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RESUMO

Bactérias do géner6higella sdo bacilos Gram-negativos, ndo formadores de
esporos, pertencentes a famitiaterobacteriaceae. Shigella sp. € transmitida
pela agua contaminada e por alimentos como salagggtais crus, leite e
produtos lacteos e carne principalmente a carnalanastando diretamente
ligada a surtos de toxiinfeccBes alimentares dedaaprogressao, dificil
tratamento e facil contagio. O aumento da resisiébacteriana aos agentes
antibacterianos empregados comumente na indUstiaséente, sendo que, 0s
conservantes quimicos ndo sdo bem aceitos pelaumatores e, portanto,
antimicrobianos de origem natural sdo de grandgdsse atualmente. Os 6leos
essenciais sdo bem conhecidos por suas propriedatiescrobianas e diversos
estudos tem confirmado sua eficiéncia tanto commifisante e desinfetante
guanto como conservant®bjetivou-se determinar a concentracdo minima
inibitéria (CMI) de 6leos essenciais @riganum vulgare, Myristica fragans,
Thymus wulgaris, Syzygium aromaticum, Rosmarinus officinalis, Ocimum
basilicum, Cinnamomum zeylanicume e Foeniculum wvulgare dulce contra
Shiguela flexneri, a fim de selecionar os 6leos de maior atividade paaliar o
potencial antishigella da combinagéo desses éleos quando em carne mada. O
Oleos essenciais, puros e combinados, foram adatispor CG e CG-EM. A
CMI dos 6leos essenciais puros e combinados emedtfes concentracdes foi
determinada empregando-se a técnica de microdilegd caldo, em placas de
poliestireno de 96 cavidades. Os 0leos essengai®s € em mistura, foram
incorporados a carne moida inoculada c8nflexneri. A quantificacdo da
bactéria foi realiz nos tempos 0 h, 24 h e 48 tameazenamento da carne a
12°C seguido de incubagéao por 24 h a 35 °C em 1Beiquela/Salmonella para
contagem das coldnias. Os 06leos essenciais quseeapsieam maior inibicao
foram o deSyzygium aromaticum (0,33%) e o d€innamomum cassia (0,65%).

Os o6leos deThymus wulgaris, Origanum wulgare e Myristica fragans
apresentaram CMI na faixa de 5 a 10%. As combirsadds 6leos de folhas de
Origanum wulgare, folhas e flores deThymus vulgaris, botbes florais de
Syzygium aromaticum e partes aéreas d@nnamomum zeylanicum obtiveram
éxito no controle déhigella flexneri, fato este que os torna possiveis adjuvantes
na conservacgédo de carne moida.

Palavras-chave:seguranca alimentar; antimicrobianos naturaisygisio.



ABSTRACT

Bacteria of the genuShigella are Gram-negative bacilli, non-spore forming,
belonging to theEnterobacteriaceae family. Shigella sp. is transmitted by
contaminated water and food such as salads, raetatglgs, milk and dairy and
meat products mainly ground beef and are direatkeld to outbreaks of food
toxiinfeco rapidly progressive, difficult to treahd easy contagion. The increase
in bacterial resistance to sanitizing agents comynemployed in the industry is
growing. On the other hand, the chemical presergatare not well accepted by
consumers and therefore naturally occurring antivhi@ls are currently of great
interest. Essential oils are well known for thetimicrobial properties, and
several studies have confirmed its efficiency ath lsanitizing and disinfectant
or as a preservative. This study aimed to deterrttieeminimum inhibitory
concentration (MIC) of essential oils @Figanum vulgare, Myristica fragrans,
Thymus wulgaris, Syzygium aromaticum, Rosmarinus officinalis, Ocimum
basilicum, Cinnamomum zeylanicume and Foeniculum vulgare dulce against
Shiguela flexneri to select oils increased activity to assess the Shiguda
potential of combining these oils in contaminatafrground beef. The essential
oils combined pure and were analyzed by GC and & -Whe IMC and
combinations of pure essential oils in differenh@entrations were determined
using the technique of microdilution in 96-well pstiyrene plates. The essential
oils pure and in mixture, were incorporated inte ground meat and then the
meat was contaminated wighflexneri. For bacterial counts dilutions in the O h,
24 h and 48 h and plating on medium Shiguela /Sadte followed by
incubation for 24 h at 35 ° C for counting the ¢cés were used. The essential
oils that showed greater inhibition weBgzygium aromaticum (0.33%) and of
Cinnamomum zeylanicum (0.65%). The oils offhymus vulgaris and Origanum
vulgare Myrigtica fragrans showed MIC in the range from 5 to 10%. The
combinations of oils from leaves @riganum vulgare, leaves and flowers of
Thymus vulgaris flower buds of Syzygium aromaticum and Cinnamomum
zeylanicum aerial parts were successful in controlling ssaifishigella flexneri,

a fact that makes it possible aids in the consenvaif ground beef.

Keywords: food safe; natural antimicrobial agents; synengis
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1 INTRODUCAO

Bactérias do géneroShigdla sédo bacilos Gram-negativos, nao
formadores de esporos, pertencentes a farbflierobacteriaceae (FRANCO;
LANDGRAF, 2003). Shigella sp é transmitida pela agua contaminada e por
alimentos como saladas (batata, atum, camarao,rraca frango), vegetais
crus, leite e produtos lacteos e carnes, principale; a carne moida
(SHAECHTER, 2002). A contaminacdo destes alimestggralmente por via
fecal-oral. Pesquisas mostram que duas espéci&higila, S flexneri e S
sonnei na propor¢cdo de 3:1 estdo envolvidas em surtogodimfeccdes
alimentares, causando a shigelose.

De acordo com a Food and Agriculture Organizat@®04) estima-se
gue a shigelose seja responséavel por cerca de0&B0MOrtes e dois tercos dos
casos de diarreia no mundo. A maioria das mortes@@m criangas menores
de 10 anos de idade, em locais com precarias éwslide higiene e problemas
de saneamento basico (FAO, 2004).

A shigelose caracteriza-se por dor abdominal ecadldiarreia com
sangue, pus ou muco; febre, vbmitos e tenesmo, exal, gniciam-se, um ou
dois dias apdés a exposicdo as bactérias. Agravesadénfeccdo sdao
manifestacbes de febre alta, podendo estar asaodanh convulsfes em
criancas menores de 4 anos de idade (CENTERS FGRASBE CONTROL,
CDC, 2013).

Nas industrias de alimentos o controle de micrasgans patogénicos e
deterioradores se da empregando-se as boas pd#italsricacdo, tendo grande
importancia o processo de sanitizacdo de equipasieat das maos dos
colaboradores e pela adi¢cdo de conservantes awsnatis. Contudo, trabalhos

mostram a ocorréncia do aumento da resisténciabdeterias aos agentes
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sanificantes empregados comumente na industria (@HRet al., 2013). Ja os
conservantes quimicos ndo sdo bem vistos pelosumideres assim,
antimicrobianos alternativos e ditos “naturais” s#8e grande interesse
atualmente.

Nesse contexto destacam-se os Oleos essenciaster@ados por ser
um complexo de constituintes quimicos naturais l&teis, caracterizados por
um forte odor e oriundos do metabolismo secundigiplantas aromaticas. Os
Oleos essenciais e alguns de seus componentesadosuem perfumes e na
manufatura de diversos produtos sanitarios, natotbgia, na agricultura, como
preservativos e aditivos de alimentos e remédidaraia. Por exemplo, D-
limoneno, acetato de geranila e D-carvona podeer fgarte da composicao de
perfumes, produtos de higiene pessoal e doméstieames, sopas, como
aditivos de sabores e aromatizantes (BAKKALI et 2008). Estudos sobre a
atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais temmpeoovado sua acéo
sanificante, desinfetante e conservante (OLIVEIB®ARES; PICCOLI, 2013;
OLIVEIRA; PICCOLI; BRUGNERA, 2013; OLIVEIRA; BRUGNRA,
PICCOLI, 2013).

Considerando o grande potencial antibacterianstente nos 6éleos
essenciais objetivou-se analisar os 0Oleos esssnd@iAlecrim Rosmarinus
oficinalis L.), Manjericdo Ocimum basilicum L.), Oregano Qriganum vulgare
L.), Noz MoscadaMlyristica fragans L.), Tomilho Branco Thymus wulgaris),
Cravo Botao $yzygium aromaticum (L.) Nerril), Canela Cassia&C{nnamomum
cassia), Funcho Doce Roeniculum wvulgare dulce), e misturas com
concentracfes definidas desses 6leostro e em carne moida inoculada com

Shigella flexneri.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Shigella flexneri: um patégeno de origem alimentar

Bactérias do géneroshigella sdo bacilos Gram-negativos, néao
formadores de esporos, pertencentes a fafilierobacteriaceae. Este género,
caracteristico do trato digestivo humano, € carigtit por quatro espécies e cada
uma possui um sorogrupo distinto sen&o:dysenteriae (sorogrupo A),S
flexneri (sorogrupo B),S boydii (sorogrupo C) €S. sonnei (sorogrupo D)
(FRANCO; LANDGRAF, 2003).

As doencgas de origem alimentar, ou transmitidasafiorentos, sdo de
vital interesse para a salde publi®agella spé responsavel por grande nimero
de surtos, casos e Obitos (OUSSALAH et al., 20D6encas transmitidas por
alimentos (DTA) séo definidas como qualquer doénfgeciosa ou de natureza
téxica causada pelo consumo de alimentos ou aqutarmmados por bactérias,
virus, parasitas, toxinas, prions, agrotéxicos,dpi@s quimicos e metais
pesados. A maioria, no entanto, é de origem miar@biWORLD HEALTH
ORGANIZATION, WHO, 2004; BRASIL, 2005).

Casos de DTA ocorrem diariamente em todos 0s pais&s como a
maioria ndo é relatado, a verdadeira dimensdoadena ainda é desconhecida
(WHO, 2009).

A agéncia norte americanBood and Drug Administration (FDA)
classifica, como principal preocupag¢do em seguraiigaentar, as doencas
transmitidas por alimentos, visto que os episodiestoxinfec¢do alimentar
ultrapassam em numero qualquer outro tipo de cantg&o por alimento
(SIZER; WHITNEY, 2003).
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Contaminacado de alimentos geralmente resulta depassoa infectada
utilizando técnicas de preparacéo impropria ouasdgptica, seja antes, durante
ou depois do processamento do alimento (LAMPEL;, WHBERG;
AHLSTRAND, 2000). Os alimentos mais comumente cmmados incluem
carne e produtos lacteos, ovos, peixe e vegetais. Salmonella enterica,
Escherichia coli O157: H7 eShigella spp estao entre os principais patdégenos de
origem alimentar afetando pessoas em todo o m@d€ (2010).

A shigelose caracteriza-se por dor abdominal ecagdldiarreia com
sangue, pus ou muco; febre, vdmitos e tenesmogeah gniciam-se um ou dois
dias apos a ingestdo da bactérias. Geralment@;seate infec¢éo auto limitada,
durando de 4 a 7 dias. A infeccdo grave, com faliee pode estar associada
com convulsdes em criancas menores de 4 anos de. idigumas cepas séo
responsaveis por taxa de letalidade de 10 a 156édeizem a enterotoxina tipo
Shiga (semelhante & verotoxinaklaoli O157:H7), podendo causar a sindrome
urémica-hemolitica (SHU) e a doenca de Reiterif@aregativa) (CDC, 2013).

Os principais tratamentos incluem, reidratacéo etatrdlitos via oral e
gquando em casos mais severos via intravenosa deustguns medicamentos
antibiéticos de amplo espectro como sulfametoxaztimetoprim (Bactrim),
ampicilina, ciprofloxacino (Cipro) ou azitromicin§GUIA DE REMEDIOS,
2013).

A diarreia causada pahigella spp continua a ser problema de sadde
publica importante no mundo, especialmente nosepaésn desenvolvimento,
onde a doenca pode causar 167 milhdes de episdelidarreia e mais de um
milhdo de mortes anualmente (KOTLOFF et al., 1988gundo o Programa de
Infeccdo Emergentes (CDC, 2006higella foi o terceiro agente patogénico de
origem alimentar mais relatado em 2088igella spp. € transmitido por contato
direto com uma pessoa infectada ou por ingestdaalileentos ou agua
contaminados (WHO, 2005).
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2.2 Carne moida: um alimento acessivel e de facirmaminacdo microbiana

A carne é um dos produtos mais consumidos no mu@danto ao
aspecto nutricional, é uma fonte ideal de aminafciessenciais e, em menor
extensdo, de alguns minerais. Entre as caraatadsthais interessantes no
consumo da carne esta a sua habilidade de sufatirap e aumentar a absorgéo
desse ion de fontes ndo carneas consumidas emmumsgndo 0s vegetais de
coloracdo verde escura como couve, brocolis, tdesbeterraba os mais
importantes, no entanto ndo tdo bem absorvidosdguas ions presentes na
carne. Seu grande consumo também se deve a grariddade de técnicas de
preparo a que pode ser submetida e ao seu sab&RWHEA-BERNARDI,
2001; LAWRIE, 2005). Pardi et al. (2001) tambémagizh-se as quantidades
significativas de vitaminas do complexo B presengesarne bovina.

A Instrucdo Normativa n° 83 de 21 de novembro dg320efine carne
moida como produto obtido a partir da moagem desasasnusculares de
carcacas de bovinos, ou bufalinos, seguido de @tdiesfriamento ou
congelamento, com teor maximo de 15% de gordurdA@R 2003). Nesse
contexto, trata-se de produto cru, sem nenhum prequtcional.

O consumo da carne moida destaca-se dentre ostggarfirneos, pela
sua aceitabilidade e por caracterizar-se como pogatpular, sendo acessivel a
faixa da populacdo com menor poder aquisitivo, allenpoder ser usada em
refeicbes de maneira pratica e variada (MOTTA; BELUNTE; PANETTA,
2000).

No contexto dos produtos frequentemente envolvidos surtos de
toxinfeccdes alimentares, as carnes merecem destaqis possuem elevada
atividade de agua e pH favoravel ao crescimentmideorganismos. Além de

elevado percentual de proteinas, minerais e visnitornando-as excelentes
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meios de cultura para o desenvolvimento de pat&emodeteriorantes
(CARDOSO; ARAUJO, 2003). A carne moida, em particuapresenta maiores
problemas microbiolégicos que os cortes, por sofmaior manipulacdo e
possuir maior relacdo area/volume (CONCEICAO; FARBANDARA, 2003).

A carne é um alimento muito perecivel e o aumeatswh vida Gtil é
muito importante para o produtor e para o consunfidal. A perda de frescor
da carne ap6s moagem é resultado, principalmeatgtididade de enzimas
endbégenas e exodgenas, oxidacdo dos lipidios e ptgmee putrefagcéo
bacteriana. Em geral, a deterioracdo bacterianacatae é causada por
microrganismos psicrotréficos (FIK; SUROWKA; FIRERQ0S).

O potencial de crescimento dos microrganismos @séficos, seguido
de alteracdo das qualidades organolépticas tamBénaspectos considerados
bastante preocupantes. Com periodos de tempoesuési sob temperatura de
refrigeracdo, varias espécies de bactérias psfmatsGpodem atingir niveis que
promovem a deterioracdo da carne (DJENANE et @D5R

Oliveira et al. (2008), em estudos sobre fontegacpimantes de carne
moida demonstraram que o maior indice de contadindesse produto em
acougues e frigorificos ocorreram, principalmepte,contato com moedores de
carne e com as maos dos manipuladores.

2.3 Uma nova abordagem na conservacao de alimentos

As observacfes do homem em relacdo aos alimenspsniveis e o
ambiente em que viviam, muito provavelmente, pdgsitam o
desenvolvimento das primeiras técnicas de cons@&ovegmo, por exemplo, a
desidratacdo, a salga ou mesmo o resfriamento (BARDI;OLIVEIRA,
1998).
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Atualmente, percebe-se grande evolucdo destascaécriue embora
antigas ainda sejam empregadas isoladamente oussmiazfes com outras
mais recentes. Assim, tais procedimentos possitnilih construcéo de barreiras
efetivas para controle de microrganismos e tamb@mumento da vida util de
varios produtos alimenticios (SOUZA; LIMA; NARAIN2003).

A conservacdo do alimento pode ser conseguida ysdode métodos
drésticos como a esterilizagdo, que mata 0os m@anigmos capazes de se
desenvolverem em alimentos. Entretanto, estes girneatos acarretam numa
série de interacdes e reacdes entre substanciastwiotes dos alimentos que
podem dar ao produto final gosto e aroma alterdéosoutro lado, quando se
empregam métodos mais suaves de conservacaopastas vezes ndo bastam
para ampliar a vida Gtil dos produtos, sendo assgessarias duas ou mais
operacfes ou processos para alcancar éxito. Rprhissca-se o emprego de
métodos mais suaves, associados ou ndo para anamie visando abrir
possibilidades de colocar no mercado produtos ozta mais frescos e
processados ao minimo (BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998).

A medida que a exigéncia dos consumidores aumentmercado
também deve se adequar no oferecimento de prodati®s vez mais frescos,
nutritivos, com alta qualidade sensorial e vida viiveis. Novos tratamentos
ganham destaque como as tecnologias ndo térmicas derivados vegetais
(DEVLIEGHERE; VERMEULEN; DEBEVERE, 2004).

Em relacdo aos vegetais, sabe-se que todos saoidqurss de vias
metabdlicas secundarias que dao origem a compasthsndo alcaloides,
flavondides, isoflavondides, taninos, cumarinas,icogideos, terpenos,
poliacetilenos, 6leos fixos e essenciais, dentreosu que por sua vez Ssao
especificos a determinadas familias, géneros oéciesp vegetais (SOUZA;
LIMA; NARAIM, 2003).
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Os derivados do acido hidroxicindmico (acigaoumarico, ferulico,
cafeico e clorogenico), encontrados em frutas,wras] legumes, chas e outras
fontes de origem vegetal sdo reconhecidos por ames atividade
antibacteriana e antifiingica. Ja nas plantas emasif(repolho, couve, brécolis,
nabo, entre outros), encontram-se 0s glucosinglabss quais produzem
isotiocianatos apds sofrerem algum tipo de injuriacénica, tendo alguma
atividade antifingica e antibacteriana. Outrastpksao conhecidas por possuir
Gleos essenciais com atividade antimicrobiana, cpon@xemplo o eugenol do
cravo-da-india; a alicina do alho; o aldeido cirdomila canela e o timol no
orégano (JAY, 2005).

As especiarias sdo os produtos constituidos despémizes, rizomas,
bulbos, cascas, folhas, flores, frutos, sementdes)t de espécies vegetais,
tradicionalmente utilizadas para agregar saboroma aos alimentos e bebidas
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, ANVISA, 2007).
No que diz respeito a atividade antimicrobiana émeatos, estes podem servir
como substrato para o crescimento microbiano eugémtoxinas e, de acordo
com a forma tradicional de uso, as especiariagas adicionadas aos alimentos
sdo geralmente em quantidades insuficientes patar ew deterioracdo por
microrganismos (CEYLAN; FUNG, 2004).

Os compostos de natureza vegetal, em especialpasi@sas e seus
produtos derivados (6leos essenciais e extratpg}santam potencial relevante
como agentes de inibicdo do crescimento de micniggeps, mostrando que
elementos que se apresentavam apenas como ve®resochas e gostos
caracteristicos, apresentam perspectiva de empmego agentes ou adjuvantes
de produtos sanitizantes (SOUZA; LIMA; NARAIM, 2003

Estudos realizados com 6leos essenciais revelananagjquantidades a
serem empregadas como sanitizante variam muito, wemaque em grandes

quantidades pode alterar o sabor do produto. Al@soda eficiéncia relativa
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muda conforme a composi¢do do produto, bem cometadwologia empregada
nos ensaios que também geram dificuldades de cagfmaentre os resultados
obtidos. Em geral bactérias Gram positivas sao satisiveis que as Gram-
negativas, enquanto as bactérias lacticas sdo iagesasstentes entre as Gram-
positivas. Fungos parecem ser mais sensiveis gbaciérias Gram-negativas
(JAY, 2005).

No Brasil, 6leos essenciais e extratos estdo cangidos dentro da
classe de aditivos como aromatizantes naturais.eiManto, excluem-se do
regulamento da ANVISA, as matérias de origem veégetanimal que possuam
propriedades aromatizantes intrinsecas, quando @@ utilizadas

exclusivamente como fonte de aromas (ANVISA, 2007).

2.4 Oleos essenciais: quimica e potencial bactedai

Os dleos essenciais sdo complexas misturas deitaonies quimicos
volateis odoriferos, sintetizados em qualquer pdetaima planta aromatica e
armazenados em células secretoras, cavidadess,caghilas da epiderme ou
tricomas glandulares. Eles sdo normalmente obpdosneio de arraste a vapor
ou hidrodestilagdo. Conhecido pela sua atividadetebaida, fungicida e
virucida apresenta propriedades medicamentosasveritantes. Tem sido
empregados como conservantes de alimentos devids fuopriedades
antibiéticas (BAKKALI et al., 2008).

Do ponto de vista quimico, a maioria dos Oleos resaes sdo
constituidos por constituintes das classes doslpfepandides ou dos
terpendides, havendo predominancia desses Ulti@sstenilpropandides sdo
formados pela via do acido chiguimico, que formauaglades basicas dos
acidos cindmico @-cuméarico. Em seguida, por meio de reducgbes enziasat

produzem propenilbenzenos e/ou alilbenzenos; paagiio com degradacgdo
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das cadeias laterais, formam aldeidos aromaticpere;iclizagées enziméticas
intramoleculares, produzem cumarinas (SIMOES g2@04).

A via do mevalonato (MVA) é a mais discutida. Pogiondela, sao
formados os sesquiterpenos e triterpenos, derivdal@sopreno. Sua ocorréncia
da-se no citoplasma da célula e a sua origem hiéisa pode ser resumida
pelo metabolismo da glicose pela via do acetagdazida a mevalonato, numa
reacdo irreversivel, em que o mevalonato é cowleegm isopentil-pirofosfato
(IPP) ouisopreno ativo (unidade basica na formacéo dos terpenos e algeroi
com 5 carbonos —{Le o seu isbmero dimetilalil-pirofosfato (DMAPR)utra
rota existente dos terpendides é a via 1-deoxilDede-5-fosfato (DXP) de
ocorréncia nos cloroplastos das células. Nela ovaio e o gliceraldeido 3-
fosfato, formados durante o metabolismo primariomtim o 1-deoxi-D-
xilulose-5-fosfato e, em seguida, o 2-C-metil-Dirénl-4-fosfato. Apods
sucessivas reacfes, sdo formados tanto o isopéenfibsfato quanto seu
isdbmero, o dimetilalil-pirofosfato. Essa rota pareestar envolvida na
biossintese de carotenoides, fitdis, monoterpedibsrpenos, tetraterpenos e
plastoquinonas (DESCHAMPS et al., 2003).

Um esquema resumido do ciclo biossintético dos ndditas
secundarios, com destaque para as vias do chiqyirmgvalonato e DXP é

apresentado na Figura 1.
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guimicos mais abundantes na composicao quimicéaldos essenciais
Fonte: Deschamps (2005).

Na natureza, os Oleos essenciais desempenham ipgpattante na
protecdo das plantas como agentes antibacteriamiiirais, antifingicos,
inseticidas e também contra herbivoros. Eles tand®mem para atrair alguns
insetos que favorecem a dispersao de pélen e sement mesmo para repelir
outros insetos indesejaveis (BURT, 2004; BAKKALkkt 2008).

Segundo Bertini et al. (2005) a atividade antibémt@ de O6leos
essenciais pode ser influenciada por véarios paréametom destaque para o
tipo, composicdo, concentracdo, processamentooeagem do 6leo essencial.
Por outro lado, o tipo de microrganismo e compasig¢é substrato utilizado
para crescimento do microrganismo também podenedenresultados distintos
para esta propriedade dos 6leos.

Geralmente 0os componentes majoritarios determinarprapriedades
biolégicas dos 0leos essenciais (BETTS, 2001; PRSKY; NOEL,;
DUDAREVA, 2006). Embora sejam encontrados resuladiferentes em

alguns estudos, a susceptibilidade dos microrgarsisBram-positivos parece
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ser maior do que a dos Gram-negativos em relacgiidlaos essenciais (BURT,
2004; HOLLEY; PATEL, 2005).

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais la&ac mas o
mecanismo de acdo antimicrobiana ainda nao estpletamente entendido. Ha
consenso de que a grande maioria dos compostositacome fendlicos exerce
seus efeitos antimicrobianos diretamente na membraitoplasmatica
provocando altera¢c8es na sua estrutura e func@@sL({HY; PATEL, 2005).

Considerando o numero de diferentes grupos de cziopa@uimicos
presentes nos 6leos essenciais, € muito provaechquia atividade bactericida
nao seja atribuida a um mecanismo especifico. pEr®ce existir varios alvos
na célula, como as alteracdes da membrana citogtecsmperturbacdes sobre a
forca préton motriz, no fluxo de elétrons, no tr@orse ativo e coagulacao do
contetdo da célula. Nem todos esses mecanismagemtimlvos separados,
podendo alguns ocorrerem em consequéncia de oudganismo (BURT,
2004).

2.5 Oleos Essenciais de Plantas Condimentares

Para as andlises de avaliacdo antibidtica e arddi€onstituintes, foram
empregados o0s 6leos abaixo. Os 6dleos estudadosn far@ecionados
considerando potencial aceitacdo na utilizacdo ealter por parte dos

consumidores, por essa razao, a utilizacdo de étmaimentares.

2.5.1 Oregano (fdganum vulgare L.)

Planta herbacea, perene, ereta aromatica, de halgpesas vezes

arroxeadas, de 30 a 50 cm de altura, nativa déegsgnontanhosas e pedregosas
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do sul da Europa e cultivada no Brasil. Folhas msppubescentes, de 1-2 cm
de comprimento. Flores esbranquicadas, réseas adécgas, reunidas em
inflorescéncias paniculadas terminais (LORENZI; M2g, 2008).

Apresenta teor de 6leo em torno de 1% com cercd0da 70% de
carvacrol(1), acompanhado de borneol, 1,8-cineol, terpinegbjrteno e timol
(GRUENWALD; BRENDLER; JAENICKKE, 200D

(1)

2.5.2 Noz MoscadaMyristica fragans Houtt.)

A noz-moscada € produzida pela planta denominadacadeira.
Myristica fragans pertencente a familia das MiristicAceas, que ating
maturidade até 12 m de altura. A fruta é redondarelm esverdeada com
didmetro de aproximadamente 5 cm e consiste degopd e semente. Ao
amadurecer a parte carnosa se divide em duas, bdeslmo a semente. A
semente é revestida por anel, de cor vermelhcaitithe que se chama macis ou
‘flor de macis’. Estas duas partes sdo usadas cespeciarias. A semente
também é chamada de noz-moscada, denominacaceilaceegundo a botanica,
ja que ndo se trata de uma noz. Estas podem pésab@ e formam a maior
parte do fruto (CHOO; WONG; LIEW, 1999).
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Analises quimicas por CG-EM do 6leo essencial dmsestes dévl.
fragans obtido por hidrodestilacdo durante trés horas ardim a presenca
majoritaria dex-pineno (17,2%])2); B-pineno (23,9%)3) e miristicina (16,2%)
(4). Os derivados de alilbenzenos e propilbenzenagsfivina, safrol, eugenol,
metil eugenol, metil isoeugenol, elimicina) totaliam 23,7% do teor total do
6leo (JUKIC et al., 2006).

_J/
) 3) )

Corroborando, em partes, com a composi¢ao quiralatada por Jukic
et al. (2006), o 6leo essencial das sementes denaszada analisados por
Muchtaridi et al. (2010) foramu-pineno (10,23%), sabineno (21,38%), 4-
terpineol (13,92%) e miristicina (13,57%). A quéinicdo dos derivados de
alilbenzenos e propilbenzenos correspondeu a aca2,00% do teor total
deste 6leo.

2.5.3 Tomilho BrancoThymus vulgaris L.)

Subarbusto perene, ereto, ramificado, entouceiraddp aromatico, de
20 -30 cm de altura, com a base dos ramos lenhosstadra, nativo da regido
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mediterranea e cultivado no Sul e Sudeste do Bifesihas pequenas, opostas,
de formas variadas e quase sésseis, levementecputese de coloracdo mais
clara na face inferior. Flores pequenas, de coraagpicada, reunidas em
inflorescéncias espigadas axilares. Multiplicamgse sementes (LORENZI;
MATQOS, 2008).

De acordo com Jakiemiu et al. (2010), o tinf6) € o constituinte
majoritario do 6leo essencial das hastes (54,00,50%) e folhas (50,43 a
55,00%) frescas d€. vulgaris, seguido pel@-cimeno(6) com 12,00 a 15,00%
e 17,00 a 21,00%, respectivamente. A concentragagterpineno variou de
6,00 a 7,00% para a haste e de 5,00 a 7,00% pé#mthas frescas. Carvacrol e
borneol também foram detectados nos 6leos obtidssed 6rgaos da planta em

teores que variaram entre 1,59% a 4,01%.

) (6)

2.5.4 Cravo da Indig8yzygium aromaticum Thunb.)

O cravo-da-indiaSyzygium aromaticum Thunb.) € uma planta arboérea,
nativa das llhas Molucas (Arquipélago da Insulinttidonésia) que possui odor

fortemente aromatico, sabor ardente e caracteristic
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O principal componente do 6leo de cravo é o eug@hpincluindo p-
cariofileno(8) e outros constituintes em quantidades menorascaano o alcool
benzilico(9), mas as propor¢cdes variam amplamente. Por exefiglshar et al.

(2006) encontraram o teor 78% de eugenol e 13%-th| , enquanto

Pawar e Thaker (2006) observaram 47,64% de|eugerdd,10% de alcool

botdes florais secos de cravo por hidrodestilagaantificaram por CG-EM um

teor elevado de eugenol (88,58%) e baixa propatedecariofileno (1,39%),

(7) 8 9)(
2.5.5 Canelainnamomum zeylanicum Blume)

Arvore aromética de 6 a 12 metros de altura, cdha$oopostas, ovadas
ou ovado-lanceoladas, tri nervadas. Flores numgrasainidas em racemos
ramificados e dispostos em paniculas terminais;aleesverdeado-amarelada.
Fruto do tipo drupa ovoide ou ovoide-oblonga, codteuma semente elipsoide.
E originaria do Sri Lanka e do sudeste da Indiallévada em vérios paises
inclusive o Brasil (LORENZI; MATOS, 2008).

Dos 22 compostos identificados por CG e CG-Hinamaldeido
(79,3%) (10) e o eugenol (11,9%)7) foram caracterizados como o0s

componentes principais do 6leo essencial da canklguns compostos
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terpénicos, taiso-pineno (2) e B-cariofileno (8) foram identificados e
guantificados em menor proporcéo (Floris et al96)9

Lima et al. (2005) analisaram o 6leo essenciabékds das folhas e dos
galhos e obtiveram rendimentos de 0,4% e 0,3%gctispmente. Neste 6leo
essencial os autores detectaram 23 constituintesiaps nas folhas e 36 nos
galhos. O componente principal do 6leo das follba® feugenol (60,0 %)7),
seguido de3-cariofileno (8,3%)(8), canfora (7,0%)11) e linalol (7,0%)(12).
Nos galhos, os principais componentes foram linfl6l,6%) (12), a-pineno
(9,9%) (2), acetato deE-cinamila (9,7%)(13), a-felandreno (9,2%)14), E-
cinamaldeido (7,8%{)L0), limoneno (7,9%J)15) e b-cariofileno (6,7%{8).

0 & G

(10) (11) (12)

A

(93
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(13) 14 (15)

2.5.6 Funcho Docéd-peniculum vulgare dulce)

Erva perene ou bienal, entouceirada, aromaticd0de90 cm de altura,
nativa da Europa e amplamente cultivada em todoasilB Folhas inferiores
alargadas de até 30cm de comprimento e superi@issastreitas, com peciolo
alargado como bainha que envolve o caule, compgstaslas, com foliolos
reduzidos a filamentos. Flores pequenas, herm#&isdide cor amarela,
dispostas em umbelas compostas por 10-20 umbelasrese Os frutos sdo
oblongos compostos por dois aquénios de cerca da dm comprimento
(LORENZI; MATQOS, 2008).

A composicdo dos oleos extraidos de folhas e frd®sacordo com
Tinoco et al. (2007) apresentou como componentgsritdaios o anetol (47,8%
e 60,7%, respectivamenté)6), a fenchona (12,6% e 22,8%, respectivamente)
(17) e o estragol (10,0% e 3,5%, respectivameifi®). O 6leo da folha
apresentou ainda uma quantidade apreciavelo-fidandreno (9,4%)(14)
contrastando drasticamente com o teor desse aontitno fruto que foi de
apenas 1,0%. Dentre outros constituintes presaae$olhas encontraram-se o
sabineno (2,2%), o 1,8-cineol (1,6%)-pineno (1,3%) e o mirceno (1,2%).
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S & ¢

7
(16) (18)

2.5.7 Alecrim Rosmarinus officinalisL.)

Planta pequena de porte subarbustivo, lenhosm, gretico ramificado,
de até 1,5m de altura. Folhas lineares, coriaceasite arométicas, medindo de
1,5 a 4 cm de comprimento por 1 a 3 mm de espesSlanr@s azulado-claras,
pequenas e de aroma forte muito agradavel. E ndtivegido Mediterranea e
cultivada em quase todos os paises de clima tedpe@Portugal a Australia.
Seu cultivo pode ser feito a partir de mudas pesf@s por estaquia ou
mergulhia, crescendo bem em solo rico em calcaricambientes Umidos de
clima ameno (LORENZI; MATOS, 2008).

Andlise multivariada de constituintes majoritardis 6leo essencial de
folhas deR. officinalis coletadas em diferentes regifes da Itdlia apamtara
guatro grupos quimicos diferentes. Estes condtitsiiforam representados pelo
a-pineno(2), borneol(19), canfeno(20), canfora(11), verbenond21) e acetato
de bornila(22) (ANGIONI et al., 2004).

Corroborando parcialmente com Angioni et al. (20025 principais
componentes do 6leo essencial das folhdR. dfficinalis relatados por Fu et al.
(2007) foram 1,8-cineol (27,23%}23), a-pineno (19,43%)(2), canfora
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(14,26%) (11), canfeno (11,52%j)21), borneol (3,17%)19) e B-cariofileno
(2,41%)(8). Da mesma forma, Ribeiro et §2012) observaram-pineno (19,8
%) (2), B-mirceno (24,2 %)24), 1,8-cineol (22,2%])23) e verbenona (9,3 %)
(21), correspondendo a 75,5 % do total do éleo.

(19) (20) (21)
|
i/ ~— 7
J
(22) (23) (24)

2.5.8 Manjericdo@cimum basilicum L.)

Subarbusto aromatico, anual, ereto, muito ramiG¢cate 30-50cm de
altura, nativo da Asia tropical e introduzido noa8it pela colénia Italiana.
Folhas simples, membranaceas com margens ondasavuras salientes, de
4-7cm de comprimento. Flores Brancas reunidas eemras terminais curtos.
Multiplica-se por sementes e estacas (LORENZI; MAT@008).

Radulovic, Blagojed e Miltojevic (2013) em seus experimentos
encontraram entre 0s componentes majoritario paspacie os componentes
Estragol (52.2%}§18), linalol (16.8%§12), 1,8-cineol (7.4%p3).
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Artigo 1
Atividade bactericida de 6leos essenciais de plattadimentares sobre
Shigella flexneri

Resumo

Os oOleos essenciais sdo metabdlitos secundariostaiggcom diversas
propriedades bioldgicas, dentre elas a atividadraanicrorganismos, sendo
esta de grande importancia para a industria deeatims. A Concentracao
Minima Inibitéria (CMI), quantidade de 6leo essahgiecessaria para inibir o
crescimento microbiano, varia de acordo com o mienoismo-teste e com a
composi¢cdo quimica do Oleo essencial. Nesse estisdodleos essenciais das
plantas Origanum vulgare, Myristica fragans, Thymus wvulgaris, Syzygium
aromaticum, Rosmarinus oficinalis, Ocimum basilicum, Cinnamomum
zeylanicume Foeniculum vulgare dulce foram analisados por CG-EM e suas
CMI foram determinadas sobrghigella flexneri ATCC 12022. Os 6leos
essenciais que apresentaram maior inibicdo forate 8/zygium aromaticum
(L.) Nerril (0,33%) e o deCinnamomum cassia (0,65%). Os 6leos d&hymus
vulgaris, Origanum vulgare e Myristica fragans apresentaram CIM na faixa de 5
a 10%.Foeniculum vulgare Dulce, Rosmarinus oficinalis e Ocimum basilicum
ndo apresentou inibi¢cdo bacteriana em nenhumaodasmtracbes estudadas.

Palavras-chave: Antimicrobianos naturais, enterisias, 6leos volateis
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Abstract
Essential oils are plant secondary metabolites diitbrse biological properties,
among them, the activity against microorganismschis of great importance
to the food industry. The Minimum Inhibitory Condeation (MIC) of essential
oil amount necessary to inhibit microbial, growthries according to the
microorganism test and the chemical compositiorthef essential oil. In this
study, the essential oils @friganum vulgare plant, Myristica fragrans, Thymus
vulgaris, Syzygium aromaticum, Cinnamomum cassia and Foeniculum vulgare
dulce were analyzed by GC-MS and their MIC weresdeined onShigella
flexneri ATCC 12022. Essential oils that showed greateibition were of
Syzygium aromaticum (L.) Nerril (0.33%) and ofinnamomum cassia (0.65%).
The oils of Thymus vulgaris, Origanum vulgare and Myristica fragrans showed
MIC in the range from 5 to 10%-oeniculum wulgare Dulce, Rosmarinus
oficinalis e Ocimum basilicum showed no bacterial inhibition in any of the
concentrations studied.

Key words: Natural antimicrobials, Enterobactergecand volatile oils

1 INTRODUCAO

As infec¢Bes gastrointestinais constituem impadetgmoblema de saude
publica nos paises em desenvolvimento, acometemutgalmente criancas de
pouca idade (KEUSH; BENNIS, 1989%higella flexneri € uma bactéria
enteropatogénica, é responsavel por aproximadari@6tenilnées de casos de
disenteria grave a cada ano (Dragoi; Agaisse, 2013)

Bactérias do géneroShigella sdo bacilos Gram-negativos, néo
formadores de esporos, pertencentes a fafilierobacteriaceae. Este género,
caracteristico do trato digestivo humano, € carigtit por quatro espécies e cada

uma possui um sorogrupo distinto sen&o:dysenteriae (sorogrupo A),S
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flexneri (sorogrupo B),S boydii (sorogrupo C) €S somnei (sorogrupo D)
(FRANCO et al., 2003).

Shigella sp. é transmitida pela agua contaminada por atmsecomo
saladas (batata, atum, camardo, macarrdo e frangggtais crus, leite e
produtos lacteos e carne principalmente a carndar(®HAECHTER, 2002). A
contaminacao destes alimentos é geralmente pdecadoral. Duas espécies de
Shigella, S flexneri e S sonnel na proporcao de 3:1 estdo envolvidas em surtos
de toxinfecc¢Bes alimentares, causando a shigaRiEBRA, 1995).

De acordo com Centro de Controle de Doencas dal&sta Sdo Paulo
(2013) estima-se que shigelose seja responsavelepoa de 600.000 mortes e
dois tercos dos casos de diarreia no mundo. A ma@® mortes ocorre em
criancas menores de 10 anos de idade, em locaispoerarias condi¢cdes de
higiene e problemas de saneamento basico (SAO PARQLB)

A shigelose caracteriza-se por dor abdominal eca&gldiarreia com
sangue, pus ou muco; febre, vdmitos e tenesmogeah gniciam-se um ou dois
dias ap6s a exposicdo as bactérias. Geralmenta;stade infeccdo auto
limitada, durando de 4 a 7 dias. A infeccdo grapaen febre alta, pode estar
associada com convulsdes em criangas menores desdda idade. Algumas
cepas sdo responsaveis por uma taxa de letalidad® d 15% e produzem a
enterotoxina tipo Shiga (semelhante a verotoxink.dali O157:H7), podendo
causar a sindrome urémica-hemolitica (SHU) e a goate Reiter (artrite
reativa) (CDC, 2013).

Por apresentar grande risco a salde é de extrepartémcia seu
controle. Nas indistrias de alimentos o controlend&organismos patogénicos
e deterioradores se da empregando-se as boasagrétc fabricacdo, tendo
grande importancia o processo de sanificacdo dipagentos e das méos dos

colaboradores e pela adicdo de conservantes aasnatis. Contudo, trabalhos



44

mostram a ocorréncia do aumento da resisténciabdagrias aos agentes
sanificantes empregados comumente na industria (@HRet al., 2013). Ja os
conservantes quimicos ndo sdo bem vistos pelosumihsres assim,
antimicrobianos alternativos e ditos “naturais” s#8e grande interesse
atualmente. Nesse contexto, os 6leos essenciaiset@nostrado eficientes, tanto
como sanificante e desinfetante, quanto como ceaser (OLIVEIRA et al.,
2013a; OLIVEIRA et al., 2013b; OLIVEIRA et al., 28d).

A International Sandard Organization (ISO) define 6leos essenciais
como o0s produtos obtidos de partes de plantas mtedistilacdo por arraste a
vapor de 4gua, hidrodestilacdo bem como obtidosporessédo dos pericarpos
de frutos citricos. Entretanto, pode-se dizer, den& geral, que os Oleos
essenciais sdo misturas complexas de substandésisdipofilicas, geralmente
odoriferas e liquidas (SANTOS, 2007). Do ponto dstavquimico, O6leos
essenciais constituem-se, principalmente de monsesjuiterpenos e de
fenilpropanoides, metabdlitos que conferem suaactenisticas organolépticas
(BIZZO et. al., 2009).

Considerando o grande potencial antibacterianotestes nos 6leos
essenciais, objetivou-se determinar a concentragaiona inibitoria dos 6leos
essenciais de Oregan@r{ganum vulgare), Noz MoscadaNyristica fragans),
Tomilho Branco Thymus vulgaris), Cravo Botdo $yzygium aromaticum),
Canela CassiaC{nnamomum zeylanicum), Funcho DoceRoeniculum vulgare
dulce), Alecrim (Rosmarinus dficinalis) e Manjericdo Qcimum basilicum) em

cepas déhigella flexneri.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Obtencéo dos Oleos Essenciais
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Oleos essenciais de folhas de Orégabraganum vulgare L.), folhas e
flores de Tomilho Brancorfymus vulgaris L.); botdes florais de Cravo da india
(Syzygium aromaticum (L.) Nerril); fruto de Noz Moscadavyristica fragans
Houtt.); sementes de Funcho Doédniculum vulgare dulce), partes aéreas
(folhas, casca e talo) de Canela CasSianamomum cassia Nees ex Blume),
folhas de Alecrim Rosmarinus officinalis L.) e folhas de manjerica®¢imum
basilicum L.) foram adquiridos da empresa Ferquima Indugtri@omércio de

Oleos Essenciais em Vargem Grande Paulista.

2.2 Microrganismos, manutengdo, padronizacao eoétedo indculo

A bactéria utilizada foishigella flexneri ATCC 12022 doada pelo
LABENT (Laboratério de Enterobactérias) da FIOCR{FInda¢do Oswaldo
Cruz) A cultura estoque foi armazenada em meio de comgglt (glicerol -
15 mL; peptona bacterioldgica - 0,5 g; extratoaletiura - 0,3 g; NaCl - 0,5 g;
agua destilada 100 mL, pH 7,0). A cultura foi deggdada a temperatura
ambiente e reativada inoculando-se aliquotas dqullG8m tubos contendo 10
mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubades 37°C/24h. A
padronizacdo do inéculo foi realizada mediante @wd& crescimento. Apds a
reativacao, aliquota de 50 pL do inéculo foi tranigh para 300 mL de Caldo
Triptona de Soja (TSB) e incubada a 37°C, sendzagas leituras periddicas
(intervalos de trinta minutos) em espectrofotdmei{@®.0.600 nm) e
plagueamento em Agar Triptona de Soja (TSA) combacédo a 37°C/24h. A

cultura foi padronizada em 40FC mL*

2.3 Determinacédo da Concentracao Minima Inibit(isll)
A concentracdo minima inibitéria dos 6leos essénd@ determinada

empregando-se a técnica de microdiluicdo em caldoplacas de poliestireno
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de 96 cavidades, de acordo com o NCCLS (M7-A6) (N&C2003) com
adaptacoes.

Para tanto, solucdes de TSB acrescidas de 0,5%veenT80 e de éleos
essenciais foram obtidas nas seguintes concensrg&¥ie 0,08; 0,16; 0,33; 0,6;
1,2; 2,5; 5,0 e 10,0 (v/v). Foram adicionadas rasdades 150 pL das solucdes
e inoculados 10 pL da cultura padronizada. As plaftaam vedadas e
incubadas a 37°C/24h. Apés esse periodo, foi egfdlia leitura da absorbancia
(D.O. 620nm) e determinadas as concentracdes dos éksenciais capazes de
inibir o crescimento deS flexneri, determinando-se assim, a concentracédo
minima inibitéria.

O experimento foi conduzido em triplicata e tr§set&des e utilizado o
controle para cada 6leo essencial contendo TSB@&dede 0,5% de Tween 80

e 6leo essencial.

2.4 Analises quimicas

As analises quimicas do 6leo essencial foram exdiz no Laboratério
de Fitoquimica do Departamento de Agricultura dalLAIF Estas foram
realizadas em um sistema de cromatografia de fasesg Agilent® 7890A,
operado com sistema de processamento de dados HEhe@Station Ver.
A.01.14, equipado com injetor/amostrador automdafiombiPAL Autosampler
System (CTC Analytic AG, Switzerland) e um Deteaterlonizacdo em Chama
(DIC). As amostras foram preparadas diluindo-séeo éssencial em acetato de
etila (1%, v/v). O volume de injecéo foi de 1,0 pb, modaosplit a uma razao de
injecdo de 1:50. Empregou-se coluna capilar dessilindida HP-5MS (30 m de
comprimento x 250 pm de didmetro interno x Ou&b de espessura do filme)
(Califérnia, EUA). Hélio foi utilizado como gas daraste com fluxo de 1,0
mL/min; as temperaturas do injetor e do detectmmrfomantidas em 240°C. A

temperatura inicial do forno foi de 60 °C, segyido uma rampa de temperatura
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de 3 °C/min até 240 °C, seguida de uma rampa R/H8in até 280 °C. As

andlises foram realizadas em triplicata e os mdo#t dos trés constituintes de
maior teor foram expressos pela média da porcemtadge area relativa dos
picos cromatograficos + 0 desvio padrao.

As analises por CG/EM foram realizadas em CromafdgAgilent®
7890A acoplado a um detector seletivo de massate#@ MSD 5975C
(Agilent Technologies, Califérnia, EUA), operadorponizacdo de impacto
eletrénico a 70 eV, em modo varredura, a uma vééoig de 1,0 scan/s, com
intervalo de aquisicdo de massas de 40-400 m/zcohslicbes operacionais
foram as mesmas empregadas nas analises por CG-DIC.

Os constituintes foram identificados por comparat@®seus indices de
retencdo relativos a série dealcanos (GC,) (Sigma-Aldricl?, St. Louis,
EUA) e por comparacdo dos espectros de massas mw ke dados da
biblioteca NIST/EPA/NHI (NIST, 2008) e de literaau(ADAMS, 2007). Os
indices de retencdo foram calculados usando a &yyapposta por Van den
Dool e Kratz (1963) e para as atribuicdes foransuttados indices de retencéo
de literaturas (ADAMS, 2007; DAVIES, 1990).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os O6leos essenciais comerciais das plantas condiresnavaliados
neste estudo demonstraram diferencas expressivabigdio do crescimento de
S flexneri, uma das bactérias causadores de altos indicemxilgfeccao
alimentar. Os resultados de inibicdo do crescimest8. flexneri pelos 6leos
essenciais avaliados estdo apresentados na Tabela 1

TABELA 1 Concentragbes minimas inibitérias (CIMh vitro de
diferentes 6leos essenciais de plantas condimsrgabees. flexneri.
CIM (%)

0,08 0,16 0,33 0,65 1,20 2,50 5,00 10,00
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Oleo essencia

O. vulgare + + + + + + - -
M. fragans + + + + + + T N
T. wulgaris + + + + + + - -
S aromaticum | + + - - - - - -
C. zeylanicum | + + + - - - - -
F. wlgare + + + + + + n ¥
R officinalis | + + + + + + + n
O. basilicum | + + + + + + + n

(+) crescimento; (-) auséncia de crescimento

A inibicdo do crescimento microbiano foi dependedte 6leo e da
concentracdo analisada. Os 6leosSdaromaticum e C. zeylanicum foram os
que apresentaram melhor atividade, pois inibiraprescimento microbiano a
partir de 0,33% e 0,65%, respectivamente. Atividaatiimicrobiana também foi
observada para os 6leos essenciaisOdenulgare e T. vulgaris, porém em
concentracdes igual ou superior a 5%. O 6leo esdat&M. fragans promoveu
inibicdo do crescimento d8. flexneri apenas na concentracdo de 10Pb.
vulgare, R. officinalis e O. basilicum n&o inibiram o crescimento & flexneri
nas concentracdes avaliadas.

As diferengas observadas na atividade antimicrebiaios Oleos
essenciais, além da concentracdo, podem ser dagai composi¢do quimica.
Os oito 6leos essenciais comerciais adquiridos a&isados por CG-EM
apresentaram marcantes diferencas na sua compagiga@a. Os 6leos d&
aromaticum, C. zeylanicum e F. vulgare apresentaram como constituintes
majoritarios, respectivamente, o eugenol (80,6 %&;cinamaldeido (84,52%)

e oE-anetol (77,89%), todos fenilpropanédides (TabelaA®) propriedades do
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6leo de C. zeylanicum tem sido investigadas incluindo o potencial
antimicrobiano, atribuido ao cinamaldeido, constitu presente em grandes
quantidades (97,7%) de acordo com SINGH et al. {RDa mesma forma, o
Oleo essencial d& aromaticum e seu principal constituinte, usualmente o
eugenol, apresentaram significativa atividade dotimbianain vitro contra
bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-negativHAIEB et al., 2007).

A analise cromatografica do 6leo essencialMiefragans indicou a
presenca majoritaria dee B-pineno (18,97% e 12,94%), sabineno (16,54%) e
miristicina (15,10%). J& os constituintes majoritirdos 6leos essenciais Qe
vulgare e T. wulgaris foram os monoterpenos, carvacrol (73,11%) e timol

(50,89%), respectivamente (Tabela 2).

TABELA 2. Composi¢do quimica dos constituintes g@ipais dos Oleos
essenciais empregados nos ensaios de inibicioedoimentoin vitro de S

flexneri.

Oleo essencial| Constituinte (Area%+DP)

S aromaticum | eugenol acetato de eugenilal E-cariofileno
(80,670,04) (11,92+0,01) (5,51+0,03)

C. zeylanicum | E-cinamaldeido | (E)-o-Metoxi- acetato de E-
(84,52:0,07) cinamaldeido cinamila

(8,790,06) (1,44+0,02)

O. vulgare carvacrol E-cariofileno p-cimeno
(73,110,20) (4,32+0,04) (3,92+0,04)

T. wulgaris timol o-cimeno y-terpineno
(50,890,31) (24,9#0,30) (5,91+0,05)

M. fragans pinenos sabineno miristicina
(o) (18,470,08) | (16,54:0,04) (15,1Q:0,08)
(B) (12,94:0,04)

F. wlgare E-anetol fenchona D-limoneno
(77,89:0,10) (5,16+0,03) (4,66+0,02)

R. officinalis 1,8-cineol a-pineno canfora
(48,74:0,54) (14,710,19) (14,03:0,13)

O. basilicum estragol 1,8-cineol a-bergamoteno
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| (86,74:0,59) | (3,6@0,04) | (2,4%0,02)

DP = desvio padram€3).

A composicdo quimica dos 6leos essenciaisRdefficinalis e O.
basilicum, constituida principalmente por 1,8-cineol (48,74% estragol
(86,74%) nado foram efetivas para a inibicdo do dinesnto deS flexneri.
Provavelmente, a menor atividade do 6leo essedeiBl officinalis se deve ao
seu alto teor de 1,8-cineol. Ha relatos na liteeatyue 6leos essenciais Be
officinalis ricos ema e B-pineno apresentaram melhor atividade antibacterian
guando comparados a 6leos ricos em 1,8-cineol (WAMN@I. 2012). No que se
refere ao estragol, conforme relatado por ANGELIQRO11), esse constituinte
apresenta baixa atividade contra bactérias Grarativeg.

A atividade de diferentes concentracdes de O6lesenemis deT.
vulgaris e R officinalis contra Listeria monocytogenes inoculada em carne
bovina foi avaliadan vitro usando diluicdo em agar e volatilizacdo em disco.
Neste estudo, os autores também observaram meévidadé para o 6leo d&.
officinalis (OLIVEIRA et al., 2013).

A porcentagem de area relativa total, dos constitgiidentificados nos
oito 6leos essenciais analisados no presente estodtpreendeu a faixa de
86,43% a 99,80%, e, foram caracterizados pela mgasde constituintes das
classes dos monoterpenos, sesquiterpenos e feralmimes.S flexneri foi
mais sensivel aos 6leos essenciais ricos em fepdpoides com teores acima
de 92,59%, os quais foram observados nos 6leos@aisedeS aromaticum e
C. zeylanicum (Tabela 3). O 6leo dE. vulgare, apesar de conter também alto
teor de fenilpropandides (77,89%), apresentou tamby@zoavel teor de
monoterpenos (16,06%) (Tabela 3).

TABELA 3. Composicdo quimica das classes de cairstits quimicos
presentes nos O6leos essenciais empregados nososrdai inibicdo do
crescimentan vitro deS flexneri.
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p .| Area%

Oleo essencial T ST =5 Totl
Cravo - 7,21 92,59 99,80
Canela 0,31 1,40 94,87 96,58
Orégano 83,94 4,32 - 88,26
Tomilho 92,22 - - 92,22
Noz moscada 71,33 - 15,10 86,43
Funcho 16,06 - 77,89 93,95
Alecrim 94,98 1,19 - 96,17
Manjericédo 8,06 3,53 87,20 98,79

MT : monoterpenos totai§T: sesquiterpenos totaBT: fenilpropandides totais. - = ndo
detectado

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial Rleromaticum para
outros microorganismos, tai€ampylobacter jejuni, Salmonella enteritidis,
Escherichia coli, Saphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus e Bacillus
cereus ja foi relatada (CHAIEB et al., 2007).

A menor sensibilidade d8. flexneri frente aos dleos essenciais de
vulgare e T. vulgaris pode ter sido devido ao predominio de monoterpenos
(>83,94%) e auséncia de fenilpropandides. Ambos e®soélapresentaram
elevados teores dos monoterpenos hidroxilados,acal (73,11%) e timol
(50,89%), respectivamente.

Conforme GUTIERREZ et al. (2008), a atividade aitiobiana néo
depende apenas da composi¢cdo quimica mas, tambgsn,prdpriedades
lipofilicas, da poténcia dos grupos funcionais, sdtubilidade em agua e da
mistura de compostos com diferentes propriedadsgubnicas. Ha evidéncias
de que alguns componentes presentes em menordpdmtoma-terpineno e
p-cimeno interferem na atividade antimicrobiana familitar a permeabilidade
do carvacrol e timol na célula bacteriana (SILVAakf 2010; ROMERO et al.,
2009). Estes 6leos poderiam ser combinados a finaldencar um efeito
sinérgico e reduzir as concentracfes individuaisesgarias para a atividade

bactericida.



52

4 CONCLUSAO

Os o6leos essenciais & aromaticum, C. zeylanicum, O. vulgare e T.
vulgaris possuem atividade antimicrobiaimavitro contraS flexneri e, portanto
tem potencial de uso como conservantes de alimentos
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Artigo 2

Atividade antiShiguella flexneri da combinacgéo de 6leos essenciais de plantas

condimentares na seguranca de carne mniatura

Resumo
Bactérias do génerghigdla sdo bacilos Gram-negativos, ndo formadores de
esporos, pertencentes a famitiaterobacteriaceae. Shigella sp. € transmitida
pela agua contaminada e de alimentos como saladgsfais crus, leite e
produtos lacteos e carne principalmente a carnalanei estdo diretamente
ligadas a surtos de toxinfeccdo alimentar de rgpidgressao, dificil tratamento
e facil contagio. Contudo, trabalhos mostram a récmia do aumento da
resisténcia das bactérias aos agentes sanitizantpeegados comumente na
indUstria. Ja os conservantes quimicos ndo saovisas pelos consumidores
assim, antimicrobianos alternativos e ditos “naslirado de grande interesse
atualmente. Nesse contexto os 6leos essenciais¢émostrado interessantes,
onde varios trabalhos tém mostrado sua eficiéram@otcomo sanificante e
desinfetante quanto como conservan(bjetivou-se avaliar o potencial
antibacteriano da combinacdo de Oleos essencigidadtas condimentares na
conservacdo da carne moida contaminada Smigella flexneri. Os Oleos
essenciais combinados deriganum vulgare, Thymus wulgaris, Syzygium
aromaticum e Cinnamomum cassia foram analisados por CG e CG-EM.
CombinacGes dos 6leos essenciais em diferentes emmacdes foram
incorporados a carne moida inoculada c@n flexneri. S flexneri foi
quantificada nos tempos de 0 h, 24 h e 48 h em Beguela/Salmonella,
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seguido de incubacéo por 24 h a 35 °C. As combewmcids 6leos avaliados
obtiveram éxito no controle de cepas #wgella flexneri, 0 que sugere sua
aplicacdo como potenciais adjuvantes na consendgéarne moida.
Palavras-chave:conservante alimentar; antimicrobianos naturaisstituintes
volateis.

Abstract
Bacteria of the genuShigella are Gram-negative bacilli, non-spore forming,
belonging to theEnterobacteriaceae family. Shigella sp. is transmitted by
contaminated water and food such as salads, raetalglgs, milk and dairy and
meat products mainly ground beef and are direatkeld to outbreaks of food
poisoning rapidly progressive, difficult to treatdaeasy contagion. However,
studies show the occurrence of increased resistahdmcteria to sanitizers
commonly used in the industry. Already chemicalspreatives are not well
regarded by consumers as well, alternative drugssarcalled "natural" are of
great interest today. In this context the esseantialhave proven popular, where
several studies have shown its effectiveness ®#h sanitizer, disinfectant and
as a preservative. This study aimed to evaluateatitibacterial potential of
combining essential oils of plants condiments cors®n of ground beef
contaminated witlghigella flexneri. Essential oils combine@riganum vulgare,
Thymus vulgaris, Syzygium aromaticum and Cinnamomum zeylanicum were
analyzed by GC and GC-MS. Combinations of essemtil in different
concentrations were added to ground meat and tliemeat was contaminated
with S flexneri. For bacterial counts dilutions in the 0 h, 24rid &8 h and
plating on medium Shigella / Salmonella, followsditcubation for 24 h at 35 °©
C for counting the colonies were used. Combinatiafisoils evaluated
succeeded in controlling strains @figella flexneri, suggesting its potential use

as adjuvants in the storage of ground beef.
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Keywords: preservative foods; natural antimicrobialgents; volatile

constituents.

1. INTRODUCAO

O numero crescente de surtos de doencas causadagmlqams
microrganismos patogénicos em alimentos € uma ppagéo tanto para
consumidores quanto para a industria (SH&MI., 2007). A incidéncia global
das doencgas de origem alimentar é dificil de estip@ém foi relatado que no
ano de 2005 aproximadamente 1,8 milhdes de pessoagram de doencas
diarreicas (WHO, 2007).

Métodos como o aquecimento, congelamento, secatiefitizacdo,
irradiacdo, elevagdo da pressdo hidrostatica, feap@o ou a adicdo de
antimicrobianos e outros produtos quimicos sdo assaghra controlar a
contaminacdo por microrganismos. Com esses tratagjepopulacbes de
microrganismos sdo destruidas, outras podem sebregi outras podem ser
parcialmente prejudicadas (WdtJal., 2001).

Com o proposito de reduzir os riscos a saude elipos econdmicos
gerados pelos microrganismos que contaminam aloeentuso de compostos
antibacterianos naturais tem se mostrado altemapvomissora (SMID;
GORRIS, 1999; FU et al. 2007; OUSSALAH et al., 20(Hlementos vegetais
gue se apresentavam apenas como vetores de arcsahsres caracteristicos,
agora apresentam nova perspectiva de uso (SO&aR, 2003). Dentre esses
produtos naturais destacam-se os 6leos essenoiais compostos ativos com
potencial de uso na preservacao de alimentos (DEGHEREet al., 2004).

Oleos essenciais sdo metabdlitos secundarios dersdis/ espécies
vegetais, volateis, de consisténcia oleosa, obtidomaterial de plantas como

folhas, flores, botbes, sementes, ramos, cascas,emadeira, frutas e raizes.
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Sao substancias que além de utilizagdo medicimélara na composicdo de
perfumes, aromatizantes e outros produtos (BURI4R0

A atividade antibacteriana de um dado 6leo essedadiependente da
composi¢cdo quimica qualitativa e quantitativa dmpto tipo de microrganismo
em questdo, da composicdo do substrato, do procesta e da condicdo de
estocagem (BERTINdt al., 2005).

Atualmente, o consumo de produtos carneos degdésilaro ou prontos
para o consumo tais como almondegas, hambulrgusmgsnados, linguicas,
mortadelas, salames, entre outros tem se tornadanba comum. Entretanto, as
carnes merecem destaque porque estdo frequenteemsolgidas em surtos de
toxinfec¢des alimentares, por possuirem elevadalatie de agua, pH favoravel
ao crescimento de microrganismos e elevado peetéuproteinas, minerais e
vitaminas, tornando-as excelentes meios de cujtara desenvolvimento de
patégenos e deteriorantes (CARDOSO; ARAUJO, 2003).

A contaminacdo microbioldgica da carne moida é mrablematica que
as carnes em corte, pelo fato de sofrerem maioegspuiacdes e apresentar
maior relacdo area/volume. Além disso, devido demada manipulacdo, a
carne moida pode ser contaminada com bactériaadmas de toxinfeccdes
alimentares.

Desta forma, objetivou-se avaliar o potencial aiatinbiano de misturas
dos Oleos essenciais @riganum vulgare L., Thymus vulgaris L., Syzygium
aromaticum (L.) Nerril e Cinnamomum cassia Nees ex Blume sobrghigella
flexneri inoculada em carne moida

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Oleos essenciais e caracterizagdo quimica
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Foram utilizados os 6leos essenciais de folhas régabo Qriganum
vulgare L.), folhas e flores de Tomilho Branc@hiymus vulgaris L.); botdes
florais de Cravo da indiaSgzygium aromaticum (L.) Nerril) e partes aéreas
(folhas, casca e talo) de Canela CasSianamomum cassia Nees ex Blume),
puros e combinados. Todos os 6leos foram adquiridogmpresa Ferquima
Industria e Comércio de Oleos Essenciais em Va@ende Paulista-SP.

As andlises quimicas foram realizadas no LabomtliFitoquimica do
Departamento de Agricultura da Universidade Fedéealavras. As analises
foram realizadas em sistema de cromatografia dedasosa Agilent® 7890A,
operado com sistema de processamento de dados HEh@@Station Ver.
A.01.14, equipado com injetor/amostrador automd&fiombiPAL Autosampler
System (CTC Analytic AG, Switzerland) e um Deteaerlonizacdo em Chama
(DIC). As amostras foram preparadas diluindo-se @Geos essenciais
combinados, em acetato de etila (1%, v/v). O volaiménjecdo foi de 1,0 pL,
no modosplit a uma razdo de injecdo de 1:50. Empregou-se calapitar de
silica fundida HP-5MS (30 m de comprimento x 250 gendiametro interno x
0,25um de espessura do filme) (Califérnia, EUA). Hél ditilizado como gas
de arraste com fluxo de 1,0 mL/min; as temperatdménjetor e do detector
foram mantidas em 240°C. A temperatura inicial@od foi de 60 °C, seguido
por uma rampa de temperatura de 3 °C/min até 24€etfDida de uma rampa de
10 °C/min até 280 °C. As analises foram realizadadriplicara e os resultados
dos constituintes principais foram expressos pdéédianda porcentagem de area
relativa dos picos cromatograficos + o desvio padf@onstituintes quimicos
com area porcentual relativo menor ou igual a 1%nfodesconsiderados na
andlise.

As analises por CG/EM foram realizadas em CromafégAgilent®
7890A acoplado a um detector seletivo de massate#@ MSD 5975C

(Agilent Technologies, Califérnia, EUA), operadorponizacdo de impacto
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eletrénico a 70 eV, em modo varredura, a uma vééoig de 1,0 scan/s, com
intervalo de aquisicdo de massas de 40-400 m/zcohslicbes operacionais
foram as mesmas empregadas nas analises por CG-DIC.

Os constituintes foram identificados por comparat@®seus indices de
retencdo relativos & série dealcanos (GC,) (Sigma-Aldricl?, St. Louis,
EUA) e por comparacdo dos espectros de massas mw ke dados da
biblioteca NIST/EPA/NHI (NIST, 2008) e de literaau(ADAMS, 2007). Os
indices de retencdo foram calculados usando a &gyyapposta por Van den
Dool e Kratz (1963) e para as atribuicdes foransattados indices de retencéo
de literaturas (ADAMS, 2007).

2.2 Microrganismo, manutencédo, padronizacao e obtedo do inéculo

A bactéria utilizada foishiguella flexneri ATCC 12022 doada pelo
LABENT (Laboratério de Enterobactérias) da FIOCRFInda¢do Oswaldo
Cruz) A cultura estoque foi congelada em meio de congatam(glicerol - 15
mL; peptona bacteriolégica - 0,5 g; extrato de dewva - 0,3 g; NaCl - 0,5 g;
agua destilada 100 mL, pH 7,0). A cultura foi deggdada a temperatura
ambiente e reativada inoculando-se aliquotas dgqullG#m tubos contendo 10
mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubades 37°C/24h. A
padronizacdo do inéculo foi realizada mediante @w® crescimento. Apés a
reativacao, aliquota de 50 pL do inéculo foi tranigh para 300 mL de Caldo
Triptona de Soja (TSB) e incubada a 37°C, sendxzagas leituras periddicas
(intervalos de uma hora) em espectrofotometro @®.nm) e plagueamento
em Agar Triptona de Soja (TSA) com incubacdo a B4R A cultura foi
padronizada em fQFC mL*
2.3 Acgédo bactericidain vitro das combinacdes de 6leos essenciais sobre

Shigdla flexneri
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Os 6leos essenciais de folhas de orég@mimgénum vulgare L.), folhas
e flores de tomilho brancdlifymus vulgaris L.); bot&es florais de cravo da india
(Syzygium aromaticum (L.) Nerril) e partes aéreas (folhas, casca e€) tdo
canela CassiaC{nnamomum cassia Nees ex Blume) foram combinados, trés a
trés, nas proporcdes descritas na Tabela 1. ADmdes estdo expressas em
porcentagem relativa a concentracdo minima inibit@€MI) de 5,00% para os
Gleos deT. vulgaris e O. vulgare; 0,60% deC. zeylanicum e 0,33% deS.

aromaticum. As combinagdes avaliadas estdo apresentadatea®a

Tabela 1. Planejamento experimental para avaliagdo
atividade bactericidan vitro contrashiguella flexneri de 6leos
essenciais combinados trés a trés.

Ensaio Oleo A Oleo B Oleo C
CMI (%) "

1 100 - -

2 - 100 -

3 - - 100

4 50 50 -

5 50 - 50

6 - 50 50

7 67 17 17

8 17 67 17

9 17 17 67

10 33 33 33

" Porcentagem relativa a concentracdo minima imigi{@MI)
de 5,00% para os 6leos BGevulgaris e O. vulgare; 0,60% deC.
zeylanicum e 0,33% dé. aromaticum.
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Tabela 2. Combinag¢@o dos 0leos essenciais pare@agi@lda
atividade bactericidm vitro contraShiguella flexneri.

Combinacéo dos 6leos essenciais
Tratamentos | Oleo A Oleo B Oleo C
1 Oregano | Tomilho Canela
2 Orégano | Tomilho Cravo
3 Orégano | Canela Cravo
4 Tomilho | Canela Cravo

A atividade antimicrobiana das diferentes combieac@os O6leos
essenciais foi avaliada em placas de poliestiran®@l cavidades. Para tanto,
foram adicionadas nas cavidades 150 pL de solulH&SB acrescidas de 0,5%
de Tween 80 e combinagdes dos 6leos essenciaeados 10 pL da cultura
padronizada. As placas foram vedadas com parafirmeubadas a 37°C por
24h. Apés esse periodo, foi realizada a leitura leitor de Elisa com
monocromador Epoéha 620 nm e analisados ceoftware Gen5'.

O experimento foi feito em triplicata, contendostréepeticdes por
tratamento, totalizando 36 leituras/tratamento.

2.4. Acédo bactericida das combinacdes de Oleos ess@s sobre Shigella

flexneri em carne moida

Carne bovinan natura, corte patinho, foi adquirida no comercio de
Lavras/MG. A carne foi moida em multiprocessadewj@mente sanitizado com
alcool 70%.

As combinacBes dos Oleos essenciais descritas halal® foram
incorporadas em por¢cBes de 25g de carne moida iamratias em sacos
plasticos estéreis. As combinacdes dos 6leos farasturados a carne em
homegenizador tipo Stomacher (490 golpes/min.) @or mim. Apos
homogeneizacdo as porgcdes foram inoculadas com L25@p cultura

padronizada deshigella flexneri e, novamente, homogeneizad#gém dos
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tratamentos descritos na Tabela 3 foram realizadogsnsaios controles: (1)
somente carne moida (controle negativo) e (2) camwiela + 250uL de cultura
padronizada. Os tratamentos e controles foram amaaps a 12°C em B.O.D.
por 48h.

O experimento foi feito em triplicata, contendo 6atdamentos

constituidos de trés repeti¢cdes cada.

Tabela 3. Combinacdo e volume dos O6leos essenaidisados na
avaliacdo da atividade bactericida situ contra Shiguella flexneri
inoculada em 25g de carne moida.

Combinacéo dos 6leos essenciais | Volume  total
Tratamentos . .
(volume de 6leoc — mL) de 6leo (mL)
1 Oregano | Tomilho Canela 0.88
(0,41) (0,41) (0,06) ’
Orégano | Tomilho Cravo
2 ©0,21) | (0,21) ©0.06) |48
Orégano | Canela Cravo
3 ©021) | (0.28) ©005 |94
Tomilho | Canela Cravo
4 ©021) | (0.03) ©006) |90

2.5 Enumeracéo deshigella flexneri em carne moida

A quantificacdo dé&. flexneri em carne moida foi realizada apés 0; 24 e
48 horas de armazenamento. As porcées de 25 gmiefoaam adicionados 225
mL de agua peptonada (0,1%) e homogeneizados enogeomizador tipo
Stomacher (490 golpes/min.) por 3 min. Foram radis cinco diluicdes
seriadas na proporcdo de 1:10 em agua peptondda)(6, aliquotas de 0,1mL
das diluicdes foram transferidas para placas cdoté@gar Shigella/Salmonella
(SS), empregando-se a técnica de plaqueamentopfisie. As placas foram
incubadas a 37°C em B.O.D. por 24h. Os ensaiosfoealizados em triplicata
com trés repeticdes.
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2.6. Andlise estatistica

Os resultados da acdo antimicrobiana das combigadde O6leos
essenciais foi submetida a Analise de Componeriteipal (PCA-Principal
Component Analysis). A PCA foi aplicada aos valodas concentraces dos
Oleos essenciais em cada combinacgédo, sendo renliZz&LCA para cada 6leo
dentro das combina¢des. Os dados foram pré-praEsssnpregando-ssauto
escalonamento e os resultados foram expressosnp@rafico do escore e do
peso, com duas componentes principais (PC) explicpelas suas variancias.
Os célculos foram feitos reoftware “MATLAB ©7.5” (2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os Oleos essenciais individuais contém complexaposigdo que,
guando combinados entre si, podem levar a efeitv@s, sinérgicos e
antagbnico. Com o proposito de explorar a posdidilie de reduzir os impactos
indesejaveis dos 6leos essenciais nas propriedadesriais da carne moida foi
proposto um estudo de sinergismo entre Oleos dagen@©s Oleos que
apresentaram, em estudo anterior, menores cong@esranibitériasin vitro
sobreS flexneri foram selecionados para 0s ensaios.

A atividade antimicrobianan vitro e in situ das combinagfes dg
aromaticum, C. zeylanicum, T. wulgaris e O. vulgare ndo foram relatadas pasa
flexneri. Todas as combinacdes utilizadas nas diferentepoprdes foram

efetivas na inibicdo do crescimenmtovitro de S. flexneri (Tabela 4).



65

Tabela 4 Atividade antimicrobianan vitro dos éleos essenciais de (O)
vulgare, (T) T. vulgaris, (Ca) C. zeylanicum e (Cr) S aromaticum em
diferentes combinacdes e proporcdes s6higella flexneri.

Combinagbes O/T/Ca

(%)~

OfT/Cr O/ CalCr T/CalCr

100/0/0
0/100/0
0/0/100
50/50/0
50/0/50
0/50/50
67/17/17
17/67/17
17/17/67
33/33/33

(+) crescimento; (-) auséncia
concentracdo minima inibitéria (CMI) de 5,00% pasadleos df. vulgaris
e O. vulgare; 0,60% deC. zeylanicum e 0,33% de& aromaticum.

de crescimenforcentagem relativa a

Diante desse resultado, para os estudastu foram selecionadas as

combinacdes que reuniram as triades de Oleos émsemgualmente, todos os

tratamentos foram efetivos sobre o crescimémt®tu de S. flexneri inoculada

em carne moida (Tabela 5). As amostras do contrefgativo (sem inoculo e

Oleos essenciais) ndo apresentaram crescimenteribact comprovando a

inexisténcia de contaminacéo frflexneri. No controle positivo (auséncia de

Oleos essenciais) houve crescimento de nimerodsyasel de células viaveis
de S flexneri (> 85 x 16). Conforme, ALBUQUERQUE (2006) é necessario

uma concentracdo de’@lulas deshigella para existéncia de surto infeccioso.
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Tabela 5. Quantificacdo média do numero de céludagis deShigella flexneri
inoculada em carne moida adicionada de diferenbesbinacbes de Oleos
essenciais de plantas condimentares apos 0, 24 dd@&rmazenamento a 12°C.

1 Tempo

Tratamento Oh 22 h 28 h
T, 2,0x1GUFC - -

T, - - -

Ts - - -

T, - - -
Controle (-) - - -
Controle (+) 8,5x 10 9,2 x 14 1,0 x 16

! Vide Tabela 3 para identificar os tratamentos.

Apenas o tratamento que combin@uvulgare (33%) + T. wlgaris (
33%) +C. zeylanicum (33%) houve crescimento de 20 ¥/LIFC no tempo 0 h,
0 que demonstra efeito bactericida tardio dessturaisle 6leos essenciais. Nos
demais tratamentos néo houve crescimentB flexneri desde a inoculacédo até
as 48 h de armazenamento da carne a 12 °C, eweiocefeito bactericida
imediato sobre o microrganismo.

Considerando o propésito de reduzir a concentrdea@leos essenciais
por sinergismo, o tratamento que utilizou a menoncentracdo de 6leo
essencial foi a combinacdo T#. julgaris (17%) +C. zeylanicum (17%) +S
aromaticum (67%)] que totalizou um volume de 0,30 mL. Adicibnente,
observou-se que esse tratamento ndo comprometetiugate coloracao visual
da carne moida. As analises por CG-EM das combésagds 6leos essenciais
identificaram 8 a 11 constituintes presentes, taraados por terpenos e
compostos fendlicos. Mais de 90% da composicdo iqaimotal das
combinacdes dos 6leos essenciais foram identificaflodas as combinactes
apresentaram teores de monoterpenos acima de Gil#¢I4T16).

A conservacdo visual da carne moida no tratamertopdde ser

atribuida ao alto teor de timol (32,78%) e euggii®l,53%) presente nessa
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combinacg&o, pois de acordo com RE e JORGE (201&)sesonstituintes
possuem propriedades antioxidantes semelhantagtibbildroxi-tolueno (BHT)
e a-tocoferol.

A superioridade do tratamento T4 também pode eslacionada a
presenca de teores consideraveigp-adtmeno (19,04%) g-terpineno (5,16%).
Ha evidéncias de que alguns componentes preseruas) p-cimeno evy-
terpineno interferem na atividade antimicrobianar gwoduzirem efeitos
sinérgicos com compostos fendlicos (SILVA et abDl@). Parece que p-
cimeno, possui efeitos antimicrobianos fracos, mmoedixilia no transporte de
compostos hidroxilados através da membrana celdas bactérias
(GUTIERREZ et al., 2008).

A eficiéncia do tratamento T4 determinada pelaiddide antihigella
in stu e observada visualmente ainda pode ser conferigla maior
complexidade da combinacdo dos 6leos essenciais dddstituintes
identificados) (Tabela 6).

Comparando os resultados do tratamento @3v[lgare (17%) + C.
zeylanicum (17%) + S. aromaticum (17%)] com os demais, observou-se 0
escurecimento visual da carne moida durante oqmerdo ensaio. Esse fato
poderia ser relacionado ao baixo teor de timol 2P presente nessa
combinacao, j& que os outros tratamentos aprsemta@es de timol acima de
20%.
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Tabela 6 Composi¢do quimica dos constituintes ipdig das misturas de 6leos
essenciais empregados nos ensaios de inibicdo edoimentoin situ de S

flexneri.

Area (%) + DP
Constituinte IR* | T1 T2 T3 T4
a-pineno 942 - 1,22+0,05 | - 1,7#0,08
B-pineno 947 - - 1,0#0,02 |-
p-cimeno 1023| - - 3,22+0,17 19,040,59
o-cimeno 1024 | 14,78:0,34 | 13,440,44 | - -
y-terpineno 1056/ 5,06:0,10 | - 2,51+0,06 | 5,160,16
a-terpineno 1058| - 4,7+0,08 | - -
linalol 1100 | 3,55:0,05 | 3,2#0,04 | 1,7%0,04 | 3,630,08
canfora 1144 1,06:0,01 | 1,080,01 |- 1,03t0,02
E- 1274 | 4,70+0,07 | - 8,30+0,99 | 9,560,81
cinamaldeido
timol 1294 | 34,98:0,50 | 20,920,76 | 2,220,14 | 32,780,65
carvacrol 1300| 23,310,08 | 34,84+1,49| 52,98:0,86 | 1,850,21
eugenol 1362| - 9,14#0,41 15,8&0,34 | 15,531,25
B-cariofileno 1417| 2,4#0,01 | 3,0%0,03 | 3,7%0,05 | 2,240,06
acetato de 1528 | - 1,1G6t0,04 | 2,560,16 | 2,690,19
eugenol
Monoterpenos totais | 82,74 79,39 63,75 65,26
Sesquiterpenos totais | 2,47 3,01 3,75 2,24
Fenilpropandides 4,70 10,27 26,66 27,78
totais
Total identificado 90,00 92,67 94,16 95,28
Numero de compostos 8 10 10 11

identificados

a Indice de retencao relativo a sériend®#canos (gC,;) em coluna HP-5MS na
ordem de eluigéo.
— nao detectado. DP: desvio padnde3).

Os efeitos inibitérios do crescimento situ nas carnes moidas tratadas

com as combinacdes dos tratamentosQ.v{llgare (33%) +T. vulgaris (33%)
+ C. zeylanicum (33%)] e T2 D. vulgare (17%) + T. vulgaris (17%) + S

aromaticum (67%)] podem estar relacionadas a acdo sinérgicadindg e

carvacrol, afirmativa esta confirmada por GARCIAH®BIA (2011). Este autor
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relata que combinacdes binarias entre estes daistitontes em diferentes
concentragfes alcangaram atividade bactericideereidndo o efeito sinérgico.
A andlise de PCA mostrou diferengcas marcantes déilooicdo dos

Oleos essenciais sobre a atividade Shitjuella flexneri (figural)

Canela e Orégano

Inibicdo

Figura 1 - Representacdo grafica da Andlise de ©oeme Principais
(PCA) da atividade antimicrobiana das diferentemlmioacfes dos 6éleos
essenciais de orégano, tomilho, cravo da indianelassobre a inibigdo do
crescimento déhigella flexneri.

No grafico de escores , pode se observar a sepamg@ante do 6éleo
de S aromaticum em relacdo aos demais. Este resultado evidencieungs
combinacdes dos 6leos essenciais, 0 6leo esselectlaromaticum foi o que
mais contribuiu na inibicdo do crescimento Sidlexneri. Observa-se também
gue os 6leos de zeylanicum e O. vulgare apresentam 0 mesmo peso. Ja o 6leo
de T. wlgaris foi o que apresentou menor contribuicdo para dtoefe

antimicrobiano contr& flexneri.
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4 CONCLUSAO

As misturas de 6leos essenciais aplicadas em caoifda presentaram
efeitos sinérgicos suficientes conseguindo redaziconcentracdo dos o6leos
essenciais de forma individual sem comprometerativaidade biologica. Tal
resultado comprova que tais misturas podem searaaals como conservante em

carne moida contra a bactégagella flexneri.
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