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RESUMO

Os Oleos essenciais (OEs) apresentam-se como novas opgOes tecnologicas para serem
aplicados como conservantes em alimentos. Entretanto, 0 uso nas concentragdes necessarias
para exercerem agdo antimicrobiana provoca alteragcdes sensoriais indesejaveis, além de que a
essa acdo ndo e desejavel quando aplicado em produtos probidticos. O trabalho objetivou
identificar e registrar as preferéncias do publico consumidor para alimentos adicionados de
OEs, avaliar a agdo antimicrobiana do OE de canela em iogurte, adicionado em concentragao
méaxima aceitavel sensorialmente (CMAS) e associado com EDTA e/ou polietilenoglicol,
verificar a existéncia de acdo antimicrobiana dos OEs de canela, cravo e menta na CMAS
contra o Lactobacillus rhamnosus e cultura starter de iogurte durante a vida de prateleira de
leite fermentado, determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e visualizar os efeitos
do OE de canela contra o L. rhamnosus. Os OEs foram obtidos por destilacdo a vapor e
caracterizados quimicamente por cromatografia gasosa e espectrometria de massa. A primeira
parte do projeto consistiu em pesquisa de mercado para determinar a melhor associagéo de
OEs com o sabor de frutas no iogurte e os 6leos mais associados ao queijo. A maxima
concentracdo aceitavel de OE (estipulado na pesquisa de mercado) para o iogurte foi
determinada na analise sensorial pela Escala Hedbnica de 0 a 9 pontos, com amostras de
concentracdes crescentes de OE, tendo-se como referencial de aceitacdo a mediana minima
igual a 7 pontos, referente ao gostei moderadamente. Nessa concentracao foi verificada a acéo
antimicrobiana do OE sozinho e associado com EDTA, polietilenoglicol e ambos, além do
tratamento controle. Foram realizadas as contagens de aerobios mesofilos totais,
psicrotroficos e bolores e leveduras. A segunda parte do projeto consistiu na realizacdo da
curva de sobrevivéncia do L. rhamnosus e cultura starter em leite fermentado, isolados e
associados, sendo realizadas contagens microbianas dos tratamentos controle e tratados com a
CMAS dos OEs de canela, cravo e menta. Os tempos de analise foram de 0, 1, 2, 3,4, 5, 7, 9,
13, 21, 29, 37, 55, 73, 168 (7 dias), 136 (14 dias), 504 (21 dias) e 672 (28 dias) horas ap0s o
inicio de fermentacéo e adicdo dos OEs. Determinagdes de acidez titulavel foram realizadas
nos tempos 0, 5, 7, 168 (7 dias) e 672 (28 dias) horas. E a terceira e parte do projeto consistiu
na analise de microscopia eletrdnica de transmissao para a cultura de L. rhamnosus tratada por
2 horas com 0,04 e 1,0% de OE de canela, juntamente com a contagem de células viaveis
apos 2 horas (momento da analise microscopica) e ap6s 24 horas. O OE de canela apresentou
67,58% de cinamaldeido como componente majoritario. Foi associado ao sabor banana no

iogurte e a CMAS foi de 0,04%. Entretanto, nessa concentracdo ndo foi detectada acéo



antimicrobiana significativa nas contagens microbianas totais do iogurte em relagdo ao
controle, mesmo quando o OE foi associado com o EDTA, o polietilenoglicol e ambos. Os
OEs de canela, cravo e menta néo interferiram na contagem de L. rhamnosus, mas observou-
se reducdo significativa na cultura starter e acidez titulavel nos tratamentos adicionados com
0s OEs quando comparados ao controle. A concentracdo de 0,04% de OE de canela exerceu
atividade bacteriostatica durante a incubacdo de 2 horas, apresentando alteracdes leves na
estrutura celular, mas foi considerada bactericida por possibilitar uma reducdo significativa
apos 24 horas. Ja a concentracao de 1,00% reduziu 3 log ap6s 2 horas de incubac¢éo e nao foi
detectada contagem de células viaveis apds 24 horas. As observacGes por microscopia
eletronica de transmissdo revelaram que as células tratadas com 1,00% de OE de canela foram
drasticamente danificadas, apresentando rupturas da membrana celular e extravasamento
citoplasmatico. Desse modo, na CMAS, o OE de canela ndo exerceu agdo antimicrobiana,
apenas flavorizante. No entanto, os OEs de canela, cravo e menta na CMAS nao interferiram
no desenvolvimento da bactéria probidtica L. rhamnosus em leite fermentado, apesar da acéo
antagonista contra a cultura starter, o que provocou queda de producdo do é&cido latico.
Entretanto, nas condigdes in vitro utilizadas na microscopia eletronica o0 OE de canela
demonstrou acao bactericida contra L. rhamnosus. Evidencia-se a continuidade de alternativas
tecnoldgicas para potencializar o uso de OEs como antimicrobianos em produtos lacteos, mas

aplicados em concentracfes que sejam aceitas sensorialmente.

Palavras-chave: antimicrobianos, 6leos essenciais, produtos lacteos



ABSTRACT

Essential oils (EOs) show as new technology options to be used as preservatives in foods.
However, the use in necessary concentrations to exert antimicrobial activity causes
undesirable sensory changes, and this action is not desirable when applied to probiotic
products. The study aimed to identify and record the preferences of the consuming public to
foods added with EOs, to evaluate the antimicrobial action of cinnamon EO in yogurt, added
to the higher acceptable sensory concentration (HASC) and associated with EDTA and/or
polyethylene glycol, to verify the existence of antimicrobial action of cinnamon, clove and
mint EOs in the HASC against Lactobacillus rhamnosus and yogurt starter culture during the
shelf life of fermented milk, to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and to
view the effects of cinnamon EO against L. rhamnosus. The EOs were obtained by steam
distillation and chemically characterized by gas chromatography and mass spectrometry. The
first part of project involved in market research to determine the best combination of EOs
with the taste of fruit in yogurt and oils associated with cheese. The maximum acceptable
concentration of EO (stipulated in market research) to the yogurt was determined by sensory
analysis scale of 0 to 9 points, with samples of increasing concentrations of OE, haven been
as reference the median minimum acceptance equals 7 points, referring to liked moderately.
This concentration was found to antimicrobial action of EO alone and associated with EDTA,
polyethylene glycol, and both, beyond a control treatment. Counts were performed total
mesophilic aerobic, psychrotrophilics, and yeasts and molds. The second part of the project
consisted in the survival curve of L. rhamnosus and starter culture in fermented milk, isolated
and associated microbial, with counts made of control treatments and treateds with the HASC
of cinnamon, clove and mint EOs. The analysis times were 0, 1, 2, 3, 4, 5, 7, 9, 13, 21, 29, 37,
55, 73, 168 (7 days), 136 (14 days), 504 (21 days) and 672 (28 days) hours after the start of
fermentation and addition of EOs. Acidity determinations were performed on days 0, 5, 7, 168
(7 days) and 672 (28 days) hours. And the third and part of the project was the analysis of
transmission electron microscopy for the culture of L. rhamnosus treated for 2 hours with 0.04
and 1.0% cinnamon EO, along with a count of viable cells after 2 hours (the time of
microscopic analysis) and after 24 hours. The cinnamon EO showed 67.58% cinnamaldehyde
as the major component. Was associated with the banana flavor in yogurt and HASC was
0.04%. However, this concentration was not detected significant antimicrobial activity in total
microbial counts of yoghurt compared to control, even when the EO was associated with

EDTA, polyethylene glycol or both. The of cinnamon, clove and mint EOs did not affect the



counting of L. rhamnosus, but there was significant reduction in the starter culture and acidity
in the treatments added with the EOs, compared to control. The concentration of 0.04%
cinnamon EO exerted bactericidal activity during the incubation of 2 hours, showed mild
changes in cellular structure, but was considered bactericidal by allowing a significant
reduction after 24 hours. The concentration of 1.00% reduced 3 log after 2 h incubation and
was not detected viable cell count after 24 hours. Observations by transmission electron
microscopy revealed that cells treated with 1.00% cinnamon EO have been severely damaged,
with disruption of the cell membrane and cytoplasmic leakage. Thus, in the HASC, cinnamon
EO did not have antimicrobial activity, only flavoring. However, the of cinnamon, clove and
mint EOs in the HASC did not interfere with the development of probiotic bacterium L.
rhamnosus in fermented milk, despite the antagonistic action against the starter culture, which
caused a drop in production of lactic acid. However, in vitro conditions used in electron
microscopy, cinnamon EO demonstrated bactericidal activity against L. rhamnosus. It is
evident the continuity of technological alternatives to maximize the use of EOs as

antimicrobial in dairy products, but applied at concentrations acceptable sensory.

Keywords: antimicrobials, essential oils, dairy products
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INTRODUCAO

Os oleos essenciais (OEs) de plantas s&o comumente comercializados em funcdo de
sua capacidade aromatizante. No entanto, tem despertado grande interesse devido as
propriedades funcionais que também apresentam como antimicrobianos.

Como agentes ativos farmacologicamente, os OES mostram grande espectro de
atuacdo, contra virus, fungos, parasitas e bactérias. Segundo Lanciotti et al. (2004) o interesse
na possibilidade de uso de compostos naturais na prevencdo do desenvolvimento microbiano
em alimentos tem notavel crescimento como resposta a pressao do consumidor para reduzir
ou até mesmo eliminar os aditivos sintéticos adicionados nos alimentos industrializados.

Coerentemente com a imagem saudavel, os conservantes naturais vém adquirindo
expressividade na aplicacdo em alimentos (Busatta et al., 2007). No mercado europeu estao
disponiveis conservantes alimenticios compostos por 50% de OEs (alecrim, artimisia e citrus)
e 50% de glicerol (Mendonza-Yepes et al., 1997). Outros produtos sdo encontrados também
nos Estados Unidos a base de OEs dispersos em solucGes de citrato de sodio ou cloreto de
sodio, reconhecidos como aditivos alimenticios seguros (Cutter, 2000). Entretanto,
insignificante quantidade desses conservantes alimenticios contendo OEs esta disponivel no
mercado quando comparada aos demais conservantes usuais. Burt (2004) evidenciou a
necessidade do enfoque de pesquisas para os aspectos legais do uso dos OEs e seus
componentes em alimentos, em funcdo das acbes genotdxicas que podem apresentar, além de
estudos que demonstrem o0s mecanismos de acdo dos Oleos, possibilitando adequadas
aplicacdes tecnoldgicas.

Apesar da oportunidade de agregacdo de valor aos alimentos quando adicionados de
OEs, principalmente contra micro-organismos patogénicos associados aos alimentos, hd a

necessidade de detalhamento para o aspecto sensorial do produto.

1 Atividade antimicrobiana dos OEs

A atividade antimicrobiana dos OEs tem sido testada principalmente sobre fungos
patogénicos (Cheng et al., 2008; Angioni et al., 2006; Bakkali et al., 2005; Sacchetti et al.,
2005) e bacteérias causadoras de doencas transmitidas por alimentos, como as Gram negativas
Escherichia coli O157:H7, Shigella sonnei, S. flexner, Salmonella Typhimurium e

Pseudomonas aeruginosa (Moreira et al., 2005, Bagamboula, Uyttendaele & Debevere,
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2004). Além das Gram negativas, Pereira et al. (2008), Oussalah et al. (2007) e Bruni et al.
(2004) também verificaram a acdo de OEs contra bactérias Gram positivas, como
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Enterococcus faecalis, através da
determinagdoda concentragédo inibitéria minima atraveés dos métodos in vitro de difusdo em
disco e microdiluicéo.

Entretanto, visando a aplicagdo como conservantes alimenticios, estudos tém buscado
a verificacdo da acdo antimicrobiana dos OEs aplicados diretamente em alimentos.

Mendonca (2004) verificou inibigdo significativa no crescimento de Staphylococcus
aureus quando inoculado em ricota com adicdo de 1% de OE do Syzygium aromaticum
(cravo-da-india), com reducdo de 4,27 ciclos logaritmicos quando comparada ao crescimento
de S. aureus em ricota sem adi¢do de 6leo. Em ricota adicionada de 1% de OE de orégano
houve reducdo de 3,36 e 1,88 ciclos logaritmicos na populacdo de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, respectivamente (Alarcon, 2007).

Aplicando o OE de Zataria multiflora Boiss, uma planta tipica do Ird, em sopa de
cereais como modelo de sistema alimentar, Moosavy et al. (2008) verificaram que houve
reducéo significativa na taxa de crescimento de Salmonella Typhimurium com o aumento das
concentracdes de OE e sua combinacdo com concentracdes de nisina a temperatura de 8°C.
Para Staphylococcus aureus uma inibicdo na contagem de células viaveis foi
significativamente observada também com a adicdo de OE, nisina e suas combinacdes, tanto a
temperatura de 8°C como a 25°C. Atraves do aumento da liberacdo dos constituintes celulares
para o meio, tanto de S. Thyphimurium como de S. aureus, e de observagdes das células por
microscopia eletronica de varredura, os autores observaram que a acdo do OE em estudo e de
nisina, assim como suas combinacdes, promoveu significativos danos morfologicos na parede
celular e rompimento da membrana.

Busatta et al. (2007) obtiveram resultados que demonstraram que a adi¢cdo de OE de
orégano (Origanum vulgare) em linglica pode ser um via promissora para acao
bacteriostatica, no entanto, a aceitacdo sensorial decresce com 0 aumento da concentracdo de
6leo adicionada.

Avaliando o OE de manjerona (Origanum majorana L.) Busatta et al. (2008)
observaram que esse 6leo aplicado em linguica exerceu um efeito bacteriostatico quando
adicionado em concentracdo equivalente a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e em
concentragdes maiores exerceu um efeito bactericida, entretanto, ocorreram alteragGes no

paladar do produto.



13

Barbosa et al. (2009) determinaram a CIMggy, de OEs extraidos de condimentos para
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli e Salmonella Enteritidis.
Nessas concentracfes os OEs foram aplicados em carne moida e hambdrguer irradiados e
inoculados com os patdgenos testados. Entretanto, as concentracfes inibitorias testadas in
vitro com capacidade de inibicdo em 90% ndo demonstraram a mesma efetividade na carne e
no hamburguer, sendo que as reducdes mais altas foram de 1,3 e 1,0 log para os OEs de
gengibre e tomilho, respectivamente.

Em meios de cultura como sistemas alimentares, Gutierrez et al. (2008 e 2009)
investigaram a influéncia de diferentes componentes quimicos sobre a acdo antimicrobiana de
diversos 6leos aplicados isoladamente ou combinados, sendo que os OE foram mais eficientes
frente a bactérias patogénicas quando aplicados em meios com elevado teor de proteina e alta
acidez. Por outro lado, verificou-se necessitar de menores teores de gorduras e carboidratos
bem como niveis moderados de agucares simples.

Filmes de polietileno de baixa densidade (LDPE) contendo agentes antimicrobianos
foram também relatados como alternativas aumentar a vida de prateleira de alimentos. A
adicdo de linalol e metilcavicol, principais constituintes do OE de manjericdo, em queijo
Cheddar demonstraram efeito inibitorio da microbiota natural e de amostras inoculadas com
Escherichia coli e Listeria innocua, durante um periodo de 21 dias. Foi aplicado o teste
triangular durante 1, 2, 3, 4 e 6 semanas como analise sensorial e os painelistas nédo
detectaram significativamente o linalol em relacdo ao tratamento controle, até o final do

periodo de estocagem (Suppakul et al., 2008).

2 Influéncia dos OEs na aceitagao sensorial dos alimentos

Apesar do fato de que Smith-Palmer, Stewart & Fyfe (1998) obtiveram efeito
bactericida in vitro com concentracdes menores que 0,1% de OEs de diversas plantas, mas
Smith-Palmer, Stewart & Fyfe (2001) evidenciaram que concentragdes de 0,5 e 1% desses
6leos séo necessérias para inibir com éxito a contaminacao de alimentos. Além disso, o uso de
concentracgdes insuficientes permitiu o restabelecimento de células injuriadas ndo letalmente e
foi verificado que a composic¢do quimica, em relacdo a gordura, da matriz alimentar mostrou
ser um importante fator na determinacdo da eficiéncia dos OEs. Assim, acredita-se que a

necessidade do uso de altas concentracdes de OEs em alimentos do que em meios
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laboratoriais € devido a um ambiente de crescimento mais complexo no alimento, o qual
providencia grande protecédo as células microbianas contra os agentes antimicrobianos.

O uso de OEs, nas concentracfes necessarias para serem efetivos como conservantes
em alimentos, despertam o interesse de adequacdo em relacéo as alteracdes nas propriedades
sensoriais do produto. Smith-Palmer, Stewart & Fyfe (2001) expuseram algumas visdes
tecnoldgicas para essa adequacao.

% O OE ndo é apenas um conservante, mas também um componente flavorizante,

como muitas ervas e condimentos que aromatizam produtos ja existentes.

& Incorporar os OEs em produtos que ja tenham um forte aroma, para assim
mascarar a presenga do mesmo.

& Aplicar alguns dos principais componentes ativos, ao invés do 6leo completo. Com
ISSO espera-se reduzir as alteragbes sensoriais, mantendo a atividade
antimicrobiana.

& Desenvolvimento de combinagdes sinérgicas, tanto entre dois OEs ou um OE com
outro antimicrobiano. Moosavy et al. (2008) propds como alternativa a reducéo da
quantidade total de 6leo incorporado nos produtos alimenticios, diminuindo o
efeito sensorial indesejavel, e obtendo um forte efeito inibitdrio sinérgico entre OE
e nisina, mantendo a acdo antimicrobiana.

& Os OEs podem ser combinados com agentes quelantes, como o acido
etilenodiaminotetracético, embora esse ndo seja considerado um conservante, eles
podem potencializar outros agentes antimicrobianos.

& Utilizar os OEs com agentes dispersantes, como o polietilenoglicol, para aumentar
0 contato com as células microbianas, especialmente em alimentos com um alto

teor lipidico.
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O presente trabalho teve o objetivo geral de potencializar o uso de OEs em alimentos,

especificamente em produtos lacteos fermentados, tendo como objetivos especificos:

& Identificar a preferéncia de consumo para alimentos com adicdo de conservantes

naturais, bem como registrar as preferéncias quanto as associac@es entre os OEs

em dois sistemas alimentares (iogurte e queijo processado), avaliados pela analise

sensorial dos alimentos, de acordo com as formulacOes estabelecidas previamente.

& Determinar a concentracdo maxima de OE de canela considerada aceitavel

sensorialmente em iogurte e avaliar se nessa concentracdo o OE é capaz de exercer

atividade antimicrobiana, isolado ou associado com etilenodiaminotetracético

(EDTA) e/ou polietilenoglicol.

& Verificar a atividade antimicrobiana dos OEs de canela, cravo e menta sobre a

bactéria probidtica Lactobacillus rhamnosus utilizando o leite fermentado como

modelo alimentar durante o seu periodo de vida de prateleira, sendo os OEs

adicionados na concentracdo maxima aceitavel determinada por analise sensorial,

bem como ensaios in vitro para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima

(CIM).

& Verificar a sensibilidade da cultura de L. rhamnosus quando tratada com OE de

canela através de enumeracdo de células viaveis e visualizagdo celular por

microscopia eletronica de transmissao.
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Aceitacdo de produtos alimenticios contendo O0leos essenciais como

antimicrobianos e flavorizantes

Resumo

Nosso grupo tem investigado o potencial dos Oleos essenciais (OES) como
conservantes naturais e flavorizantes em sistemas alimentares. Trezentos
entrevistados de ambos 0s sexos opinaram sobre alimentos com OEs e suas
preferéncias pelas combinacGes dos OEs em iogurte e queijo foram determinadas
e foi aplicada uma andlise sensorial (Escala Hedo6nica) para as combinacGes dos
produtos definidas pelo questionario. Os OEs foram caracterizados quimicamente
por cromatografia gasosa e espectrometria de massa (CG-EM). Consumidores
com idade acima de 41 anos de ambos os sexos foram estabelecidos como
consumidores potenciais para 0s produtos avaliados. logurte sabor banana com
OE de canela e queijo associado com os OEs de orégano e manjericdo foram
investigados e a maior concentracdao aceitdvel de OE de canela em iogurte com
polpa de banana foi de 0,04% (p/p). Para o queijo, a concentracao aceitavel de OE
de orégano foi de 0,08% (p/p) e de OE de manjericdo foi de 0,06% (p/p). A
industria lactea tem o potencial de inovacdo tecnoldgica utilizando oOleos
essenciais como conservantes antimicrobianos, que também conferem sabor e
aroma aos produtos. Entretanto, pesquisas complementares sdo necessarias para
potencializar o efeito antimicrobiano nas concentracBes aceitaveis determinadas
neste estudo.

Palavras-chave: aceitacdo, acdo antimicrobiana, 6leos essenciais, flavorizantes e
alimento
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1. Introducgéao

A seguranca de alguns conservantes quimicos e as reacdes negativas de consumidores em
relacdo a conservantes quimicos e artificiais tem proporcionado um aumento no interesse para
alternativas naturais para aumentar o shelf-life dos produtos alimenticios e reduzir o potencial
dos alimentos serem veiculos de toxinfecgdes alimentares, através da realizacdo de pesquisas
que buscam novos métodos para assegurar o controle de micro-organismos patogénicos e
deteriorantes (Nedorostova, Kloucek, Kokoska, Stolcova, & Pulkrabek, 2009; Moosavy et al.,
2008; Souza, Stamford, Lima, Trajano, & Barbosa Filho, 2005; Lanciotti et al., 2004; Cox,
Mann, & Markham, 2000). Desse modo, uma das estratégias utilizadas pelo setor alimenticio
€ 0 estimulo ao consumo de produtos naturais.

Oleos essenciais (OEs) de plantas podem apresentar atividade antimicrobiana, atraindo
0 interesse das pesquisas cientificas, especialmente sobre fungos patogénicos (Cheng, Liu,
Chang, & Chang, 2008; Angioni, Barra, Coroneo, Dessi, & Cabras, 2006; Bakkali, Averbeck,
Averbeck, Zhiri, & Idaomar, 2005; Sacchetti et al., 2005) e bactérias causadoras de doencas
transmitidas por alimentos, como Escherichia coli O157:H7, Shigella sonnei, S. flexner,
Salmonella Typhimurium e Pseudomonas aeruginosa (Moreira, Ponce, Valle, & Roura, 2005,
Bagamboula, Uyttendaele, & Debevere, 2004). Barros et al. (2009), Bruni et al. (2004),
Oussalah, Caillet, Saucier and Lacroix (2007) e Pereira et al. (2008) reportaram a acao dos
EOs contra bactérias Gram positivas, como Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e
Enterococcus faecalis. Essas pesquisas determinaram a Concentra¢do Inibitéria Minima
(CIM) através dos métodos de difusdo em disco e microdiluicdo. Entretanto, visando a
aplicacdo em alimentos, estudos verificaram a acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais
quando aplicados em alimentos, como vegetais minimamente processados (Gutierrez, Bourke,
Lonchamp, & Barry-Ryan, 2009; Lanciotti et al., 2004), suco de brdcolis (Mun6z, Guevara,
Palop, Tabera, & Fernandez, 2009), cevada (Moosavy et al., 2008), linguica (Busatta, Mossi,
Rodrigues, Cansian, & Oliveira, 2007; Busatta et al., 2008), carne moida e hamburguer
(Barbosa et al., 2009) e queijo (Smith-Palmer, Stewart & Fyfe, 2001).

Em sistemas de modelos alimentares, Gutierrez, Barry-Ryan e Bourke (2008, 2009)
investigaram a influéncia de diferentes componentes quimicos sobre a agdo antimicrobiana de
diversos OEs aplicados isoladamente ou combinados, sendo que os OEs foram mais eficientes
contra bactérias patogénicas quando aplicados em meios com elevado teor de proteina e alta
acidez. Por outro lado, houve necessidade de baixos teores de gorduras e carboidratos bem

como niveis moderados de agucares simples.
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Desse modo faz-se necessario identificar a aceitagdo do consumidor quanto a
utilizacdo dos 6leos essenciais como antimicrobianos, pois além de agirem como conservantes
também irdo conferir aos alimentos sabores e aromas caracteristicos. Mingoti (2001) referiu-
se a utilizacao de pesquisas de mercado com o proposito de obter informagdes sobre a opinido
dos consumidores em relagdo aos produtos ja existentes no mercado ou prototipos.

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi identificar o publico consumidor para
alimentos com adi¢do de conservantes naturais, bem como registrar as preferéncias quanto as
associacOes entre os OEs em dois sistemas alimentares (iogurte e queijo processado),
avaliados pela analise sensorial dos alimentos, de acordo com as formulagdes estabelecidas

previamente.

2. Material e métodos

2.1. Pesquisa de mercado

A pesquisa de mercado envolveu a coleta de dados primarios junto a potenciais consumidores,
que também foram analisados quanto ao perfil e propensdao de compra para 0s produtos
Propostos.

Para identificar as combinacGes preferidas de OE com os produtos lacteos, além de
estabelecer o mercado alvo consumidor para alimentos com o apelo de conservantes naturais,
procedeu-se uma pesquisa de mercado delineada por levantamento de dados primarios
baseados nos parametros propostos por Pieniak, Verbeke, Vanhonacker, Guerrero and
Hersleth (2009).

Foi aplicado um questionario direto formado por 12 questbes sobre as caracteristicas
do consumidor (sexo e idade), comportamento de consumo (frequéncia de consumo semanal
de iogurte e queijo, além da influéncia exercida pelo apelo de produtos naturais) e preferéncia
da combinacdo de sabor de OEs com sabores de frutas para o iogurte e OEs em combinacao
com o0 queijo. Esse questionario foi aplicado a 300 entrevistados, sendo jovens e adultos de
diferentes faixas etarias, de ambos 0s sexos e incluidos no meio universitario, cujo universo
corresponde a 2.500 individuos.

Para evidenciar possiveis falhas na redacdo do questionario, como complexidade das
questdes, imprecisdo na redacdo, ndo necessidades de questbes, exaustdo entre outros
aspectos, aplicou-se um pre-teste a aproximadamente 30 elementos pertencentes a populacéo

pesquisada.
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2.2. Andlise sensorial

Apobs analise dos resultados e observacdo das combinacfes sugeridas pela pesquisa de
mercado, foi realizada a analise sensorial com painelistas nao treinados, pelo teste da Escala
Hedonica, com 9 pontos variando entre as opgdes Gostei Extremamente e Desgostei
Extremamente (Poste, Mackie, Butler, & Larmond, 1991). Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Estadual Paulista e foi realizado de acordo com os padrdes
éticos estabelecidos em 1964 na Declaracdo de Helsinki. Todos os individuos informaram
seus consentimentos previamente para sua incluséo neste estudo.

O iogurte foi preparado com o fermento lacteo Thermophilic Yoghurt Culture Yo-
Flex® (Christian Hansen — Brasil) com incubacédo de leite integral com 3% de gordura e 10%
de acucar, até a formacao de 0,8% de &cido latico, sendo entdo homogeneizado com a polpa
de fruta e o OE (de canela em funcdo da escolha estabelecida pela pesquisa de mercado). O
queijo processado foi preparado a partir de 75% de queijo tipo mussarela, fundido com 1% de
citrato de sodio e adicionado de 17% de creme de leite e 7% de agua. Apos a fusdo, o OE (de
orégano e manjericdo em funcdo da escolha estabelecida pela pesquisa de mercado) foi
adicionado durante o resfriamento da massa, antes do envase. Em ambos os produtos foram
utilizadas as concentragdes 0,01, 0,02, 0,04, 0,06, 0,08, 0,1, 0,2 e 0,4% (p/p) dos OEs.

Os OEs foram extraidos por destilacdo a vapor em aparelho tipo Clevenger (modelo
MAA480 — Marconi). A densidade dos OEs foi determinada (Fonseca & Librand, 2008) e a
analise quimica por cromatografia gasosa-espectrometria de massa (CG-EM) foi realizada
com o auxilio do equipamento Shimazu GC-MS QP5050A, utilizando uma coluna capilar
CBP-5 de 50m de comprimento, 0,25mm de diametro interno e 0,25um de espessura do filme.
A temperatura do injetor foi de 250°C, a temperatura da interface foi de 250°C, o detector foi
operado em modo Electron Impact (EI) a 70eV e utilizou-se hélio como gas de arraste. As
condicbes cromatograficas para o OE de canela foram: temperatura inicial de 60°C,
aquecimento até 160°C, com taxa de 3°C.min™, aquecimento até 220°C a uma taxa de
15°C.min™ e manutencdo dessa temperatura por 20 minutos. Para o OE de orégano as
condicdes foram: temperatura inicial de 60°C, aquecimento até 160°C, com taxa de 3°C.min™,
aquecimento até 180°C a uma taxa de 10°C.min™ e manutencdo dessa temperatura por 5
minutos, aguecimento até 200°C a uma taxa de 15°C.min™ e manutencdo dessa temperatura
por 3 minutos e aquecimento até 220°C a uma taxa de 20°C.min™ e manutencdo dessa
temperatura por 10 minutos. Ja para o OE de manjericdo as condi¢des foram: temperatura

inicial de 60°C, aquecimento até 160°C, com taxa de 3°C.min™, aquecimento até 220°C a uma
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taxa de 15°C.min™ e manutencdo dessa temperatura por 10 minutos. A identificacdo dos
componentes do Oleo essencial foi feita com base na biblioteca NIST (National Institute of
Standards and Technology, MD,USA) para analise dos espectros de massas e também nos
dados da literatura (Adams, 1989).

Cada produto foi analisado em dias distintos ap6s 48hs de seu processamento. Duas
sessoes foram realizadas para evitar fatiga sensorial dos painelistas, entre 9:00 e 11:00 horas e
entre 15:00 e 17:00 horas. Em cada periodo foram servidas 4 amostras de concentraces
intercaladas.

Os provadores avaliaram as amostras escolhendo para cada uma a op¢ao que mais se
adequava a sua aceitabilidade. Dados de 28 provadores para o iogurte e 30 provadores para o

queijo foram coletados.

2.3. Andlise estatistica

Os dados da pesquisa de mercado foram analisados estatisticamente através de andlise de
correspondéncia (Mingoti, 2005), categorizando os elementos de acordo com as variaveis
sexo e idade. Essas categorias foram associadas ao consumo semanal de cada produto, ao
interesse ou ndo de compra do produto por conter conservante natural e também em relacédo
ao aumento de compra pelo mesmo motivo. Analise de frequéncia e teste de Friedman foram
aplicados para as combinacdes de dleos e sabores dos produtos (Poste, Mackie, Butler, &
Larmond, 1991). Os dados da analise sensorial foram submetidos a analise de varidncia
(ANOVA) e teste de Tukey. Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
software SAS (SAS, 2009).

3. Resultados e discusséo
Os entrevistados foram categorizados quanto ao sexo, idade, consumo e 0s produtos, iogurte e
queijo, sendo essas categorias relacionadas a incidéncia de consumo semanal (Tabela 1).

De acordo com a andlise de correspondéncia, o valor critico da distribuicdo qui-
quadrado com 45 graus de liberdade foi de 100,22, com p<0,05. Como o valor tabular do qui-
quadrado nessa significancia é de 64, verificou-se que existe associacdo entre 0 consumo
semanal e as categorias baseadas no sexo, idade e produtos, queijo e iogurte. Essas

correspondéncias podem ser visualizadas na Figura 1.
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Tabela 1. Consumo semanal de iogurte e queijo de acordo com o sexo e idade.

Categoria N&o consume 1vez 2 0u 3 vezes Todos os dias
logurte — Feminino até 18 anos 7 9 5 4
logurte — Feminino 19 até 30 anos 15 60 44 8
logurte — Feminino 31 até 40 anos 4 14 7 1
logurte — Feminino acima de 41 anos 4 5 8 6
logurte — Masculino até 18 anos 5 8 6 0
logurte — Masculino19 até 30 anos 17 27 13 0
logurte — Masculino 31 até 40 anos 4 1 3 1
logurte — Masculino acima de 41 anos 2 6 5 1
Queijo — Feminino até 18 anos 3 7 10 5
Queijo — Feminino 19 até 30 anos 12 50 48 17
Queijo — Feminino 31 até 40 anos 2 8 12 4
Queijo — Feminino acima de 41 anos 1 1 11 10
Queijo — Masculino até 18 anos 5 6 7 1
Queijo — Masculinol19 até 30 anos 12 15 24 6
Queijo — Masculino 31 até 40 anos 1 2 4 2
Queijo — Masculino acima de 41 anos 1 3 7 3

Uma avaliacdo subjetiva do posicionamento das coordenadas para a correspondéncia
das categorias quanto ao consumo de queijo, observou-se que ha um consumo equilibrado em
2 ou 3 vezes por semana para todas as categorias. Quanto ao iogurte, o sexo masculino
demonstrou-se um consumidor de baixo potencial, sendo que as categorias mais jovens nao
consomem e a categoria acima de 40 anos apresentou um consumo de apenas 1 vez por
semana. Esse baixo consumo também foi visualizado nas categorias femininas entre 19 e 40
anos. Entretanto, a categoria feminina acima de 41 anos destacou-se no consumo de iogurte,
considerado médio/elevado. Essa disposicao ofereceu informacdes para definir o publico alvo
adulto para o consumo de queijo em todas as faixas etarias e para o consumo de iogurte
principalmente a categoria feminina na faixa etaria acima de 41 anos.

Os resultados também foram comparados quanto ao sexo e idade e relacionados a
preferéncia dos consumidores por produtos naturais, estimulo para compra ou ndo do produto
contendo conservante natural e aumento do consumo pelo mesmo motivo. A correspondéncia
foi verificada pelo valor critico do qui-quadrado igual a 35,86 a p<0,05, maior que o valor
tabular do qui-quadrado igual a 32,67 para 21 graus de liberdade (Figura 2). Observou-se que
a opcdo de produtos com conservantes naturais foi decisiva na preferéncia, decisdo e aumento
do consumo para a faixa etdria acima de 41 anos, tanto no sexo feminino quanto no
masculino. Verificou-se que com o aumento na faixa etaria houve também um aumento no
senso critico quanto as escolhas dos alimentos em funcdo da experiéncia de vida,
conhecimentos acumulados, além de valorizagdo dos cuidados preventivos através da

alimentacdo. Todavia, a inovacdo de produtos alimenticios no mercado consumidor deve
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considerar os fatores de cultura, identidade e idade para aumentar a seguranca, salde e

conveniéncia (Guerrero et al., 2009).
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Figura 1. Correspondéncia entre idade, sexo, queijo e iogurte com o consumo seminal desses.
(IFaté18) logurte Feminino até 18 anos. (IF19a30) logurte Feminino 19 a 30 anos. (IF31a40) logurte
Feminino 31 a 40 anos. (IFacima4l) logurte Feminino acima de 41 anos. (IMaté18) logurte Masculino
até 18 anos. (IM19a30) logurte Masculino 19 a 30 anos. (IM31a40) logurte Masculino 31 a 40 anos.
(IMacima4l) logurte Masculino acima de 41 anos. (QFatél8) Queijo Feminino até 18 anos.
(QF19a30) Queijo Feminino 19 a 30 anos. (QF31a40) Queijo Feminino 31 a 40 anos. (QFacima4l)
Queijo Feminino acima de 41 anos. (QMaté18) Queijo Masculino até 18 anos. (QM19a30) Queijo
Masculino 19 a 30 anos. (QM31a40) Queijo Masculino 31 a 40 anos. (QMacima41) Queijo Masculino
acima de 41 anos. (NC) Nao consome. (A1x) Uma vez por semana. (A20u3x) Duas ou trés vezes por

semana. (TD) Todos os dias da semana.



27

o =
*Macimad1
*Facimad1
*PDa
04 4+
*F31a10
* .
Faté18
0.2 =f=
*M31a40
og -
*
F19a30 *
*gp PD
0.2 f
*p
*M19a30
*Maté18
O f
1 1 1 | 1 |
I | | T 1 1
-0.4 0.2 0.0 0z 0.4 [N

Figura 2. Correspondéncia entre as categorias idade e sexo com a preferéncia, inducdo de compra e
aumento de consumo de produtos naturais. (Faté18) Feminino até 18 anos. (F19a30) Feminino 19 a 30
anos. (FW31a40) Feminino 31 a 40 anos. (Facima4l) Feminino acima de 41 anos. (Matél8)
Masculino até 18 anos. (M19a30) Masculino 19 a 30 anos. (M31a40) Masculino 31 a 40 anos.
(Macima41) Masculino acima de 41 anos. (SP) Sem preferéncia. (P) Preferéncia. (PD) Preferéncia e

decisdo. (PDA) Preferéncia, decisdo e aumento.

Ares, Gimenez and Gambaro (2008), Pieniak, Verbeke, Vanhonacker, Guerrero e
Hersleth (2009) e Pohjanheimo e Sandell (2009) relataram que fatores associados a satde séo
considerados importantes pelos consumidores durante a escolha de alimentos.

Outro aspecto importante € que o aumento da demanda por produtos naturais e
seguros, tanto em paises desenvolvidos com em desenvolvimento, tem acompanhado também
0 aumento do poder aquisitivo das populacGes em poder pagar o valor agregado desses
produtos (McGill, 2009).

De acordo com os dados obtidos, evidenciou-se que a exploragdo do mercado
consumidor para o apelo de produtos com conservantes naturais, a exemplo dos OEs, deve

priorizar as faixas etarias acima de 40 anos e que os individuos do sexo masculino é uma
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categoria que deve ter atencdo mais consistente e objetiva, tanto para a escolha de produtos
naturais quanto para o aumento do consumo de lacteos, especialmente iogurte.

Como resultado importante da pesquisa de mercado também foi possivel identificar as
combinagdes preferidas de OEs e os produtos lacteos. Em relagdo ao iogurte foram testadas as
opcOes de sabores de frutas (abacaxi, banana, macd, mamé&o, meldo, morango, péssego e
outros) em combinagdo com os 6leos essenciais de canela, cravo e menta.

Além da indicacdo do sabor de fruta que mais se adequava para cada OE, foi solicitada
a indicacdo da melhor combinacdo. Uma analise de frequéncia dos dados foi realizada,

conforme resultados apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Combinagdes de OEs e sabores de frutas para o iogurte. (a) OE de cravo. (b) OE de canela.

(c) OE de menta. (d) Combinacéo preferida.
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Verificou-se que o Oleo de cravo teve associacdo mais diversificada, porém com
predominancia do sabor de magd para um total de 87 entrevistados (29%). Por outro lado, o
0leo de menta foi predominantemente associado com o sabor abacaxi, escolhido por 191
entrevistados (64%). O oleo de canela apresentou associacdo com o sabor banana para 153
entrevistados (51%) e foi a combinagdo mais preferida para 144 entrevistados (48%),
sugerindo que um produto com essa combinacdo deva ter melhor aceitabilidade pelo publico
consumidor devido a sua pré-concepcao de associacao.

Quanto ao queijo, a andlise dos dados referentes a preferéncia dos sabores de
condimentos associados ao produto encontra-se na Tabela 2. O condimento orégano foi o que
mais se destacou na preferéncia dos entrevistados, apesar de ser estatisticamente igual,
p<0,05, ao condimento manjericdo. Entretanto, a mediana para o0 orégano encontrou-se na
nota 5 (6timo), enquanto que o manjericdo apresentou a nota 3 (regular) como mediana.
Assim, da mesma forma que para o iogurte, a exploracdo da aplicacdo de orégano como
agente antimicrobiano no queijo mostra-se com grande possibilidade de aceitacdo pelo

consumidor devido ao forte conceito associativo desse condimento ao queijo.

Tabela 2. Teste de Friedman aplicado para a preferéncia de condimentos associados com queijo.

Friedman (fr) =

535 7 Orégano Tomilho Manjericao Louro Gengibre
Soma dos Ranks 1.379,5° 836,5"™ 1,009,5%° 731,5" 543¢
Mediana 5 3 3 2 1
Média dos Ranks 5 2.8 3.3 2.4 1.8
Desvio Padréo 0,9365 1,3688 1,3303 1,1262 0,9855

letras iguais na mesma coluna indicam que as medianas sao estatisticamente iguais (p<0,09).

Desse modo, o0 estudo prosseguiu com o0s OEs de canela para o iogurte e de orégano e
manjericao para o queijo processado, sendo entdo realizada a caracterizacdo do OEs.

O OE de canela apresentou densidade de 1,0049g/ml e sua analise cromatografica esta
apresentada na Figura 4, sendo que 89,58% dos componentes foram identificados e os
compostos majoritarios foram o cinamaldeido, seguido pelo acetato de cinamil e cineol.

O OE de orégano teve densidade de 0,9004g/ml e seu cromatograma (Figura 5)
demonstra que 78,26% dos componentes foram identificados e 0 a-terpineno e o p-cimeno

foram os mais significativos.
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Figura 4. Cromatograma obtido para o OE de canela utilizado na identificacdo de compostos através
de cromatografia gasosa e espectrometria de massa (CG-EM); 88,59% dos compostos foram
identificados. 2: a-pineno (1,62%); 3: camphene (0,79%); 5: B-pineno (0,93%); 6: cymeno (0,17%); 7:
limoneno (1,11%); 8: cineol (3,31%); 9: linalool (0,55%); 12: borneol (0,50%); 13: terpineno-4-ol
(1,22%); 15: a-terpineno (1,43%); 17: cinamaldeido (67,58%); 19: eugenol (1,82%); 22:
caryophylleno (0,88%); 23: acetato de cinamila (6,49%); 25: a-humuleno (0,19%).

me = l - - - - - & H562255]
1 ||
| '
| i
1
12
| | |
, !
I
5
5 [ 18 | kY
i I |
7
| 5| |
| 2 ”;. ‘ 24
] I
d ] b g
h N R Tl Ll 2% |
o 15 20 25 0 N T R T

Figura 5. Cromatograma obtido para o OE de orégano utilizado na identificacdo de compostos através
de cromatografia gasosa e espectrometria de massa (CG-EM); 78,26% dos compostos foram
identificados. 3: a-pineno (0,84%); 5: octen-3-ol (3,88%); 7: mirceno (3,44%); 11: o-terpineno
(0,99%); 12: p-cimeno (14,96%); 13: limoneno (0,76%); 16: o-terpineno (29,36%); 18: limalol
(7,13%); 20: borneol (0,66%); 25: timol (5,93%); 27: cariofileno (7,81%); 29: germacrene (0,25%);
31: bisabolol (0,25%).
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O OE de manjericdo teve densidade de 0,8828g/ml e 54,60% dos compostos foram

identificados (Figura 6) com o linalool e o eugenol quantificados em elevadas quantidades.
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Figura 6. Cromatograma obtido para o OE de manjericdo utilizado na identificacdo de compostos
através de cromatografia gasosa e espectrometria de massa (CG-EM); 54,60% dos compostos foram
identificados. 1: a-pineno (0,41%); 2: B-pineno (0,40%); 3: mirceno (0,75%); 5: limoneno (0,68%); 8:
linalol (38,07%); 9: canfora (2,00%); 13: eugenol (10,36%); 14: copaene (0,36%); 17: B-cariofileno
(0,93%); 24: germacreno (0,64%).

Quanto aos resultados dos testes de aceitabilidade (Tabela 3), realizados de acordo
com a metodologia da Escala Hedonica, foram adotadas combinacgdes de OE de canela com o
sabor de banana para o iogurte e 0os OEs de orégano e manjericdo para o queijo, que foram os
dois condimentos que se destacaram na analise de preferéncia. Tanto para os tratamentos com
OE de canela no iogurte quanto os tratamentos com os OEs de orégano e manjericdo no
queijo, as notas atribuidas apresentaram decréscimo em funcdo do aumento da concentracao
de OE adicionado.

No iogurte, até a concentracdo 0,04% de OE de canela ndo houve diferenca
significativa (p<0,05), sendo que nessa concentracdo foi obtida meédia 6,28, equivalente na
escala Hedonica ao Gostei Ligeiramente. No entanto, a mediana foi 7,00 explicando 50% dos

dados referentes a opcdo Gostei Moderadamente.
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Tabela 3. Anélise de variancia para a pontuagdo do iogurte e do queijo na avaliacdo sensorial através

da Escala Hedonica.

Tratamentos 0,01%  0,02% 004% 006% 008%  01% 0,2% 0,4%
logurte Viédia  (82'* 6,89+ 6,28+ 557+ 4579+ 4289+ 261%+ 192°+
(Canela) 0,92 1,75 1,82 2,25 2,14 2,26 1,91 1,43
Mediana 8 75 7 6 4,28 4 2 1
Queijo Média 62"+ 626"+ 6,73+ 626+ 596+ 563"+ 48"+ 43"+
(Orégano) 1,97 1,99 1,81 2,01 2,07 2,18 2,36 2,27
Mediana 7 7 7 7 7 6 5 4
Queijo Média L1 E 6,660+ 576+ 566+ 519+ 523+ 403%+ 256°+
(Manjericéo) 1,42 1,68 2,04 1,93 1,98 2,26 1,95 1,52
Mediana 7 7 6 6,5 6 5,5 4 2

letras iguais na mesma linha indicam que as medianas sdo estatisticamente iguais (p<0,05).

No queijo processado, entre os tratamentos com OE de orégano até a concentracdo
0,1% ndo houve diferenca estatistica (p<0,05). Entretanto, a concentracdo definida como
maxima a ser aplicada ao queijo processado foi a de 0,08%, que correspondeu ao valor médio
de 5,97 (equivalente ao Gostei Ligeiramente) e mediana igual a 7,00 (equivalente ao Gostei
Moderadamente). Para o OE de manjericdo, até a concentracdo 0,06% ndo houve diferenca
estatistica (p<0,05). Essa concentragdo foi definida como méaxima a ser aplicada ao queijo
processado, com média de 5,80, ou seja, equivalente ao Gostei Ligeiramente, e mediana igual
7,00, equivalente ao Gostei Moderadamente.

Para as concentra¢fes maximas de OEs obtidas neste estudo, pesquisas evidenciaram
que sdo suficientes para garantir efeito bactericida in vitro (Di Pasqua, Hoskins, Betts, &
Mauriello, 2006; Dorman & Deans, 2000; Gutierrez, Bourke, Lonchamp, & Barry-Ryan,
2008; Helander et al., 1998; Oussalah et al., 2007; Pereira et al., 2008). No entanto, a inibi¢cdo
in vitro foi verificada com concentracdes acima dos valores maximos aceitaveis
sensorialmente neste estudo (Busatta, Mossi, Rodrigues, Cansian, & Oliveira, 2007; Busatta
et al., 2008; Hammer, Carson, & Riley, 1999; Moreira, Ponce, Valle, & Roura, 2005), além
de pesquisas determinarem o efeito antimicrobiano no alimento somente quando a
concentracdo seja em torno de 1,0% (Burt, 2004; Smith-Palmer, Stewart, & Fyfe, 2001).
Neste estudo, a maior concentracdo empregada foi de 0,4%, inferior a que na literatura tem
sido relatada por apresentar efeito antimicrobiano no alimento, mas que no estudo apresentou
rejeicdo significativa pelos provadores, com valor da média de 1,93 (Desgostei Muito) para o
OE de canela no iogurte, 4,33 (Desgostei Ligeiramente) para o OE de orégano e 2,83

(Desgostei Moderadamente) para o 6leo de manjericdo no queijo processado.
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Os dados de aceitabilidade de certa forma direcionam para a aplicagédo dos OEs em
alimentos, especialmente como flavorizantes. Entretanto, pesquisas tém buscado alternativas
tecnologicas para aumentar o efeito antimicrobiano dos OEs nos alimentos em concentragcdes
aceitaveis sensorialmente. Desse modo, enfatiza-se a necessidade de estudos posteriores para
a verificagdo da atividade antimicrobiana nas concentragdes determinadas neste estudo, assim
como da associacdo da aplicacdo dos OEs com alternativas tecnoldgicas para potencializar a

acao antimicrobiana.

4. Conclus6es

A definicdo do publico alvo consumidor facilita o desenvolvimento de produtos que tenham
maior possibilidade de aceitacdo no mercado. A associacdo de produtos e conservantes
naturais aos alimentos tem maior aceitacdo pelo puablico com maior faixa etéria e
principalmente pelo sexo feminino. Através desta pesquisa pode-se observar que o segmento
de produtos lacteos tem o potencial de inovacdo tecnoldgica para esse setor do mercado de
alimentos — produtos lacteos, utilizando EOs como conservantes antimicrobianos, além de
conferirem sabor e aroma caracteristicos aos produtos. Assim, as associacdes entre OE de
canela e sabor banana para o iogurte e a aplicacdo de OEs de orégano e manjericdo em queijos
despontam com grande possibilidade de aceitacdo devido ao forte conceito prévio de
associacdo para esses sabores, mas que necessitam de pesquisas complementares para

verificar e potencializar o efeito antimicrobiano nas concentra¢des determinadas neste estudo.

Referéncias bibliogréaficas

Adams, R.P. (1989). Identification of essential oils by ion trap mass spectroscopy. San Diego,
California: Academic Press, INC.

Angioni, A., Barra, A., Coroneo, V., Dessi, S., & Cabras, P. (2006). Chemical composition,
seasonal variability, and antifungal activity of Lavandula stoechas L. ssp. stoechas essential
oils from stem; leaves and flowers. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 54, 4364-
4370.

Ares, G., Giménez, A., & Gambaro, A. (2008). Understanding consumer’s perception of
conventional and functional yogurts using word association and hard laddering. Food Quality
and Preference, 19, 636-643.

Bagamboula, C.F., Uytendaele, M., & Debevere, J. (2004). Inhibitory effect of thyme and
basil essential oils, carvacrol, thymol, estragol, linalool and p-cymene towards Shigella sonnei
and S. flexneri. Food Microbiology, 21, 33-42.



34

Bakkali, F., Averbeck, S., Averbeck, D., Zhiri, A., & ldaomar, M. (2005). Cytotoxicity and
gene induction by some essential oils in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Mutation
Research, 585, 1-13.

Barbosa, L.N., Rall, V.L.M., Fernandes, A.A.H., Ushimaru, P.l., Probst, I.S., & Fernandes
Junior, A. (2009). Essential oils against foodborne pathogens and spoilage bacteria in minced
meat. Foodborne Pathogens and Disease, 6, 725-728.

Barros, J.C., Conceigdo, M.L., Gomes Neto, N.J., Costa, A.C.V., Siqueira Junior, J.P., Basilio
Junior, 1.D., & Souza, E.L. (2009). Interference of Origanum vulgare L. essential oil on the
growth and some physiological characteristics of Staphylococcus aureus strains isolated from
foods. LWT — Food Science and Technology, 42, 1139-1143.

Bruni, R., Medici, A., Andreotti, E., Fantin, C., Muzzoli, M., Dehesa, M., Romagnoli, C., &
Sacchetti, G. (2004). Chemical composition and biological activities of Ishpingo essential oil,
a traditional Ecuadorian spice from Ocotea quixos (Lam.) Kosterm. (Lauraceae) flower
calices. Food Chemistry, 85, 415-421.

Burt, S. (2004). Essential oils: their antibacterial properties and potential applications in foods
—a review. International Journal of Food Microbiology, 94, 223-253.

Busatta, C., Mossi, A.J., Rodrigues, A.R.M., Cansian, R.L., & Oliveira, J.V. (2007).
Evaluation of Origanum vulgare essential oil as antimicrobial agent in sausage. Brazilian
Journal of Microbiology, 38, 610-616.

Busatta, C., Vidal, R.S., Popiolski, A.S., Mossi, A.J., Dariva, C., Rodrigues, M.R.A., Corazza,
F.C., Corazza, M.L., Oliveira, J.V., & Cansian, R.L. (2008). Application of Origanum
majorana L. essential oil as an antimicrobial agent in sausage. Food Microbiology, 25, 207-
211.

Cheng, S-S., Liu, J-Y., Chang, E-H., & Chang, S-T. (2008). Antifungal activity of
cinnamaldehyde and eugenol congeners against wood-rot fungi. Bioresource Technology, 99,
5145-5149.

Cox, S.D., Mann, C.M., & Markham, J.L. (2000). The mode of antimicrobial action of the
essential oil of Melaleuca altermifolia (tea tree oil). Journal of Applied Microbiology, 88,
170-175.

Di Pasqua, R., Hoskins, N., Betts, G., & Mauriello, G. (2006). Changes in membrane fatty
acids composition of microbial cells induced by addiction of thymol, carvacrol, limonene,
cinnamaldehyde, and eugenol in the growing media. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 54, 2745-2749.



35

Dorman, H.J.D., & Deans, S.G. (2000). Antimicrobial agents from plants: antibacterial
activity of plant volatile oils. Journal of Applied Microbiology, 88, 308-316.

Fonseca, P., & Librand, A.P.L. (2008). Evaluation of physico-chemical and phytochemical
characteristics of different tinctures of barbatimdo (Stryphnodendron barbatiman). Brazilian
Journal of Pharmacology and Science, 44, 271-277.

Guerrero, L., Guardia, M.D., Xicola, J., Verbeke, W., Vanhonacker, F., Zakowska-Biemans,
S., Sajdakowska, M., Sulmont-Rossé, C., Issanchou, S., Contel, M., Scalvedi, M.L., Granli,
B.S., & Hersleth, M. (2009). Consumer-driven definition of traditional food products and
innovation in traditional foods. A qualitative cross-cultural study. Appetite, 52, 345-354.
Gutierrez, J., Barry-Ryan, C., & Bourke, P. (2008). The antimicrobial efficacy of plant
essential oil combinations and interactions with food ingredients. International Journal of
Food Microbiology, 124, 91-97.

Gutierrez, J., Barry-Ryan, C., & Bourke, P. (2009). Antimicrobial activity of plant essential
oils using food model media: efficacy, synergistic potential and interactions with food
components. Food Microbiology, 26, 142-150.

Gutierrez, J., Bourke, P., Lonchamp, J., & Barry-Ryan, C. (2009). Impact of plant essential
oils on microbiological, organoleptic and quality markers of minimally processed vegetables.
Innovative Food Science and Emerging Technologies, 10, 195-202.

Hammer, K.A., Carson, C.F., & Riley, T.V. (1999). Antimicrobial activity of essential oils
and other plant extracts. Journal of Applied Microbiological, 86, 985-990.

Helander, 1.M., Alakomi, H.L., Latva-Kala, K., Mattila-Sandholm, T., Pol, I., Smid, E.J.,
Gorris, L.G.M., & von Wright, A. (1998). Characterization of the action of selected essential
oil components on gram-negative bacteria. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 46,
3590-3595.

Lanciotti, R., Gianotti, A., Patrignani, F., Belletti, N., Guerzoni, M.E., & Gardini, F. (2004).
Use of natural aroma compounds to improve shelf-life and safety of minimally processed
fruits. Food Science & Technology, 15, 201-208.

McGill, A.E.J. (2009). The potential effects of demands for natural and safe foods on global
food security. Trends in Food Science & Technology, 20, 402-406.

Mingoti, S.A. (2001). How to estimate the amount of important characteristics missing in a
consumers sample by using bayesian estimators. Pesquisa Operacional, 21, 31-38.

Mingoti, S.A. (2005). Anélise de dados atraves de métodos de estatistica multivariada — uma
abordagem aplicada. Belo Horizonte, MG: UFMG.



36

Moosavy, M.H., Basti, A.A., Misahi, A., Salehi, T.Z., Abbasifar, R., Mousavi, H.A.E.,
Alipour, M., Razavi, N.E., Gandomi, H., & Noori, N. (2008). Effect of Zataria multiflora
Boiss. Essential oil and nisin on Salmonella typhimurium and Staphylococcus aureus in a
food model system and on the bacterial cell membranes. Food Research International, 41,
1050-1057.

Moreira, M.R., Ponce, A.G., Valle, C.E., & Roura, S.I. (2005). Inhibitory parameters of
essential oils to reduce a foodborne pathogen. LWT — Food Science and Technology, 38, 565-
570.

Mundz, M., Guevara, L., Palop, A., Tabera, J., & Fernandez, P.S. (2009). Determination of
the effect of plant essential oils obtained by supercritical fluid extraction on the growth and
viability of Listeria monocytogenes in broth and food systems using flow cytometry. LWT —
Food Science and Technology, 42, 220-227.

Nedorostova, L., Kloucek, P., Kokoska, L., Stolcova, M., & Pulkrabek, J. (2009).
Antimicrobial properties of selected essential oils in vapour phase against foodborne bacteria.
Food Control, 20, 157-160.

Oussalah, M., Caillet, S., Saucier, L., & Lacroix, M. (2007). Inhibitory effects of selected
plant essencial oils on the growth of four pathogenic bacteria: E. coli O157:H7, Salmonella
Typhimurium, Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes. Food Control, 18, 414-
420.

Pereira, A.A., Cardoso, M.G., Abreu, L.R., Morais, A.R., Guimarées, L.G.L., & Salgado,
A.P.S.P. (2008). Caracterizagdo quimica e efeito inibitorio de Oleos essenciais sobre o
crescimento de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Ciéncia e Agrotecnologia, 32, 887-
893.

Pieniak, Z., Verbeke, W., Vanhonacker, F., Guerrero, L., & Hersleth, M. (2009). Association
between traditional food consumption and motives for food choice in six European countries.
Appetite, 53, 101-108.

Pohjanheimo, T., & Sandell, M. (2009). Explaining the liking for drinking yoghurt: the role of
sensory quality, food choice motives, health concern and product information. International
Dairy Journal, 19, 459-466.

Poste, L.M., Mackie, D.A., Butler, G., & Larmond, E. (1991). Laboratory methods for
sensory analysis of food. Ottawa: Canada Communication Group.

Sacchetti, G., Maietti, S., Muzzoli, M., Scaglianti, M., Manfredini, S., Radice, M., & Bruni,
R. (2005). Comparative evaluation of 11 essential oils of different origin as functional

antioxidants, antiradicals and antimicrobials in foods. Food Chemistry, 91, 621-632.



37

SAS. (2009). Institute Inc. Cary, NC. Verson 9.00. Licensed by UNESP.

Smith-Palmer, A., Stewart, J., & Fyfe, L. (2001). The potential application of plant essential
oils as natural food preservatives in soft cheese. Food Microbiology, 18, 463-470.

Souza, E.L., Stamford, T.L.M., Lima, E.O., Trajano, V.N., & Barbosa Filho, J.M. (2005).
Antimicrobial effectiveness of spices: an approach for use in food conservation systems.
Brazilian Archives of Biology and Technology, 48, 549-558.



38

CAPITULO 2

Artigo submetido em 24 de dezembro de 2010 ao periddico Ciéncia e Agrotecnologia

e apresentado conforme as normas da revista.

Assessment of the Antimicrobial Activity of the Cinnamon (Cinnamomum
zeylanicum B.) Essential Oil Combined With EDTA and Polyethylene

Glycol in Yogurt

Determinacéo da Atividade Antimicrobiana do Oleo Essencial de Canela
(Cinnamomum zeylanicum B.) Combinado Com EDTA e Polietilenoglicol no

logurte

Cristiane Mengue Feniman*

Mestre em Ciéncias e Tecnologia de Alimentos, Departamento de Tecnologia, Campus Regional de Umuarama,
Universidade Estadual de Maringa, Umuarama-PR, Brasil

Vera Lucia Mores Rall

Doutora em Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu-SP, Brasil

Margarida Juri Saeki

Doutora em Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Quimica e Bioquimica, Instituto de Biociéncias,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu-SP, Brasil

Ary Fernandes Junior

Doutor em Agronomia, Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias, Universidade
Estadual Paulista, Botucatu-SP, Brasil

Resumo
A utilizacdo de dleos essenciais (OEs) como antimicrobianos em alimentos é restrita devido a
necessidade de elevadas concentragOes, interferindo nos atributos sensoriais. Alternativas

tecnologicas sao propostas na literatura, como combinar os OEs com agentes quelantes e

*Corresponding author: Master in Food Science and Technology, Department of Technology, Regional Campus
of Umuarama, State University of Maringa, Av. Angelo Moreira da Fonseca, 1800, Umuarama-PR, Brazil, CEP
87506-370, tel./fax +55 44 36219300, e-mail address: crisfeniman@yahoo.com.br




39

dispersantes. Este estudo objetivou determinar agdo antimicrobiana de OE de canela
(Cinnamomum zeylanicum B.) em amostras de iogurte quando adicionado na concentracdo
maxima aceitdvel sensorialmente, isolado ou associado com etilenodiaminotetracético
(EDTA) e/ou polietilenoglicol. A analise quimica do OE de canela foi realizada por
cromatografia gasosa-espectrometria de massa (CG-EM) e avaliada a acdo antimicrobiana do
na concentracdo de 0,04% (p/p), estabelecido como a concentracdo maxima aceitavel
sensorialmente, através da contagem de aerdbios mesofilos, psicrotroficos e bolores e
leveduras em amostras de iogurte com polpa natural de banana. Os tratamentos foram (1)
controle, (2) OE, (3) OE + 0,01% de EDTA, (4) OE + 0,2% de polietilenoglicol e (5) OE +
0,01% de EDTA + 0,2% de polietilenoglicol, em triplicatas. O composto majoritario do OE
de canela foi o cinamaldeido. A adicéo do polietilenoglicol como um coadjuvante tecnol6gico
reduziu as contagens de aerobios mesofilos e bolores e leveduras, mas sem diferenca
estatistica. O crescimento de psicrotroficos ndo foi detectado.

Palavras-chave: 6leo essencial de canela, iogurte, atividade antimicrobiana.

1. Introducéo

Os produtos alimenticios devem ser protegidos contra deterioragdo microbiana durante
sua vida de prateleira e estarem isentos de patogenos. A demanda de produtos seguros e
naturais, sem conservantes quimicos, tem crescido entre os consumidores. Assim, ressalta-se a
necessidade de pesquisas que avaliem técnicas alternativas de preservacdo da qualidade
microbioldgica e que garantem a seguranca dos produtos, mantendo suas propriedades
nutricionais e sensoriais (Gofii et al., 2009).

Os dleos essenciais (OE) apresentam-se como novas opgoes tecnoldgicas para serem
aplicados como conservantes. Apresentam largo espectro de atuacdo contra bactérias, virus,
fungos, parasitas e insetos, com aplicacbes medicinais e cosméticas e com potencial de
utilizacdo nas indlstrias farmacéutica, sanitaria, cosmética, agricultura e alimenticia. Em
fungdo do modo de extragdo, normalmente por destilagéo a vapor, eles contém uma variedade
de moléculas volateis como terpenos, terpenoides, compostos aromaticos derivados do fenol e
componentes alifaticos (Bakkali, Averbeck, Averbeck, & Idaomar, 2008).

A canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) da familia Lauraceae tem sido utilizada
como especiaria por milhares de anos, sendo observadas referéncias biblicas e menc6es de sua

aplicacdo em fluidos balsamicos no Egito. Sua aplicacdo é relacionada com a acdo
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antibacteriana, fungicida e antioxidante (Barceloux, 2009). O OE de canela é constituido de
cinamaldeido como constituido majoritario, além do B-cariofileno, linalol e outros terpenos. E
usado largamente como aditivo alimenticio e agente flavorizante e considerado como
Generally Recognized as Safe (GRAS) pela Food and Drug Administration (Barceloux, 2009;
Tzortzakis, 2009).

Considerando a planta da canela, OE e resinas podem ser extraidas de folhas e cascas.
Singh, Maurya, DeLampasona e Catalan (2007) observaram que o OE de folhas e cascas tem
acdo antiflngica, enquanto que o OE e a resina de folhas tém acdo bactericida. Os autores
também mencionaram que resinas, de folhas ou casca, tiveram uma excelente atividade contra
oxidacdo priméaria e secundaria em O6leo de mostarda quando foram empregados na
concentragéo de 0,02%.

Kim, Park e Park (2004) isolaram o cinamaldeido de Cinnamomum cassia B. e a sua
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para o crescimento de Escherichia coli O157: H7 foi
de 250mg/ml e Wong et al. (2008) encontraram a CIM de 26,2ug/ml contra linhagens de
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. A CIM do OE de canela variou entre 0,5 e
1,0% contra linhagens de Staphylococcus epidermidis isoladas de espécimes humanas
(Nuryastuti et al., 2009) e a CIM foi de 3,2mg/ml para S. aureus, >1,6mg/ml para Bacillus
subtilis), 3,2mg/ml para Klebsiella pneumoniae, >1,6mg/ml para Proteus vulgaris, >0,8mg/ml
para Pseudomonas aeruginosa e >1,6mg/ml para Escherichia coli (Prabuseenivasan,
Jayakumar, & Ignacimuthu, 2006).

Numerosos estudos in vitro de OEs contra bactérias patogénicas veiculadas por
alimentos foram realizados, principalmente utilizando os métodos de difusdo em disco e
microdiluicdo. Entretanto, em menor propor¢cdo sdo realizados estudos sobre a atividade
antimicrobiana de OEs aplicados diretamente em alimentos, como vegetais minimamente
processados (Gutierrez, Barry-Ryan, & Bourke, 2009, Lanciotti et al., 2004), suco de brécolis
(Munhoz et al., 2009), cevada (Moosavy et al., 2008), linguica (Busatta et al., 2008; Busatta et
al., 2007), carne moida e hamburguer (Barbosa et al., 2009) e queijo (Smith-Palmer, Stewart,
& Fyfe, 2001).

Embora os OEs e seus componentes sejam altamente eficientes contra patégenos e
micro-organismos deteriorantes de origem alimentar em meios de cultura, 0 mesmo efeito foi
encontrado somente quando as concentracdes maiores de OEs foram utilizadas em alimentos,
0 que implicou em um impacto organoléptico por exceder limite sensorialmente aceitavel
(Burt, 2004).
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Busatta et al. (2007) reportaram que o OE de orégano (Origanum vulgare) em linguica
pode ser uma via promissora pelo o efeito bacteriostatico, entretanto, a aceitagdo sensorial
decresceu com o aumento da concentragdo do Oleo. Para 0 OE de mangerona (Origanum
majorana) em linglica, Busatta et al. (2008) também obtiveram um efeito bacteriostatico na
CIM determinada in vitro e efeito bactericida quando empregado em concentragdes maiores,
entretanto, alteragdes sensoriais foram observadas.

Smith-Palmer, Stewart e Fyfe (1998) observaram efeito bactericida in vitro em
concentragdes menores que 0,1% de OEs e Smith-Palmer et al. (2001) mostraram que
concentracfes de OEs de 0,5 até 1,0% foram necessarias para inibir a contaminacdo de
alimentos. Além disso, o uso de concentracGes insuficientes permite a restauracdo de células
ndo danificadas letalmente e foi verificada que a composi¢do quimica do alimento, em relacdo
a gordura, é um fator determinante na eficiéncia dos OEs. Assim, acredita-se que sejam
necessarias altas concentracdes de OEs em alimentos em relacdo as concentracdes
determinadas em testes in vitro para exercer atividade antimicrobiana em virtude de o
alimento ser um sistema complexo quimicamente que proporciona protecdo para as células
microbianas.

Diferentes compostos mostraram influéncia na atividade antimicrobiana dos OEs. Em
modelos de sistemas alimenticios, Gutierrez, Barry-Ryan e Bourke (2008, 2009)
demonstraram que os Oleos foram mais eficientes contra bactérias patogénicas quando
aplicados em meios de alto contedo protéico e acidez. Todavia, houve necessidade de baixo
conteudo de gordura e carboidratos, assim como moderados niveis de agucares simples para
manter a efetividade dos OEs.

Smith-Palmer, Stewart e Fyfe (2001) descreveram as propostas de incorporar os 6leos
essenciais em produtos que ja tenham um forte aroma, para assim mascarar a presenca do
mesmo; aplicar alguns dos principais componentes ativos, ao invés do Oleo completo;
desenvolver combinacgdes sinérgicas, tanto entre dois 6leos essenciais ou um o6leo essencial
com outro antimicrobiano; combinar os 6leos essenciais com agentes quelantes, como o acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), embora esse ndo seja considerado um conservante, ele
pode potencializar outros agentes antimicrobianos e utilizar os 6leos essenciais com agentes
dispersantes, como o polietilenoglicol, para aumentar o contato com as células microbianas,
especialmente em alimentos com um alto teor lipidico.

Ojagh et al. (2009) aplicaram revestimento de quitosana e OE de canela em trutas e
observaram inibicdo da oxidagdo lipidica e 0 aumento da vida de prateleira de 12 dias

(controle) para 16 dias de armazenamento a 4°C. Uma analise sensorial foi realizada apos trés
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dias de estocagem e as amostras foram preparadas através de aquecimento por 10 a 20 min. a
98°C, adicionadas de 1,5% de sal. Os resultados indicaram que as peliculas foram
imperceptiveis e a pelicula com o OE de canela ndo produziu depreciagéo sensorial.

Desse modo, o objetivo deste trabalho foi determinar a concentragdo maxima de OE
de canela considerada aceitavel sensorialmente no iogurte e avaliar se nessa concentragdo o
OE ¢é capaz de exercer atividade antimicrobiana, isolado ou associado com

etilenodiaminotetracético (EDTA) e/ou polietilenoglico.

2. Material e métodos

2.1. Extracdo e caracterizacdo quimica do OE de canela

O OE de canela (Cinnamomum zeylanicum) foi extraido por arraste de vapor em
destilador (modelo MA480 - Marconi) e a densidade determinada pela pesagem do volume de
Iml (Fonseca & Librand, 2008). A caracterizacdo quimica foi realizada em cromatdgrafo
gasoso acoplado em espectrometro de massa (CG-EM) (modelo QP5050A - Shimazu), com
uma coluna capilar CBP-5 de 50m de comprimento, com didmetro interno de 0,25mm e
0,25um de espessura do filme. A temperatura do injetor foi de 250°C, a temperatura da
interface foi de 250°C, o detector foi operado em modo electron impact (EI) a 70eV e
utilizou-se He como gas de arraste. As condi¢des cromatograficas para o OE de canela foram
temperatura inicial de 60°C, aquecimento até 160°C, com taxa de 3°C.min™*, aquecimento até
220°C a uma taxa de 15°C.min” e manutencdo dessa temperatura por 20 minutos. A
identificacdo dos componentes do 6leo essencial foi feita com base na biblioteca NIST
(National Institute of Standards and Technology, MD,USA) para analise dos espectros de
massas e também nos dados da literatura (Adams, 1989).

2.2. Andlise sensorial

Este teste foi realizado com 28 painelistas ndo treinados, de ambos 0s sexos € com
idade entre 20 e 50 anos. Foi aplicado o teste da Escala Hedbnica com 9 pontos, os quais
variaram entre as opcdes Gostei Extremamente (9) e Desgostei Extremamente (1) (Poste et al.,
1991). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual Paulista e foi

realizado de acordo com os padrdes éticos estabelecidos em 1964 na Declaragdo de Helsinki.
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Todos os individuos informaram seus consentimentos previamente para sua inclusdo neste
estudo.

logurte foi obtido por inoculacdo de leite pasteurizado com Thermophilic Yoghurt
Culture Yo-Flex® (Christian Hansen-Brazil), sendo incubado a 42°C até que foi formado
0.80% de acido latico, seguido de homogeneizacdo com 20% (p/v) de polpa de fruta,
preparada com banana in natura, e 10% (p/v) de acucar. Os tratamentos foram estabelecidos
com a adicdo de OE de canela nas concentragoes 0,01, 0,02, 0,04, 0,06, 0,08, 0,1, 0,2 e 0,4%
(P/p).

Apoés 48 horas do processamento, duas sessdes de anélise sensorial foram realizadas
para evitar fadiga sensorial dos painelistas, senda essas entre 09:00 e 11:00 horas e entre
15:00 e 17:00 horas. Em cada periodo quatro amostras com concentracdes intercaladas foram
servidas.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey
utilizando o software SAS e a concentragcdo maxima aceitavel sensorialmente de OE de canela
em iogurte foi considerado a que teve uma pontuacdo minima igual a 7,0, equivalente ao

Gostei Moderadamente.

2.3. Avaliacéo antimicrobiana do OE de canela

A concentracdo de OE de canela utilizada no estudo foi de 0,04% (p/p),
correspondente a concentracdo maxima aceitavel estabelecida durante a analise sensorial.

O iogurte foi obtido como descrito previamente e unidades analiticas de 200g foram
separadas em recipientes assépticos e os tratamentos foram estabelecidos: (1) tratamento
controle, (2) adicdo de OE, (3) adicdo de OE associado com 0,01% (p/p) de EDTA, (4) adicdo
de OE associado com 0,2% (p/p) de polietilenoglicol e (5) adicdo de OE associado com
0,01% de EDTA e 0,2% de polietilenoglicol (ambos p/p). As unidades analiticas
permaneceram sob refrigeracdo a 4°C por 48 horas antes de serem realizadas as analises
microbiolodgicas e apos dilui¢do seriada os indculos foram semeados em meio apropriado. A
contagem total foi realizada por semeadura de superficie para aerébios mesofilos (Plate Cout
Agar — Difco, 37°C/48hs), psicrotroficos (Plate Count Agar - Difco, 7°C/10 dias) e bolores e
leveduras (Potato Dextrose - Difco, 25°C/3 a 5 dias) (Downes, 2001).

O experimento foi realizado em triplicata e os dados foram submetidos a ANOVA e

teste de Tuckey utilizando o software SAS.
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3. Resultados e discussao

3.1. Caracterizagé@o quimica do OE de canela

O OE de canela apresentou densidade 1,0049g/ml e a composi¢do quimica por CG-
EM é mostrada na Fig. 1, sendo 89,58% dos compostos foram identificados e o cinamaldeido,
seguido do acetato de cinamila e ceneol foram os principais componentes. De acordo com
Domadia et al. (2007), o efeito bactericida do cinamaldeido ocorre durante a divisao celular,
interferindo na reacdo de agregacdo das proteinas filamentation temperature sensitive protein
Z (FtsZ) e inibicdo da hidrélise de GTP necessaria para a polimerizacdo da FtsZ. A FtsZ €
uma proteina procaridtica homdéloga da tubulina e regula a divisdo celular através da formacéo
do disco Z no plano de divisdo celular. O cinamaldeido liga-se com a FtsZ perturba a
formacdo citocinética do disco Z e inibe sua dindmica de arranjo, consequentemente a divisdo

celular.
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Fig. 1. Cromatograma obtido para o OE de canela utilizado na identificacdo de compostos através de
cromatografia gasosa e espectrometria de massa (CG-EM); 88,59% dos compostos foram
identificados. 2: a-pineno (1,62%); 3: camphene (0,79%); 5: B-pineno (0,93%); 6: cymeno (0,17%); 7:
limoneno (1,11%); 8: cineol (3,31%); 9: linalool (0,55%); 12: borneol (0,50%); 13: terpineno-4-ol
(1,22%); 15: a-terpineno (1,43%); 17: cinamaldeido (67,58%); 19: eugenol (1,82%); 22:
caryophylleno (0,88%); 23: acetato de cinamila (6,49%); 25: a-humuleno (0,19%).
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3.2. Anélise sensorial

A aceitagdo do iogurte pelos painelistas foi decrescendo com o0 aumento da
concentracdo de OE de canela no alimento. De acordo com a Tabela 1, entre a menor
concentragdo de OE de canela até 0,04% né&o houve diferenca estatistica (p<0,05) e a media
6,28 para a concentragcdo 0,04% foi equivalente ao Gostei Ligeiramente de acordo com a
Escala Hedonica. Entretanto, para essa concentragdo a mediana foi igual a 7,00, explicando

50% dos dados referentes a op¢do Gostei Moderadamente.

Tabela 1

Anélise de variancia para a pontuacao do iogurte e do queijo na avaliacdo sensorial através da Escala

Hedonica.

Tratamentos 0,01% 0,02% 0,04% 0,06% 0,08% 0,1% 0,2% 0,4%

logurte Media 182 % 6,89+ 628"+ 557C+ 4579+ 4289+ 261%+ 192°+

(Canela) 0,92 1,75 1,82 2,25 2,14 2,26 1,91 1,43
Mediana 8 7,5 7 6 4,28 4 2 1

Queijo Média 6,2+ 626+ 673+ 626+ 5096+ 563+ 48"+ 43"+

(Orégano) 1,97 1,99 1,81 2,01 2,07 2,18 2,36 2,27
Mediana 7 7 7 7 7 6 5 4

Queijo Madia L E 6,660+ 576"+ 566+ 51+ 523+ 403%+ 256°+

(Manjericéo) 1,42 1,68 2,04 1,93 1,98 2,26 1,95 1,52
Mediana 7 7 6 6,5 6 55 4 2

letras iguais na mesma linha indicam que as medianas sdo estatisticamente iguais (p<0,05).

Embora estudos tenham mostrado a atividade antimicrobiana de OEs contra patdgenos
e deteriorantes quando adicionados em alimentos, as concentracfes encontradas sdo elevadas
e causam depreciacdo sensorial no produto. Assim, iniciando a avaliacdo com a concentragédo
aceitavel sensorialmente n6s podemos trabalhar com opcles tecnoldgicas que melhorem a

atividade antimicrobiana dos OEs a baixa concentrag&o.

3.3 Determinacéao da atividade antimicrobiana do OE de canela

A concentracdo de 0,04% de OE de canela foi estabelecida para verificar a agéo
antimicrobiana no iogurte e os resultados das contagens microbianas sdo mostrados na Tabela
2. De acordo com as contagens padrdes com aerébios mesofilos e bolores e leveduras ndo foi

detectada reducdo de log para todos os tratamentos.



46

Tabela 2
Anélise microbioldgica para os diferentes tratamentos do iogurte com adicéo de 6leo essencial (OE) de

canela. Médias séo expressas em UFC/ml.

Tratamentos Mesofilos Bolores e leveduras Psicrotroficos
1: controle 7,2x10°®¢ + 6350 3,3x10°*+57,7 <100%+0,0
2: OE de canela 74x10°® + 11135 3,3x10°™*+57,7  <100%+0,0
3: OE de canela + EDTA 6,0x10° ™ +550,7  7,0x10°%+200,0 <100%+0,0
4: OE de canela + polietilenoglicol 54x10°°+3512  2,4x10°°+72,1 <100%+0,0

5: OE de canela + EDTA + polietilenoglicol  8,5x10°*+871,8  53x10°®+57,7  <100%+0,0

letras iguais na mesma coluna indicam que as medianas so estatisticamente iguais (p<0,05).

O OE de canela isolado e combinado com 0 EDTA e EDTA + polietilenoglicol néo foi
efetivo para reduzir a contagem de mesoéfilos, mas a associacdo do OE de canela com
polietilenoglicol diferenciou estatisticamente da contagem do tratamento com o EO isolado,
em virtude da média desse tratamento ter apresentado um valor mais elevado que o controle e
maior variacdo. De acordo com Smith-Palmer, Stewart e Fyfe (2001), a acdo dispersante do
polietilenoglicol pode ter possibilitado maior contato do 6leo com as células, promovendo
sinergismo. Enquanto que a acdo quelante do EDTA nos cations presentes na membrana
citoplasméatica aumenta a acdo desestabilizante do OE, causando morte celular por lise.
Entretanto, a associagdo do OE de canela com os coadjuvantes testados aqui, EDTA e
polietilenoglicol, ndo teve efeito redutor e a média apresentou-se acima da média obtida para
0 tratamento controle. Esse mesmo comportamento foi observado nas contagens de bolores e
leveduras.

O tratamento com o OE de canela isolado ndo reduziu a contagem de bolores e
leveduras, mas no tratamento do OE com o polietilenoglicol possibilitou uma pequena
reducdo, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica. No entanto, o OE de canela associado
com EDTA somente e com polietilenoglicol, tratamentos 3 e 5 respectivamente, proporcionou
maior desenvolvimento desses micro-organismos, um efeito contrario observado para as
bactérias mesdfilas. O tratamento de OE associado com EDTA apresentou a média da
contagem de bolores e leveduras superior aos tratamentos controle e adicdo de EO isolado,
com diferenca estatistica.

Tzortzakis (2009) observou reducdo no desenvolvimento de colonias de
Colletotrichum coccodes, Botrytis cinerea, Cladosporium herbarum, Rhizopus stolonifer e

Aspergillus niger in vitro quando utilizou 25ppm de OE de canela na fase vapor e houve
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reducdo na producdo de esporos acima de 63% das placas cultivadas e quando uma
concentracdo de 100ppm foi empregada, a germinacao de esporos de A. Niger foi acelerada.
Com relagdo a contagem microbiana de psicrotroficos ndo foi verificado crescimento
na diluicdo 10™, sendo considerado o valor menor que 100 UFC/ml, tanto nos tratamentos
quanto no controle. Deve-se considerar que as analises foram realizadas ap6s 48 horas da
preparacdo do produto e esse periodo em que permaneceram refrigeradas ndo foi suficiente

para o desenvolvimento dos possiveis psicrotréficos contaminantes.

4. Conclusodes

A concentracdo de 0,04% de OE de canela, a maxima aceita sensorialmente no
iogurte, pode ser comparada com as CIMs utilizadas nos estudos in vitro, mas nessa
concentracdo ndo foi detectada atividade antimicrobiana no iogurte com significancia
estatistica e a presenca de polietilenoglicol como coadjuvante reduziu as contagens de
aerobios mesofilos e bolores e leveduras. No entanto, ha grandes desafios tecnoldgicos para
adequar a concentracdo de OE que ndo deprecie a caracteristica sensorial do alimento e exerca

a sua propriedade antimicrobiana.
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Resumo

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais (OEs) desperta grande interesse na aplicacao
em alimentos em funcdo da agéo antagonista para micro-organismos patogénicos. Entretanto,
ressalta-se que em alimentos probidticos a acdo bacteriostatica ou bactericida dos OEs é
indesejavel para bactérias benéficas. O Lactobacillus rhamnosus faz parte do grupo de
bactérias do acido latico e é utilizado em produtos funcionais, isolado ou juntamente com uma
cultura starter. Objetivou-se verificar o perfil de sensibilidade do L. rhamnosus e cultura

starter de iogurte em leite fermentado com adicdo de OE de canela, cravo e menta. Os OEs
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foram preparados via destilacdo com arraste por vapor d'adgua e caracterizados quimicamente
por cromatografia gasosa-espectrometria de massa (CG-EM) e obtencdo das respectivas
densidades. As contagens bacterianas foram realizadas, visando tracar a curva de
sobrevivéncia de L. rhamnosus e cultura starter (isolados e associados) através da adicdo de
OEs na concentragdo de 0,04% (v/v), considerada como a maxima aceitavel
organolepticamente através de analise sensorial previamente, em amostras de leite
fermentado. Paralelamente foi acompanhada a acidez titulavel durante os 28 dias de
experimentacdo. Também foram determinados os respectivos valores de Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) dos OEs utilizando a metodologia da microdiluicdo em meio Brain
Heart Infusion (BHI), sendo que os valores obtidos foram 0,025, 0,2 e 0,4% (v/v),
respectivamente para OEs de canela, cravo e menta. Verificou-se que o OE de canela
apresentou maior atividade antimicrobiana, principalmente contra a cultura starter,
interferindo na producdo de &cido latico. As contagens de células viaveis de L. rhamnosus
foram menores em relacdo aos controles nos tratamentos com os trés OEs, mas ndo foram
diferentes estatisticamente, mantendo-se acima da contagem minima de 10° UFC/ml
necessaria para que o produto seja considerado probidtico. Nesse caso, a aplicacdo do OE de
canela em iogurte inviabiliza a fermentacdo da cultura starter, mas ndo desfavorece a
aplicacdo do L. rhamnosus em leite fermentado probiotico. Além disso, os OEs de cravo e

menta causaram stress subletal para o L. rhamnosus.

Palavras-chave: L. rhamnosus, cultura starter, 6leos essenciais, leite fermentado.

1. Introducéo

A viabilidade das células probioticas é o fator mais importante a ser observado durante
0 desenvolvimento de alimentos probidticos, sendo ele dependente de outros fatores
secundarios, como 6timo crescimento e sobrevivéncia durante o processamento do alimento,
estocagem do produto, transito no trato gastrointestinal, adesdo ao epitélio intestinal,
propriedades antimicrobianas e resisténcia antibidtica (21).

Além das propriedades funcionais, 0s micro-organismos probioticos devem apresentar
caracteristicas tecnoldgicas que permitam a producdo em larga escala e que possam ser
incorporados em produtos alimenticios sem perda da viabilidade e funcionalidade (16).

Os principais géneros bacterianos considerados probidticos sdo Lactobacillus e
Bifidobacterium, sendo esses incorporados nos alimentos isoladamente ou associados. De

acordo com a legislacdo brasileira, para produzir efeito benéfico as bactérias probidticas
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devem estar viaveis e com concentracio entre 10° e 10° UFC/g de produto e seu consumo
deve ser associado com uma dieta balanceada e estilo de vida saudavel (2). Diversas
propriedades funcionais associadas com o Lactobacillus rhamnosus tém sido reportadas na
literatura, incluindo: efeito antiobesidade (18), colonizacdo do trato gastrointestinal (15, 17),
aumento da imunidade (22), diminuicdo de distarbios inflamatorios do intestino (5) e efeitos
anticarcinogénicos (13).

Entretanto, a fermentacdo do leite por uma ou mais espécies probioticas requer um
longo periodo de incubacdo e a qualidade do produto resultante é inferior sensorialmente,
sendo esses 0s principais fatores para que normalmente se produza produtos probioticos
associados com a cultura starter do iogurte. Tradicionalmente o iogurte é obtido por
fermentacdo da cultura starter composta por Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus (22).

Um dos principais fatores que afetam a viabilidade das bactérias probidticas € a
competicdo com outros micro-organismos contaminantes. Assim, é importante garantir a
inativacdo de células indesejaveis, mas sem interferir no desenvolvimento de bactérias
benéficas (16).

A adicdo de 6leos essenciais (OE) com acgdo antimicrobiana desperta grande interesse
na aplicacdo em alimentos em fun¢do da ag¢do antagonista para micro-organismos patogénicos
e deteriorantes. Entretanto, se faz importante verificar se essa acdo ocorre contra células
probidticas em alimentos funcionais. Desse modo, esse trabalho objetivou determinar a
atividade antimicrobiana dos OEs de canela, cravo e menta (na concentragdo maxima aceita,
baseada em analise sensorial prévia) contra o L. rhamnosus e cultura starter, durante o
periodo de shelf life de leite fermentado. Além disso, ensaios in vitro foram realizados para

obter a Concentracao Inibitéria Minima (C1M) dos 6leos em estudo.

2. Material e métodos
2.1. Oleos essenciais (OEs) e analise quimica por cromatografia gasosa-espectrometria de
massa (CG-EM)

Os OEs de canela (Cinnamomum zeylanicum), cravo (Syzygium aromaticum L.) e
menta (Mentha piperita L.) foram extraidos por arraste de vapor em destilador para producéo
de OEs (modelo MA480 - Marconi) e suas densidades foram obtidas pesando-se o volume de
Iml (10). A caracterizacdo quimica foi realizada em cromatografo gasoso acoplado a
espectrometro de massa (CG-EM) (modelo QP5050A - Shimazu), no qual foi utilizada uma

coluna capilar CBP-5 de 50m de comprimento, com diametro interno de 0,25mm e 0,25um de
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espessura do filme. A temperatura do injetor foi de 250°C, a temperatura da interface foi de
250°C, o detector foi operado em modo Electron Impact (EI) a 70eV e utilizou-se hélio como
gas de arraste. As condi¢cdes cromatograficas para o OE de canela foram temperatura inicial
de 60°C, aquecimento até 160°C, com taxa de 3°C.min™, aquecimento até 220°C a uma taxa
de 15°C.min* e manutencdo dessa temperatura por 20 minutos. Para 0 OE de cravo a
temperatura inicial foi de 50°C, aquecimento até 180°C, com taxa de 3°C.min, e manutencéo
dessa temperatura por 40 minutos. E para o OE de menta a temperatura inicial foi de 70°C,
aquecimento até 240°C, com taxa de 4°C.min™ e manutencdo dessa temperatura por 20
minutos. A identificacdo dos componentes dos OEs foi feita com base na biblioteca NIST
(National Institute of Standards and Technology, MD,USA) para analise dos espectros de
massas e também nos dados da literatura (10).

2.2. Concentracao inibitéria minima (CIM)

Os ensaios de sensibilidade foram realizados em triplicata para cada éleo em estudo
utilizando a metodologia da microdiluicdo em microplacas de ELISA (6) dos éleos em meio
Brain Heart Infusion (BHI-Difco) mais 0,5% de Tween 80, tendo sido preparadas as
concentragdes 0,025, 0,04, 0,06, 0,08, 0,10, 0,20, 0,40, 0,80, 1,00, 1,50 e 2,00 (%v/v) em
volumes finais de 200ul. Foram realizados ensaios controles positivos (bactéria mais meio de
cultura) e negativos (meio de cultura) e controle da esterilidade dos OEs (meio mais 06leos). O
indculo bacteriano foi padronizado em solucdo salina 0,85% estéril na escala 0,5 de
MacFarland, obtendo suspensdo bacteriana ao redor de 1,5x10°UFC/mL, a partir de cultura
incubada a 37°C/48horas. Foram inoculados volumes de 2ulL da suspensdo bacteriana
padronizada, obtendo assim no volume de 200uL uma contagem inicial ao redor de 10°
UFC/ml. Apds incubagdo a 35°C/24h, procedeu-se a leitura dos ensaios com adicdo de
indicador redox (resazurina 0,01%), sendo que a coloracdo azul final em cada concentracéo
indicava resultado negativo e a coloracdo rosa resultado positivo para o crescimento
bacteriano. Nesse caso, a CIM foi considerada aquela em que ndo houve crescimento

bacteriano ap6s o periodo de incubagéo.

2.3. Analise sensorial para o iogurte contendo OE de canela

Foram utilizados 28 painelista ndo treinados, de ambos 0s sexos e com idade entre 20
e 50 anos. Foi aplicado o teste da Escala Heddnica com 9 pontos, 0s quais variaram entre as
opcOes Gostei Extremamente e Desgostei Extremamente (20). Este estudo foi aprovado pelo
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Comité de Etica da Universidade Estadual Paulista e foi realizado de acordo com os padrdes
éticos estabelecidos em 1964 na Declaracdo de Helsinki.

logurte foi obtido por inoculagcdo de leite pasteurizado com Thermophilic Yoghurt
Culture Yo-Flex® (Christian Hansen-Brazil), sendo entdo incubado a 42°C até que foi
formado 0,80% de &cido latico, seguido de homogeneizacdo com 20% (p/v) de polpa de fruta,
preparada com banana in natura, e 10% (p/v) de acucar. Os tratamentos foram estabelecidos
com a adicdo de OE de canela nas concentragoes 0,01, 0,02, 0,04, 0,06, 0,08, 0,1, 0,2 e 0,4%
(P/p).

Apoés 48 horas do processamento, duas sessdes de anélise sensorial foram realizadas
para evitar fadiga sensorial dos painelistas, senda estas entre 09:00 e 11:00 e a outra entre
15:00 e 17:00 horas, sendo que em cada periodo foram servidas quatro amostras do alimento

com concentracOes intercaladas

2.4. Curva de sobrevivéncia para L. rhamnosus e para a cultura starter

Como o iogurte € um produto lacteo preparado com leite pasteurizado, adaptou-se esse
modelo alimentar para a base lactea de leites fermentados. A base lactea foi esterilizada para
garantir a fermentacdo apenas pelos micro-organismos que foram empregados nos ensaios.
Assim, como meio de crescimento dos micro-organismos, e tratamentos, foram preparados
frascos contendo 200ml de leite desnatado reconstituido a 12% (p/v) e adicionado de 10%
(p/v) de acucar, representando a base lactea do iogurte ou de leites fermentados (Ferreira,
2001). Os frascos foram autoclavados a 121°C por 15 minutos e resfriado a 42°C. A linhagem
de L. rhamnosus ATCC 9595 foi obtida da colecdo de micro-organismos de referéncia da
Fundacao Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro — Brasil). O indculo bacteriano foi obtido em Caldo
Soy Tripticase (TSB) apds incubacdo a 35°C/48h, seguido de obtencdo de suspensao
padronizada na escala 0,5 de MacFarland (1,5x10® UFC/mL) em solucéo salina 0,85% estéril.
Dessa suspensdo foram tomados volumes de 1ml e adicionados diretamente nos frascos,
resultando em uma concentraco inicial nos frascos do alimento ao redor de 7,5x10° UFC/ml.

Como cultura starter para iogurte foi utilizada a cultura liofilizada Thermophilic
Yoghurt Culture Yo-Flex® (Christian Hansen-Brasil), sendo ativada previamente na
concentracdo de 10g/L por fermentacdo durante 42°C/4horas. Como inoculo foi utilizado 1ml
de cultura ativada, o qual apresentou concentracédo final de 0,05g/L, conforme recomendagéo
do fabricante.

A concentracdo dos OEs utilizados na curva de sobrevivéncia foi de 0,04% (v/v),

determinada previamente com a analise sensorial feita com o OE de canela adicionado a
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iogurte com polpa de banana e que foi considerada ideal para ndo depreciar as caracteristicas
do produto e inviabiliza-lo para o consumo. O mesmo tipo de ensaios foi aplicado para 0s
OEs de cravo e menta para as contagens do L. rhamnosus na curva de sobrevivéncia, para que
fosse possivel comparacdo entre os tratamentos com ao menos trés diferentes OEs. A
concentragéo utilizada para ambos OEs foi a mesma utilizada para o OE de canela.

Os tratamentos preparados foram os seguintes: 1) controle (sem adicdo de OE) LR
para o L. rhamnosus; 2) tratado LR + 0,04% canela OE; 3) tratado LR + 0,04% cravo OE; 4)
tratado LR + 0,04% menta OE; 5) controle CS para a cultura starter; 6) tratado CS + 0,04%
canela OE; 7) tratado CS + 0,04% cravo OE; 8) tratado + 0,04% menta OE; 9) controle LR-
CS para o L. rhamnosus + cultura starter; 10) tratado LR-CS + 0,04% canela OE; 11) tratado
LR-CS + 0,04% cravo OE; e 12) tratado LR-CS + 0,04% menta OE.

2.4.1. Contagem de células viaveis

Apbs a adicdo dos indculos nos substratos para 0s micro-organismos probidtico e
cultura starter, foi feita a adicdo dos OEs nos respectivos frascos tratamentos ja descritos, e
estes foram mantidos em banho de agua a 42°C/7h, seguido da incubacdo a +4°C em
refrigerador, permanecendo nessa temperatura até o final do experimento, ou seja, durante 28
dias.

Para a contagem de células viaveis, as superficies foram semeadas em duplicatas em
em placas de Petri com meio de cultura Agar Soy Tripticase (TSA) enriquecido com 1% de
extrato de levedura (6) nos tempos 0, 1, 2, 3, 4, 5, 7, 21, 37, 55, 73, 176 (7 dias), 344 (14
dias), 512 (21 dias) e 680 (28 dias) horas, a partir de diluicGes seriadas de cada tratamento e
respectivos controles. O periodo de incubacédo para contagem bacteriana foi de 35°C/48h.

E importante salientar que nos tratamentos em que havia mistura ou associacio de L.
rhamnosus com a cultura starter, foi possivel realizar as contagens individuais para ambas as
bactérias, uma vez que as colbnias apresentavam caracteristicas morfoldgicas distintas (Fig.
1), sendo que as coldnias de L. rhamnosus se mostravam circulares, uniformes, brancas e
brilhantes enquanto as colGnias da cultura starter apresentam-se ovalares, ndo uniformes,
transparentes e opacas. Ambas apresentaram diametro de aproximadamente 1 milimetro cada.

Desta forma, para os tratamentos de 9 a 12 foram efetuadas duas contagens em cada

placa, totalizando assim 16 conjuntos de leitura do numero de células viaveis (Tabela 1).
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Figura 1. Colbnias de Lactobacillus rhamnosus e cultura starter de iogurte.

Tabela 1
Descrigdo dos tratamentos e contagens para obtencdo dos dados da contagem de células viaveis de L.

rhamnosus e cultura starter durante a curva de sobrevivéncia.

Contagem  Tratamentos Descri¢do

Controle LR (L. rhamnosus)

Tratado LR + 0,04% OE de canela

Tratado LR + 0,04% OE de cravo

Tratado LR + 0,04% OE de menta

Controle CS (cultura starter)

Tratado CS + 0,04% OE de canela

Tratado CS + 0,04% OE de cravo

Tratado CS + 0,04%0E de menta

Controle LR + CS (contagem apenas de L. rhamnosus)

Controle LR + CS (contagem apenas de cultura starter)

Tratado LR + CS + 0,04% OE de canela (contagem apenas de L. rhamnosus)
Tratado LR + CS + 0,04% OE de canela (contagem apenas de cultura starter)
Tratado LR + CS + 0,04% OE de cravo (contagem apenas de L. rhamnosus)
Tratado LR + CS + 0,04% OE de cravo (contagem apenas de cultura starter)
Tratado LR + CS + 0,04% OE de menta (contagem apenas de L. rhamnosus)
Tratado LR + CS + 0,04% OE de menta (contagem apenas de cultura starter)
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2.4.2. Acidez titulavel

A analise de acidez titulavel foi realizada nos tempos 0, 3, 5, 7, 176 (7 dias) e 680 (28
dias) horas. Procedeu-se a retirada asséptica de aliquotas de 10ml para cada tratamento.
Foram adicionados 100ml de &gua destilada e procedeu-se a titulagdo com solucdo Dornic
(NaOH N/9). O volume gasto de NaOH foi expresso em graus Dornic (°D) (4).
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2.4.3. Andlise estatistica
Os resultados da analise sensorial foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)

e teste de Tukey, e a concentracdo méaxima aceitavel sensorialmente de OE de canela em
iogurte foi considerada a que teve uma pontuacdo minima igual a 7,0, equivalente ao Gostei
Moderadamente.

Foi aplicado o teste de Friedman e comparacdo das medianas pelo método de Dunn

para os dados obtidos em ambas as analises de contagem de células viaveis e de acidez

titulavel.

3. Resultados e discussao

3.1. Caracterizacdo quimica dos OEs
O OE de canela apresentou densidade 1,0049g/ml e sua composi¢do quimica por CG-

EM sdo mostradas na Fig. 1, sendo que 89,58% dos compostos foram identificadas e o

cinamaldeido, seguido pelo acetato de cinamil e cinoel, foram os componentes majoritarios.
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Figura 2. Cromatograma obtido para o OE de canela utilizado na identificacdo de compostos através

de cromatografia gasosa e espectrometria de massa (CG-EM); 88,59% dos compostos foram
identificados. 2: a-pineno (1,62%); 3: camphene (0,79%); 5: B-pineno (0,93%); 6: cymeno (0,17%); 7:
limoneno (1,11%); 8: cineol (3,31%); 9: linalool (0,55%); 12: borneol (0,50%); 13: terpineno-4-ol
(1,22%); 15: o-terpineno (1,43%); 17: cinamaldeido (67,58%); 19: eugenol (1,82%); 22:
caryophylleno (0,88%); 23: acetato de cinamila (6,49%); 25: a-humuleno (0,19%).
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No OE de cravo, com densidade de 1,0121g/ml e respectivo cromatograma (Fig. 2),
verificou-se que 99,66% dos compostos foram identificados, sendo o eugenol e acetato de
eugenol os principais componentes encontrados. O OE de menta, densidade de 0.8830g/ml,
apresentou 76,72% dos compostos identificados (Fig. 3) com mentona e pulegona como

componentes majoritarios.
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Figura 3. Cromatograma obtido para o OE de cravo utilizado na identificacdo de compostos através
de cromatografia gasosa e espectrometria de massa (CG-EM); 99,66% dos compostos foram
identificados. 1: eugenol (77,58%); 2: trans-cariofileno (2,68%); 3: a-humuleno (0,57%); 4: acetato de
eugenol (18,83%).

3.2. Concentragdo inibitdria minima (C1M)

De acordo com o método de microdiluicdo, a CIM é definida como a menor
concentragcdo necessaria para inibir o crescimento microbiano visivel. A leitura por turvagédo
ou indicador redox resazurina sdo 0os meios mais utilizados para determinar a obtencédo e
visualizacdo do valor da CIM, sendo que a resazurina apresenta como vantagem o fato de néo
precipitar e permitir uma leitura direta (7). A leitura da CIM por resazurina ndo evidenciou
crescimento microbiano em qualquer concentracdo testada do OE de canela, sendo assim
estabelecido o valor de 0,025%v/v como a CIM para esse OE, enquanto que para o OE de

cravo a CIM foi de 0,2%v/v e para o OE de menta foi de 0,4%vV/v.
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Figura 4. Cromatograma obtido para 0 OE de menta utilizado na identificacdo de compostos através
de cromatografia gasosa e espectrometria de massa (CG-EM); 76,72% dos compostos foram
identificados. 3: a-pineno (0,41%); 5: 3-octanono (1,16%); 7: 3-octanol (5,73%); 10: limoneno
(2,19%); 11: 1,8-cineol (1,40%); 16: mentona (43,10%); 28: pulegona (19,19%); 32: cariofileno
(3,25%); 33: a-cariofileno (0,29%).

Para outras bactérias Gram positivas foram encontrados os valores de CIM de 0,05%
para o OE de canela para Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes (19). A CIM do
OE de cravo foi de 0,25% e do OE de menta foi de 1,0% para S. aureus (12). Goiii et al. (11)
relataram que para 0 OE de canela os valores de CIM na fase vapor foram de 18mg/L para
Bacillus cereus, 54mg/L para L. monocytogenes e Enterococcus faecalis, e 36mg/L para S.
aureus enquanto para o OE de cravo os valores de CIM foram 18mg/L para Bacillus cereus e

L. monocytogenes, 90mg/L para Enterococcus faecalis e 27mg/L para S. aureus.

3.3. Anélise sensorial

Verificou-se que a aceitacdo do iogurte pelos painelistas (Tabela 2) foi decrescendo
em fungdo do aumento da concentracdo de OE de canela no alimento. Assim, entre a menor
concentracdo de OE de canela até 0,04% ndo houve diferenca estatistica a 5% e a média 6,28
de aceitacdo para a concentracdo 0,04% foi equivalente ao Gostei Levemente da Escala
Heddbnica, mas para essa concentracdo a mediana foi igual a 7,00, explicando 50% dos dados
referentes & opgdo Gostei Moderadamente. Assim, considerou-se a concentragdo de 0,04%

como a maxima aceitavel sensorialmente.
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A concentragédo de 0,04% foi maior que a CIM do OE de canela verificado para o L.
rhamnosus. Entretanto, essa concentracgdo foi inferior a CIM do OE de cravo e menta. Embora
atividade bactericida tenha sido detectada in vitro nas concentragdes menores que 0,1% de
OEs (23), concentragdes de 0,5 a 1,0% de OEs foram necessarias para inibir com éxito a

contaminacgéo de alimentos (24).

Tabela 2

Medianas para a contagem de células viaveis de L. rhamnosus e cultura starter e acidez titulavel.

Tratamentos  Descricdo das Contagens Microbianas Log °D
1 1: Controle LR (L. rhamnosus) 8,15%¢ 29,5°
2 2: Tratado LR + OE de canela 7,02 25"
3 3: Tratado LR + OE de cravo 7,87%° 31%®
4 4: Tratado LR + OE de menta 7,91%¢ 32%
5 5: Controle CS (cultura starter) 9,99% 55°
6 6: Tratado CS + OE de canela 4,73° 28"
7 7: Tratado CS + OE de cravo 8,45% 52°
8 8: Tratado CS + OE de menta 8,48% 51°
9 9: Controle LR + CS (apenas L. rhamnosus) 9,13% 55°
9 10: Controle LR + CS (apenas cultura starter) 10,23% -

10 11: Tratado LR + CS + OE de canela (apenas L. rhamnosus) 6,98™ 26°
10 12: Tratado LR + CS + OE de canela (apenas cultura starter) <1,00° -

11 13: Tratado LR + CS + OE de cravo (apenas L. rhamnosus) 7,93%¢ 45
11 14: Tratado LR + CS + OE de cravo (apenas cultura starter) 8,76™ -

12 15: Tratado LR + CS + OE de menta (apenas L. rhamnosus) 7,93%¢ 49°
12 16: Tratado LR + CS + OE de menta (apenas cultura starter) 8,61% -

letras iguais na mesma coluna indicam que as medianas sdo estatisticamente iguais (p<0,05).

Assim evidenciou-se a necessidade de buscar alternativas tecnologicas que favorecam
a acdo antimicrobiana dos OEs quando aplicados nos alimentos em baixa concentragdo, como
efeito sinérgico entre os OEs ou com outras tecnologias de conservagdo. Contudo, é
importante assegurar que essa concentracao nao tenha acdo sobre bactérias benéficas, para o

caso de aplicacdo de OEs em produtos com finalidade probiotica.

3.4. Curva de sobrevivéncia do L. rhamnosus e cultura starter

O L. rhamnosus ndo produziu &cido latico significativamente para alcancar as
caracteristicas tecnologicas na fabricacdo de iogurte ou outros produtos lacteos fermentados,
tornando necessario associar essa bactéria com a cultura starter do iogurte (22). Os dados da
mediana para a acidez na Tabela 2 mostraram que a acidez titulavel nos tratamentos que

continham somente o L. rhamnosus néo houve diferenga significativa com o controle LR. Nos
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tratamentos LR com OE de cravo e menta (tratamentos 3 e 4) observou-se um pequeno
aumento em relagdo ao controle LR. No entanto, para o tratamento 2, LR com OE de canela, a

acidez se manteve proxima da acidez inicial (Fig. 4).

Acidez Titulavel

100

‘Domic
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T T T T + Horas
3 5 T 176 EZ0

17 diasg) 28 dias)
—#— Controle LR —&— LR +0Ecanela —a&— LR +0Ecraw —B— LR +0Ementa
—#— Controle C5 ——C5+0Ecanzla ——C5+0Ec@wve —A— G5 +0Ementa
—+— Contrala LR + 55 —E4— LR +C5 +0Ecanzla —f#— LR +C5 +0Ecawn LR +C5 +0Ementa

Figura 5. Determinacdo da acidez titulavel em °Dornic durante fermentagdo e estocagem de leite
fermentado com cultura starter (CS) de iogurte e L. rhamnosus (LR). Tratamentos com adicdo de

0,04% de 6leos essenciais (EOSs).

A acidez titulavel foi significativamente maior nos tratamentos em que havia apenas a
cultura starter de iogurte, inclusive nos tratamentos em que foram adicionados os OEs de
cravo e menta. Entretanto, os tratamentos com adi¢do de cultura starter e OE de canela
(tratamentos 6 e 11) a acidez se manteve proxima do tratamento controle LR, em que continha
somente o L. rhamnosus, mostrando uma inativacao da cultura starter pelo OE de canela.

Os comportamentos do L. rhamnosus e da cultura starter para a producdo de acido
latico podem ser relacionados também de acordo com a contagem de células vidveis (Tabela
2). Apesar de néo ter ocorrido diminuicdo significativa no Log de UFC/mL entre as contagens
LR com adicdo dos OEs e a contagem controle LR, observou-se uma diminuicdo mais
acentuada, aproximadamente 1 Log, no tratamento em que foi adicionado o OE de canela. Em
relacdo a cultura starter, contagem 6 (CS tratado com OE de canela), verificou-se uma
reducdo acentuada de aproximadamente 5 Log. Quanto as contagens 7 e 8 (CS tratado com
OE de cravo e menta, respectivamente) houve uma queda de aproximadamente 1,5 Log, mas

néo foi estatisticamente significativa.
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Para os tratamentos contendo OE de canela (contagens 11 e 12) houve uma
diminuicdo de 2,15 Log para a contagem de L. rhamnosus (tratamento 11) em relagdo ao
controle (tratamento 9) e a mediana para a cultura starter foi considerada menor que 10
UFC/ml, até mesmo na diluicéo 10™ semeada ap6s 7 horas de incubagéo (Fig 5).

De acordo com as Fig. 6 e 7, verificou-se que ao final do experimento para a curva de
sobrevivéncia, as contagens referentes a L. rhamnosus e cultura starter, quando tratados com
OEs de cravo e menta, foram inferiores as contagens controles 9 e 10, respectivamente,
porém, em todo o periodo de experimentacdo os dois OEs mostraram comportamentos
similares.

As medianas das contagens de células viaveis da cultura starter mantiveram a reducéo
aproximada 1,5 Log, como ocorreu nos tratamentos nas contagens 7 e 8 em relagdo ao
controle CS (contagem 5). Entretanto, o L. rhamnosus apresentou maior sensibilidade aos
OEs de cravo e menta quando associado a cultura starter, pois houve reducdo de
aproximadamente 1 Log, valor este superior a reducdo observada nas contagens 3 e 4 em
relacdo ao controle LR (contagem 1), que foram de 0,28 e 0,24 Log para os OEs de cravo e

menta, respectivamente.

Oleo Essencial de Canela

[
o B N

Log (UFC/ml)
ol N w N (6] ()] ~ [o¢] [(e]

. : : : : : e A e A Ac A Ac A A Horas

0 1 2 3 4 5 7 21 37 55 73 176 344 512 680
(7 dias) (14 dias) (21 dias) (28 dias)

—e&— Controle LR —8— LR+ OE canela

—aA— Controle CS —3— CS + OE canela

—X— Controle LR + CS (cont. LR) —g3— Controle LR + CS (cont. CS)
—6— LR + CS + OE canela (cont. LR) —A— LR + CS + OE canela (cont. CS)

Figura 6. Contagem de células vidveis durante fermentacdo e estocagem de leite fermentado com
cultura starter (CS) de iogurte e L. rhamnosus (LR). Tratamentos com adicdo de 0,04% de OE de

canela.
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Figura 7. Contagem de células vidveis durante fermentacdo e estocagem de leite fermentado com

cultura starter (CS) de iogurte e L. rhamnosus (LR). Tratamentos com adicdo de 0,04% de OE de

cravo.
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Figura 8. Contagem de células vidveis durante fermentacdo e estocagem de leite fermentado com

cultura starter (CS) de iogurte e L. rhamnosus (LR). Tratamentos com adi¢do de 0,04% de EO de

menta.
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Com excecéo das contagens 6 (CS + OE de canela) e 12 (contagem da cultura starter
em LR + CS + OE de canela), todas as contagens com adi¢do 0,04% de OEs de canela, cravo
e menta, apresentaram o aumento minimo de 2 Log no final dos 28 dias da curva de
sobrevivéncia. Hekmat et al. (14) observaram durante 28 dias, em iogurte adicionado desse
probiodtico, sendo a fermentacdo conduzida juntamente com L. delbreukii ssp. bulgaricus e S.
thermophilus. Ap6s um dia de estocagem a 4°C verificaram contagem de 5x10” UFC/ml para
L. rhamnosus, enquanto no final do estudo a contagem foi de 4x10" UFC/ml para a mesma
bactéria.

Lacroix e Yildririm (16) reportaram que a melhoria na sobrevivéncia e funcionalidade
dos probidticos é possivel com o uso de novas tecnologias de fermentacdo, como por
exemplo, a fermentacdo continua, biorreatores de membranas, células imobilizadas,
encapsulamento celular e aplicacbes de estresse subletal durante a producédo celular,
aumentando a resisténcia das células para condicdes de stress ambiental durante a producéo,
estocagem e digestao.

Desse modo, os OEs de cravo e menta podem ter proporcionado um estresse subletal
para a producéo celular, pois a porcentagem 0,04% desses OEs adicionados nos tratamentos
foi inferior as respectivas CIM verificadas nos ensaios in vitro (0,2% e 0,4% para os OEs de
cravo e menta, respectivamente), permitindo uma fase de adaptacao verificada nas primeiras 3
horas em que houve estabilidade nas contagens de células viaveis, seguida de uma fase de
propagacao celular nas primeiras 24 horas, mantendo as contagens estaveis até o final de 28
dias.

Relatos mostraram também que ha necessidade de concentracBes mais elevadas de
OEs em relacdo as CIM obtidas in vitro para exercerem agdo antimicrobiana quando aplicados
diretamente nos alimentos (3, 24). No entanto, o OE de canela apresentou maior atividade
antimicrobiana na concentragdo 0,04% que OEs de cravo e menta, mesmo sendo uma
concentracdo proxima a CIM obtida em condi¢bes in vitro, o que possibilitou acao
significativa do OE de canela sobre a cultura starter quando aplicado no sistema alimentar e
determinacdo da curva de sobrevivéncia. Entretanto, a contagem do L. rhamnosus isolado
tratado com OE de canela apresentou reducdo de 1 Log, mantendo-se acima da contagem
minima de 10° UFC/ml que é preconizado como indispensavel para que o produto seja
considerado probidtico. Nesse caso, a aplicacdo do OE de canela em leite fermentado
inviabiliza a fermentacédo da cultura starter, mas néo desfavorece a aplicagdo do L. rhamnosus

em leite fermentado probidtico.
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4. Conclus6es

A aplicagdo de OEs em alimentos deve considerar a agdo antimicrobiana sobre
bactérias probioticas e cultura starter, micro-organismos desejaveis tecnologicamente na
obtencdo dos produtos. A concentracdo maxima aceitavel sensorialmente de OEs no iogurte
neste estudo foi menor que as CIM verificadas para os OEs de cravo e menta. Assim, um
efeito subletal foi observado desses OEs sobre L. rhamnosus e cultura starter, sendo que a
utilizacdo dos mesmos ndo prejudicou o processo fermentativo durante a elaboracdo do
alimento lacteo e favoreceu a resisténcia desses micro-organismos. No entanto, a CIM do OE
de canela foi inferior a concentracdo testada e teve efeito significativo na reducdo da
contagem da cultura starter, interferindo em menor producdo de acido latico. No entanto, o

comportamento do L. rhamnosus foi 0 mesmo para os OEs de canela, cravo e menta.
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Enumeracdo celular e visualizacdo por microscopia eletronica de
transmissdo do Lactobacillus rhamnosus tratado com oleo essencial de

canela (Cinnamomum zeylanicum)

Resumo

A aplicacdo de 6leos essenciais (OEs) em alimentos funcionais que contenham
micro-organismos probi6ticos deve considerar a atividade antimicrobiana que
esses Oleos exerceram contra bactérias benéficas, como o Lactobacillus
rhamnosus. Este estudo objetivou avaliar a sensibilidade da cultura de L.
rhamnosus quando tratada com OE de canela, através de contagem de células
viaveis e visualizacdo celular por microscopia eletrbnica de transmissdo. A
concentracdo de 0,04% desse 6leo exerceu atividade bacteriostatica durante a
incubacédo de 2 horas, apresentando alteracGes leves na estrutura celular, mas foi
considerada bactericida por possibilitar uma reducéo significativa ap6s 24 horas.
Ja a concentracdo de 1,00% reduziu 3 log ap6s 2 horas de incubacdo e ndo foi
detectada contagem de células viaveis ap0s 24 horas. As observacGes por
microscopia eletronica de transmissdo revelaram que as células tratadas com
1,00% de OE de canela foram drasticamente danificadas, apresentando rupturas
da membrana celular e extravasamento citoplasmatico. Essas observacdes
revelam-se negativas para o uso de OEs em alimentos probioticos, ja que é
indesejavel a agdo bactericida contra o L. rhamnosus.

Palavras-chave: 6leos essenciais; alimentos probidticos; Lactobacillus rhamnosus.
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1. Introducgéao

Os Oleos essenciais (OEs) sdo constituidos por um complexo de compostos volateis
caracterizados por um forte odor e sdo formados por plantas aromaticas como metabolitos
secundarios. Sdo conhecidos por suas propriedades antisepticas, bactericidas, fungicidas,
antivirais e propriedades medicinais (Bakkali, Averbeck, Averbeck, & ldaomar, 2008).

Os OEs também possuem aplicacdo em alimentos, como o OE de canela que é
utilizado como flavorizante aromatizante e conservante natural. A a¢do antimicrobiana desse
6leo foi verificada contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli, apresentando
Concentracdo Inibitéria Minima em 90% das amostras (CIMgoy,) igual a 0,047% e 0,09%
(v/v), respectivamente (Silva, Ushimaru, Barbosa, Cunha, & Fernandes Janior, 2009).

Aplicaces tecnoldgicas dos OEs como agentes antimicrobianos naturais para redugdo
de micro-organismos patogénicos veiculados em alimentos requerem o estabelecimento das
condicdes para a sua aplicacdo, como sensibilidade do patdégeno ao OE, concentracdo 6tima e
tempo de contato entre o 6leo e o patdgeno (Moreira, Ponce, Del Valle, & Roura, 2005). A
maior area de interesse da aplicacdo dos OEs é a inibicdo do crescimento e reducdo de
importantes patégenos veiculados em alimentos, como Salmonella spp., Escherichia coli
0157:H7 e Listeria monocytogenes (Burt, 2004).

Entretanto, a aplicacdo dos OEs em alimentos funcionais deve considerar um efeito
antimicrobiano indesejavel contra as bactérias probidticas. Para realizar efeitos benéficos, as
bactérias probidticas devem estar viaveis e em concentracdo minima de 10° UFC/g de produto
(ANVISA, 2011).

Os principais géneros bacterianos utilizados como probidticos sdo Lactobacillus e
Bifidobacterium, sendo esses incorporados nos alimentos isoladamente ou associados (Shah,
2007), sendo diversas propriedades funcionais associadas com o lactobacilo Gram positivo L.
rhamnosus.

O L. rhamnosus PL60 foi capaz de produzir &cido linoléico conjugado cl12 em
camundongos obesos por dieta induzida. Apos 8 semanas de alimentacdo, o L. rhamnosus
reduziu o peso corporal e causou uma reducéo significativa no tecido adiposo, produzindo um
efeito anti-obesidade (Lee et al., 2006).

Um estudo para avaliar a colonizacdo do trato gastrointestinal por L. rhamnosus em
criangas entre 2 meses e 6 anos de vida, com diarréia aguda com duracdo de no maximo 5
dias, mostrou que as linhagens de L. rhamnosus foram detectadas em 37 de 46 criangas
(80,43%) apos 5 dias e em 19 criancas (41,3%) ap6s 14 dias apds o inicio do tratamento
(Henryk et al., 2006).
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A doenca inflamatdria intestinal (DIl) é caracterizada por densas infiltragdes e
deficiente apoptose das células da mucosa. Lactobacillus rhamnosus produziu proteinas
soltveis de 5-30kDa que promoveram apoptose de células imunes sem afetar as células
epiteliais intestinais, sugerindo a prevencdo da IBD através de dieta suplementada com
probiéticos (Chiu, Hsieh, Liao, & Peng, 2010).

O L. rhamnosus GG foi associado com a intensificacdo de células secretoras de
anticorpos especificos de IGA para rotavirus e foi reportado por ser mais efetivo no
tratamento da diarréia por esse virus do que preparacfes contendo apenas a cultura starter de
iogurte (Shah, 2007).

As enzimas bacterianas B-glucosidade, f-glucoronidase e urease podem contribuir no
desenvolvimento do cancer de colo por gerar carcinégenos. Uma reducdo na atividade dessas
enzimas por bactérias laticas é considerada um efeito benéfico. Durante a administracéo de L.
rhamnosus LC705 juntamente com Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii JS em
homens saudaveis durante quatro semanas, houve reducdo na atividade da B-glucosidase em
10% e na atividade da urease em 13%, em relacdo ao placebo. As contagens fecais dessas
bactérias aumentaram significativamente no final do estudo (Hatakka et al., 2008).

Diante dos efeitos benéficos verificados pela acdo do L. rhamnosus, salienta-se a
importancia de preservar a integridade celular dessa bactéria em produtos funcionais que
sejam de interesse para a aplicacdo de OEs como conservantes. Assim, o objetivo deste estudo
foi verificar a sensibilidade da cultura de L. rhamnosus quando tratada com OE de canela,
através de enumeracgdo de células viaveis e visualizacdo celular por microscopia eletrénica de

transmissao.

2. Material e Métodos

2.1. Obtencdo do OE de canela e analise quimica por cromatografia gasosa-espectrometria
de massa (CG-EM)

O OE de canela (Cinnamomum zeylanicum) foi extraido por arraste de vapor em destilador
para producdo de OEs (modelo MA480 - Marconi). Foi determinada a densidade do 6leo
pesando-se o volume de 1ml (Fonseca & Librandi, 2008). A caracterizacdo quimica foi
realizada em espectrometro de massas acoplado em cromatografo gasoso (CGMS) (modelo
QP5050A - Shimazu), no qual foi utilizada uma coluna capilar CBP-5 de 50m de
comprimento, com diametro interno de 0,25mm e 0,25um de espessura do filme. A

temperatura do injetor foi de 250°C, a temperatura da interface foi de 250°C, o detector foi
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operado em modo electron impact (EI) a 70eV e utilizou-se He como gas de arraste. As
condi¢bes cromatograficas para o OE de canela foram temperatura inicial de 60°C,
aquecimento até 160°C, com taxa de 3°C.min™, aquecimento até 220°C a uma taxa de
15°C.min™ e manutencdo dessa temperatura por 20min. A identificacdo dos componentes do
6leo essencial foi feita com base na biblioteca NIST (National Institute of Standards and
Technology, MD,USA) para analise dos espectros de massas e também nos dados da literatura
(Adams, 1989).

2.2. Preparacao das culturas
Para o tratamento da cultura de L. rhamnosus com o OE de canela foi realizada uma
adaptacao do método descrito por Moosavy et al. (2008).

A linhagem de L. rhamnosus ATCC 9595 foi obtida da colecdo de micro-organismos
de referéncia da Fundacdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro — Brasil). Foi previamente inoculada
em meio de Triptic Soy Broth (TSB-Difco) e placas de Triptic Soy Agar (TSA-Difco) e
incubada a 35°C/48h para verificacdo de pureza e viabilidade. Apos este periodo, uma alcada
da cultura foi inoculada em 3ml de meio BHI e incubado novamente a 35°C/48h. A escolha
dos meios foi baseada nos dados submetidos por Bujalance, Jiménez-Valera, Moreno & Ruiz-
Bravo (2006), no quais linhagens isoladas de L. plantarum, L. casei e L. fermentum e outras
bactérias selecionadas mostraram maior quantidade de células viaveis em meio TSA
enriquecido quando comparado com MRS &gar.

Apo6s incubacdo, a cultura obtida foi adicionada de OE de canela em duas
concentracdes extremas, alem do tratamento controle. A menor concentracdo foi de 0,04%,
estipulada pela metodologia da microdiluicdo em microplacas de ELISA dos 6leos em meio
Brain Heart Infusion (BHI-Difco) mais 0,5% de Tween 80, tendo sido preparadas as
concentragdes 0,025, 0,04, 0,06, 0,08, 0,10, 0,20, 0,40, 0,80, 1,00, 1,50 e 2,00 (%v/v) em
volumes finais de 200ul. Foram realizados ensaios controles positivos (bactéria mais meio de
cultura) e negativos (meio de cultura) e controle da esterilidade dos OEs (meio mais 06leos). O
indculo bacteriano foi padronizado em solucdo salina 0,85% estéril na escala 0,5 de
MacFarland, obtendo suspensdo bacteriana ao redor de 1,5x10°UFC/mL, a partir de cultura
obtida apds 37°C/48horas. Foram inoculados volumes de 2uL da suspensdo bacteriana
padronizada, obtendo assim no volume de 200uL um contagem inicial ao redor de 10°
UFC/ml. Apds incubagdo a 35°C/24h, procedeu-se a leitura dos ensaios com adicdo de
indicador redox (resazurina 0,01%), sendo que a coloragdo azul final em cada concentracdo

indicava resultado negativo e a coloracdo rosa resultado positivo para o crescimento
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bacteriano. Nesse caso, a CIM foi considerada aquela em que ndo houve crescimento
bacteriano ap6s o periodo de incubacdo (CSLI/NCCLS, 2005).

Como maior concentracdo estabeleceu-se 1,00%, por ser necessaria uma concentragao
acima do CIM para exercer efeito antimicrobiano em modelos alimentares, conforme
observagdes de Smith-Palmer, Stewart, & Fyfe (2001), em que concentracGes de 0,50 a 1,00%
dos OEs estudados foram necessarias para inibir com éxito a contaminacao de alimentos.

As culturas tratadas com o OE de canela e o tratamento controle permaneceram em
temperatura ambiente, (aproximadamente 25°C) por duas horas. Foram realizadas trés
replicatas destinadas a contagem de células viaveis e uma replicata para a analise de

microscopia eletronica.

2.3. Contagem de células viaveis

Foram preparadas diluicBes seriadas a partir de 10 de cada tratamento e controle, sendo a
primeira diluicdo preparada com aliquotas de 0,1ml retiradas antes do momento de adi¢do do
OE, apos as 2h de contato com o 6leo e quando finalizou 24h de contato com o 6leo.

A partir das diluicbes procederam-se as semeaduras em superficie para contagens de
células vidveis em placas de Petri com meio de cultura TSA (Difco) enriquecido com 1% de
extrato de levedura. No tratamento com 1,00% de OE de canela procedeu-se a semeadura com
0,1ml de cultura diretamente nas placas com meio de cultura para efeito de contagem em
funcdo da atividade antimicrobiana intensa desse 6leo relatada na literatura.

As placas foram incubadas a 35°C/48h e realizada a contagem de unidades formadoras
de coldnia, expressas como Log (UFC/ml) (Downes, 2001).

Os valores obtidos na contagem de células viaveis foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tuckey utilizando o software SAS.

2.4. Microscopia eletrénica de transmissao

Ap6s as duas horas em que a cultura permaneceu em contato com o OE de canela, para as
replicatas das analises de microscopia eletrdnica procedeu-se o preparo das amostras a partir
da adaptacdo do método apresentado por Moosavy et al. (2008). Foi realizado um pre-
fixamento pela adicdo de 3ml de fixador glutaraldeido 2,5% em tampdo fosfato 0,1M (PBS,
pH 7,2) durante 24h. As culturas foram entdo centrifugadas a 1500g por 20 minutos para
formagéo de pellets. O sobrenadante obtido foi descartado e sobre os pellets formados foram
adicionados mais 3ml de fixador preparado com solucdo de glutaraldeido 2% em tampéo

fosfato 0,1M (pH 7,3), permanecendo por 24 horas a 4°C. O material recebeu tratamento de
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pos-fixacdo em solucdo de tetroxido de osmium 1% em tampédo fosfato 0,1M (pH 7,3),
permanecendo 2 horas, sendo entdo desidratado em série crescente de acetona e embebido em
Araldite®. Secdes ultrafinas foram coradas com acetato de uranila e citrato de chumbo. As

amostras foram analisadas e fotografadas com microscopio eletrénico de transmissdao (CM

100, Philips).

3. Resultados e discussao

3.1. Caracterizagdo quimica do OE de canela
O OE de canela apresentou densidade 1,0049g/ml e sua composicdo quimica por CG-EM é

mostrada na Figura 1, sendo que 89,58% dos compostos foram identificadas, destacando-se o

cinamaldeido como componente majoritario (67,58%), seguido pelo acetato de cinamila

(6,49%).
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Figura 1. Cromatograma obtido para o OE de canela utilizado na identificagdo de compostos
através de cromatografia gasosa e espectrometria de massa (CG-EM); 88,59% dos compostos
foram identificados. 2: a-pineno (1,62%); 3: camphene (0,79%); 5: B-pineno (0,93%); 6:
cymeno (0,17%); 7: limoneno (1,11%); 8: cineol (3,31%); 9: linalool (0,55%); 12: borneol
(0,50%); 13: terpineno-4-ol (1,22%); 15: a-terpineno (1,43%); 17: cinamaldeido (67,58%);
19: eugenol (1,82%); 22: caryophylleno (0,88%); 23: acetado de cinamila (6,49%); 25: a-
humuleno (0,19%).

O perfil quimico dos 6leos essenciais mostrou-se como uma complexa mistura de
componentes que pode variar quantitativamente e qualitativamente de acordo com o clima,
composicao do solo, idade e ciclo vegetativo da planta. S&o caracterizados por dois ou trés

compostos considerados como majoritarios, quando apresentam porcentagens entre 20 e 70%
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(Bakkali, Averbeck, Averbeck, & Idaomar, 2008). Prabuseenivasan, Jayakumar, &
Ignacimuthu (2006) encontraram 52,4% de cinamaldeido no OE de canela e Chang et al.
(2001) determinaram 76% de cinamaldeido em OE de canela extraido de folhas, mas apenas

0,51% de acetato de cinamila.

3.2. Contagem de células viaveis
As contagens realizadas nos tempos 0, 2 e 24 horas ap6s o contato do 6leo com a cultura de L.
rhamnosus apresentam-se na Tabela 1.

Inicialmente a cultura controle apresentou a contagem de células viaveis menor que as
contagens dos tratamentos com 0,04% e 1,00% de OE de canela. Ap6s 2 horas houve
aumento de aproximadamente 3 log, enquanto que o tratamento com 0,04% de OE de canela
praticamente se manteve estavel e o tratamento com 1,00% de 6leo apresentou reducdo de 3

log.

Tabela 1. Contagem de células viaveis de L. rhamnosus apds o tratamento da cultura com

6leo essencial (OE) de canela.

Tempo (h) Descricdo Log

0 Controle 8,67+ 0,33
Tratado com 0,04% de OE 9,38 + 0,16
Tratado com 1,00% de OE 9,84 + 0,06

2 Controle 11,48% + 0,28
Tratado com 0,04% de OE 9,27° + 0,09
Tratado com 1,00% de OE 6,88° + 0,06

24 Controle 9,29°+ 0,21
Tratado com 0,04% de OE 4,32"£0,09
Tratado com 1,00% de OE <1,009 £ 0,00

letras Iguals na mesma coluna indicam que as medianas sao estatisticamente iguais (p<0,05).

Apds 24 horas a cultura controle teve um decréscimo na contagem, aproximando-se do
valor referente ao tempo 0. Ja o tratamento com 0,04% de OE de canela observou-se uma
reducdo significativa de 5 log em relacdo aos tempos 0 e 2 horas. Mesmo apresentando apenas
acdo bacteriostatica apds 2 horas de contato, 0 OE de canela em concentracdo referente ao

CIM demonstrou ser bactericida apds 24 horas, demonstrando que o tempo de contato entre
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bactéria e 0 OE é um dos fatores para a efetividade da atividade antimicrobiana dos OE, de
acordo com os apontamentos de Moreira, Ponce, Del Valle, & Roura (2005).

Quando considerado o tratamento de 1,00% de OE de canela, apds as 24 horas de
incubacéo néo foi visualizada a formacéo de col6nias nas placas semeadas com as dilui¢cdes e
com 0,1ml da prépria cultura, sendo considerada a contagem como menor que 10 UFC/m.
Essa concentragcdo de OE foi apontada por Smith-Palmer, Stewart, & Fyfe (2001) e Burt
(2004) como necessaria para a aplicagdo de OEs como antimicrobianos em sistemas
complexos da matriz alimentar. Entretanto, essas observagdes revelam-se negativas para o0 uso
de OEs em alimentos probidticos, ja que é indesejavel a acdo bactericida contra o L.

rhamnosus.

3.3. Microscopia eletronica de transmissao

Neste estudo, as células de L. rhamnosus apresentaram-se com estrutura tipica de bactérias
Gram positivas quando visualizadas por microscopia eletronica de transmissdao (Figura 2),
com parede celular uniforme. As células do tratamento com 0,04% de OE de canela exibiram
certa perda de uniformidade da parede celular e pequenos pontos de extravasamento de

conteudo citoplasmatico (Figura 3).

(@) (b) (©)
Figura 2. Células de L. rhamnosus fotografadas por microscopia eletrdnica. (a) aumento de
8400x. (b) aumento de 11500x. (c) aumento de 31000x.
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(@) (b) (c)
Figura 3. Células de L. rhamnosus tratadas com 0,04% de OE de canela fotografadas por

microscopia eletronica. (a) aumento de 11500x. (b) aumento de 15500x. (c) aumento de
15500x.

AlteracGes mais severas foram observadas nas células tratadas com 1,00% de OE de
canela (Figura 4). Importantes pontos de ruptura da membrana citoplasmatica foram
observados, sendo mais pronunciado esse efeito nas regides polares. Consequentemente
houve extravasamento citoplasmatico, como o observado por Rasooli, Rezae, & Allameh

(2006) quando trataram células de Listeria monocytogenes com OE de tomilho a 125ppm.

(@) (b) (©)
Figura 4. Células de L. rhamnosus tratadas com 1,00% de OE de canela fotografadas por

microscopia eletrénica. (a) aumento de 15500x. (b) aumento de 15500x. (c) aumento de
21500x.

Ao redor das células foi possivel visualizar pontos em que possivelmente houve
aumento da permeabilidade da membrana celular, com aglomerados externos de constituintes
celulares nas proximidades, efeitos observados por Moosavy et al. (2008) em células de
Salmonella Typhimurium e Staphylococcus aureus tratadas com 3uL/ml de OE de Zataria

multiflora B., uma planta tipica do Ira.
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4. Conclus6es

O OE de canela exerceu atividade antimicrobiana em cultura de L. rhamnosus, com
decréscimo nas células viaveis tanto em concentragdo relativa ao valor de CIM quanto em
concentracdo necessaria para ter efeito quando aplicado em alimentos, a qual apresentou
efeitos relevantes de perda de uniformidade da parede celular com provavel ruptura da
membrana citoplasmatica, com extravasamento celular. Por se tratar de uma bactéria
probidtica, esses efeitos verificados in vitro sdo considerados indesejaveis no caso da
aplicacdo de OE de canela como conservante em alimentos funcionais que contenham o L.

rhamnosus.
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Cell enumeration and visualization by transmission electron microscopy of
Lactobacillus rhamnosus treated with cinnamon (Cinnamomum zeylanicum

B.) essential oil

Abstract

The use of essential oils (EOs) in functional foods containing probiotic
microorganisms must consider the antimicrobial activity of these oils against
beneficial bacteria such as Lactobacillus rhamnosus. This study aimed to evaluate
the sensitivity of L. rhamnosus cultures treated with cinnamon EO through viable
cell counts and visualization by transmission electron microscopy. Cinnamon EO
at a concentration of 0.04% had a bacteriostatic activity after 2 h of incubation.
Although slight alterations were detected in the cell structure, this concentration
was considered to be bactericidal since it led to a significant reduction in cell
numbers after 24 h. On the other hand, cinnamon EO at a 1.00% concentration
decreased cell counts by 3 log units after 2 h incubation and no viable cell count
was detected after 24 h. Transmission electron microscopy indicated that cells
treated with 1.00% cinnamon EO were severely damaged and presented cell
membrane disruption and cytoplasmic leakage.

Keywords: essential oils; probiotic foods; Lactobacillus rhamnosus.
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1. Introduction
Essential oils (EOs) are complex volatile compounds characterized by a strong flavour. They
are formed as secondary metabolites in aromatic plants and are known for their antiseptic,
bactericidal, fungicidal, antiviral and medicinal properties (Bakkali, Averbeck, Averbeck, &
Idaomar, 2008).

Essential oils have also been used in foods and they have been employed as
flavourings and natural preservatives. Cinnamom EO has shown antimicrobial actions against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli with Minimum Inhibitory Concentrations for
90% samples (MICggy) equal to 0.047% and 0.09% (v/v), respectively (Silva, Ushimaru,
Barbosa, Cunha, & Fernandes Janior, 2009).

However, the application of EOs in functional foods must consider any undesirable
antimicrobial effects against probiotic bacteria. In order to have beneficial effects, probiotic
bacteria must be viable and at high concentrations of at least 10° CFU/g product (Szymanski
et al., 2006).

The main microorganisms that are considered to be probiotic are Lactobacillus and
Bifidobacterium, which can be incorporated into foods alone or combined (Shah, 2007).
Several functional properties are associated with L. rhamnosus.

The beneficial effects of L. rhamnosus emphasize the importance of maintaining the
cell integrity of this bacterium in functional products of interest when considering the
application of EOs as preservatives. Thus, the aim of this study was to investigate the
sensitivity of L. rhamnosus cultures treated with cinnamon EO based on viable cell

enumeration and visualization by transmission electron microscopy.

2. Results and Discussion
Cinnamon EO presented a density of 1.0049 g/ml and its chemical composition, obtained by
gas chromatography-mass spectrometry, showed that 89.58% of the compounds were
identifiable: cinnamaldehyde was the major component (67.58%), followed by cinnamyl
acetate (6.49%). Prabuseenivasan, Jayakumar, & Ignacimuthu (2006) found 52.4%
cinnamaldehyde in cinnamon EO, while Chang, Chen, & Chang (2001) detected 76%
cinnamaldehyde in the EO extracted from cinnamon leaves.

Cell counts were performed at 0, 2, and 24 h after contact between the EO and L.
rhamnosus cultures. Initially, the control culture had a lower viable cell count than the
treatments with 0.04% and 1.00% cinnamon EO. After 2 h, there was an increase in the

control cell count of around 3 log units, whereas the treatment with 0.04% cinnamon EO
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remained almost stable and the treatment with 1.00% cinnamon EO showed a decrease of 3
log units.

After 24 h, the control culture showed a decrease in the cell count, which was close to
the value obtained at 0 h. The treatment with 0.04% cinnamon EO led to a significant
decrease of 5 log units relative to times 0 and 2 h. Although the cinnamon EO only had a
bacteriostatic action after 2 h of contact, it was bactericidal at the concentration corresponding
to the MIC after 24 h, demonstrating that the length of contact between the bacterium and the
EO is a factor for the effectiveness of the antimicrobial activity of the EO, as stated by
Moreira, Ponce, Del Valle, and Roura (2005).

Regarding the treatment with 1.00% cinnamon EO, no colony formation was observed
on the plates sown with this dilution and with 0.1 ml of the culture itself after 24 h of
incubation, and the cell count was considered as being lower than 10 CFU/ml. This
concentration of the EO was reported by Burt (2004) as being necessary for an antimicrobial
action in complex food systems. However, these findings are negative for the use of EOs in
probiotic foods, since bactericidal action against L. rhamnosus is undesirable.

In the present study, the structure of L. rhamnosus cells treated with 0.04% cinnamon
EO showed a certain loss of cell wall uniformity and small areas of cytoplasmic leakage when
observed by transmission electron microscopy. More severe alterations were observed in cells
treated with 1.00% cinnamon EO. Important areas of cytoplasmic membrane disruption were
detected, especially in the polar regions. Consequently, cytoplasmic leakage occurred, as
observed by Rasooli, Rezae, and Allameh (2006) in Listeria monocytogenes cells treated with
thyme EO at 125 ppm.

Areas that were most likely to have increased membrane permeability were observed
around the cells, including in nearby outer clusters of cell components, as observed by
Moosavy et al. (2008) in Salmonella typhimurium and Staphylococcus aureus cells treated

with 3 ul/ml of Zataria multiflora B. EO, a typical plant in Iran.

3. Conclusions

Cinnamon EO had antimicrobial activity on L. rhamnosus cultures, causing decreased
numbers of viable cells both at the concentration relative to the MIC value and at the
concentration required to have an effect when applied in foods. The 1.00% concentration had
damaging effects, i.e. a loss of cell wall uniformity with probable cytoplasmic membrane

disruption and cell leakage. Because L. rhamnosus is a probiotic bacteria, these in vitro effects
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are undesirable in the case of cinnamon EO being used as a preservative in functional foods

containing L. rhamnosus.
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Cell enumeration and visualization by transmission electron microscopy of
Lactobacillus rhamnosus treated with cinnamon (Cinnamomum zeylanicum

B.) essential oil

Abstract

The use of essential oils (EOs) in functional foods containing probiotic
microorganisms must consider the antimicrobial activity of these oils against
beneficial bacteria such as Lactobacillus rhamnosus. This study aimed to evaluate
the sensitivity of L. rhamnosus cultures treated with cinnamon EO through viable
cell counts and visualization by transmission electron microscopy. Cinnamon EO
at a concentration of 0.04% had a bacteriostatic activity after 2 h of incubation.
Although slight alterations were detected in the cell structure, this concentration
was considered to be bactericidal since it led to a significant reduction in cell
numbers after 24 h. On the other hand, cinnamon EO at a 1.00% concentration
decreased cell counts by 3 log units after 2 h incubation and no viable cell count
was detected after 24 h. Transmission electron microscopy indicated that cells
treated with 1.00% cinnamon EO were severely damaged and presented cell
membrane disruption and cytoplasmic leakage.

Keywords: essential oils; probiotic foods; Lactobacillus rhamnosus.
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1. Experimental

1.1. Cinnamon EO extraction and chemical analysis using gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS)

Cinnamon (Cinnamomum zeylanicum B.) bark was obtained from local plants, planted for
commercial purposes, and a voucher was deposited in the Botany Department of the
Bioscience Institute (BOTU-3442). The EO was extracted via hydro-distillation in a modified
Clevenger-type apparatus (model MA480 Marconi - Brazil). The density of the oil was
determined by weighing the volume of 1 ml (Fonseca & Librandi, 2008). The chemical
composition was analysed in a mass spectrometer attached to a Shimadzu - Japan model
QP5050A gas chromatograph (GC-MS) with a CBP-5 (50 m x 0.25 mm % 0.25 pum) capillary
column. The temperature of both the injector and the interface was 250 °C, the detector was
operated in the electron impact (EI) ionization mode at 70 eV, and He was used as the carrier
gas. The chromatographic conditions for the cinnamon EO were 60 °C initial temperature,
heating up to 160 °C (at a rate of 3 °C min™), heating up to 220 °C (15 °C min™), and
maintenance of 220 °C for 20 min. The components of the EO were identified (Figure 1)
based on the NIST (National Institute of Standards and Technology, MD, USA) library for
mass spectrum analysis and also on the data available in the literature (Adams, 1989).

1.2. Culture preparation
The treatment of L. rhamnosus cultures with cinnamon EO was based on an adaptation of the
method described by Moosavy et al. (2008).

The L. rhamnosus strain ATCC 9595 was obtained from the collection of reference
microorganisms at Oswaldo Cruz Foundation (Rio de Janeiro, Brazil). It was first inoculated
in Tryptic Soy Broth (TSB, Difco) and Tryptic Soy Agar (TSA, Difco) and then incubated at
37 °C for 48 h to assess its purity and viability. The choice of these media was based on the
data submitted by Bujalance, Jiménez-Valera, Moreno & Ruiz-Bravo (2006), in which L.
plantarum, L. casei and L. fermentum isolated strains and other selected bacteria showed a
higher number of viable cells in enriched TSA medium compared with MRS agar.

Then, a loopful was inoculated in 3 ml Brain Heart Infusion medium (BHI, Difco) and
again incubated at 37 °C for 48 h to achieve the high cellular concentration necessary for
preparing the sample for electron microscopy, according to the method described by Moosavy
et al. (2008).
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Following incubation, and besides the control, two extreme concentrations of
cinnamon EO were added to the culture. The lowest concentration was set at 0.04%, relative
to the MIC determined by the microdilution method on ELISA microplates (CSLI/NCCLS,
2005) using BHI medium plus 0.5% Tween 80; the concentrations of 0.025, 0.04, 0.06, 0.08,
0.10, 0.20, 0.40, 0.80, 1.00, 1.50 and 2.00% (v/v) were prepared in final volumes of 200 pl.
Positive (bacteria plus culture medium) and negative (culture medium only) control assays
were carried out, as well as control assays for EO sterility (medium plus oils). The bacterial
inoculum was standardized in 0.85% sterile saline solution according to 0.5 on McFarland’s
scale, resulting in a bacterial suspension of around 1.5 x 10® CFU/ml from the culture
obtained after incubation at 37 °C for 48 h. The standardized bacterial suspension was
inoculated in 2 pl volumes, producing an initial count of around 10° CFU/ml in a volume of
200 pl. After incubation at 35 °C for 24 h, a redox indicator (0.01% resazurin) was added for
the reading; a blue colouration indicated a negative result for bacterial growth, whereas a pink
colouration indicated a positive result. In this case, the MIC was considered as the
concentration that resulted in no bacterial growth after the incubation period.

The highest concentration was set at 1.00% because a concentration higher than the
MIC is required for antimicrobial effects in foods, as reported by Smith-Palmer, Stewart, &
Fyfe (2001), who observed that concentrations between 0.50 and 1.00% of the studied EO
were needed to successfully inhibit microbial food contaminants.

The cultures treated with cinnamon EO and the control were kept at room temperature
(around 25 °C) for 2 h. Three replicates were used for the viable cell count and one replicate

was used for electron microscopy.

1.3. Viable cell count

Serial dilutions were prepared from 107 of each treatment and the control. The first dilution
was prepared with 0.1 ml aliquots removed before the addition of EO, after 2 h of contact
with the oil and at the end of 24 h of contact with the oil.

The dilutions were used for viable cell counts by means of surface sowing on Petri
plates containing TSA (Difco) medium enriched with 1% yeast extract. For the treatment with
1.00% cinnamon EO, 0.1 ml of the culture was directly sown onto plates containing a culture
medium for cell counts based on the intense antimicrobial activity of this oil reported in the

literature.
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The plates were incubated at 35 °C for 48 h and the colony-forming units were counted
and expressed as log units (CFU/ml) (Downes, 2001).

The values obtained in the viable cell count were subjected to analysis of variance
(ANOVA) and Tukey’s test in SAS software; they are shown in Table 1.

1.4. Transmission electron microscopy

After 2 h of contact between the culture and cinnamon EO, the samples were prepared for
transmission electron microscopy based on an adaptation of the method described by
Moosavy et al. (2008). Prefixation was performed by adding 3 ml 2.5% glutaraldehyde in
phosphate buffer 0.1M (PBS, pH 7.2) for 24 h. Then, the cultures were centrifuged at 1500 x
g for 20 min to obtain pellets. The supernatant was discarded and the pellets were added to 3
ml of fixative prepared with a solution of 2% glutaraldehyde in phosphate buffer 0.1M (pH
7.3), and kept at 4 °C for 24 h. The material was subjected to post-fixation in a solution of 1%
osmium tetroxide in phosphate buffer 0.1M (pH 7.3) for 2 h; then, this material was
dehydrated in an increasing series of acetone and embedded in Araldite®. Ultra-thin sections
were stained with uranyl acetate and lead citrate. The samples were analysed and

photographed under a transmission electron microscope (CM 100, Philips).
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Table S1. Viable cell count for L. rhamnosus cultures treated with cinnamon essential oil

(EO) after a period of contact with the EO.

Time (h)  Description Log units

0 Control 8.67°+0.33
Treated with 0.04% EO 9.38"° +0.16
Treated with 1.00% EO 0.84° + 0.06

2 Control 11.48% +0.28
Treated with 0.04% EO 9.27°+0.09
Treated with 1.00% EO 6.88° + 0.06

24 Control 9.29°+0.21
Treated with 0.04% EO 4.32" +0.09
Treated with 1.00% EO <1.009 + 0.00

same letters in the same column indicate statistically equal medians (p<0.05).
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Figure S1. The GC-MS chromatogram obtained for cinnamon EO that was used to identify its

compounds; 88.59% of the compounds were identified. Peak 2: a-pinene (1.62%); 3:
camphene (0.79%); 5: B-pinene (0.93%); 6: cymene (0.17%); 7: limonene (1.11%); 8: cineol
(3.31%); 9: linalool (0.55%); 12: borneol (0.50%); 13: terpinen-4-ol (1.22%); 15: a-terpinene
(1.43%); 17: cinnamaldehyde (67.58%); 19: eugenol (1.82%); 22: caryophyllene (0.88%); 23:

cinnamyl acetate (6.49%); 25: a-humulene (0.19%).
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Figure S2. Lactobacillus rhamnosus cells photographed by electron microscopy - x11500
magnification: (a) control, (b) treated with 0.04% cinnamon EO, (c) treated with 1.00%

cinnamon EO.
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