientais, fator que potencializa sua
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patogenicidade e possibilita sua sobrevivéncia em alimentos de origem marinha. A
presenca deste micro-organismo em grande numero costuma indicar praticas
ineficientes de produco e higiene (BEIRAO et al., 2000). O pH minimo para a sua
proliferacdo é 4,5. Estas exigéncias de desenvolvimento acima referidas estao
relacionadas com a proliferacdo em meio laboratorial quando outros fatores séo
otimos. Isto nem sempre é o0 caso nos alimentos onde outros fatores limitantes
podem a atuar conjuntamente. Vale salientar, que as cepas de Staphylococcus
aureus sdo péssimas competidoras e ndo crescem bem na presenca de outros
micro-organismos e pode estar presente no conduto nasal, nos olhos, na
garganta, no trato gastrintestinal e na superficie da pele de homens, onde é mais
frequente nas maos, bracos, rosto e feridas. A partir dessas localiza¢des, o micro-
organismo pode contaminar o alimento direta ou indiretamente (BARROS, 2009;
FRANCO e LANDGRAF, 2008).

Nos surtos de intoxicacdo alimentar por estafilococos foram implicados
um grande numero de alimentos. Os alimentos de origem marinha cozidos
incluem-se entre os alimentos mais frequentemente contaminados por operarios,
ja que se estima que o homem seja a mais importante fonte do S. aureus que
chegam aos alimentos (BARROS, 2009). Na intoxicagdo estafilococica, as
bactérias se multiplicam nos alimentos e produzem uma toxina termoestavel que é
o produto da multiplicacdo da bactéria nos alimentos deixados em temperaturas
inadequadas (FRANCO e LANDGRAF, 2008; MAGNANI, 2001).

A enterotoxina estafilocécica € termoestavel e pode permanecer no
alimento mesmo apdés o cozimento, possibilitando desta forma, a instalagcdo de um
quadro de intoxicacdo de origem alimentar (CARMO et al.,, 2008; BALABAN e
RASOOLY, 2000; CUNHA NETO, 2002).

Algumas linhagens de Staphylococcus produzem a toxina da sindrome

do choque téxico (SANTOS, 2003) cujos sintomas sdo agudos, potencialmente
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fatais e caracterizados por febre alta, descamacédo da pele e hipotensao
(LAMAITA, 2003). Esta sindrome, diferentemente da gastroenterite causada pelas
enterotoxinas, ainda nao foi associada ao consumo de alimentos (RAPINI et al.,
2005). No entanto, sua presenc¢a no alimento pode indicar uma possivel fonte de
veiculacao dessa enfermidade para o homem (SENA, 2000), além de se constituir
em fator de viruléncia da linhagem. Com capacidade de producdo de
enterotoxinas Rapini et al. (2005) constataram a presenca de cepas de
Staphylococcus spp em manipuladores de alimentos e ressaltam a necessidade
imprescindivel da adog¢do de condutas higiénicas e sanitarias durante a

manipulacéo do alimento.

A real freqiéncia da intoxicacdo estafilococica é desconhecida, seja por
erro diagndéstico, por ser similar a outras intoxicac6es (Bacillus cereus); por coleta
inadequada de amostras para testes laboratoriais, exames laboratoriais improprios
ou investigacbes epidemiolégicas inadequadas dos surtos. No estado de Sé&o
Paulo foram notificados 25 surtos por S. aureus, envolvendo quase 200 pessoas,
nos anos de 2001 e 2002 (CVE, 2010).

3.2Escherichia coli

A E. coli € o micro-organismo aerobio mais freqlente no trato
digestorio do homem e dos animais de sangue quente. Uma vez que este micro-
organismo € um componente normal da microbiota fecal, sua deteccdo pode
indicar a possivel ocorréncia de outros micro-organismos que poderiam ser ainda
mais patogénicos para o homem, animais domésticos e selvagens (BARROS,
2009).

s

De acordo com a etiologia, a E. coli é uma enterobactéria Gram

negativa, que possui motilidade, produz indol, ndo produz H,S e uréase e
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fermenta a lactose. As bactérias deste grupo tém a capacidade de continuar
fermentando a lactose com producdo de gas a 44 a 45,5 °C. Nestas condicoes,
90% das cultuas de E. coli sdo positivas, enquanto apenas algumas cepas de

Enterobacter e Klebsiella mantém esta caracteristica (RASZL et al., 2001).

Dentre as cepas de E.coli, entretanto, ha um grupo capaz de
provocar doencas em individuos humanos, dentre elas a E. coli enteropatogénica
(EPEC); a E. coli enteroinvasora (EIEC), a E. coli enterotoxigénica (ETEC) e a E.
coli enterohemorragica (CVE, 2010).

3.3 Salmonella spp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, apresenta-
se como bastonetes curtos, Gram negativo, fermentadores, ndo esporulados, na
maioria movel por flagelos peritriquios (exceto S. gallinarum e S. pullorum), de
metabolismo aerdbio ou facultativamente anaerdbio. A temperatura ideal situa-se
na faixa de 35 a 37 °C, sendo a minima de 5 °C e a maxima de 47 °C. O pH 6timo
para seu desenvolvimento fica préximo de 7,0 e valores superiores a 9,0 e
inferiores a 4,0 sdo bactericidas e, com relacdo a concentracdo de sal, ndo
toleram concentragdes superiores a 9% (JAY, 2002).

Salmonella ssp. tem sido reconhecida como um importante patégeno
zoondtico de importancia econbmica em animais e humanos. A salmonelose
humana é geralmente caracterizada pelo inicio agudo de febre, dor abdominal,
nauseas e as vezes, vomitos. Os sintomas sao leves e muitas vezes a maioria das
infeccbes sdo autolimitadas, durando poucos dias. No entanto, em alguns
pacientes, a infeccdo pode ser mais grave e associada a desidratacdo pode ser
risco de vida. Nesses casos, assim como quando Salmonella provoca infecgéo da

corrente sanguinea, antimicrobianos eficazes sdo essenciais para o tratamento.
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Salmonelose também tem sido associada a sequelas como artrite crénica reativa
(TURGIS et al., 2009; BARROS, 2009; EFSA, 2006).

Este micro-organismo € a principal causa de infec¢cfes transmitidas por
via alimentar humana na América Latina e a carne de aves é um dos principais
veiculos. O reservatorio comum da Salmonella € o trato intestinal de uma ampla
variedade de animais domésticos e silvestres e a transmisséo geralmente ocorre
quando os alimentos sdo mantidos as temperaturas inadequadas de
armazenamento, cozimento inadequado ou contaminacdo pdés-processo. Uma
caracteristica agravante é o processo de abate nos matadouros na América Latina
gue geralmente € manual e rudimentar, e muitas vezes as condi¢cdes de higiene
séo pobres (BARROS, 2009).

Algumas espécies do género Salmonella sdo patogénicas ao homem
como € o caso de S. typhi, responsavel pela febre tiféide, S. paratyphi (A, B e C),
causadora de febre entérica e as demais salmonelas (S. typhimurium, S.
enteritidis, S. bongori, S. choleraesuis, S. nyanza, S. paratyphi, S. virginia), que
causam as enterocolites ou salmoneloses. InUmeros casos de infec¢do alimentar
provocados por Salmonella spp. tém sido descritos, envolvendo os mais variados
tipos de alimentos (FRANCO e LANDGRAF, 2008), sendo esse micro-organismo
um dos mais freqientemente envolvidos em casos e surtos de enfermidades

veiculadas por alimentos, inclusive no Brasil.

Guimaraes et al. (2001) relatam a ocorréncia de um surto de infeccdo
alimentar ocorrido em outubro de 1997 em um restaurante hospitalar da cidade de
Salvador-Ba, Brasil. Na oportunidade foram investigados carne de sol, bolinho de
peixe, arroz, feijao, aipim, melancia e suco de maracuja e constataram apos as
analises a presenca de Salmonella spp. nas amostras de feijdo e de aipim sauté.
Neste mesmo estudo os manipuladores foram submetidos a coprocultura e
verificou-se que todos (100%) eram portadores de Salmonella, 50% com S. typhi,

40% com S. enteritidis, e 10% com Salmonella spp, evidenciando desta forma, a
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ocorréncia de contaminacdo pds-processamento, devido a possiveis praticas de

higiene inadequadas.

Santos e Kupek (2000) descreveram o perfil epidemiologico dos surtos
de infeccao alimentar causada por S. enteritidis no sul do Brasil. A maionese era o
alimento mais freqientemente associado aos surtos, sendo o veiculo responséavel
em quase dois tercos dos casos investigados. Eles descobriram que as
manifestacbes mais freqlentes ocorreram em casa (60%), mas o maior niumero
das infeccbes resultantes da cozinhas industriais (78%). Peresi et al., (1998)
relataram a surtos de salmonelose em S&o Paulo, Brasil. Eles descobriram que
haviam 906 pessoas doentes, incluindo 295 pacientes internados e que 4 tipos de
cepas de S. enteritidis foram isoladas de 80% das amostras de fezes, de 100%
das amostras de alimentos e de 41% dos ovos. Dos surtos, 95% estavam

associados ao consumo de alimentos contendo ovos crus ou mal cozidos.

Além das implicac6es em saulde publica, onde a Salmonella spp. € um
dos principais patdégenos implicados em doencas veiculadas por alimentos (DVA),
particularmente a partir de produtos de origem animal, sua presenca assume
significante importancia mundial, em face da ocorréncia de cepas multirresistentes
a antimicrobianos, estando muitas vezes associada a surtos de DVA em varios
paises, incluindo o Brasil (FLUIT et al.,, 2006). O cenario atual observado é
altamente preocupante tendo em vista a transferéncia concomitante de
plasmideos de viruléncia e de resisténcia antimicrobiana. Observacdes recentes
apontam que os quadros clinicos de maior gravidade sédo determinados por micro-

organismos que apresentam fenotipo de resisténcia antimicrobiana (FAO, 2007).

Os principais sintomas da salmonelose (infec¢cdes nao tiféides) sao
diarréias ndo sanguinolentas, dores abdominais, febre, nauseas e vomitos que
ocorrem, geralmente, 12 a 36 horas apds a ingestdo do pescado contaminado.

Contudo, os sintomas podem variar consideravelmente desde uma doenca grave
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do tipo tiféide com complicacbes mais sérias até uma infeccdo assintomética
(BARROS, 20009).

4 Micro-organismos patogénicos em mariscos

Os moluscos adaptam-se facilmente as mais diversas condi¢cdes
ambientais, podendo inclusive desenvolver-se em &guas bastante poluidas.
Devido ao seu habito alimentar filtrante, estes animais podem adsorver e
bioacumular em seus tecidos, diversos patégenos humanos, eventualmente
presentes nas aguas de cultivo, tais como virus entéricos, bactérias, protozoarios
e helmintos (RIGOTTO, 2003). Na costa brasileira ndo ocorre controle da extracao
do vongole, que é coletado de maneira rudimentar (ARAUJO, 2001; NANDI,
2005). A qualidade do ambiente onde sdo cultivados ou extraidos determina os
requisitos de qualidade dos moluscos bivalves e a garantia de um produto
saudavel e seguro para o consumidor (ORBAN et al., 2006).

Segundo Bispo et al. (2004), a exploracédo do vongole néo conta
com procedimentos tecnolédgicos eficientes e capazes de conferir seguranca ao
produto, submetido a um rapido processo de coccao, retirado de sua concha e
acondicionado em saco plastico, para depois ser transportado sob congelamento e
comercializado em feiras-livres e supermercados.

A legislacdo brasileira, através da Resolugdo RDC n° 12 de 2 de
janeiro de 2001 que trata do Regulamento Técnico sobre os Padrdes
Microbiol6gicos para Alimentos estabelece para a carne de moluscos bivalves
cozidos, temperados ou nao, industrializados resfriados ou congelados os
seguintes padrdes: estafilococos coagulase positiva até 10° UFC/g, coliformes a
45°C/g até 5x10 NMP/g e auséncia de Salmonela spp. em 25g de amostra
(BRASIL, 2001).
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A contaminacéo dos mariscos por Salmonella, devido a sua proliferacéo
em aguas poluidas, tem sido um problema em muitas partes do mundo. Em um
trabalho de revisdo, foram apresentados resultados obtidos em camardes tropicais

de cultivo que, freqlientemente, encontram-se contaminados com Salmonella.

Uma vez ingeridos crus, mal cozidos ou manipulados sob
péssimas condi¢cbes de higiene, esses moluscos podem ser vetores de doencas
transmissiveis pela agua tais como febre tiféide, salmonelose, cllera e hepatite
viral do tipo A (TIRELLI, 2004).

Pereira et al. (2006) avaliaram a qualidade microbiolégica de 90
amostras de ostras da espécie Crassostrea gigas cultivadas e comercializadas na
regido litoranea de Floriandpolis-SC, Brasil, através da contagem de coliformes a
35°C e 45°C, Escherichia coli e estafilococos coagulase positiva e da pesquisa de
Salmonella sp, Vibrio cholerae e Vibrio parahaemolyticus. N&o foram encontrados
Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus e Salmonella spp. Apenas uma amostra
estava contaminada com estafilococos coagulase positiva e contagens de
coliformes a 35°C e a 45°C acima do limite preconizado pela legislacéo,

evidenciando-se contaminagao tanto no local de cultivo quanto no local de venda.

5 Caracterizagdo do vongole (Anomalocardia brasiliana)

O vbngole, Anomalocardia brasiliana, pertence ao filo Mollusca;
classe Bivalvia; sub-classe Lamellibranchia; familia Veneridae; género
Anomalocardia; espécie Anomalocardia brasiliana. Tem brilho vitreo e coloracéao
amarelada, apresentando frequentemente manchas ou faixas sinuosas cinza-
escuras, de interior porcelanoso, muitas vezes com manchas acinzentadas na
regido posterior (BOFFI, 1979).
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Estes animais sdo encontrados desde as indias Ocidentais até o
Uruguai, ocorrendo ao longo de toda costa brasileira. Vive préximo das zonas
entre-marés em praias abrigadas, com agua calma, sem arrebentacdo. Animais de
diversos tamanhos vivem juntos em fundos arenosos, enterrados a pequenas
profundidades (BOFFI, 1979; AVIEIRO, 2007).

Por ser um bivalve euritérmico (suporta a ampla variacdo de
temperatura ambiente), com grande resisténcia a deficiéncia de oxigénio, e
crescimento rapido, a espécie forma bancos naturais com biomassas significativas
em habitats com elevada variabilidade temporal em parametros ambientais como
salinidade, temperatura e oxigénio dissolvido na agua. A espécie sobrevive até
240 horas em condicbes de anorexia com temperatura limite de 42°C,
caracteristicas essas que faciltam a exploracdo humana, transporte e
comercializacdo da espécie (ARRUDA et al., 1982).

O vobngole apresenta habito alimentar suspensivoro, onde o
alimento provém de um fluxo de agua que passa através da cavidade do manto,
pelas branquias ciliadas. Estas sédo alargadas, pregueadas e funcionam como um
filtro, concentrando particulas organicas, algas microscépicas e organismos
planctdnicos que servem como alimento para o animal (WARD et al., 1996).

Estes moluscos sédo encontrados nos ambientes de manguezal do
Brasil e servem de fonte de renda para diversas familias das populacbes
litordneas que vivem do extrativismo do mangue. Em geral as mulheres e criancas
€ que se envolvem em sua coleta e vendem em feiras livres e a falta de condi¢des
higiénico-sanitaria na forma como o véngole é coletado, distribuido e vendido
tenham como consequéncia a perda de qualidade causada por micro-organismos,
apresentando risco aos consumidores devido a presenca de toxinas microbianas

e/ou seus agentes patogénicos ( DANTAS, 2009).
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CAPITULO Il

AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS OLEOS
ESSENCIAIS DE OREGANO, ALHO, CRAVO E LIMAO FRENTE AS
BACTERIAS PATOGENICAS ISOLADAS DE VONGOLE

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antibacteriana dos 6leos essenciais
de cravo, limdo, orégano e alho sobre cepas de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli isolados de Anomalocardia brasiliana e cepas padrdo de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella cholerasuis, através da
técnica de difusdo de disco e da determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM). Neste estudo observou-se que o Oleo essencial de alho apresentou
atividade antibacteriana frente o S. aureus e a S. cholerasuis; ja os 0leos de cravo
e orégano apresentaram atividade frente a todas as bactérias testadas. O Oleo
essencial de limao ndo demonstrou atividade antibacteriana.

Palavras-chave: 6leo essencial, vingole, atividade antibacteriana

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the antibacterial activity of essential oils
of clove, limon, oregano and garlic several species of bacteria like Staphylococcus
aureus and Escherichia coli isolated of Anomalocardia brasiliana and bacteria
standard of Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Salmonella cholerasuis,
through diffusion test and the Minimum Inhibitory Concentration (MIC). In this study
it was observed that the garlic essential oil presented antibacterial activity front the
S. aureus and the S. cholerasuis, already the oils of clove and oregano had
presented activity front to all the analyzed bacteria. The essential oil of lemon did
not demonstrate antibacterial activity.

Key-words: essential oil, Anomalocardia brasiliana, antibacterial activity
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1. INTRODUCAO

As propriedades biolégicas dos 0Oleos essenciais extraidos de plantas
aromaticas e medicinais tém sido exploradas ha muitos anos e atualmente, o uso
de compostos antimicrobianos naturais tem se intensificado com o propdsito de
serem aplicados na conservacdo de alimentos (DORMANS e DEANS, 2000;
BURT, 2004; KRUGER, 2006; BUSSATA, 2007).

Os condimentos sédo de origem vegetal e frequentemente utilizados
para conferir sabor agradavel aos alimentos, no entanto, sdo ricos em O6leos
essenciais, que sao misturas naturais complexas de metabdlitos secundarios
volateis, podendo ser isolados de plantas por arraste a vapor. Estes Oleos
essenciais sdo formados por mais de cem componentes, responsaveis por seu
sabor (NASCIMENTO et al., 2007) e a sua utilizacdo como antimicrobiano tem
sido bastante pesquisada por se tratar de substituinte mais seguro para

conservacao dos alimentos quando comparados aos aditivos quimicos.

Além dos condimentos como agentes antimicrobianos, a utilizacdo de
sumos de frutas e hortalicas utilizados na dieta, apresentam-se como possibilidade
para o desenvolvimento de uma terapéutica simples no combate a doencas
infecciosas repercutindo na qualidade de vida de milhdes de consumidores além

do impulso técnico, cientifico e financeiro (ARAUJO, 2007).

Segundo Souza (2006), uma das maiores dificuldades para o uso de
antimicrobianos em alimentos sdo as barreiras necessarias para se regularizar o
uso deste como aditivo, mas em paises como o0s Estados Unidos varios
componentes de Oleos essenciais sdo registrados para uso como flavorizantes em
alimentos. No Brasil, substancias utilizadas como aromatizantes naturais em
alimentos s&o isentos de registro no Ministério da Saude e sua utilizacdo é
permitida (BRASIL, 2000). Estes flavorizantes séo considerados como nao tendo

nenhum risco para a saude dos consumidores como o carvacrol, carvona,
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cinamaldeido, citral, eugenol, mentol, timol, p-cimeno, limoneno, entre outros
(SKANDAMIS e NYCHAS, 2002). Porém substancias como metil eugenol e
estragol sdo considerados toxicos e tem sua inclusdo proibida em alimentos
(BURT, 2004).

Vérios condimentos e especiarias sdo bastante conhecidos pelo seu
poder bactericida. Dentre estes condimentos, destaca-se o alho, sendo sua
atividade antimicrobiana descrita por varios autores e esta caracteristica é devido
a acao da alicina (BURT, 2004; MENDONCA, 2004; PEREIRA et al., 2008). Em
estudo, Indu et al. (2006), constataram que o alho apresentou excelente atividade
antibacteriana nas concentracdes de 100%, 75%, 50% e 25% frente a todos os
sorovares de Escherichia coli.

Em produto altamente perecivel torna-se indispensavel a acdo de
agentes antimicrobianos para preservar a sua qualidade e seguranca por um
longo periodo de tempo, além disso, do ponto de vista sensorial a combinacéo de
aromas como alho e outros condimentos é uma pratica tempero comum na Europa
e na América Latina que é bem aceito pelos consumidores e em estudos
comprovaram a eficacia deste produto para a conservacao de alimentos (AYALA-
ZAVALA et al., 2009).

Bernbom et al. (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana do cloreto
de sabdio, acido latico e extrato de alho sobre micro-organismos patogénicos em
produto de peixe fermentado e constaram que o0 extrato de alho, nas
concentracdes de 0 ate 10% nao apresentava atividade inibitoria sobre Salmonella
enterica serovar Enteritidis, no entanto Vibrio spp. foi inibido com 1,0-1,5% deste

extrato.

Bodini et al. (2009) estudaram a atividade do extrato de alho sobre o
guorum-sensing (QS) dos micro-organismos Escherichia coli, Agrobacterium

tumefaciens, Chromobacterium violaceum, Pseudomonas sp e Pseudomonas
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chlororaphise e constataram o poder inibitorio deste extrato no desenvolvimento
destes micro-organismos. Os 6leos essenciais como novo principio antibacteriano,
devido a sua atividade anti-QS pode ser importante na reducédo da patogenicidade

de bactérias resistentes aos medicamentos in vivo (KHAN et al. 2009).

Dentre outros 6leos essenciais com propriedades antimicrobianas,
destaca-se o cravo (Eugenia caryophyllata), que € conhecido por seu poder
anestésico, analgésico local, anti-inflamatério, e efeitos antibacterianos
(HEMAISWARYA e DOBLE, 2009). Enquanto o 6leo essencial do lim&o (Citrus
limon L.) que possui como principais constituintes o limoneno, B - pineno, y —
terpineno e 2% citral (neral e geranial), tem como seus constituintes com atividade
antibacteriana sobre as bactérias E.coli e S. aureus constatada, o limoneno e o
citral (MISHARINA e SAMUSENKO, 2008; SCHUCK et al., 2001)

O presente trabalho teve como objetivo determinar a atividade
antimicrobiana in vitro e determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) de
quatro éleos essenciais (orégano, cravo, limédo e alho) da mesma marca comercial

sobre micro-organismos cepas-padrao ATCC e isolados de alimentos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1Micro-organismos

Foram testados Staphylococcus aureus e Escherichia coli isolados do
vongole (Anomalocardia brasiliana), obtidos do projeto “Avaliagao microbioldgica e
apoio a melhoria na qualidade de mariscos processados e comercializados por
"mariscadeiras", da Baia de Todos os Santos” desenvolvido no Laboratério de
Pesquisa em Microbiologia dos Alimentos da Faculdade de Farmacia da

Universidade Federal da Bahia. Também foram utilizadas bactérias cepas padrao
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ATCC (American Type Culture Collection): Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Salmonella cholerasuis (ATCC 10708) do
banco de cepas do Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia Clinica (LPMC) da
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal da Bahia. Todas as bactérias
foram armazenadas sob congelamento em freezer a temperatura de -20°C e 24
horas antes da realizacdo do experimento, foram repicadas em agar de Soja
Tripticaseina (TSA) e incubados a 35°C.

2.20leos essenciais

Foram testados 0Oleos essenciais disponiveis no comércio da marca
Laszlo Aromalandia (S&o Paulo- Brasil), como de alho (Allium sativum), de cravo
botdes (Eugenia caryophyllata), de orégano (Origanum vulgare ssp. Hirtum) e do
liméo siciliano (Citrus limonum medica).

A empresa Laszlo Aromalandia (Autorizacao para
funcionamento/ANVISA n° 2.04.758-2) € uma empresa que comercializa 6leos
essenciais para diversas areas, como industria de alimentos, cosméticos,
farmacéuticos, entre outros. Os 6leos essenciais estudados sdo comercializados
para a aplicacdo em alimentos e conforme a legislacdo especifica, este tipo de
produto para a utilizacdo em alimentos sdo isentos de registro no Ministério da
Saude (BRASIL, 2000).

O processo de obtengdo dos Oleos essenciais de cravo (Eugenia
caryophyllata), alho e orégano analisados foi o processo de hidrodestilacdo, com o
controle da temperatura (inferior a 100°C) e pressao durante o processo para
evitar a perda dos principios ativos dos 0leos essenciais. Ja para a obtencédo do
6leo essencial da casca do limao (Citrus limonum medica) foi obtido pelo método

de prensagem a frio, neste processo as frutas sao prensadas e extraidos o suco e
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os Oleos essenciais. ApOs a prensagem é realizada a centrifugagdo da mistura,
através da qual se obtém o 6leo essencial puro (LASZLO, 2010).

O Oleo essencial de cravo (Eugenia caryophyllata) possui 90% de
eugenol. O de orégano (Origanum vulgare ssp. Hirtum) apresenta 80% de
carvacrol, o do limao siciliano (Citrus limonum medica) contém 60% de d-limoneno
e o de alho (Allium sativum) (LASZLO, 2010).

2.3Teste de susceptibilidade in vitro

A atividade antibacteriana dos 0leos essenciais foi testada através da
técnica de difusdo em disco de acordo com o protocolo M2-A8 do “National
Committee for Clinical Laboratory Standard” (NCCLS, 2000), adaptado para
produtos naturais.

De um crescimento bacteriano de 18 a 24 horas, foram inoculadas trés
a cinco Unidades Formadoras de Colonia (UFC) em 5 mL de solugdo salina a
0,85%, com auxilio da alca bacterioldgica, previamente flambada. A suspensédo
obtida teve a turvacdo ajustada ao padrdo 0,5 da escala de McFarland
correspondendo a 10® células/ mL. Com o auxilio de “swab” estéril, a suspens&o
foi semeada na superficie de uma placa de agar Muller-Hinton, em trés direcées
até a obtencdo de um esfregaco uniforme. Apos a secagem do indculo, foram
aplicados discos de papel de filtro, com 6 mm de diametro, impregnados com 5 pL
de cada Oleo essencial. As leituras foram realizadas, apés 18 a 24 horas de
incubacgéo a 35-37°C, por meio da medigcdo dos halos de inibicdo de crescimento
bacteriano em milimetros de diametro. Controles de qualidade foram realizados

com as cepas padrao e disco de cloranfenicol (30ug-CECON).
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2.4Determinacgado da Concentracgao Inibitéria Minima

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada através da
técnica de difusdo em pocos, conforme metodologia adaptada de Kruger (2006).

A suspensédo bacteriana foi procedida como descrita no item anterior
para o padrdo 0,5 McFarland, correspondente a 10® células /mL. Um mL da
suspensao foi homogeneizada a 19 mL de &gar Muller Hinton fundido e resfriado a
45°C -50°C em seguida transferido para a placa de Petri contendo um fino filme de
agar bacteriolégico a 1% e 5 ponteiras estéreis vertidas, para a obtencdo dos
pocos. ApGs solidificacdo, as ponteiras foram retiradas e foram aplicados 50uL dos
Oleos essenciais, nas diluicdes 0,1%, 0,5%, 1%, 2,5%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%
e 50%, em cada poco. A incubacéo foi feita a 35-37°C por 24 horas e apds este
periodo de incubacdo os diametros dos halos formados foram medidos (em

milimetros).

2.5Andalise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e a
diferenca entre as amostras foi avaliada segundo o teste de Tukey a 5% de

significancia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como podem ser observados na Tabela 01, os 6leos essenciais de
cravo e orégano apresentaram atividade frente a todas as bactérias analisadas. Ja
0 Oleo essencial de alho somente apresentou atividade antibacteriana frente S.
aureus e S. choleraesuis. No entanto o 6leo de orégano apresentou maiores halos

de inibicao bacteriana. O de limao ndo demonstrou atividade antibacteriana.

Tabela 1: Atividade antibacteriana de diferentes 6leos essenciais frente as
bactérias isoladas do véngole e as cepas ATCC.

Oleos essenciais

Bactérias
Limao Alho Cravo Orégano

Isolados do vongole (Diametro dos halos em milimetros)
S.aureus isolado 1 NI 40+ 0 11+0 26.7+0.33
S.aureus isolado 2 NI 400 13,3+0,33 281
E. coli isolado 1 NI NI 10,3+0,33 23.7+0.33
E. coli isolado 2 NI NI 10,7 £0.33* 20,3+2.33
Cepas padrédo ATCC NI
Salmonella cholerasuis NI 39.7+0.33 8.7+0.33 14.3 +£0.33
S.aureus NI 40+0 15,7+ 033 29,3+0.33
E.coli NI NI 11+0 27,7+ 2.33

NI (N&o houve inibic&o)
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Através da analise estatistica pelo teste de Tukey dos resultados
obtidos na Tabela 1, conclui-se que existe diferenca significativa entre a acdo dos
diferentes 0leos esséncias, frente as mesma bactéria analisada.

Figura 1: Placa com cultura de S. aureus, mostrando halos de inibicao
pelo éleo essencial de orégano através da técnica de difusdo em disco.

Os resultados (Tabela 1) mostram que as cepas de S. aureus tanto as
padres quanto as isoladas do véngole foram mais susceptiveis aos 6leos de
cravo, orégano e alho que as demais cepas. O mesmo resultado foi verificado por
Dormans e Deans (2000), apés utilizarem 6éleos essenciais de orégano, geranio,
cravo e pimenta, para avaliar suas atividades, com a metodologia de difuséo em
pocos, frente a 25 espécies Gram-positivas e negativas e observaram que
bactérias Gram-positivas eram mais suscetiveis que as Gram-negativas, sendo
que 6leos de orégano e cravo que apresentaram zona de inibicdo de 18.9mm e
14.9mm, respectivamente, sobre cepas de S. aureus e 29.5mm e 11,7mm sobre
as cepas de E. coli. Avaliando a relacdo entre Gram positivas e negativas quanto
a susceptibilidade a antimicrobiano, Burt (2004) afirma que a maioria dos estudos
que investigam a acdo dos Oleos essenciais em relacdo aos microrganismos

patogénicos em alimentos concorda que, geralmente, os 6leos sao ligeiramente
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mais ativos para as bactérias Gram-positivos do que sob as bactérias Gram-
negativas. As espécies Gram-negativas s8o menos susceptiveis a acao dos o6leos
essenciais devido a existéncia de uma membrana exterior que cerca a parede
celular, o qual restringe a difusdo de compostos hidrofébicos através de parede

externa.

No entanto, a maior susceptibilidade a acdo de antimicrobianos naturais
de acordo com a coloracdo de Gram néao foi constatado por Ushimaru et al.
(2007), ao estudarem a acao antimicrobiana dos extratos metandlicos de cravo-
da-india (Caryophyllus aromaticus L.) e alho (Allium sativum L.) sobre bactérias
Gram negativas (Escherichia coli e Salmonella) e Gram-positivas (Staphylococcus
aureus e Enterococcus sp) e verificaram que o extrato metandlico de cravo-da-
india (95mg/mL) foi mais eficaz para as bacterianas Gram positivas e 0s extratos
metanolicos de alho (133mg/mL) apresentaram maior eficacia contra as bactérias
Gram-negativas estudadas. No entanto os autores ressaltam a importancia de se

avaliar as concentracdes dos extratos secos.

Segundo Martino et al. (2009), o 6leo essencial de orégano mostrou
acdo principalmente contra as bactérias Gram positivas, entre as quais S.
epidermidis foi a mais inibibida. Entre as bactérias Gram-negativas, apenas E. coli

foi inibida pelo 6leo.

Busatta et al. (2007) estudaram a atividade antimicrobiana do oOleo
essencial orégano (Origanum vulgare) contra varias bactérias patogénicas, como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella choleraesius, através do
método de difusdo em disco, e verificaram que a Salmonella choleraesius

apresentou maior halo de inibicdo (29.0 + 0.08 mm) que as outras cepas testadas.

Santuério et al. (2007), apos avaliarem a atividade antibacteriana de
Oleos essenciais extraidos de orégano (Oreganum vulgare), tomilho (Thymus

vulgaris) e canela (Cinnamomum zeylanicum), frente a 60 isolados de Salmonella
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enterica, compreendendo 20 sorovares, todos de origem avicola, através do
método de microdiluicio em caldo, concluiram que o 6leo essencial de orégano
apresentou maior poder inibitério que os demais 6leos. Porém, salientam que as
comparacoes destes resultados com estudos similares devem ser cautelosas, na
medida em que a grande maioria dos estudos emprega a técnica de difusdo em
agar, fornecendo resultados referentes ao diametro de inibicdo, expressos em
milimetros; mesmo os estudos de microdiluicio em caldo, na grande maioria dos
casos, ndo seguem procedimentos padronizados, como 0s empregados no

referido experimento.

No presente estudo se verificou que o 6leo essencial da casca do liméo
(Citrus limonum medica) ndo apresentou atividade sobre todas as bactérias
analisadas (Tabela 1). A utilizacdo de O6leo essencial de limdo como agente
antimicrobiano frente a micro-organismos patogénicos em alimentos é pouco
explorada, no entanto, e possivel encontrar pesquisas em outras areas e na forma
de extratos, como o estudo de Soares et al. (2008) que avaliaram a atividade
antibacteriana in vitro das tinturas das folhas do caja, da casca do limdo e das
folhas do jenipapo sobre micro-organismos da cavidade bucal, Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Streptococcus mutans (ATCC 2575), Streptococcus.
sobrinus (ATCC 27609), e Lactobacillus casei (ATCC 7469) e observaram que a

tintura de caja e do limao foram as que obtiveram os melhores resultados.

Johann et al. (2007) avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato da
casca do limao (C. limon), nas concentracbes de 7.8 a 1000 ug/ml, frente aos
micro-organismos S. aureus e E. coli. e constataram que o0 extrato apresentou
atividade antimicrobiana e a Concentracéo Inibitoria Minima para S. aureus foi de
1000 pg/ml e 500 pg/ml para E. coli este mesmo resultado positivo quanto a

atividade do 6leo essencial de limado néo foi verificado neste experimento.
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Enquanto Araujo (2007) avaliou a atividade antimicrobiana dos sumos
de cebola (Allium cepa), tomate (Solanum lycopersicum, L.), pimentdao (Capsicum
cordiforme), pimenta (Capsicum sp.), limdo (Citrus limon), maracuja (Passiflora
alata), melancia (Citrullus lanatus), laranja doce (Citrus sinensis), laranja azeda
(Citrus aurantum Linn.) e uva (Vitis vinifera), frente a isolados clinicos de
Staphylococcus  aureus, Staphylococcus  epidermidis, Staphylococcus
saprophyticus, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e
Candida albicans e constatou que 0s micro-organismos Gram-positivos
apresentaram maior poder de inibicdo que os demais, sendo que o sumo do liméo

demonstrou maior atividade em relacdo aos demais sumos utilizados.

Na Tabela 2, pode-se observar que todos 0S microorganismos

hY

foram suscetiveis a acdo do O6leo essencial de orégano, com uma

variacéo nos valores de CIM de 0,25-0,5 mL / mL.

Figura 2: Placa com cultura de S. aureus, mostrando halos de inibicéo
pelo 6leo essencial de cravo através da técnica de difuséo em pocos.

55



Du et al. (2009) estudaram a atividade antimicrobiana dos Oleos de
pimenta da Jamaica, alho e orégano sobre Escherichia coli 0157:H7, Salmonella
enterica e Listeria monocytogenes e constataram que a atividade antimicrobiana
do dleo de orégano foi maior do que as atividades dos outros Oleos, quando
adicionados em um filme para a conservagdo de alimentos e variando a

concentracdo de 0% (controle) a 3% p/p.

Resultados de CIM do 6leo essencial de orégano, obtidos neste
trabalho, sdo da mesma ordem de grandeza que os encontrados por Busatta et al.
(2007), por exemplo, a Escherichia coli, Salmonella spp. e Staphylococcus aureus
apresentaram os respectivos valores encontrados foram: 0,46 0,46 e 0,23 mL / mL
No presente estudo, a CIM do 0Oleo essencial de orégano para o mesmo Oleo,
verificou-se para as cepas ATCC, para ambos Escherichia coli e Salmonella

choleraesius, foi de 0.5 mL/mL e 0.25 mL/mL, respectivamente.

Tabela 2: Resultado da Concentracdo Minima Inibitéria de diferentes 6leos

essenciais (mL/mL)

Bactéria Oleos essenciais
Cravo Orégano

Isolados do vbéngole

S.aureus isolado 1 0.5 0.25
S.aureus isolado 2 0.5 0.25
E. coliisolado 1 1.0 0.5
E. coliisolado 2 1.0 0.5
Cepas padrédo ATCC

S. cholerasuis 1.0 0.5
S. aureus 0.5 0.25
E.coli 1.0 0.5

Baseado na Tabela 2 observa-se que o 6leo de cravo inibiu as cepas
estudas com uma variagao nos valores de CIM de 0.5-1,0 mL / mL, sendo menos
eficaz sobre as cepas de E.coli e Salmonella. Hoffmanno et al. (1999), apos testar

O0leo de cravo concluiram que este O6leo, na concentracdo de 10,0%, inibiu
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completamente o crescimento de todos os vinte e um microrganismos testados,

dentre eles S. aureus, B. cereus e Salmonella enteriditis.

4. CONCLUSAO

O desempenho satisfatério dos Oleos estudados foi alcancado com
concentracao relativamente baixa dos 6leos essenciais de cravo e orégano sobre

todas as bactérias testadas.

O oleo essencial de alho que ndo apresentou atividade frente as cepas

de E. coli.

O oleo essencial de orégano apresentou maior potencial inibidor que o

Oleo de cravo frente as cepas ATCC e isolados de S. aureus, E. coli e Samonella.
O dleo essencial de limédo nédo apresentou atividade antibacteriana.

As cepas de S. aureus apresentaram as menores concentragdes
inibitérias minima em relacdo as cepas de Salmonella e E. coli frente aos 6leos de

cravo e orégano.

As concentragfes inibitérias minimas dos 6leos essenciais frente as

bactérias testadas variaram entre 0,25% a 1% para os 0leos testados.
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CAPITULO IlI

CONTROLE ATRAVES DO USO DE OLEOS ESSENCIAIS DE MICRO-
ORGANISMOS PATOGENICOS ARTIFICIALMENTE INOCULADOS EM
VONGOLE (Anomalocardia brasiliana)

RESUMO

O presente estudo visou avaliar a atividade antibacteriana dos 6leos essenciais de
cravo-da-india (Eugenia caryophyllata) e orégano (Origanum vulgare ssp. Hirtum)
sobre as cepas de Escherichia coli, Salmonella spp. e Staphylococcus aureus
inoculadas artificialmente em amostras de Anomalocardia brasiliana e
armazenadas durante cinco dias sob refrigeracdo. Os resultados demonstraram a
maior eficacia do 6leo essencial de orégano em relacdo ao de cravo sobre todas
as cepas analisadas. Verificou-se que a adicdo do Oleo essencial reduziu a
populacdo de Salmonella spp em 5,6 ciclos logaritmicos nas amostras de vongole
artificialmente inoculados. A acéo do 6leo essencial de cravo garantiu a inibicdo de
Salmonella, E. coli e S. aureus, por no minimo dois dias, sob refrigeracao.

PALAVRAS-CHAVE: éleo essencial, cravo, orégano, antibacteriano, véngole.

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the antibacterial activity of essential oils of
clove (Eugenia caryophyllata) and oregano (Origanum vulgare ssp. Hirtum) on
Escherichia coli, Salmonella spp. e Staphylococcus aureus inoculated artificially in
samples of Anomalocardia brasiliana stored during five days on refrigeration. The
results had demonstrated the biggest effectiveness of the essential oil of oregano
in relation of clove on all bacteria analyzed. It was verified that the addition of the
essential oil reduced the population of Salmonella spp in 5,6 logarithmic cycles in
the samples of shellfish inoculated artificially. The action of the essential oil of
clove guaranteed the inhibition of Salmonella, E. coli and S. aureus, at least two
days, under refrigeration.

KEY-WORDS: essential oil, clove, oregano, antibacterial, Anomalocardia brasiliana
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de oleos essenciais de plantas e condimentos com funcéo
antimicrobiana em alimentos tem sido crescentemente estudada e os resultados
demonstram a eficacia destes Oleos, como uma alternativa viavel para a
conservacdo de alimentos. Os Oleos essenciais podem ser utilizados como
método adicional para controlar o desenvolvimento de micro-organismos
patogénicos e/ou deteriorantes em alimentos (SKANDAMIS e NYCHAS, 2002;
PEREIRA et al., 2008; GUTIERREZ et al., 2008).

Os 06leos essenciais e outros componentes de ervas e condimentos sao
usados na preparacao de alimentos, sendo muitos desses classificados como
GRAS - “Generally Recognized as Safe” (MAGNANI, 2001).

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais em alimentos depende
de varios fatores como composicdo, concentracdo, condi¢cdes de tratamento,
estocagem do condimento empregado, espécie e nimero de micro-organismos
contaminantes presentes. A maioria dos estudos que relatam o efeito inibidor de
condimentos sobre micro-organismos sdo conduzidos in vitro. Conseqiientemente
sdo crescentes 0s estudos em relacdo a extratos antimicrobianos utilizados em
diversos tipos de alimentos. Dentre os fatores que interferem na atividade
antimicrobiana do Oleo essencial no alimento destaca-se o tipo da matriz
alimenticia estudada, visto que a forma como este 6leo ir4 se difundir pelo o
alimento ira interferir na efichcia do mesmo (CHAO e YOUNG, 2000; SAGDIC,
2003; PEREIRA et al., 2008; KRUGER, 2006).

Os Oleos essenciais de orégano (Origanum vulgare L.) e cravo
(Syzygium aromaticum) tém sempre apresentado resultados de destaque como

agente habil de inibicdo de bactérias e fungos contaminantes de alimentos. Por
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terem ocorréncia natural levam vantagem em relagdo aos antioxidantes sintéticos
no tocante a toxicidade, que embora existente seja menos lesiva aos tecidos do
gue os produtos sintéticos (SOUZA et al., 2005; TANGERINO, 2006).

Os estudos da viabilidade da utilizacdo de antimicrobianos naturais
pode ser um aliado na conservacdo de alimentos, auxiliando na reducao dos
guadros de doencas veiculadas por alimentos. Principalmente, quando se trata da
preservacdo de alimentos excessivamente manipulados que sdo contaminados
por se encontrarem em condicbes higiénico-sanitarias inadequadas como o0s

mariscos do tipo vongole.

O vbngole constitui um alimento nutritivo e de grande importancia nas
regidbes onde o poder aquisitivo é baixo e as fontes nutritivas em geral séo
escassas (GUIMARAES, 2002). Porém hé relatos de mariscos coletados na costa
brasileira que apresentaram presenca de Escherichia coli (VIEIRA, 2004;
PEREIRA et al.,, 2004; DANTAS, 2009) e Salmonella (FURLAN, 2004). Muitas
bactérias que ndo sdo encontradas naturalmente nesse tipo de alimento sdo

introduzidas durante o seu processamento (CORDEIRO, 2005).

A manipulacdo da carne de marisco € um ponto critico durante o seu
processamento e estudos demonstraram que esta etapa infere um risco
consideravel de contaminacdo e mesmo em unidades industriais de producao de
alimento, onde 0 processamento € rigorosamente controlado, pode ocorrer
contaminacgao do produto (DANTAS, 2009; PIRES et al., 2002).

7

A carne dos mariscos € altamente perecivel e pode transmitir
microrganismos com potencial patogénico, caso haja falhas higiénicas nas suas
etapas de processamento. Dantas (2009) apds avaliar a qualidade higiénico-
sanitaria de vongole (Anomalocardia brasiliana) constatou que melhor higiene das
maos e utensilios utilizados pelas marisqueiras durante a catacdo dos mariscos

seria importante para reduzir significativamente a contaminacdo da carne
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processada levando-se em consideracdo todas as etapas de producdo deste
alimento. Durante o estudo, o autor verificou que na colheita e catacdo do vongole,
30% e 50% das marisqueiras, respectivamente, apresentaram contaminacédo da
superficie das méos por estafilococos coagulase positiva, 20% e 40% das maos
das marisqueiras mostraram contaminacédo por E. coli durante a colheita e catacéo

do vbéngole, respectivamente.

A ocorréncia de surtos alimentares devido a presenca de micro-
organismos patogénicos em moluscos tem sido evidenciada e as falhas devido a
manipulacdo inadequada e na cadeia de frio sdo identificadas como responséaveis
pelas contaminacBes deste tipo de alimento e o agravamento do problema esta
associado ao consumo destes moluscos in natura ou levemente cozido (BEIRAO
et al., 2000). A ocorréncia de surtos de intoxicacdes e infec¢des alimentares em
razdo do consumo de mariscos contaminados € uma confirmacéo de que o risco

deve ser monitorado e medidas preventivas devem ser adotadas.

Desta forma, o presente estudo avaliou a atividade antimicrobiana dos
Oleos essenciais de orégano e cravo frente as cepas de S. aureus, E. coli e
Salmonella spp. apds a inoculagdo em vdngole durante cinco dias de

armazenamento sob refrigeracao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Avaliagcdo microbiolégica do vongole

As amostras de marisco do tipo vongole foram adquiridas no comércio
na cidade de Salvador-BA. As amostras foram embaladas e conduzidas em caixas

isotérmicas com gelo reciclavel, e em seguida, foram levadas para o laborat6rio de
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Pesquisa em Microbiologia de Alimentos da Faculdade de Farmacia da UFBA,
onde foram feitas as analises.

As andlises microbiolégicas do vongole in natura foram realizadas
contagem e enumeracao de Coliformes a 45° C, contagem e identificacdo de
Staphylococus coagulase positiva e isolamento e identificacdo de Salmonella spp.
de acordo com Silva et al.(2007).

Nas analises, avaliaram-se os parametros exigidos pela legislacédo
brasileira (BRASIL, 2001) e foram feitas de acordo com as exigéncias
estabelecidas para de moluscos bivalves cozidos (Coliformes a 45°C, Salmonella

spp. e Estafilococos coagulase positiva).

2.2. Avaliacdo microbioldgica do vongole inoculado artificialmente e
Oleos essenciais

Foram utilizados cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli
previamente isoladas do marisco do tipo vongole (Anomalocardia brasiliana) e
cepas padrdo ATCC (American Type Culture Collection) de E. coli ATCC 25922,
S. aureus ATCC 25923 e Salmonella cholerasuis ATCC 10708.

Oleos essenciais de botdes de cravo (Eugenia caryophyllata) e de
orégano da Turquia (Origanum vulgare ssp. Hirtum), da marca Laszlo Aromalandia

(Séo Paulo- Brasil), foram adiquiridos no comércio e utilizados no estudo.

2.3. Preparo do marisco

O marisco foi obtido no comércio de Salvador-BA e submetido a
tratamento térmico de 121°C por 15 minutos em autoclave para garantir a
eliminacdo da microbiota natural. As amostras foram subdivididas em por¢des de
20g de amostra. Em seguida, o alimento foi armazenado sob temperatura de
refrigeracao (5°C). As amostras foram avaliadas nos intervalos de tempo 0, 2, 48,

72, 96 e 120 horas de armazenamento.
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2.4. Preparacdo do in6culo

De um crescimento bacteriano de E. coli, Salmonella spp. e S. aureus
de 18 a 24 horas, foram inoculadas separadamente 3 a 5 Unidades Formadoras
de Colbnia (UFC) de cada cepa em 5 mL de solucéo salina a 0,85% , com o uso
de alca bacteriologica, previamente flambada. A suspenséo obtida teve a turvacéo
ajustada ao padréao 0,5 da escala de McFarland, correspondendo a uma cultura de
10® UFC/mI. Em seguida estas suspensées de E. coli, Salmonella spp. e S. aureus

foram diluidas em &gua peptonada a 10*, 10%, 10*UFC/ml respectivamente.

2.5. Inoculacéo das cepas no vongole

As suspensbes foram adicionadas ao marisco, atingindo a
concentracdo 10% 10 e 10% UFC/g de E. coli, Salmonella spp. e S. aureus,
respectivamente. A homogeneizacdo do inoculo no produto foi realizada
inicialmente de forma manual por cerca de 10 minutos, com auxilio de luvas
cirirgicas desinfetadas e em seguida se utilizou o Stomacher por trés minutos
(KRUGER, 2006).

2.6. Preparacao e Adicéo dos 0Oleos essenciais no vongole

Apds a homogeneizacdo foram adicionadas ao marisco e inéculo, os
Oleos essenciais nas proporgdes, previamente determinadas no testes in vitro
(KRUGER, 2006).
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O oleo essencial de orégano para as cepas de S. aureus foi adicionado
na concentracdo de 0,25%. Este mesmo Oleo essencial para as cepas de
Salmonella e E. coli foi adicionado na concentragdo de 0,5% pois foi a menor
concentracdo que apresentou maior halo de inibicdo nos testes in vitro, conforme
estudo Santos et al. (2010).

O ¢6leo essencial de cravo para as cepas de S. aureus foi adicionado na
concentracdo de 0,5%. Este mesmo 6leo essencial para as cepas de Salmonella e
E. coli foi adicionado na concentragéo de 1% pois foi a menor concentracdo que
apresentou maior halo de inibicdo nos testes in vitro, conforme estudo Santos et
al. (2010).

A contagem de microorganismos apos a adicdo do antimicrobiano foi
realizada nos intervalos de tempo 0, 2, 48, 72, 96 e 120 horas de armazenamento
a 5+3°C.

2.7. Analise microbiolégica do véngole inoculado artificialmente e
Oleos essenciais

O controle do processo de esterilizacdo foi realizado através da
transferéncia de 0,1 mL para placas contendo Agar padrdo para contagem (PCA),
apos a secagem, as placas foram incubadas a 37°C por 48h. O controle foi
avaliado nos intervalos de tempo 0, 2, 48, 72, 96 e 120 horas de armazenamento
(SOUZA, 2005).

J& o controle positivo do crescimento das cepas estudadas foi realizado
com as amostras contendo separadamente cada uma dos micro-organismos sem
a adicdo de Oleos essenciais. Em seguida foram avaliados nos intervalos de

tempo 0, 2, 48, 72, 96 e 120 horas de armazenamento a 5+3°C.
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2.8. Recuperacao Salmonella spp., E.coli e S. aureus

Para a contagem de Salmonella spp., E. coli e S. aureus cada amostra
de 20g foi homogeneizada em 180 mL de agua peptonada 0,1% estéril. Em
seguida, em duplicata, foram transferidas aliquotas de 0,1mL para a superficie de
agar Xilose Lisina Desoxiciolato (XLD) para recuperacédo de Salmonella spp., de
agar Eosina Azul de Metileno (EMB) para determinacéo de E. coli e de agar Baird
Parker (BP) para recuperacdo de S. aureus e espalhado com o auxilio de uma
alca de Drigalsky . Apés a secagem, as placas de XLD e EMB foram incubadas a
37°C por 24h e as placas de BP foram incubadas a 37°C por 48h para posterior

contagem.

2.9 Analise Estatistica

O delineamento experimental do teste de atividade antibacteriana dos
Oleos foi inteiramente casualizado, e para a analise estatistica fez-se a
comparacao das médias pelo Teste de Tukey, com limite de confianca de 95%.
Todo experimento foi realizado em duplicata, podendo-se acompanhar o
crescimento bacteriano nos mariscos em diferentes tempos (0, 2, 48, 72, 96 e 120

horas) de armazenamento.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analise microbiol6gica do vongole

A legislagdo brasileira (BRASIL, 2001) estabelece para a carne de
moluscos bivalves cozidos, temperados ou néo, industrializados resfriados ou
congelados os seguintes padrdes: estafilococos coagulase positiva até 10° UFC/g,
coliformes a 45°C/g até 5x10 NMP/g e auséncia de Salmonella spp. em 25g de
amostra. Os resultados da analise microbiolégica do véngole in natura (Tabela 1)
apresentaram auséncia de Salmonella spp. e os demais resultados enquadraram-
se nos limites estabelecidos pela RDC N° 12, do Ministério da Saude (BRASIL,
2001).

Tabela 1: Resultados das analises microbiolégicas do véngole obtido no comércio.

Legislacéo especifica

Andlises Vongole in natura

(BRASIL, 2001)
Coliformes & 45°C < 3 NMP/g 5x10 NMP/g
Estafilococos coagulase positiva <10 UFC/g 10° UFClg
Salmonella spp. Auséncia em 25¢g Auséncia em 25¢g

A coccao € uma etapa comum aos mariscos e possui a finalidade de
facilitar o processo de separagdo da carne das conchas e carapacas. Este
tratamento térmico €, relativamente, eficiente para a reducdo da microbiota
endégena uma vez que atinge temperatura meédia proxima a 100°C por,
aproximadamente, quinze minutos sendo capaz de destruir grande parte das
formas vegetativas dos micro-organismos enddégenos com potencial patogénico
(DANTAS, 2009).
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E importante conhecer as caracteristicas microbioldgicas dos moluscos
bivalves, pois sendo organismos filtradores retém micro-organismos que podem
ultrapassar facilmente os limites microbiologicos fixados pela legislacdo (BARROS
et al., 2005). Pereira et al.(2004) afirmaram que mesmo apos o tratamento térmico
a flora microbiana inicial de mexilhdes foi encontrada no alimento pés-

processamento devido a contaminacéo cruzada.

A contaminacdo dos mariscos com Salmonella, devido a sua
proliferacdo em aguas poluidas, tem sido um problema em muitas partes do
mundo (FAO, 2010). No presente estudo ndo foi detectado a presenca de
Salmonella spp. na amostra de vongole. Este mesmo resultado foi constatado por
Dantas (2009) ao avaliar a qualidade higiénico-sanitaria de vbéngole
(Anomalocardia brasiliana) na regido da Baia de Todos os Santos (Bahia-Brasil),
muito embora a salmonelose permanega uma das doengas de origem alimentar

mais frequientes no mundo inteiro e

3.2. Analise Microbiolégica do véngole inoculado artificialmente e
Oleos essenciais

3.2.1 Enumeracao de S.aureus

O dleo essencial de orégano apresentou maior atividade para as cepas de
S. aureus em relacdo ao 6leo essencial de cravo, inibindo o desenvolvimento
microbiano até o 4° dia de armazenamento a 5+ 3°C. Em relacdo ao periodo de
armazenamento as cepas de S. aureus ATCC néo diferiram em nivel de 5% de
significancia no crescimento entre as 48 a 72 horas de armazenamento, porém
houve diferenca significativa entre 2 a 120 horas de armazenamento de acordo

com o teste de Turkey (Tabela 2).
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Tabela 2: Valores médios de log (UFC/g) para cepas de S. aureus inoculadas
artificialmente no vongole durante o armazenamento.

Periodo de armazenamento

Micro-organismo (horas)
0 2 48 72 96 120

262 26 40° 42° 53 51°

. aureus (ATCC)

272 278 39 4,2 52° 53P
. aureus (isolado)

26 00> 00> 00° 00° 25°
. aureus (ATCC + orégano)

2,74 00> 00" 00° 00 29
. aureus(isolado + orégano)

2.6 0,0° 0,0° 0,0 0,0° 3,1

»w u un nv uw

. aureus (ATCC + cravo)

2,74 00> 00> 00 00 30°
S. aureus (isolado + cravo)
*Médias seguidas por letras distintas, minascula nas linhas diferem entre si a 5% de
significncia.

O Oleo essencial de orégano tem como principais componentes o
carvacrol e o timol, que possui acdo sinergistica, atuando na parede celular
microbiana aumentando a sua permeabilidade, como demonstraram Lambert et al.
(2001), testando 6leo essencial de orégano e obtendo inibicdo total para as cepas
de S. aureus. Kruger (2006) afirma que este Oleo essencial pode ser adicionado
em matrizes alimentares desde que néo interfira no flavor normal do alimento, ja
que em estudos verificou-se que a adicdo do Oleo essencial de orégano na
concentracéo de 0,5% em lingiiga frescal suina resultou na rejeicdo deste produto

apos analise sensorial.

A reducao das cepas de S. aureus inoculadas artificialmente foi de 5,2
ciclos logaritmicos para as amostras com 6leo de orégano nas primeiras 96 horas
(quatro dias) de armazenamento (Figura 1) em relacdo as amostras sem a adicao

de Oleos essenciais. Segundo Mendonca (2004) verificou a reducédo de cepas de
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S. aureus, quando utilizou 6leo essencial de orégano em ricota artificialmente
contaminada. E atribui esse resultado a diminuicdo da acéo do timol que é afetada

pela acao das proteinas.

6,0

5,0

4,0
3,0 /

2,0

.aureus ATCC

.aureus isolado

.aureus ATCC-orégano

Logl0( UFC/g)

s

.aureus isolado-orégano

1,0 .aureus ATCC-cravo

. aureus isolado-cravo

0,0 - = % =
4] 2 48 72 96 120
Periodo de armazenamento
{horas)

Figura 1: Valores médios de log (UFC/g) de cepas de S. aureus artificialmente

inoculadas ao véngole durante armazenamento.

A acao do cravo-da-india no presente estudo é apresentada na Figura 1 onde
pode-se observar uma reducéo de 5,1 ciclos logaritmicos da carga microbiana em
até 96 horas de armazenamento. ApoOs este periodo foi verificado um
desenvolvimento bacteriano, porém com a reducao de até dois ciclos logaritmicos
em relacdo a amostra controle, mantendo este produto dentro dos limites
preconizados pela RDC n° 12, do Ministério da Saude (BRASIL, 2001). Bayomi
(1992) utilizou o oOleo de cravo para a inibicdo de cepas de S. aureus em amostras

de iogurte e constatou o eficaz potencial inibidor deste oleo.

Mendonca (2004) apds avaliar os efeitos dos 0leos essenciais de orégano e
cravo nas concentracdes de 5% e 1%, respectivamente, para conservacao de
ricota cremosa pasteurizada e artificialmente contaminada por S. aureus, verificou

gue o 6leo de cravo se apresentou como o melhor antibacteriano, reduzindo em
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3,5 ciclos logaritmicos do micro-organismo estudado e trés ciclos logaritmicos
quando utilizado o 6leo de orégano, concluindo que estes 0Oleos se apresentam

como uma ferramenta auxiliar para a conservacao deste alimento.

3.2.2. Enumeracéo de E.coli

As amostras contaminadas artificialmente com E. coli sem 6leo essencial
apresentaram um aumento significativo no nimero de células bacterianas (UFC)

ao longo dos cinco dias de armazenamento (Tabela 3).

Tabela 3: Valores médios de log (UFC/g) das cepas de E. coli inoculadas
artificialmente no vongole durante o armazenamento

Periodo de armazenamento
(horas)

Micro-organismo
0 2 48 72 96 120

2.8 3,5 4.1 51 5,62 6,02
E. coli ATCC

2.8 3,6 4.2 5,2 5,4 5,9
E. coli isolado

28 02 0® 0* 0® 25
E. coli ATCC + orégano

2,8 0® 0? 0? 0? 2.4
E. coli isolado + orégano

2.8 0® 0® 25 3,0 4.1
E. coli ATCC + cravo

2 82 0° 0° 2,72 3.0 3.8

E. coliisolado + cravo

*Médias seguidas por letras distintas, mindscula nas linhas diferem entre si a 5% de
significancia.

O uso de 6leo essencial de orégano inibiu as cepas de E. coli apos 46
horas de armazenamento. Em estudo in vitro, Sagdi¢ et al. (2003) também
puderam constatar que o extrato de orégano na concentracéo de 2% foi capaz de

causar a eliminagao total do in6culo de E. coli em até cinco dias de exposi¢éo.
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Segundo Souza (2005), o potencial antimicrobiano do 6leo essencial de orégano
pode ser empregado como composto alternativo para a seguranca microbiolégica
de alimentos. A deteccao de consideravel propriedade antimicrobiana deste Oleo
apresenta-se como um substituto aos aditivos quimicos.

O O6leo essencial de orégano possui grande quantidade de compostos
fendlicos. Esta caracteristica € a responsavel pela sua intensa atividade
antimicrobiana, visto que estes compostos sdo capazes de se dissolverem na
membrana microbiana e, desta forma, penetram na célula onde pode interagir com
mecanismos essenciais para o metabolismo microbiano (MARINO et al., 2001). A
utilizacdo de Oleo essencial de orégano inibiu cepas de E. coli apés 96 horas de

armazenamento (Figura 2).
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Figura 2: Valores médios de log (UFC/g) de cepas de E. coli inoculadas

artificialmente ao vongole durante o armazenamento.
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Baseado na Tabela 3 e Figura 2 constata-se que as amostras contendo o
Oleo essencial de cravo apresentaram inibicdo total da atividade microbiana E. coli
até 48 horas de armazenamento. Assim como, observa-se que as cepas de E. coli
sem o0 Oleo essencial apresentaram maior crescimento no periodo de
armazenamento de 24 a 72 horas.

A presenca do Oleo essencial de cravo reduziu em até quatro ciclos
logaritmicos, o crescimento microbiano (Tabela 3 e Figura 2) em 48 horas de
armazenamento e o 6leo essencial de orégano em até 5,6 ciclos logaritmicos em
96 horas de armazenamento. A Figura 2 permite visualizar o maior tempo de
duracdo da fase Lag para as cepas de E. coli, contendo 6leo essencial de
orégano. A duracéo da fase Lag (ou laténcia) da curva de crescimento bacteriano
é tomada como um indicador de tempo que uma dada bactéria desprende para
que ocorra uma adaptacdo ao novo meio ao qual foi exposta (FRANCO et al.,
2008). Desta forma quanto maior for a fase Lag, maior a dificuldade do micro-
organismo de se adaptar ao novo meio, e assim, ndo estabelecer um

comportamento de desenvolvimento exponencial (TRABULSI et al., 2002).

Harpaz et al. (2003) relatam que os 6leos essenciais possuem uma melhor
atividade frente as bactérias Gram positivas devido a uma maior incorporacao dos
aditivos na parede celular da bactéria. Baseado nesta afirma¢do constata-se que
as cepas de S. aureus (Tabela 2 e Figura 1) foram mais suscetiveis a acao dos
Oleos de cravo e orégano que as cepas de E. coli (Tabela 2 e Figura 3), que sao
micro-organismos Gram-negativos até o quarto dia de armazenamento. Bussata
(2006) afirma menor susceptibilidade das bactérias Gram-negativas aos Oleos
essenciais podendo estar relacionada com as dificuldades destes em difundir-se
na membrana externa, ocasionado por uma barreira hidrofilica, que embora néo
seja totalmente impermeavel, dificulta a passagem de macromoléculas e

componentes hidrofébicos.
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3.2.3. Enumeracao de Salmonella spp.

A acéo bactericida dos 0leos essenciais de orégano e cravo frente as cepas

de Salmonella ATCC (Tabela 4) em todo o periodo de armazenamento pode ser

atribuida a baixa concentracdo do indéculo (10 UFC/g) adicionado a matriz

alimenticia em relacéo ao in6culo utilizado nos testes in vitro (10® UFC/g) para a

determinacao da concentracdo minima inibitoria.

Tabela 4: Valores médios de log (UFC/g) das cepas de Salmonella spp.

inoculadas artificialmente ao vongole durante o armazenamento.

Periodo de armazenamento

. . (horas)
Micro-organismo
0 2 48 72 96 120
Salmonella ATCC 1,6 2,5 3,1 3,8 43 5,6
Salmonella ATCC + orégano  0,0° 0,0* 0,0* 0,08 0,0 0,0°
Salmonella ATCC + cravo 0,06 0,0® 0,0® 0,08 0,0 0,02

*Médias seguidas por letras distintas, minUsculas nas linhas, diferem entre si a 5% de

significancia.

As cepas de Salmonella spp. presentes no vongole sem a adicao de 6leos

essenciais obtiveram um desenvolvimento consideravel durante o armazenamento

sobre refrigeracgéo (Figura 3).
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Figura 3: Valores médios de Log (UFC/g) das cepas de Salmonella spp.
inoculadas artificialmente ao vongole durante o armazenamento com diferentes

Oleos.

Os estudos de Magnani (2001) corroboram com os resultados encontrados
neste trabalho, o referido autor avaliou o efeito do Oleo de cravo-da-india
(Syzygium aromaticum) sobre Salmonella spp. e Staphylococcus aureus
inoculados em salame tipo italiano na concentracéo de, aproximadamente, 10° a
10* UFC/g respectivamente, do produto. Ap6és 20 dias de armazenamento do
salame tipo italiano ndo foi possivel detectar a presenca de Salmonella spp. no
produto adicionado de 0,2% de 6leo essencial de cravo. A adicdo de 0,2% de 6leo
essencial de cravo no salame tipo italiano, nas condicfes experimentais usadas,
nao resultou em efeito inibidor adicional sobre S. aureus durante o periodo de

armazenamento do produto.

77



4. CONCLUSAO

Os resultados encontrados mostraram que:

A acdo do Oleo essencial de cravo sobre o vongole artificialmente
inoculado com cepas de S. aureus garantiu a inibicdo de micro-

organismo, por no minimo 96 horas, sob refrigeragéo.

O dleo essencial de orégano foi efetivo sobre todas as cepas
artificialmente inoculadas em véngole por quatro dias de
armazenamento, mantendo o produto em niveis microbiologicamente

aceitaveis até o quinto dia de armazenamento.

Os oOleos essenciais de orégano e cravo foram eficazes na inibicao
de cepas de Salmonella spp., conservando o produto em niveis
microbiologicamente  aceitdveis por até 120 horas de

armazenamento.

A utlizagdo dos Oleos essenciais de cravo e orégano, como
conservantes naturais para o vbngole, se apresentou como uma

alternativa adicional para a conservacao deste produto.
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CONSIDERACOES FINAIS

O uso de Oleos essenciais de cravo e orégano se apresentou como uma
ferramenta eficaz para a conservacéo de vongole armazenado sob refrigeracéo.
Estudos futuros podem avaliar a influéncia destes Oleos na aceitabilidade deste

produto pelo consumidor.
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