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RESUMO

E crescente o nimero de consumidores que tém exigido da indUstria
alimenticia a adocao de politicas que visem a segurancga de seus produtos. Dentro
deste ambito, a adocdo de medidas que reduzam o uso de aditivos quimicos
torna-se cada vez mais iminente. Verifica-se um crescente interesse em
pesquisas pela busca de compostos alternativos para um emprego racional como
conservantes de alimentos, dentre os quais pode-se destacar o uso de

especiarias, seus 6leos e extratos como agentes antimicrobianos.

O presente estudo teve por intuito avaliar a atividade antibacteriana in vitro
de 6leos essenciais de algumas especiarias, em concentracbes de 1%, 2% € 5%
(v/v), sobre bactérias contaminantes de alimentos. O estudo in situ foi realizado
com o bleo essencial que resultou em maior inibigdo bacteriana in vitro. Fez-se
uso amostras comerciais de 6leos essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis
L.), coentro (Coriandrum sativum L.), cravo (Eugenia caryophyllata Thumb),
manjericao (Ocimum basilicum L.), orégano (Origanum vulgare L.), salvia (Salvia
officinalis) e tomilho (Thymus vulgares L.), sobre as seguintes cepas de micro-
organismos: Bacillus cereus (ATCC 11778), Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027),
Salmonella typhimurium (ATCC 14028) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

O estudo da atividade antibacteriana in vitro dos Oleos essenciais foi
efetuado por meio do procedimento de difusdo em meio sélido, por disco e por
poco. Os micro-organismos foram inoculados na concentragdo de 108 UFC.mL™".
Halos de inibicdo superiores a 10 mm foram considerados significativos de
atividade antibacteriana.

Para o estudo da atividade antibacteriana in situ optou-se pela utilizagdo do
6leo essencial que resultou na maior atividade antimicrobiana sobre as distintas

cepas de contaminantes alimenticios empregados no estudo in vitro. Com relagéo



ao micro-organismo a ser empregado, a bactéria E. coli foi a escolhida por
apresentar altos indices de incidéncia em produtos alimenticios.

O sistema alimenticio empregado foi o queijo tipo Minas Frescal, produzido
com a adicdo das trés concentracoes do 6leo essencial mencionado e sem a
adicdo do 6leo (controle). Os queijos foram contaminados com 10® UFC.g™", ao
serem embalados, e a contagem de E. coli foi avaliada durante o periodo de

armazenamento do produto.

Os resultados obtidos demonstraram que o 6éleo que apresentou maior
atividade antibacteriana foi o de orégano, em diferentes concentragdes. Oleos
essenciais de cravo e de tomilho também propiciaram inibicdo microbiana. O
micro-organismo mais resistente foi a P. aeruginosa, nao inibido por qualquer

composto empregado.

Na avaliagdo da atividade antibacteriana in situ o 6leo essencial de orégano
propiciou a reducdo da contagem de Escherichia coli, principalmente na
concentracao de 5%, havendo o decréscimo na contagem microbiana de cinco

ciclos logaritmicos.

Palavras-chave: acdo antimicrobiana, especiarias, contaminantes de alimento



ABSTRACT

The study aimed to evaluate the antibacterial activity in vitro of essential oils
of some spices in concentrations of 1%, 2% and 5% on foodborne pathogens.
Commercial samples of essential oils of rosemary (Rosmarinus officinalis L.),
coriander (Coriandrum sativum L.), clove (Eugenia caryophyllata Thumb), basil
(Ocimum basilicum L.), oregano (Origanum vulgare L.), sage (Salvia officinalis)
and thyme (Thymus vulgares L.) was evaluated against the following strains of
microorganisms: Bacillus cereus (ATCC 11778), Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027),
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) and Staphylococcus aureus (ATCC
25923).

Antibacterial activity in vitro of essential oils was carried out by the diffusion
method, for disk and well. The microorganisms were inoculated at a concentration
of 10° CFU.mL"". Inhibition halos exceeding 10 mm were considered significant for
antibacterial activity.

Antibacterial activity in situ was evaluated using the essential oil which
resulted in the highest antimicrobial activity in vitro. Regarding the micro-organism
to be used, the bacterium E. coli was chosen because it has high incidence rates
in food products. Minas Frescal cheeses were produced with the addition of three
concentrations of essential oil mentioned and without the addition of oil (control).
The cheeses were contaminated with 10° CFU.g™", at package, and the count of E.

coli was evaluated during product storage.

Results showed highest bacterial activity for the oregano oil. Essential oils
of clove and thyme also presented microbial inhibition. The most resistant
microorganism, P. aeruginosa, wasn't inhibited by any compound. In situ
antibacterial activity of oregano essential oil led to the reduction of Escherichia coli
counts, especially at a concentration of 5%, with the decrease in microbial count of
five log cycles.

Keywords: antimicrobial action, spices, food contaminants.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATCC American Type Culture Collection
DTA Doenca transmitida por alimento
MHA Agar Miller-Hinton

OEO Oleo essencial de orégano

PCA Agar para contagem padrédo

UFC ou CFU Unidades Formadoras de Colbnia

ETEC E. coli enterotoxigénicas
EPEC E. coli enteropatogénicas
STEC

E. coli Shiga toxigénica
VTEC
DAEC E. coli de aderéncia difusa
EIEC E. coli enteroinvasivas
EaggEC _ .

E. coli enteroagregativas
EAEC
FDA Food and Drug Administration
pH Potencial Hidrogenibnico
WHO World Health Organization

EMB Agar Eosina Azul de Metileno



°C
ATP

Aw

min
mL
mm
mM
NMP
p/p
p/v
Ppm
v/p
viv

ML

LISTA DE SiMBOLOS

Temperatura na escala Graus Celsius
Adenosina tri-fosfato
Atividade de agua
grama

hora

minuto

mililitro

milimetro

mili-mol

Numero Mais Provavel
Relagao peso/peso
Relagao peso/volume
Partes por milhdo
Relagao volume/peso
Relacao volume/volume
Microlitro

Letra grega Kappa



1 Introducao

Com o decorrer dos anos, tornou-se crescente a adocao de politicas que
visem a seguranga alimentar dos produtos industrializados. Embora a industria
faca uso de diferentes técnicas para garantir a qualidade e inocuidade dos
produtos alimentares, as doencas transmitidas por alimentos (DTA) continuam
sendo um problema de saude publica (JAY, 2005).

Diversos surtos alimentares causados por E. coli sdo mencionados na
literatura. O patégeno pode estar presente em alimentos que vao desde carne
bovina, de aves e leite, causando gastrenterites (SOFIA et al., 2007). Embora a
presenca de E. coli em alimentos seja indesejavel, por se tratar de um indicador
de contaminacao de origem fecal, sua eliminacado de todos os alimentos frescos e
refrigerados é praticamente impossivel (JAY, 2005).

Um dos alimentos que pode causar toxinfeccdo em humanos é o queijo
tipo Minas Frescal, quando contaminado por bactérias patogénicas, em razao das
péssimas condicoes de producdo e/ou comercializagdo. Trata-se de um produto
de grande aceitacdo, consumo e producao nacionais (HOFFMANN et al., 2002).
Escassos sdo os estudos de acéao in situ de 6leos essenciais de especiarias em
queijos. Porém, Govaris et al. (2011) demonstraram que Oleos essenciais de
orégano e tomilho em queijo Feta, em concentracdo de 0,1mL/100g, possuem
acao antibacteriana sobre L. monocytogenes e E. coliO157:H7.

Dentre as formas de controle da proliferagdo microbiana em alimentos
pode-se mencionar o uso de aditivos quimicos e emprego de compostos naturais
como conservantes, com ou sem o auxilio da tecnologia de barreiras. Porém, a
suspeita sobre a toxicidade de alguns aditivos quimicos em produtos e 0 abuso de
utilizacado de tais compostos tém demandado medidas legislativas cada vez mais
enérgicas no panorama mundial (MOREIRA et al., 2005; IVANOVIC et al., 2012).
Por conseguinte, ha um crescente interesse em pesquisas pela busca de
compostos alternativos para um emprego racional como conservantes de
alimentos (GUTIERREZ et al., 2009).



O constante interesse na acao inibitéria de especiarias e seus O6leos
essenciais nos diferentes micro-organismos € evidenciado em diversos estudos, e
€ atribuido basicamente a duas razdes: o questionamento incessante sobre a
seguranca dos aditivos quimicos, gerando uma tendéncia ao uso de substancias
naturais de plantas, e a reducdo dos teores de sal e acucar em alimentos por
razbes dietéticas, o que tende a aumentar o uso de outros temperos (TRAJANO
et al., 2009).

Extratos naturais e 6leos essenciais sado utilizados para aumentar a vida-
de-prateleira e melhorar as caracteristicas sensoriais de alimentos. Algumas
plantas, seus extratos e/ou principios ativos possuem atividade antibacteriana
demonstrada em estudos laboratoriais (HOFFMANN et al., 1999; BURT, 2004;
USHIMARU et al., 2007; ALVES et al., 2008; YOSSA et al., 2010; IVANOVIC et
al., 2012).

O presente estudo busca, portanto, propiciar resultados relevantes sobre a
atividade antibacteriana in vitro de alguns 6leos essenciais de especiarias sobre
contaminantes microbiologicos de alimentos. Também fora efetuado o estudo in
situ, empregando-se um dos 6leos essenciais em queijo tipo Minas Frescal

contaminado com o micro-organismo Escherichia coli.



2 Objetivos

O objetivo geral e os objetivos especificos do presente trabalho sao

descritos a sequir.

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de especiarias
sobre cepas bacterianas contaminantes de alimentos.

2.2 Objetivos especificos

= Estudar a atividade antibacteriana in vitro de 6leos essenciais de alecrim
(Rosmarinus officinalis L.), coentro (Coriandrum sativum L.), cravo
(Eugenia caryophyllata Thumb), manjericao (Ocimum basilicum L.),
orégano (Origanum vulgare L.), salvia (Salvia officinalis) e tomilho (Thymus
vulgares L.) sobre os seguintes micro-organismos: Bacillus cereus (ATCC
11778), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Escherichia coli (ATCC 8739),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella typhimurium (ATCC
14028) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

» Estudar duas técnicas de triagem para avaliacdo da eficacia na atividade
antibacteriana in vitro dos 6leos essenciais de especiarias sobre 0os micro-
organismos por meio dos métodos de difusdo em agar por disco e por
POGO.

= Avaliar o efeito antibacteriano in situ de 6leo essencial de orégano em
queijo tipo Minas Frescal contaminado com Escherichia coli (ATCC 8739)

durante o periodo de armazenamento do produto (2°, 4°, 8° e 14°dia).



3 Revisao Bibliografica

3.1 Consideracoes Gerais

A incidéncia global das doencas de origem alimentar é dificil de ser
estimada. Porém, de acordo com dados do ano de 2005 da World Health
Organization (WHO, 2007) aproximadamente 1,8 milhdes de pessoas morreram
em decorréncia de doencas diarréicas.

A ocorréncia de doencas transmitidas por alimentos (DTA) tornou-se foco
de discussdes nos ultimos anos, devido a preocupacao mundial com estratégias
que permitam seu controle e, conseqlentemente, garantam a colocacdo de
produtos seguros no mercado consumidor. As alteracées no perfil epidemiolégico
de enfermidades transmitidas por alimentos sdo devidas a expansao do mercado
consumidor, a globalizagdo econbémica, alteracbes dos habitos alimentares e
aumento no consumo de alimentos industrializados ou produzidos fora do lar
(SHINOHARA et al., 2008).

O perfil epidemiolégico das doencas transmitidas por alimentos no Brasil
ainda € pouco conhecido, sendo que somente alguns estados e/ou municipios
dispdem de estatisticas e levantamentos reais sobre os agentes etiolégicos mais
comuns, alimentos mais freqlentemente envolvidos e fatores contribuintes. Além
disso, doengas transmitidas por alimentos nem sempre sao oficialmente
notificadas (VAN OMSON et al., 2006). Dentre os micro-organismos envolvidos
em doencas, pode-se destacar E. coli, S. typhimurium, S. aureus e B. subtilis
(RANDRIANARIVELO et al., 2000 apud MATASYOH et al., 2007).

E crescente o nimero de consumidores que tém exigido a adocdo de
politicas que visem a segurancga alimentar. Por conseguinte, a ado¢éo de medidas
que reduzam o emprego de aditivos quimicos em alimentos torna-se

extremamente necesséaria (MOREIRA et al., 2005).

A suspeita sobre a toxicidade de alguns aditivos quimicos em produtos e o
abuso na utilizacao destes compostos tém demandado medidas legislativas cada

vez mais severas no panorama mundial. Em consequéncia, ha um crescente



interesse em pesquisas pela busca de compostos alternativos aos aditivos
quimicos para um emprego racional como conservantes de alimentos
(GUTIERREZ et al., 2009).

O uso de antimicrobianos naturais, como temperos, condimentos e extratos
vegetais tende a ser uma alternativa eficaz, principalmente quando empregado
em combinacao com outras tecnologias ja existentes (BURT, 2004; ISAACS et al.,
2005; NAZER et al., 2005; DUPONT et al., 2006 apud SILVA et al., 2010)

3.2Especiarias

3.2.1 Definicao e legislacao

De acordo com a legislacao vigente no Brasil, Regulamento Técnico para
Especiarias, Temperos e Molhos, “especiarias sdo produtos constituidos por
partes (raizes, rizomas, bulbos, cascas, folhas, flores, frutos, sementes, talos) de
uma ou mais espécies vegetais, tradicionalmente utilizadas para agregar sabor ou
aroma aos alimentos e bebidas” (BRASIL, 2005). Dentre as espécies vegetais
descritas na referida legislacdo, pode-se destacar as que sdo de interesse no

estudo em questao.

3.2.2 Historico

Ao longo da histéria verifica-se a existéncia de exemplos bem
documentados de pessoas que faziam uso de plantas medicinais. Dentre eles,
pode-se mencionar Hip6crates, na medicina grega, Avicena, na arabe, e
Paracelso, na européia (GOMEZ CAAMANO, 1990). No &ambito alimentar,
especiarias sao utilizadas desde a antiguidade no Oriente com o intuito de
aromatizar alimentos e bebidas, ou de mascarar propriedades indesejadas em

produtos carneos.



Muitas vezes oriundos de regides banhadas pelos oceanos indico e
Pacifico, chegando a casa de Imperadores e familias modestas, os condimentos
vegetais foram adquirindo importancia, tornando-se indispensaveis a vida destes
povos, seja por ligacao em rituais, por sua utilizacdo como temperos de alimentos
ou mesmo em medicina (MENDES, 1993).

Segundo Giacometti (1989), a histéria do uso de ervas aromaticas pelo
homem pode ser dividida em quatro periodos: o da Antiguidade; o das civilizagcbes
classicas dos gregos e romanos; o da Idade Média, que inclui grandes

exploragdes e o colonialismo; e o dos tempos modernos.

Com o passar do tempo, o consumo foi se expandindo, e o valor das ervas
aromaticas era tao alto que possui-las era tao importante quanto possuir ouro. O
consumo de ervas aromaticas fez, em tempos decorridos, a opuléncia de cidades
como Veneza e Génova. Na busca por especiarias nas indias, foram descobertos
territorios da Africa, os Acores, as llhas de Cabo Verde, a América e, finalmente, o
Brasil (OURIVES, 1997).

No contexto atual, a adicdo de especiarias permanece como uma pratica
crescente e amplamente difundida. Especiarias sao utilizadas de modo seguro no
mundo todo com o intuito de aumentar a vida-de-prateleira e melhorar as

caracteristicas sensoriais de alimentos (PIRBALOUTI et al., 2010).

Algumas plantas, seus extratos e/ou principios ativos possuem atividade
antibacteriana relatada em diversos estudos (ARORA; KAUR, 1999;
NASCIMENTO et al., 2000; BURT et al., 2004; HOLLEY; PATEL, 2005; FAZIO et
al., 2009; IVANOVIC et al., 2012). As ervas possuem niveis distintos de atividade
biologica sendo, porém, efetivas contra micro-organismos em distintas
concentracées (PIRES et al., 2009). De acordo com Holley e Patel (2005), a
performance antimicrobiana de 6leos essenciais sobre contaminantes alimenticios

pode variar de acordo com o ensaio empregado.



3.3 Atividade antimicrobiana de especiarias

O constante interesse na acado inibitéria de especiarias e seus O6leos
essenciais nos diferentes micro-organismos € evidenciado em diversos estudos, e
€ atribuido basicamente a duas razdes: o questionamento incessante sobre a
seguranca dos aditivos quimicos, existindo uma tendéncia ao uso de substancias
naturais de plantas, e a reducao dos teores de sal e acucar em alimentos por
razdes dietéticas, o que tende a aumentar o uso de outros temperos (TRAJANO
et al., 2009).

De acordo com Devlieghere e colaboradores (2004), novas tecnologias na
preservacao de alimentos incluem radiagao ionizante, alta pressao hidrostatica,
atmosfera modificada, embalagens ativas, biopreservacdo e compostos
antimicrobianos naturais. Diversos autores tém focado seus estudos na atividade
antimicrobiana das especiarias, bem como de seus O0leos essenciais, que

progressivamente tém sido adicionados aos alimentos como aromatizantes.

A tabela 1, adaptada de Burt (2004), ilustra os componentes majoritarios de

alguns 6leos essenciais com propriedades antibacterianas.



Tabela 1 — Componentes majoritarios de 6leos essenciais selecionados que
exibem propriedades antibacterianas*

Nome do 6leo e Componentes Composicao
. Nome cientifico R .
essencial majoritarios aproximada (%)
a-pineno 2-25
Alecrim Rosmarinus Bornil acetato 0-17
officinalis Canfora 2-14
1,8-Cineol 3-89
Coentro Coriandrum Linalol 70
sativum E-2-Decanal
Cravo Syzyg:"um Eugenol 75-85
aromaticum Eugenil acetato 8-15
Carvacrol Tracos — 80
. . Timol Tragos — 64
Orégano Origanum vulgare y-Terpineno 5_ 52
p-Cimeno Tracos — 52
Canfora 6-—15
Salvia Salvia officinalis L. a-p!neno 4-5
B-pineno 2-10
1,8-Cineol 6—14
Timol 10 - 64
Tomilho Thymus vulgaris y-c';l'zrrvp?g(ra?:o 2 : :131
p-Cimeno 10 — 56

* Adaptada de Burt (2004).

Os componentes bioativos de especiarias possuem atividade
antimicrobiana bem documentada, com atividade inibitéria contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (HOLLEY; PATEL, 2005; GUTIERREZ et al., 2009;
FERREIRA et al., 2010; SILVA et al., 2010). Porém, de acordo com Burt (2004),
6leos essenciais de especiarias sao geralmente mais efetivos contra bactérias
Gram-positivas.

A diversidade de espécies de especiarias com atividade antimicrobiana
permite uma ampla variedade de estudos em areas distintas. Os estudos recentes
buscam um antimicrobiano ideal, ou seja, aquele que apresenta maior espectro
de acdo, menores toxicidade, custo e indicio de resisténcia bacteriana
(ALVARENGA et al.,, 2007). A tabela 2 traz dados sobre a eficacia de

antimicrobianos naturais de plantas, quando empregados em alimentos.



Tabela 2 - Eficacia de agentes antimicrobianos naturais empregados em
alimentos *

Agente Concentracao Alimento Micro-organismo Efeito
antimicrobiano
Oleo de alecrim 1% Linguica fresca L. monocytogenes b
de porco
Oleo de cravo 1% (v/v) Queijos com L. monocytogenes a
baixos teores
lipidicos
Oleo de 1% (p/v) Molho de Massas Shigella spp. b,c
manjericao
Orégano <1% Maionese E. coli O157:H7 c
Oleo de orégano 0,8% (v/p) Filé de carne S. thyphimurium a
bovina
Salvia < 2,5% (p/p) Alimentos S. thyphimurium b
infantis, arroz S. aureus
cozido B. cereus
Tomilho 1% (p/v) Salsicha Shigella spp. b, c

(a) Efeito bactericida; (b) efeito bacteriostatico; (c) pouco ou nenhum efeito.
* Adaptada de Holley e Patel (2005).

No ambito da Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, o estudo de um
antimicrobiano ideal é de suma importancia no desenvolvimento de sistemas de
bioconservacao, que é definido por Trajano et al. (2009) como um “sistema de
preservacdo amplamente aceito, sendo referido como um procedimento natural
capaz de prover a extensdo da vida util e satisfatéria seguranca microbiolégica de

alimentos”.

Alvarenga et al. (2007), fazendo uso do método de difusdo em Agar
Mueller-Hinton, avaliaram o efeito de extratos aquoso e etandlico (nas
concentracdes de 10 e 20%) de diferentes plantas aromaticas, dentre as quais o
orégano, hortela, alecrim, sélvia, capim-limdo e gengibre sobre bactérias
patogénicas de importancia em saude publica (Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Salmonella choleraesuis, Shigella flexneri, Streptococcus mitis e
Streptococcus mutans). Em geral, os resultados obtidos foram melhores quando

se utilizaram os extratos vegetais alcodlicos.
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Em estudo sobre a inibicdo de oleos essenciais sobre o desenvolvimento
de bactérias em alimentos consumidos populamente em ruas da India, Das e
colaboradores (2011) demonstraram que Oleos essenciais de canela e cravo
resultaram na maxima atividade antibacteriana frente a patdégenos alimentares
(Arizona spp., Bacillus spp., Enterococcus spp., Staphylococcus spp. e Vibrio
spp.), quando comparados aos outros 6leos essenciais envolvidos no estudo.

Alecrim (Rosmarinus officinalis), cravo (Sysygium aromaticum), noz-
moscada (Myristica fragrans), pimenta-da-jamaica (Pimenta didica) e salvia
(Salvia officinallis) demonstraram constituir fontes eficientes de compostos
bioativos antibacterianos em estudo conduzido por Bara e Vanetti (1998).

Em avaliagdo sobre a atividade antimicrobiana in vitro de 6leos essenciais
de canela, cravo, gengibre e menta em concentragcdes de 10,0, 1,0 e 0,1%,
Hoffmann et al. (1999) demonstraram que, dentro dos parametros do
experimento, os 6leos essenciais de canela e menta, nas concentragdes de 10,0

e 1,0% foram mais efetivos sobre os micro-organismos testados.

Trajano et al. (2009), em estudo sobre a propriedade antibacteriana de
Oleos essenciais de especiarias sobre bactérias contaminantes de alimentos,
verificaram que os 6leos essenciais de folhas do cravo, E. caryophyllata, e da
canela, C. zeylanicum, mostraram uma eficiéncia na inibicdo de todas as cepas
bacterianas submetidas aos ensaios (B. cereus, B. subtilis, E. coli, K.
pneumoniae, L. monocytogenes, P. aeruginosa, S. aureus, S. enterica, S.

marcencens e Y. enterocolitica).

Castilho et al. (2012), em estudo sobre a atividade antimicrobiana de 6leo
essencial de orégano (OEQ) e seus componentes principais (oriundos da llha da
Madeira, Portugal), sugerem um potencial de acdo do OEO sobre micro-
organismos patdgenos humanos e contaminantes de alimentos, dentre os quais

pode-se destacar: E. coli, L. monocytogenes e S. aureus.

Em estudo sobre os componentes antimicrobianos de ervas e especiarias
em alimentos, Tajkarimi e colaboradores (2010) concluem que sdo necessarios
mais estudos detalhados sobre antimicrobianos naturais em alimentos,

especialmente sobre a efetividade dos éleos essenciais, quando empregados
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individualmente e em combinacdo com outros extratos, 6leos essenciais e

tecnologias de processamento de alimentos.

Verifica-se, portanto, que as especiarias e seus derivados assumiram
importancia relevante para serem utilizados como potenciais agentes inibitérios de
micro-organismos, com acao inibitéria sobre distintas cepas, revelando uma nova

perspectiva para seu emprego na industria alimenticia.

3.4Mecanismo de acao antimicrobiana

Os 6leos essenciais sao complexos naturais formados por cerca de 20 — 60
componentes em distintas concentracdes. Sao caracterizados por dois ou trés
componentes presentes em maiores concentracées (20 — 70%) quando
comparados aos demais. Geralmente esses componentes determinam as

propriedades biolégicas dos 6leos essenciais (BAKKALI et al., 2008).

A atividade antibacteriana de muitas plantas deve-se aos compostos
sintetizados no metabolismo secundario. Tais produtos sdo conhecidos por suas
substancias ativas (NASCIMENTO et al., 2000). Domingo e Lopez-Brea (2003)
evidenciaram que as plantas produzem mais de 100.000 produtos naturais de
baixo peso molecular, conhecidos como metabdlitos secundarios, que se

diferenciam dos primarios por ndo serem essenciais a vida das plantas.

A atividade antimicrobiana dos o6leos essenciais é clara, porém este
mecanismo ainda nao estd completamente elucidado. Dentre os grupos quimicos
conhecidos, com agdo antibacteriana, pode-se mencionar principalmente os
compostos fendlicos, quinonas, taninos, cumarinas, alcal6ides e flavonas e seus
compostos (HOLLEY; PATEL, 2005).

Deve-se destacar, porém, que alguns fatores influenciam na composicao
dos Oleos essenciais: clima, composicdo do solo, parte da planta em que se
origina, estagio e ciclo vegetativo (MASOTTI et al., 2003; ANGIONI et al., 2006
apud BAKKALI et al.,, 2008). A influéncia dos fatores mencionados reflete,

portanto, na acao inibitoria frente aos micro-organismos.
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Os compostos com maior eficacia de inibicdo microbiana sdo os fendlicos
(BURT, 2004; HOLLEY; PATEL, 2004). Tratam-se de componentes hidrofébicos
dos 6leos essenciais, cujo sitio de acao é a membrana celular microbiana. Esses
compostos se acumulam na bicamada lipidica causando desarranjo na funcao e
na estrutura da membrana e penetram a célula bacteriana, exercendo atividade
inibitdéria no citoplasma celular, provocando lise e liberacao do ATP intracelular. A
perda de constituintes celulares, pelo aumento da permeabilidade da membrana
citoplasmatica, também foi documentada (SILVA et al., 2010).

Existem autores que sugerem que a membrana ao redor da parede celular
de bactérias Gram-negativas pode restringir a difusdo de compostos hidrofébicos
através da cobertura de lipopolissacarideos, o que sugere que as bactérias Gram-

positivas sejam mais susceptiveis a inibicdo (DAVIDSON; BRANEN, 2005 apud
GUTIERREZ et al., 2005).

3.5Escherichia coli

Segundo Jay (2005), a Escherichia coli foi reconhecida como patégeno de
origem alimentar em 1971, quando queijos importados foram comercializados em
14 estados norte-americanos, provocando, aproximadamente, 400 casos de
gastrenterite devido a linhagem enteroinvasiva. Antes de 1971 foram reportados,
pelo menos, outros cinco surtos de origem alimentar, sendo o primeiro deles na
Inglaterra em 1947.

Trata-se de uma das bactérias da familia Enterobacteriaceae, capaz de
fermentar a lactose com producédo de gas, quando incubada a 44 — 45,5°C. E um
bacilo catalase-positivo, oxidase-negativo, Gram-negativo e ndo esporulado. E um
micro-organismo mesofilo tipico, que cresce em temperaturas desde 7 — 10°C até
50°C. Sua atividade de agua (Aw) minima de crescimento € 0,95 (ADAMS;
MOSS, 1997).

Dados genético-moleculares sugerem que o0s géneros Escherichia e
Salmonella surgiram de um antecessor comum, por iSso, ndo € surpresa a
existéncia de genes de viruléncia que possivelmente foram trocados entre eles

por transferéncia horizontal, entre outros fatores (JAY, 2005).
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Pode ser diferenciado dos demais representantes da familia
Enterobacteriaceae com base no nimero de acgucares que fermenta e mediante
provas bioquimicas, tais como as de IMViC. Pelas provas bioquimicas de IMViC,
verifica-se a capacidade da E. coli produzir indol a partir do triptofano (I), produzir
acido suficiente para reduzir o pH do meio abaixo de 4,4, ponto de viragem do
indicador vermelho de metila (M), produzir acetoina, ou seja, acetilmetil carbinol
(V) e utilizar o citrato (C).

As linhagens causadoras de doencas intestinais sdo agrupadas em, pelo
menos, seis grupos com base nas caracteristicas de viruléncia especifica e tragos
fenotipicos. Destacam-se: E. coli enteroagregativas (EaggEC ou EAEC), E. colide
aderéncia difusa (DAEC), E. coli enteroinvasivas (EIEC), E. coli
enteropatogénicas (EPEC), E. coli enterotoxigénicas (ETEC) e E. coli Shiga
toxigénica (STEC). Surtos alimentares s&o particularmente associados com cepas
STEC e, em menor grau, com linhagens EPEC, ETEC e EaggEC (NEWELL et
al., 2010).

Para a prevencdo de doencas de origem alimentar causadas por E. coli
devem ser evitados: refrigeracao inadequada, alimentos preparados com muita
antecedéncia ao consumo, manipuladores infectados com habitos de higiene
pessoal insuficientes, cozimento ou processamento inadequado e alimentos
mantidos sob aquecimento em temperaturas que favorecem o crescimento
bacteriano (JAY, 2005).

3.6 Queijo tipo Minas Frescal

De acordo com o Regulamento Técnico Mercosul de Identidade e
Qualidade de Queijo tipo Minas Frescal, entende-se por Queijo tipo Minas Frescal
0 queijo obtido por coagulacdo enzimatica do leite com coalho e/ou outras
enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo com a acao de
bactérias laticas especificas (BRASIL, 1997).

Trata-se de um queijo semi-gordo (25,0 — 44,9% de matéria gorda), de
muito alta umidade (umidade = 55,0%), destinado ao consumo imediato e de
reduzida vida-de-prateleira, sendo produzido em industrias tanto de pequeno e
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médio porte, quanto de grande porte. E um produto consumido por todas as
camadas da populacao, no decorrer de todo o ano (FURTADO, 1999).

A primeira etapa da tecnologia de fabricacdo desse tipo de queijo é
constituida pela coagulacao, primeiramente lenta e posteriormente rapida, do leite
apos tratamento com enzimas coagulantes (quimosina, pepsina ou proteinases
microbianas). Esse fendmeno é resultante de dois processos, sendo o primeiro
deles o ataque a k-caseina, proteina responsavel pela estabilizacdo das micelas
de caseina e, 0 segundo, a coagulacao das micelas desestabilizadas pelo ataque
enzimatico. Ocorre ainda um terceiro processo, que € responsavel pelas
modificacdes nas propriedades e na estrutura do coagulo apdés sua formacao
(DALGLEISH, 1993; FOX et al., 1998; FOX et al., 2000).

Sabe-se que materia-prima, equipamentos, embalagens e manuseio sao
as principais fontes de contaminacao na industria de queijos (VALLE et al., 2005).
Assim sendo, o leite torna-se um transmissor de micro-organismos e toxiinfecgdes
alimentares em potencial, podendo comprometer os produtos obtidos, gerando
riscos a saude publica.

Torna-se, portanto, necessario um controle rigoroso das condicdes
higiénico-sanitarias destes produtos, assim como da utilizagdo de métodos que
reduzam o grau de contaminacgéo, a fim de evitar a exposi¢cdo do consumidor a
alimentos contaminados e que possam causar sérios danos a saude (ROLIM,
2004).
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4 Material e Métodos

4.1 Obtencao dos micro-organismos

As cepas microbianas empregadas no estudo sao provenientes da colecao
do Laboratério de Microbiologia de Alimentos, do Departamento de Engenharia e
Tecnologia de Alimentos, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (UNESP), de Sao José do Rio Preto — SP. Tratam-se de bactérias oriundas
da American Type Culture Collection (ATCC).

4.2 Obtencao dos oleos essenciais

Os o6leos essenciais de especiarias utilizados no estudo foram obtidos
comercialmente e por meio de doacédo da empresa Laszlo Aromaterapia Ltda.

4.3 Preparacao dos inéculos

Todas as cepas microbianas empregadas na pesquisa foram mantidas em
PCA (Agar para Contagem Padrdo — Acumedia) a 4°C e reativadas overnight em
PCA a 35°C.

4.4 Oleos essenciais

Foram preparadas, no momento da realizacdo dos experimentos, solucdes
com as concentracoes de 1%, 2% e 5% (v/v) de cada 6leo essencial de especiaria
a ser empregado, utilizando-se como solvente a solugdo composta por agua
destilada estéril e Tween 80 a 0,5%.
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4.5 Ensaio de resisténcia in vitro

Halos iguais ou superiores a 10 mm foram considerados significativos de

atividade antimicrobiana, conforme Hoffmann et al., 1999.

4.5.1Técnica de difusao em disco

A sensibilidade de cada cepa microbiana sobre os 6leos essenciais foi
avaliada pelo método de difusdo em disco com modificagdes (BAUER et al.,
1966). Em placas de Petri contendo MHA (Agar Miieller Hinton — Himedia) foram
realizadas semeaduras por superficie com a cultura da bactéria contendo 108
UFC.mL", padronizada em escala 0,5 de Mc Farland (ALVES et al., 2008). Nas
placas de Petri foram, entao, inseridos discos estéreis de papel filtro de 6 mm de
didmetro (Filtro Whatman), préprios para avaliagdo de atividade antimicrobiana.
Aliquotas de 40uL de cada solugéo, descritas no item 4.4, foram inseridas sobre

os discos de papel filtro.

Apos incubacao a 35°C por 24 horas, o didametro do halo de inibicao de
cada disco foi mensurado com o auxilio de um paquimetro, sendo que o tamanho
do halo era diretamente proporcional a atividade antibacteriana. Como controle
negativo foi utilizada a solucdo solvente, agua e Tween 80 a 0,5%. O estudo foi
efetuado em triplicata para cada concentracdo de éleo essencial empregada

sobre cada um dos micro-organismos.

4.5.2 Técnica de difusao em poco

Procedeu-se de acordo com a técnica mencionada por Schillinger e Llcke,
(1989), com modificacdes. Empregou-se, a semeadura por profundidade ao invés
da semeadura por superficie, e 0 uso de pogos (perfuracoes) de 6 mm de
didmetro, ao invés do uso de discos de papel filtro.
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4.6 Ensaio de resisténcia in situ

Todas as andlises referidas neste item foram conduzidas no Departamento
de Engenharia e Tecnologia de Alimentos da UNESP de Sao José do Rio Preto.

4.6.1 Controle do leite empregado no estudo in situ

O leite pasteurizado tipo A empregado na fabricagdo do queijo tipo Minas
Frescal foi adquirido de empresa conhecida, em Sao José do Rio Preto — SP, e
submetido as analises microbioldgicas e fisico-quimicas. As coletas das amostras
foram efetuadas apdés homogeneizacéo do leite.

4.6.2 Analises do leite

Para o controle da matéria-prima empregada no estudo foram efetuadas
andlises microbiologicas e fisico-quimicas, de modo a avaliar se o leite
empregado na producdo dos queijos encontrava-se dentro dos padrdes exigidos

pela legislagdo nacional vigente. A seguir sdo apresentadas as referidas analises.

4.6.2.1 Analises microbiolégicas

Para garantir que a matéria-prima utilizada no processamento estava
conforme os padrdes estabelecidos no Regulamento Técnico sobre Padrbes

Microbiolégicos para Alimentos (BRASIL, 2000) foram efetuadas as andlises de:

v Coliformes termotolerantes, de acordo com metodologia proposta
por Kornacki e Johnson (2001).

v' Salmonella sp., segundo metodologia recomendada pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003).
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Os limites observados foram os de tolerancia para amostra indicativa.

4.6.2.2 Analises fisico-quimicas do leite

As analises foram realizadas por método rapido (ultrassom), utilizando-se o
equipamento Ekomilk Ultra e recomendagdes do fabricante (EON Tradding LLC,

Bulgaria).

v" Teor de Gordura;
v" Teor Protéico;

v' Sélidos nao-protéicos;

4.6.3 Fabricacao do Queijo tipo Minas Frescal

A figura 1 ilustra o processo de fabricacdo do queijo tipo Minas Frescal.
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Figura 1 — Fluxograma de processo de fabricagdo do queijo tipo Minas Frescal
com e sem adicao de 6leo essencial (1%, 2% e 5%) e inoculagdo com E. coli
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4.6.4 Inoculacao do queijo com Escherichia coli

A cepa de E. coli (ATCC 8739) foi reativada overnight em PCA a 35°C. A
cultura da bactéria contendo 10® UFC.mL" foi padronizada pela escala
espectrofotométrica 0,5 de Mc Farland. Ap6s inoculagao da E. coli nas unidades
experimentais efetuou-se a agitacdo manual da embalagem contendo o produto e

0 in6culo por 3 minutos.

Foram efetuadas quatro inoculagdes referentes as concentragdes de 6leo
essencial aplicada aos queijos (1%, 2% e 5% - relacdo volume/peso) e ao
controle - queijo sem éleo essencial. O estudo foi conduzido em triplicata.

4.6.5 Contagem de E. coli no Queijo tipo Minas Frescal

Foram retirados 10,0g do queijo ja inoculado referente a cada periodo de
analise, os quais foram diluidos em 90,0mL de agua peptonada 0,1% estéril.
Diluicbes decimais seriadas foram conduzidas para posteriores inoculagdes por
profundidade em placas de Petri contendo Agar Eosina Azul de Metileno (EMB). A
contagem das unidades formadoras de colénia por grama foi efetuada apos
incubacgéo das placas a 35°C por 24 horas (KORNACKI; JOHNSON, 2001).

4.6.6 Analises fisico-quimicas do queijo

v" Gordura, de acordo com as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz
(1985);

v" Proteina, conforme metodologia proposta por Kjeldahl (AOAC, 1997),
empregando-se o fator de conversao de 6,38;

v' Cinzas, por incineracao em mufla a 550°C (AOAC, 1997);

v' Umidade, por secagem a vacuo por 24h a 70°C (APHA apud CASE et al.,
1985);
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4.7 Planejamento Experimental

O experimento para avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro foi
conduzido em triplicata, sendo o planejamento inteiramente casualizado. A
influéncia da concentracdo de 6leo essencial sobre a inibicdo microbiana foi o
fator estudado. A analise estatistica do didmetro dos halos foi realizada por meio
de uma andlise descritiva. Os testes estatisticos foram realizados com suporte do
software Minitab® v.15.

O efeito antibacteriano in situ do OEO sobre Escherichia coli foi avaliado
empregando-se trés concentragdes do Oleo, incorporadas na massa (coagulo),
dando origem aos queijos. Dessa forma, o experimento constou de quatro
tratamentos: controle (sem OEQO), OEO 1%, OEQO 2% e OEO 5%. Os tratamentos
de cada repeticao foram conduzidos concomitantemente. Foram efetuados trés
processamentos, de modo a obter trés unidades experimentais de cada
tratamento, ou seja, triplicata.

Leite pasteurizado integral tipo A foi utilizado para producao de 4 unidades
de queijo de cerca de 200g para cada tratamento. As unidades foram porcionadas
em quatro partes, referentes a cada tempo de amostragem para pesquisa de E.

colinos dias 2, 4, 8 e 14 de armazenamento.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Ensaio de resisténcia antibacteriana in vitro

A tabela 3 apresenta os resultados provenientes do ensaio de resisténcia
das cepas de micro-organismos utilizadas. De acordo com os dados pode-se
verificar que o 6leo essencial que possui maior efetividade de acao antibacteriana
€ o0 de orégano (OEOQO), sendo que o aumento da concentracao desse Oleo
propicia 0 aumento da atividade antibacteriana, a excecao da P. aeruginosa e B.

cereus.

Nota-se, ainda na tabela 3, que a acédo do 6leo essencial de orégano faz-se
sobre micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos, o que corrobora com
os dados ja relatados na literatura por Gutierrez et al. (2009). A susceptibilidade
de uma bactéria a um 6leo essencial é resultado das diferencas existentes na
estrutura da membrana celular (VIUDA-MARTOS et al., 2011).

Bactérias Gram-negativas sdo compostas por um envoltério lipoprotéico da
membrana celular, que protege a célula e propicia rigidez, devido a sua superficie
altamente hidrofébica. Bactérias Gram-positivas, por sua vez, pela auséncia do
envoltério externo a membrana plasmatica e por possuir as extremidades
celulares lipofilicas sdo mais susceptiveis a acdo de compostos hidrofébicos
(COX et al., 2000), como componentes fendlicos do 6leos essenciais (ANGIENDA
et al., 2010) .

De acordo com a tabela 3, Pseudomonas aeruginosa demonstrou
resisténcia a todos os O6leos essenciais testados nas distintas concentragoes.
Maior resisténcia a antimicrobianos naturais por P. aeruginosa também foi
relatada por Holley e Patel (2005) embora Bendahou et. al (2008) tenham relatado
susceptibilidade da cepa ao género Origanum.

Marino e colaboradores (2001) relataram que 6leo essencial de orégano

foi 0o mais efetivo em estudo antimicrobiano com distintas cepas. Em
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concentracdes de 800 ppm, o referido 6leo essencial inativou 100% dos micro-
organismos, dentre eles: E. coli, E. coli O157:H7, S. thyphimurium, S. aureus e P.

fluorescens.

Acredita-se que os compostos responsaveis pela acado antibacteriana do
6leo essencial de orégano sejam os fendlicos, presentes em grandes teores.
Sabe-se que os compostos fendlicos sdo capazes de alterar a permeabilidade da
membrana plasmatica e penetrar nas células bacterianas, onde interagem em
mecanismos metabdlicos (Judis, 1963; Juven et al., 1972 apud Marino et. al,
2001).

A figura 2 ilustra os resultados obtidos nos ensaios de resisténcia da cepa
Escherichia coli (ATCC 8739) frente aos 6leos essenciais. A referida figura ilustra
apenas os resultados dos 6leos essenciais cujas concentragdes resultaram em

inibicado do micro-organismo em questao.
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Figura 2 — Média dos resultados do ensaio de resisténcia da cepa E. coli (ATCC
8739) frente aos 6leos essenciais empregados
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Com excecao do ensaio na concentracdo de 5% de OEQO, a metodologia de
difusdo em agar por disco foi a que resultou em maior sensibilidade bacteriana.
Skandamis e Nychas (2000) demonstraram que OEO, quando em concentragdes <
1% em maionese, possui atividade antibacteriana sobre E. coli O157:H7.

Na figura 3 torna-se mais evidente a acao antibacteriana do OEO em relacao
aos demais Oleos essenciais empregados no estudo. Frente a S. aureus (ATCC
25923) o OEO foi o Unico a apresentar atividade inibitéria, sendo mais uma vez a
metodologia de difusdo em agar por disco a mais efetiva. Lambert et al. (2001), em
estudo sobre a minima concentragao inibitéria de éleo essencial de orégano (timol e
carvacrol) relatam que a mistura adequada dos componentes do 6leo podem exercer

a inibicado total de S. aureus que € evidente no dleo.
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Figura 3 — Média dos resultados do ensaio de resisténcia da cepa S. aureus (ATCC
25923) frente aos 6leos essenciais empregados
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Salmonella thyphimurium (ATCC 14028) teve seu desenvolvimento inibido por
6leos essenciais de cravo e orégano, em todas as concentragbes aplicadas, por
ambas as metodologias, conforme ilustra a figura 4. Nanasombat e Lohasupthawee
(2005) relatam que o 6leo essencial de cravo teve grande efetividade antimicrobiana
frente a Enterobactérias e Salmonellae. Salmonella thyphimurium foi a cepa mais

sensivel aos 6leos essenciais e extratos etandlicos.
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Figura 4 — Média dos resultados do ensaio de resisténcia da cepa S. thyphimurium
(ATCC 14028) frente aos 6leos essenciais empregados
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O micro-organismo que apresentou maior sensibilidade aos 6leos essenciais
empregados foi o B. subtilis (ATCC 6633), conforme demonstra a figura 5. Nota-se
que o micro-organismo foi inibido por éleos essenciais de coentro, cravo, orégano e
tomilho. Resultados similares foram relatados por Sartoratto et al. (2004), notando
atividade antibacteriana moderada de 6leos essenciais de orégano e tomilho sobre
B. subtilis. Tajkarimi et al. (2010) mencionam estudos que demonstram acdo de

cravo, salvia, manjericao e alecrim sobre a cepa em questao.
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Figura 5 — Média dos resultados do ensaio de resisténcia da cepa B. subtilis (ATCC
6633) frente aos 6leos essenciais empregados

Atividade antibacteriana em B. subtilis

E 30
E
'
& 20
2
£
s 10
T
o ® Difusdo Disco
© 0
T M Difusao Poco
O
o

Concentragdo de Oleo Essencial

A figura 6, por sua vez, demonstra os resultados dos ensaios de
susceptibilidade microbiana sobre B. cereus (ATCC 11778). O 6leo essencial de
orégano, mais uma vez, foi que apresentou maior eficacia de inibicao microbiana,

principalmente nas duas maiores concentracées empregadas.

Ultee et al. (1999), em estudo sobre os mecanismos de acdo do carvacrol
sobre o patdbgeno B. cereus, relata a efetividade de acdo do composto
antimicrobiano, sendo considerado um composto bactericida em concentracdes

superiores a TmM.
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Figura 6 — Resultados médios do ensaio de resisténcia da cepa B. cereus (ATCC
11778) frente aos 6leos essenciais empregados
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A técnica de difusdo por disco € uma metodologia aprovada pelo FDA, Food
and Drug Administration, como padrao para analises de atividade antibacteriana. E a
técnica mais empregada para avaliacdo antimicrobiana de Oleos essenciais, de
acordo com Turker e Usta (2008). E, embora neste estudo sejam observados
resultados mais sensiveis pela referida técnica, observa-se discordancia entre os
resultados obtidos por meio do uso de outras técnicas.

Alves e colaboradores (2009) relatam, em uma revisdo recente de artigos
publicados sobre atividade antimicrobiana de plantas medicinais, que Rios e Recio
(2005) revelaram que o maior problema com as pesquisas ainda continua sendo a
falta de uniformidade nos critérios selecionados para estudar a atividade
antimicrobiana. Isto frequentemente leva a relevantes contradigbes entre os
resultados obtidos por diferentes grupos e até para o mesmo autor estudando a
mesma amostra com diferentes métodos.

Sabe-se que diferentes parametros podem afetar o resultado de um ensaio
antimicrobiano, tais como volume de OE empregnado, o tipo de solvente que
compde a solucao teste, a espessura da camada de agar (TAJKARIMI et al., 2010),
volume de in6culo, meio de cultura utilizado, pH do meio de cultura, fase de
desenvolvimento microbiano, parte do vegetal empregada na extracdo do éleo

essencial e parametros de incubagdo tempo e temperatura (BURT, 2004). Tais
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fatores sao de particular relevancia na avaliacao dos resultados obtidos no presente
estudo.

5.2 Perfil fisico-quimico do leite empregado na elaboracao do Queijo tipo
Minas Frescal

Os dados da tabela 4 ilustram o perfil fisico-quimico dos leites empregados no
experimento. Os valores enquadram-se nos requisitos do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2002).

Tabela 4 — Perfil fisico-quimico do leite empregado na producdo de Queijo tipo
Minas Frescal

Parametro MédiatDesvio Padrao
Gordura (%) 3,6510,01
Sélidos nao-gordurosos (%) 8,60+0,01
Proteinas (%) 51,05+0,1

5.3 Perfil microbiolégico do leite

Com relacdo aos parametros microbiol6gicos da matéria-prima exigidos na
legislacao brasileira, o leite apresentou auséncia de Salmonella spp. e de coliformes
termotolerantes. Portanto, a matéria-prima estava dentro dos padrdes exigidos para

comercializagao.

A pesquisa de E. coli no leite resultou na auséncia do micro-organismo. Por
conseguinte, os queijos tipo Minas Frescal produzidos para o estudo nao

apresentavam contaminacao pela referida enterobactéria.
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5.4 Perfis fisico-quimicos dos queijos

A tabela 5 apresenta os perfis fisico-quimicos dos queijos produzidos com e
sem adicao de OEO. Verifica-se que o emprego do 6leo essencial propicia reducao
nos teores de proteina, umidade e cinzas. Na pratica foi possivel verificar
visualmene a reducao do teor de umidade dos queijos com o aumento do volume de
6leo essencial empregado, uma vez que o produto tornava-se mais rigido e

apresentava menor dessora.

Tabela 5 — Perfis fisico-quimicos dos queijos produzidos

Proteina (%)* | Gordura (%)* | Umidade (%)* | Cinzas (%)*
Queijo Controle 15,47+0,11 17,00+0,00 62,06+0,36 2,85+0,12
Queijo 1% OEO 14,55+0,07 23,06+0,58 59,55+2,10 2,64+0,21
Queijo 2% OEO 15,81+0,07 21,50+0,50 60,01+2,91 2,6310,26
Queijo 5% OEO 15,03+0,05 18,00£0,00 61,96+1,93 2,62+0,04

*Todos os resultados estdo expressos como MédiatDesvio Padrao.

Os valores de proteina e umidade para todas as amostras de queijo
encontram-se dentro dos relatados na literatura por Rosa (2004). De acordo com a
Portaria n° 146 de 07 de marco de 1996 (BRASIL, 1996), os queijos obtidos neste
estudo podem ser classificados como magros, por conter entre 10,0 e 24,9% de
matéria gorda e de muita alta umidade (> 55,0% de umidade). Microbiologicamente
a reducao do teor de umidade relaciona-se diretamente com a atividade de agua do

produto, de modo a interferir no desenvolvimento adequado de micro-organismos.

5.5 Ensaio de resisténcia antibacteriana in situ

Os dados da tabela 6 demonstram uma grande redugdo na contagem de E.
coli, principalmente para o OEO nas concentragdes de 2 e 5%. Nota-se que para o
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queijo com 1% de OEO a redugado microbiana ndo chegou a ser logaritmica entre os

dias 2 e 4.

Tabela 6 — Contagem de E. coli nos queijos ao longo do periodo de armazenamento

Dia 2

Dia 4

Dia 8

Dia 14

Queijo controle

3,30x107

1,20x10’

8,97x10°

7,67x10°

Queijo 1% OEO

2,60x107

1,18x10’

7,61x10°

7,67x10°

Queijo 2% OEO

1,48x107

5,67x10°

5,69x10°

8,00x10°

Queijo 5% OEO

1,53x10°

3,70x10*

3,37x10"

6,72x10°

Com o decorrer dos dias foi possivel observar uma redugdo decimal
significativa do micro-organismo no queijo com 5% de OEQO, decrescendo 5 ciclos

logaritmicos em relac&o ao inicial (108 UFC.g™"), conforme ilustra a figura 7.

Figura 7 — Contagem de E. coli em queijo tipo Minas Frescal durante o periodo de
armazenamento
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Verifica-se que o queijo controle teve uma reducdo na contagem microbiana

ao longo dos dias de armazenamento. Por ndo conter 6leo essencial de orégano ou
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qualquer outra substancia antibacteriana, pode-se relatar que a temperatura de
armazenamento do produto (< 8°C) p6de ser um fator contribuinte para a reducgéo

microbiana, conforme ja relatado em estudo por Kasrazedeh e Genigeorgis (1998).

A grande disponibilidade de nutrientes nos alimentos, quando compados aos
meios de cultura empregados em ensaios in vitro de atividade antimicrobiana pode
permitir que as bactérias reparem danos celulares mais rapidamente (GILL et al.,
2002). Nao apenas os componentes dos alimentos, tais como proteinas, gorduras,
conteudo de agua, carboidratos, sais e aditivos sao fatores relevantes, mas também
fatores  extrinsecos, como temperatura, embalagem com atmosfera
modificada/controlada, e caracteristicas microbianas podem interferir na
sensibilidade das cepas aos antimicrobianos (SHELEF, 1983; TASSOU et al., 1995).

Geralmente a sensibilidade bacteriana ao efeito dos éleos essenciais parece
aumentar com a reducdo dos valores de pH dos alimentos, temperatura de
armazenamento e disponibilidade de oxigénio nas embalagens (TASSOU et al.,
1995, 1996; SKANDAMIS; NYCHAS, 2000; TSIGARIDA et al., 2000). Supde-se que
altos teores de proteinas e lipideos protegem as bactérias da acdo dos Oleos
essenciais (AURELI et al., 1992; PANDIT; SHELEF, 1994; TASSOU et al., 1995).
Outra sugestao para a explicacao dos dados é a de que o baixo teor de agua nos
alimentos, quando comparados aos meios de cultura laboratoriais, pode dificultar a
dispersdao dos agentes antimicrobianos no sitio-alvo das células bacterianas
(SMITH-PALMER et al., 2001 apud BURT, 2004).
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6 Conclusoes

Os estudos in vitro demonstraram que o 6leo essencial de orégano foi 0 mais
efetivo frente os micro-organismos empregados, com excecao da Pseudomonas
aeruginosa. Oleos essenciais de cravo e tomilho também demonstraram ter acéo
inibitdéria sobre alguns dos patégenos estudados. A metodologia de difusdo em agar

por disco mostrou-se mais sensivel.

Por sua vez, no estudo in situ, o 6leo essencial de orégano a 2 e 5% propiciou
a reducao da contagem de Escherichia coli. A maior concentragdo de OEO
empregada possibilitou a redugdo do contaminante em cinco ciclos logaritmicos,
quando aplicado em queijo tipo Minas Frescal, durante o periodo de

armazenamento.

Estudos mais detalhados sobre a interacdo entre os componentes presentes
no sistema alimenticio empregado e o 6éleo essencial sdo necessarios para
correlacionar precisamente o0s possiveis efeitos sinérgicos e antagonisticos

presentes.
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