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RESUMO
A aplicacdo de métodos naturais inovadores para o controle microbioldgico em alimentos

é vista como uma possibilidade de substituicdo aos tradicionais métodos existentes no
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mercado, as agroindustrias e industrias responsaveis pelo processamento e preparacao dos
alimentos podem conferir risco a satide dos consumidores, devido a alta probabilidade de
ocorréncias de contaminacfes por microrganismos indicadores e patogénicos. Com base
neste contexto, o presente trabalho avaliou 0 emprego dos dleos essenciais em embutidos
carneos, sendo eles: presunto, bacon e salame. O uso dos Oleos essenciais é uma
alternativa de conservagao de alimentos pois fornece alimentos mais naturais, frescos e/ou
saudaveis e também diminui a concentracdo de aditivos sintéticos nos produtos. O
objetivo deste projeto foi desenvolver e verificar o efeito antimicrobiano de blends de
Oleos essenciais de cardamomo (Elettaria cardamomum) e horteld-pimenta
(Mentha piperita) , cravo da india (Syzygium aromaticum), alecrim (Salvia rosmarinus),
capim limdo (Cymbopogon citratus), e compostos secundarios como citral, cineol e
eugenol com foco no controle de microrganismos  enteropatogénicos
como  Escherichia coli e Salmonella, visando a substituicdo  de
compostos inorganicos utilizados atualmente pelas industrias de processamento de
alimentos. O método utilizado para a extracdo dos 6leos consiste no processo de
hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger modificado. O delineamento estatistico foi
desenvolvido através do fatorial 4 x 4 com 4 repeti¢cdes, empregando o método de dilui¢éo
em caldo e difusdo em &gar. Com os resultados obtidos através do CMI (concentracdo
minima inibitoria) foi possivel detectar os blends b8, b9, b13, bl4, b1l5 e b1l6 com
potencial de conservacdo e armazenamento de embutidos de forma natural e com
seguranca alimentar.

Palavras - chave: Seguranca. Bactérias. Saude. Patogenos.

ABSTRACT

The application of innovative natural methods for microbiological control in food is seen
as a possibility of replacing the traditional methods existing on the market, agribusinesses
and industries responsible for processing and preparing food can pose a risk to the health
of consumers, due to the high probability of occurrences of contamination by indicator
and pathogenic microorganisms. Based on this context, the present work evaluated the
use of essential oils in meat sausages, namely: ham, bacon and salami. The use of essential
oils is an alternative for preserving food as it provides more natural, fresh and/or healthy
foods and also reduces the concentration of synthetic additives in the products. The aim
of this project was to develop and verify the antimicrobial effect of blends of essential
oils of cardamom (Elettaria cardamomum) and peppermint (Mentha piperita), clove
(Syzygium aromaticum), rosemary (Salvia rosmarinus), lemongrass (Cymbopogon
citratus) ), and secondary compounds such as citral, cineol and eugenol focusing on the
control of enteropathogenic microorganisms such as Escherichia coli and Salmonella,
aiming to replace inorganic compounds currently used by food processing industries. The
method used to extract the oils is the hydrodistillation process in a modified Clevenger
apparatus. The statistical design was developed using a 4 x 4 factorial with 4 replications,
using the broth dilution and agar diffusion method. With the results obtained through the
CMI (minimum inhibitory concentration) it was possible to detect blends b8, b9, b13,
b14, b15 and b16 with potential for conservation and storage of sausages in a natural and
food safe way.

Keywords: Safety. Bacteria. Health. Pathogens
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1 INTRODUCAO

A conservacdo adequada dos alimentos provoca muita preocupacgao na populacéo
mundial. Desde a sua coleta e a maneira como sdo colhidos, durante o processamento
e/ou estocagem até o momento do consumo, os alimentos estdo expostos a diversos tipos
de contaminaces e deterioracfes, sendo necessario novas tecnologias para conservagédo
dos alimentos com o intuito de aumentar o tempo de vida til, assim como, maior tempo
na prateleira e em conjunto trazer avancos na qualidade microbioldgica e sanitaria dos
alimentos produzidos (SOUSA et al., 2012).

Os alimentos de origem animal ou vegetal podem conter diversos microrganismos
patogénicos causadores de doencas, sendo frescos ou processados (SOUZA et al., 2003).
Os patdgenos mais preocupantes de origem alimentar sdo Salmonella sp., Listeria
monocytogenes e E. coli, provocando o maior nimero de ocorréncia de doencas e mortes
(Ricke et al., 2005; Oussalah et al., 2007)

A constante resisténcia de micro-organismos aos aditivos quimicos convencionais
tem aumentado a cada ano, apresentando-se ainda mais fortificado, produzindo a caréncia
de utilizacdo de meios naturais e inovadores. Sendo assim, 0 uso de extratos de éleos
essenciais vegetais tem se mostrado promissora ao controle destes micro-organismos
contaminantes de alimentos, pois 0s mesmos possuem diversas caracteristicas
antimicrobianos que podem ser aproveitadas (YAP et al., 2014)

Técnicas de conservacdo dos alimentos tem sido buscada para obter produtos
microbiologicamente seguros. Em destaque ha a aplicacdo de 6leos essenciais extraidos
de plantas aromaticas, possuidoras de acdo antibacteriana, antioxidante e flavorizantes,
além do seu uso no tratamento terapéutico contra doengas infecciosas. Estdo também cada
vez mais exigidos pelos consumidores, pois fornece alimentos mais naturais, frescos e/ou
saudaveis e também diminui a concentracdo de aditivos sintéticos nos produtos
(TAVARES et al., 2014; SILVESTRI et al., 2010).

As plantas produzem naturalmente grandes variedades de metabolitos secundarios
como forma de protecéo natural contra ataques de microrganismos e pragas, produzindo
corantes, odores ou atrativos polinizadores, (YAP et al., 2014), que podem ser usados em
atividades antimicrobianas em alimentos (antibacterianas), antiflngicas, antivirais,
antiparasitarias, antioxidantes, antissépticas e anestésicas (FERNANDES JUNIOR et al.
2014; OUSSALAH, 2006).

Os Oleos essenciais (OE), também chamados de 6leos volateis, sdo produtos do

metabolismo secundario das plantas aromaticas. Os Oleos essenciais podem ser
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adquiridos por destilacdo a vapor ou expressdo mecanica, resultando em solucdes
concentradas devido a forma de extragdo, (YAP et al., 2014). Segundo Bakkali et al
(2008), os Oleos essenciais ndo sdo 6leos propriamente ditos, pois ndo possuem lipidios
em sua composic¢ao quimica, mas, sao compostos volateis complexos que séo constituidos
de 20 a 60 componentes em diversas concentracdes. Nesta composicdo, dois ou trés
componentes dos OE estdo em concentracGes maiores, cerca de 20 a 70% em comparagéo
aos demais componentes existentes.

O oleo essencial de cardamomo é extraido das sementes e possui como composto
majoritario o 1,8-cineole, também conhecido como eucaliptol, na concentracdo de 34%,
podendo chegar até 50% (WEISS, 2002). O seu 0leo essencial pode gerar efeitos
terapéuticos e contém vérias propriedades farmacoldgicas, como efeitos anti
inflamatdrios, analgésicos, antiespasmodicos, antimicrobianos e antioxidante (EL-
MALTI et al., 2007; ACHARYA et al., 2010).

Estudos mostram que o 6leo essencial de cardamomo inibe o crescimento das
bactérias E. coli e S. aureus com concentracdes a 1%, o crescimento das bactérias
(PEREIRA et al., 2014). Os autores El-Malti et al. (2007) encontraram resultados
positivos referente a sua atividade antimicrobiana contra bactérias, gram negativas e
positivas. Eucaliptol ttm mostrado efeito no controle de insetos indesejaveis, utilizado
como repelente (TRIPATHI et al., 2009).

O ¢6leo essencial de horteld-pimenta é extraido das folhas e talos. Possui atividade
antibacteriana, antiviral e antifungica, devido a presenca dos compostos mentol, mentona,
acetato de metila, iso-mentona (SINGH et al., 2011). A concentracdo do composto
majoritario mentol no dleo pode variar entre 28% a 42%, composto que provoca maior
atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas (ISCAN et al., 2002;).

Valeriano et al. (2012) relataram atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
horteld-pimenta contra E. coli, moderadamente contra Salmonella Enteritidis e
Enterobacter sakazakii e baixa atividade antimicrobiana contra Listeria
monocytogenes. Apresentou atividade antimicrobiana tambem contra Clostridium
sporogenes, Enterobacter  aerogenes, Klebsiella  pneumoniae, Proteus Vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella pullorum, Staphylococcus aureus e
Streptococcus faecalis, inibindoestes microrganismos em concentragdes de 10%
(ISCAN et al., 2002).

Com o intuito de pesquisar novos blends com capacidade de conservagédo e

armazenamento de embutidos carneos de forma adequada e natural, este projeto visou
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desenvolver diferentes blends de concentracdes de dleos essenciais (OE) e compostos
majoritarios (CM) para atender os requisitos de seguranca alimentar, aceitabilidade dos
consumidores e aumentar a vida 0til de embutidos, uma vez que 0s mesmos s&o

conservados em diferentes temperaturas.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Instituto Federal de Ronddnia — Campus Colorado
do Oeste, no laboratorio de microbiologia de alimentos, em trés etapas. Primeiro, foi
realizada a coleta e extragdo dos 6leos essenciais extraidos pelas espécies vegetais. A
segunda etapa consistia em isolar, identificar e quantificar microrganismos indicadores
das condicdes higiénicas de manipulacdo como Escherichia coli e Staphylococcus aureus
e microrganismos patogénicos como Salmonella presente nos embutidos coletadas de
agroindustrias da regido. A terceira etapa consiste em determinar a atividade
antimicrobiana de diferentes concentracdes de 6leos essenciais (OE) extraidos e de seus
compostos majoritarios (CM) sobre Escherichia coli.

3 EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Foi realizada a extracdo dos Oleos essenciais de cardamomo (Elettaria
Cardamomum), tomilho (Thymus Vulgaris) e horteld-pimenta (Mentha Piperita). O
material para extracdo de 6leo essencial foi coletado nas proximidades do municipio de
Colorado do Oeste — RO. O material retirado das espécies vegetais para extracdo dos
6leos essenciais (folhas, frutos, sementes, raizes ou folhas, variando conforme o tipo de
espécie) foram repicados e colocados em baldo volumétrico, juntamente com &agua
destilada.

O método utilizado para a extracdo dos 6leos foi através dos processos de
hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger modificado. As extragdes foram realizadas em
triplicatas para melhor concretizacdo dos dados e seguiram conforme os procedimentos
descritos por Silva et al (2012). Apo6s a repicagem do material, foi transferido 500 g do
material para baldo volumétrico, e adicionado 700 mL de agua destilada para cobrir todo
material. O tempo de extracdo foi cerca de 1 hora e 30 minutos. A volatilidade e a
insolubilidade dos Oleos essenciais em agua e a solubilidade em solventes organicos
permitiram caracteriza-los e promover o seu isolamento.

O dleo obtido foi coletado e acondicionado em frasco de vidro revestido com

papel aluminio, previamente esterilizado. Os 6leos extraidos foram armazenados na
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temperatura de 10°C até serem utilizados para avaliar a atividade antibacteriana de cada
6leo. Foram utilizados os compostos majoritarios eucaliptol, timol e mentol, adquiridos
da Sigma — Aldrich®.

4 ANALISE MICROBIOLOGICA DOS ALIMENTOS AGROINDUSTRIAIS
As analises microbioldgicas foram realizadas segundo as metodologias propostas

pela Internacional Comissiono Microbiologic Specification for Foods Method - ICMSF
(1983) e Silva et al. (2007), exceto quando mencionada.

Foi isolada, caracterizada e quantificada a bactéria patogénica Escherichia coli,
obtida de embutidos adquiridos por agroindustrias regionais como: queijo mussarela,
salame e apresuntado. Foi utilizado amostras de 25g de embutidos coletados de
agroindustrias regionais, tais produtos foram retirados aleatoriamente de forma asséptica
das embalagens utilizadas na coleta e, em seguida, realizada a homogeneizagéo em 225ml
de &gua peptonada 0,1% (p/v) esterilizada. Todas as amostras foram homogeneizadas
durante um minuto.

Para o preparo dos materiais foram utilizados meios de cultura e caldos para a
realizacdo das analises, como: caldo lauril Sulfato Triptose, caldo Escherichia coli estes
acondicionados em tubos de ensaio, além destes 0s meios de cultura: Nutrient- &gar,
Baird-Parker &gar, Salmonela Shiguella, EMB (Eosin Methylene Blue).

Os coliformes a 37°C foram quantificados utilizando-se a técnica do nimero mais
provavel (NMP). O teste presuntivo foi realizado com a inoculacdo de quatro aliquotas
da amostra em trés tubos de ensaio, com auxilio de uma pipeta de 1000 pl, contendo tubos
de Durhan invertidos e Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), incubados a 37°C por 24 -
48 horas.

Foram considerados tubos positivos para coliformes a 37°C aqueles que
apresentaram turvacdo e formacdo de gas. Os resultados foram expressos em logaritmo
decimal do numero mais provavel por grama (log NMP/g).

Os coliformes a 45°C foram quantificados também pela técnica do nimero mais
provavel (NMP). Aliquotas foram transferidas dos tubos positivos de coliformes a 37°C,
com auxilio de uma alga de repicagem, para tubos contendo caldo Escherichia coli (EC)
com tubos de Durhan invertidos.

Os tubos foram incubados a 45°C por 48 horas. Sendo considerados tubos

positivos para coliformes a 45°C aqueles que apresentaram turvacdo e formacéo de gas.
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Os resultados foram expressos em logaritmo decimal do nimero mais provavel por grama
(log NMP/qg).

A anélise de contagem bacteriana total foi realizada pelo método de plagueamento
em superficie, utilizando meio Nutrient- agar (NT). Foram utilizadas quatro aliquotas da
amostra, com auxilio de uma pipeta de 100 pl, esta aliquota foi homogeneizada na placa
com auxilio de alca drigalski, sendo as placas incubadas a 37°C por 48 horas. Foi
realizada a contagem total de col6nias das bactérias, os resultados foram expressos em
logaritmo decimal de Unidade Formadora de Coldnia por grama (UFC/qg).

Para a analise de Escherichia coli foram utilizados quatro aliquotas dos tubos
positivos para coliformes a 45°C, no qual foi utilizado 100ul, com auxilio de uma pipeta,
esta aliquota foi transferida para uma placa de Petri contendo o caldo EMB (Eosin
Methylene Blue), posteriormente o liquido pipetado foi homogeneizado na placa com
auxilio de alca drigalski, sendo as placas incubadas a 37°C, durante 48 horas.
Posteriormente foi realizada a verificacdo de desenvolvimento de coldnias tipicas de
Escherichia sp. sendo os resultados expressos por presenca ou auséncia desse
microrganismo.

As col6nias presuntivas de Staphylococcus foram quantificadas pelo método de
plagueamento em superficie, utilizando meio Baird-Parker agar (BP). Foram utilizadas
quatro aliquotas da amostra, com auxilio de uma pipeta de 100 pl, esta aliquota foi
homogeneizada na placa com auxilio de alca drigalski, sendo as placas incubadas a 37°C
por 48 horas. Foi realizada a contagem de coldnias tipicas desse microrganismo. Os
resultados foram expressos em logaritmo decimal das unidades formadoras de coldnias
por grama (log UFC/g).

Para a andlise de Salmonella sp. foram utilizadas quatro aliquotas dos tubos
positivos para coliformes a 45 °C, no qual foi utilizado 100pul, com auxilio de uma pipeta,
esta aliquota foi transferida para uma placa de Petri contendo o meio Salmonela shiguella,
posteriormente o liquido pipetado foi homogeneizado na placa com auxilio de alga
drigalski, sendo as placas incubadas a 37°C, durante 48 horas. Posteriormente, foi
verificado o desenvolvimento de col6nias tipicas de Salmonella, sendo os resultados
expressos por presencga ou auséncia desse microrganismo.

Posteriormente as bactérias identificadas foram isoladas em placas contendo agar
nutriente para serem usadas na avaliagdo antimicrobiana dos 6leos essenciais e compostos

majoritarios.
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5 ANALISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS OLEOS ESSENCIAIS E
COMPOSTOS MAJORITARIOS

Essa parte do experimento consistiu em avaliar o efeito antimicrobiano de
diferentes concentracGes de 6leos essenciais de cardamomo (Elettaria cardamomum),
tomilho (Thymus vulgaris) e hortela-pimenta (Mentha piperita) e de seus compostos
majoritarios eucaliptol, timol e mentol. Os tratamentos foram compostos pela combinacgao
dos arranjos dados pela interacdo da bactéria isolada com as diferentes concentracées de
Oleos essenciais (OE) e compostos majoritarios (CM), com fatorial 4 x 4, com 4
repeticdes, ou seja, quatro Oleos essenciais/compostos majoritarios, com quatro

concentracdes Tabela 1.

Tabela 1 — esquema fatorial de blends de éleos essenciais e compostos majoritarios

Tratamentos Misturas de OE /CM sigla/ Blends Concentracdes
CINEOL + ALECRIM 1 CINAL 1 50/50
CINEOL + ALECRIM 2 CINAL 2 100/50
Blends 1 CINEOL + ALECRIM 3 CINAL 3 100/100
CINEOL + CAPIM LIMAO 4 CINCAL 4 100/100
CITRAL + CAPIM LIMAO 1 CITCALS 75/25
CITRAL + CAPIM LIMAO 2 CITCAL 6 100/50
Blends 2 CITRAL + CAPIM LIMAO 3 CITCAL7 100/100
CITRAL + HOR. PIM. 4 CITHORP 8 100/100
CRAVO + HOR. PIM .1 CRAHORP 9 25/75
Blends 3 CRAVO + HOR. PIM. 2 CRAHORP 10 50/100
CRAVO + HOR. PIM. 3 CRAHORP 11 100/100
CRAVO + EUGENOL 4 CRAEUG 12 100/100
CARDAMOMO + CINEOL 1 CARDACIN 13 50/50
Blends 4 CARDAMOMO + ALECRIM 2 CARDALE 14 50/50
CARDAMOMO +EUGENOL 3 CARDAEUG 15 100/100
CARDAMOMO + CITRAL 4 CARDACIT 16 100/100

O estoque dos Gleos essenciais e compostos majoritarios foi feito pela mistura do
solvente caldo TSB (Tryptic Soy Broth), acrescido com emulsificante de leite em po
(0,6%). A partir do estoque foram efetuadas as diluicdes com caldo TSB. Por exemplo,
na concentracdo de oOleo essencial a 1% foi pipetada 990 pL de caldo TSB com
emulsificante de leite em po (0,6%) e 10 uL de oleo. Foram avaliadas as seguintes
concentragdes (%): 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,062; 0,03 e 0,015 (v / v). Foi considerada a
concentracdo minima inibitoria (CMI) dos 0Oleos essenciais e compostos majoritarios a
menor concentracdo que apresentou inibi¢do de Escherichia coli.

A padronizagdo dos inoculos bacterianas foi realizada mediante curva de
crescimento. Foi realizada a reativacgao das culturas, em tubo contendo TSB, incubada na
estufa a 37°C por 24 horas, posteriormente foi transferida 100 pL desse tubo para 100 mL

de caldo TSB e incubadas a 37°C, por periodo over night. Foram realizadas leituras
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periddicas da absorbancia (600nm) em espectrofotdmetro. As culturas foram
padronizadas em aproximadamente 108 UFC/mL™, para seu uso na avaliacdo do efeito
antimicrobiana dos 6leos essenciais e compostos majoritarios.

A concentracdo minima inibitéria (CMI) de Oleos essenciais e compostos
majoritarios foi determinada empregando o método de diluicdo em caldo (técnica de
microdiluicdo) e o método de difusdo em &gar, de acordo com o NCCLS (2012) com
adaptacdes.

A técnica de microdiluicdo, descrito pelos autores Rios & Recio (2005) consiste
no uso de microplacas de poliestireno com 96 cavidades onde foi pipetado 150 pL das
solugdes nas cavidades da microplaca e em seguida foi realizada a diluicdo seriada, ou
seja, a transferéncia de 150 pLL de um pogo para outro, em série e, posteriormente, inocula
10 pL da suspensdo bacteriana sobre cada poco.

Em cada placa, ha o controle positivo, o que consiste em pipetar 150 uL. de caldo
TSB mais 30 pL. da suspensdo bacteriana, para verificar que o caldo ndo interfere no
crescimento da bactéria e o controle negativo, o que consiste em pipetar 150 pL do caldo
TSB, para verificar que o caldo ndo esteja contaminado. As microplacas foram vedadas
e incubadas a 37°C por 24h. Apos esse periodo, foi realizado o plagueamento do material
das culturas nas cavidades do microplaca em TSA (Agar Triptona de Soja) e incubadas a
37°C por 24h. A concentracdo minima inibitéria (CMI) dos componentes foi aquela onde,
apos incubacdo, ndo foi detectado crescimento bacteriano na placa.

O método difusdo em agar consistiu no uso de placas de petri contendo 20 mL do
meio de cultura TSA e Agar Hektoen Enteric, em duplicata. Foi pipetado primeiramente
100 pL a concentragdo dos Gleos essenciais ou compostos majoritarios, em seguida foi
espalhado até secar com uma alca de drigalski e posteriormente pipetado 30 pL da
suspensdo bacteriana, e espalhado até secar. As placas foram colocadas na estufa por 24
horas a 37°C para posterior avaliacdo da atividade antimicrobiana das concentracdes,
avaliando se houve crescimento ou ndo de colbnias nas placas. Os ensaios foram
realizados baseados no método de Kirby-Bauer modificado, descrito pelos autores
Barbosa et al. (1988) e Rojas et al. (2006).

Os dados foram submetidos a analise de variancia com auxilio do programa

Statistica e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 1% de significancia.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados de Escherichia coli ATCC 35401, foram verificados
efeitos significativos (p < 0,01%) entre os fatores isolados, (A) blends e (B) concentragéo
e da mesma forma a interacéo entre os fatores A (blends) e o fator B (concentracdo) foi
significativa ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01%). Na Figura 1, visualizamos o
efeito isolado do fator A, Blends (1, 2, 3 e 4) e neste sentido podemos determinar que 0s
melhores tratamentos foram as misturas compostas pelos Blends 2 (citral (75 pl) + capim
lim&o (25 pl); citral (100 pl) + capim liméo (50 pl); citral (100 ul) + capim limé&o; citral
(100 pl) + hortela pimenta (100 ul) e Blends 4 (cardamomo (50 pL) + cineol (50 uL),
cardamomo (50 pL) + alecrim (50 pL), cardamomo (100 pL) + eugenol (100 pL) e
cardamomo (100 pL) + citral (100 pL) pois estes apresentaram resultados abaixo de 2,7
ciclosLog conforme os limites criticos para produtos carneos cozidos, curados ou nao,
defumados ou nao, dessecados ou ndo, embutidos ou ndo, refrigerados ou ndo (mortadela,
salsicha, presunto, fiambre, morcelas, patés, galantines) estabelecidos pela ANVISA
segundo a IN 60 de 2019. As bactérias gram-negativas (como Escherichia coli e
Salmonella) contém lipopolissacarideos na membrana externa o que forma uma superficie
hidrofilica. Isso cria uma barreira a substancias hidrofébicas, como os 6leos essenciais,
tornando essas bactérias resistentes a esses aditivos (DORMAN & DEANS, 2000).

Figura 1 — efeito de diferentes blends de 6leos essenciais no controle de escherichia coli atcc 35401
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Na Figura 2 podemos mostra o efeito isolado das diferentes concentragdes no que
tange haver uma relagdo significativa entre os diferentes compostos utilizados para o
desenvolvimento de diferentes Blends. De acordo com os resultados observa se
sinergismo entre os diferentes composto pesquisados nestes blends pois a medida que

aumenta a concentracdo do primeiro componente (OE) e diminui a concentracdo do
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segundo composto (OE ou composto majoritario) modulou a acdo no controle de
Escherichia coli ATCC 35401.

Figura 2 - efeito isolado de diferentes concentra¢des na inibicdo de crescimento de escherichia coli atcc
35401
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Diversos trabalhos corroboram com estes resultados apresentados nesta pesquisa
pois de acordo com (SINGH et al., 2011) o 6leo essencial de horteld-pimenta é extraido
de talos e folhas e possui atividade antibacteriana, antiviral e antifingica, devido a
presenca dos compostos mentol, mentona, acetato de metila, iso-mentona. A
concentra¢do do composto majoritario mentol no 6leo pode variar entre 28% a 42%.

NA Tabela 2 apresenta o resultado de analises de variancia (ANAVA) quanto ao
desdobramento de interacdo entre fatores Blends & Concentracdo no controle de
microrganismos enteropatogénicos. De acordo com os resultados houve significancia ao
nivel de 1% de probabilidade pelo teste de tukey, para efeitos de Blends dentro de cada

concentracdo no controle de Escherichia coli ATCC 35401.

Tabela 2 — anava entre os fatores blends & concentragdo no controle de microrganismos enteropatogénicos

Causas de Variagdo GL  SQ QM F P
Fator B1d. C1 3 139,50501875 46,501672917 2108,00** < 0,0001
Fator B2 d. C2 3 118,83741875  39,612472917 1795,70** < 0,0001
Fator B3 d. C3 3 18,107475000 6,0358250000 273,61** < 0,0001
Fator B4 d. C4 3 141,53375000 47,177916667 2138,66** < 0,0001

Residuo 45 0,9926812500  0,0220595833 -

Nas Figuras 3A, 3B, 4A e 4B mostram as comparacOes entre as médias de Blends
dentro de cada Concentragédo: C1, C2, C3 e C4. De acordo com os resultados, em todas
combinagOes desenvolvidas entre 0leos essenciais (OE) e compostos majoritarios e/ou
(OE) obtivemos respostas satisfatorias quanto ao potencial de inovacdo e

desenvolvimento de conservantes biodegradaveis de forma sustentavel, sem causar
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impacto ao ambiente e principalmente a salde dos consumidores no controle de
Escherichia coli ATCC 35401.

Duarte et al. (2007) que avaliaram 29 dleos essenciais contra diferentes sorotipos
de E. coli, observaram que os 06leos de M. piperita, O. basiculum, O. vulgare e Thymus
vulgaris apresentaram concentragdes minimas inibitorias acima de 1000 ug/mL, valores
considerados elevados pelos autores. As bactérias gram-negativas (como Escherichia coli
e Salmonella) contém lipopolissacarideos na membrana externa o que forma uma
superficie hidrofilica. Neste sentido, havendo uma barreira de substancias hidrofébicas
reduz o mecanismo agdo de alguns blends de dleos essenciais, no entanto o blends
utilizando compostos majoritarios potencializa na acdo contra enterobactéria conforme
verificado nesta pesquisa.

Figura 3 — desdobramento de blends (ul) dentro da concentracéo 1 (figura a) e concentracdo 2 (figura b) no
controle de  escherichia coli atcc
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Vale destacar que nos desdobramentos de BLENDS 1, 2, 3 e 4 dentro das
concentracdes C3, Figura 4A constataram os melhores resultados quanto ao efeito
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bacteriostatico e bactericida contra microrganismos enteropatogénicos, uma vez que
nestes BLENDS nestas concentracfes foram determinados os melhores efeitos para
controle de microrganismos indicadores e patogénicos, conforme avaliado nesta pesquisa
também para Salmonella sp, Sthaphylococcus aureus e Escherichia coli ATCC 35401.
Oleos ricos em compostos fendlicos possuem atividade antimicrobiana sobre bactérias da
familia Enterobacteriaceae (PENALVER et al., 2005).

De acordo com os resultados apresentados nas Figuras 4A e 4B podemos observar
as melhores concentracdes e combinacdes de blends de 6leos e ou compostos majoritarios
pois estas foram eficientes quanto aos Blends: 1, 2, 3, e 4 no controle de enterobactérias
e também quanto ao atendimento da legislagdo vigente IN 60 da ANVISA, Brasil 2019.
Outro fator importante além de promoverem a reducdo média de 6 ciclosLog no controle
bacteriano estes blends nestas concentracdes também apresentaram as melhores respostas

bactericida e bacteriostatica conjuntamente.

Figura 4 - desdobramento de blends (ul) dentro da concentracéo 3 (figura a) e concentracgdo 4 (figura b) no
controle de escherichia coli atcc 35401

(A)
Blends de oleos essenciais(puL) dentro de C3
2,5
a a
2
-
(S
o 15
LL
)
o 1
o
-
0,5
b b
0 == =
A A& 2
plend® gen®® gends” glen®®

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.11, p. 104592-104612 nov. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

104605

Blends de oleos essenciais (pL) dentro de C4

a

Log UFC/mL
O FL N WM Ooro N ©

D b
2
gends®  gen®

>
%

glends”

)
®

Semelhantemente, foi verificado efeito significativo ao nivel de 1% de
probabilidade para todas concentracfes pesquisadas dentro de cada blends. De acordo
com a Figura 5A nos tratamentos: B4, ou seja, cineol (100 pL) +alecrim (50 yL), e B7
cineol (100 pL) +alecrim (100 pL) foram detectadas as melhores concentragdes quanto
ao controle de enterobactérias ficando estas concentracfes abaixo do limite critico

estabelecido pela legislacao, Brasil 2019.

Figura 5 a efeito de diferentes concentragdes de blends de dleos essenciais de cineol, alecrim e capim
lim&o no controle de enterobactérias veiculadas por embutidos carneos
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Neste sentido de acordo com a Figura 5B, e 5C as concentracdes pesquisadas
mostraram melhores respostas e semelhancas quanto a interacéo entre os 6leos utilizados
nos desenvolvimentos destes blends para controle de microrganismos indicadores e
patogénicos de produtos carneos embutidos, descobriu se que aumentar a concentragdo

de citral e diminuir a concentragdo de capim limao melhora ac¢do antimicrobiana e neste
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sentido verificou se efeito bacteriostatico e bactericida para: CICAL6; CICAL7
respectivamente . Vale destacar que o blends de citral com hortela pimenta (CITHORPS)
também promoveu efeito bactericida no controle de microrganismos enteropatogénicos.

Figura5b efeito de diferentes concentrac@es de blends: citral, capim limao e hortela pimenta no controle
de enterobactérias isoladas de embutidos cérneos
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De acordo com a Figura 5C existe modulagdo entre a concentracdo de cravo da
india e horteld pimenta, constatou se que o uso de eugenol, composto majoritario,
potencializa acdo antimicrobiana contra microrganismos patogénicos na elaboracao de
conservante biodegradavel para conservacao de alimentos embutidos. A concentracao de
100 pL de cravo +100 pL eugenol foi superior ao blend cravo da india (100 pl) + hortela
pimenta (100 pL).

Figura 5 ¢ efeito de diferentes concentracBes de blends de 6leos essenciais de cravo, horteld pimenta e
eugenol no controle de enterobactérias veiculadas por embutidos carneos
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De acordo com Ernandes & Garcia-Cruz (2007) o 6leo essencial de cravo da india
mostrou 43,3% de halos de inibi¢do bacteriana, enquanto o de horteld apresentou 37,5%,
sendo as bactérias gram positivas mais sensiveis ao efeito dos dleos com 44,2% de
frequéncia de halos formados em relacdo as Gram negativas com 36,7%, conforme
Silvestri et al. (2010). De acordo com Burt (2004) os 6leos essenciais de eugenol, couve,
cravo-da-india, orégano e tomilho inibem bactérias patogénicas em produtos carneos e
sdo efetivos nas concentragdes de 0,5 a 2,0 mg.mL™. Resultados semelhantes foram
obtidos nesta pesquisa, pois constatou inibicdo e reducéo significativa de 6 ciclosLog
utilizando blends de cravo/horteld pimenta, e cravo/eugenol contra enterobactérias
isoladas nesta pesquisa.

Na Figura 5D apresenta os resultados de desdobramento do fator B
(Concentracao) dentro dos diferentes blends pesquisados (fator A). Para tanto, existe
interacdo significativa ao nivel de 1% de probabilidade entre os fatores pelo teste de
tukey. Todas concentracdes pesquisadas nos blends (50uL cardamomo/50uL cineol;
50pL cardamomo/50uL alecrim; 100pL cardamomo/100pL eugenol e 100pL
cardamomo/100pL citral) atendem aos limites criticos estabelecidos pela legislacdo da
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria, conforme apresentado na IN 60 de 2019. Neste
sentido verificou se maiores possibilidades de combinacGes tanto com OE quanto com
CM quanto a promover reducdes logaritmicas significativas no que tange o controle de
enterobactérias patogénicas e microrganismos indicadores.

Segundo Pereira et al. (2014), o 6leo essencial de cardamomo apresentou
atividade antimicrobiana inibindo a S. aureus nas CMI de 4%, apresentando-se sensivel
a bactéria em estudo, pois 30 minutos apds a desinfeccdo desse 6leo essencial, houve
reducdo significativa do nimero de células da bacteéria, portanto a solugdo de cardamomo
a 1% ndo reduziu o numero de células viaveis das bactérias, sendo ndo considerada
efetiva. Porém nesta pesquisa utilizando concentracdes semelhantes obtivemos resposta
satisfatorias dentro dos limites criticos estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, Brasil 2019.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.11, p. 104592-104612 nov. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

104608

Figura5d efeito de diferentes concentracBes de blends de oe e/ou cm de cardamomo, cineol, alecrim e
eugenol e citral no controle de enterobactérias isoladas de embutidos carneos
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O oleo essencial de cravo da india (Caryophyllus aromaticus L. - Myrtaceae) esta
presente na planta em grande quantidade, entre 15% e 25% e é utilizado na culinaria, nas
indUstrias de alimento e também na medicina. O principal constituinte deste 6leo é o acido
cindmico (70% a 80%) e eugenol (4% a 7%) (Matan et al., 2006) e a acdo antimicrobiana

é relatada frente a inUmeros microrganismos (Dorman & Deans, 2000).

7 CONCLUSAO

Os blends pesquisados na ConcentracGes de C3 apresentaram melhores resultados
guanto & acdo bacteriostatica e bactericida contra microrganismos enteropatogénicos,
indicadores como Salmonella sp, e Escherichia coli ATCC 35401. As combinagdes de
6leos essenciais e compostos majoritarios dentro da concentragdo C3 contribuem de
forma substancial para desenvolvimento inovador de conservante biodegradavel e
sustentavel no que tange a conservacdo de embutidos, seguranca, salde e atendimento a
legislagéo vigente.

Existe modulagdo entre a concentracdo de cravo da india e horteld pimenta, pois
constatou se que eugenol, composto majoritario, potencializa o efeito antimicrobiano
contra microrganismos patogénicos na elaboracdo de conservante biodegradavel para
conservacdo de alimentos embutidos. Semelhantemente descobriu se que o aumentar a
concentracdo de citral e diminuir a concentragcdo de capim limdo modula
significativamente acdo antimicrobiana promovendo efeito bacteriostatico e bactericida

conjuntamente contra enterobactérias.
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Todas concentragOes pesquisadas nos blends 4 (50uL cardamomo/50uL cineol;
50pL cardamomo/50pL alecrim; 100pL cardamomo/100uL eugenol e 100pL
cardamomo/100pL citral) atendem aos limites criticos estabelecidos para enterobactérias.
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