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RESUMO

Foi estudado o efeito antimicrobiano de 6leos essenciais de orégano
(Origanum vulgare) e capim-limdo (Cymbopogon citratus) sobre Salmonella
enterica Enteritidis S64 in vitro e inoculada em carne moida bovina sob
refrigeracdo durante seis dias de armazenamento. Foi verificada a acdo destes
O0leos também sobre a microbiota acompanhante, no ultimo dia de
armazenamento. Os Oleos essenciais utilizados foram extraidos através de
hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger modificado, e o teste in vitro foi feito
baseado no método de Difusdo Cavidade em Agar. Obteve-se, assim, a
Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) que foi igual a 0,39% v/v para os dois
0leos. A partir desse resultado, foi estipulada a concentragdo minima e maxima
para o tratamento de amostras de carne moida bovina inoculada com Salmonella
enterica Enteritidis S64 na concentragio de 10° UFC/g, estocada por 6 dias sob
refrigeracdo (7°C). Nos dias 0, 1, 2, 4 e 6 dias de armazenamento, foram feitas
analises microbiologicas a fim de quantificar a populagdo de Salmonella
remanescente na carne e associar com o efeito antimicrobiano dos o6leos.
Paralelamente, foi observada a evolugdo da microbiota psicrotroéfica na amostra
controle (sem 6leo e sem inoculo) e o efeito dos oleos sobre microrganismos
psicrotréficos no sexto dia de armazenamento na carne inoculada com
Salmonella. Ambos os o6leos foram efetivos na reducdo da populacdo do
patdégeno e da microbiota psicrotrofica. As concentragdes de 1,56% e 3,125%
v/p do 6leo de capim-limdo mostrou atividade bactericida de 100% contra
Salmonella, logo nas primeiras horas de contato (tempo 0). Ja o 6leo de orégano
conseguiu 0 mesmo resultado com um dia de armazenamento na concentraco
de 3,125% e de quatro dias para 1,56%. A maior reducdo da microbiota
psicrotréfica foi conseguida pelo tratamento com orégano na concentragdo
3,125% p/v, que apesar de ndo a eliminar por completo, conseguiu a maior
reducdo (5,19 Log UFC).

Palavras-chave: Microbiologia de alimentos. Seguranca alimentar. Acdo
bactericida. Carne.



ABSTRACT

Was studied the antimicrobial effect of essential oils of oregano
(Origanum vulgare) and lemongrass (Cymbopogon citratus) against Salmonella
enterica Enteritidis S64 in vitro and inoculated in ground beef under
refrigeration during six days of storage. It was found the action of these oils also
on the accompanying microbiota, in the last day of storage. The essential oils
were extracted by hydrodistillation in a modified Clevenger apparatus, and in
vitro test was done based on the method of Agar Diffusion cavity. Was obtained
thus the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) that was equal to 0.39% v/v
for the two oils. From this result, it was stipulated the minimum and maximum
concentration for the treatment of samples of ground beef inoculated with
Salmonella enterica Enteritidis S64 in concentration of 10° CFU /g, stored for 6
days under refrigeration (7°C). On days 0, 1, 2, 4 and 6 days of storage,
microbiological tests were performed to quantify the population of Salmonella
in meat and remaining associated with the antimicrobial effect of the oils. In
parallel was observed the evolution of psychrotrophic microorganisms in a
control sample (without oil and without inoculum) and the effect of oils on
psychrotrophic microorganisms on the sixth day of storage on meat inoculated
with Salmonella. Both oils were effective in reducing the pathogen population
and psychrotrophic microorganisms. Concentrations of 1.56% and 3.125% v/w
oil lemongrass showed bactericidal activity 100% against Salmonella, soon in
the first hours of contact (time 0). But the oil of oregano has achieved the same
result with one day of storage at a concentration of 3.125% and 1.56% for four
days. The largest reduction of psychrotrophic microbiota was achieved by
treatment with oregano concentration 3.125% v/w, which although not eliminate
altogether, achieved the largest reduction (5.19 Log CFU).

Keywords: Food microbiology. Food safety. Bactericidal. Meat.
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1 INTRODUCAO

A came bovina in natura é amplamente consumida no Brasil,
caracterizando-se por ser importante fonte de aminoacidos essenciais e
vitaminas do complexo B da dieta do brasileiro. Entretanto, seu preco no
mercado tem tido recorrentes aumentos, principalmente os cortes nobres, ditos
carnes de “primeira”. Dessa forma, a carne moida se apresenta como uma op¢ao
barata e nutritiva para aqueles com menor poder aquisitivo, visto que o processo
de moagem pode melhorar caracteristicas como maciez e palatabilidade de
cortes carneos “menos nobres ou de segunda”. Entretanto, devido ao excesso de
manipulacdo, associado as suas caracteristicas intrinsecas como pH, atividade de
agua e composicao centesimal, a carne moida estd sujeita tanto a contaminagao
por bactérias deteriorantes quanto por patogénicas. Dentre as possiveis bactérias
causadoras de infec¢do alimentar que podem estar presentes neste produto, a
Salmonella ¢ uma das que mais preocupam tanto os industrializadores de
alimentos, quanto os consumidores e 6rgaos responsaveis pela satide publica. A
legislagdo brasileira ¢ muito rigida no que tange os limites permitidos para esta
bactéria nos alimentos. Assim a Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria
(ANVISA) em sua Resolugdo RDC n° 12, que estabelece os padrdes
microbioldgicos sanitarios para alimentos, estipulou auséncia de Salmonella em
carne e produtos carneos (BRASIL, 2001).

A Salmonella ¢ uma bactéria da familia Enterobacteriaceae, anaerobia
facultativa, Gram negativa, ndo produtora de esporos e tem a forma de bastonete
curto. E responsavel por diversos surtos de salmonelose niio s6 no Brasil como
em todo o mundo, sendo seu principal habitat o trato gastrintestinal de humanos
e animais. Apesar de ser uma bactéria mesoéfila, ela consegue se manter viavel

mesmo em baixas temperaturas (até¢ 5°C). Assim, a refrigeracdo, método mais
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utilizado para conservagdo de alimentos pereciveis como a carne, nio € capaz de
reduzir a quantidade deste patdgeno se ele estiver presente.

Neste contexto, a utilizacdo de aditivos naturais como os oOleos
essenciais pode ser uma alternativa eficiente no controle do patdogeno em
alimentos como a carne, visto que o consumidor atual vem preferindo este tipo
de aditivo em detrimento de preservantes quimicos, que sdo sabidamente
prejudiciais a satide. Oleos essenciais sio substincias lipofilicas volteis e
odoriferas, extraidos de partes de plantas, com atividades antimicrobiana e
antioxidante comprovadas.

Diante do exposto, este trabalho objetivou avaliar o efeito
antimicrobiano dos 0leos essenciais de orégano (Origanum vulgare) e capim-
limdo (Cymbopogon citratus) frente a Salmonella enterica Enteritidis S64
inoculada em carne moida bovina refrigerada e os reflexos dessa acdo sobre a

microbiota psicrotrofica acompanhante no tltimo dia de estocagem.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O Mercado da carne bovina

A atividade pecuaria se desenvolveu no Brasil na época da colonizagao,
surgindo como atividade secundaria e de suporte a produgdo de outras culturas.
A dindmica da criagdo de gado localizou-se inicialmente no Nordeste, migrando
posteriormente para a regido Sul e Sudeste e, recentemente, para o Centro-Oeste
brasileiro. De acordo com Furtado (2001), o modelo de acumulagao de capital da
economia criatéria induzia a uma permanente expansao, transformando-se em
um fator fundamental de penetra¢do e ocupagéo do interior brasileiro.

A pecudria de corte ocupa hoje posicao de destaque na economia € no
comércio internacional. Apesar de aproximadamente 80% da producdo de carne
bovina ser destinada ao mercado interno, o crescimento expressivo das
exportacdes nos ultimos anos, tem contribuido para gerar os crescentes
superavits da balanca comercial brasileira. Em 2009, a produgdo mundial de
carne bovina e bufalina, processada pela industria frigorifica no mundo foi de
65,9 milhdes de toneladas. Deste total, 9,2 milhdes de toneladas (14%) foram
processadas pelo Brasil, segundo dados da Associagdo Brasileira das Industrias
Exportadoras de Carne — ABIEC (2010). Ainda segundo a associagdo, esse
volume coloca o Pais na terceira colocagido do ranking global que tem nas duas
primeiras colocagdes os EUA (21%) e a Unido Européia, reunindo 27 paises
(15%), além de China (11%), Argentina (6%), India (5%), Russia e México
(3%), entre outros. Os principais destinos da carne brasileira in natura séo: a
Russia, Ird, Hong Kong, Egito, Venezuela e Argélia. J4 a carne industrializada
tem como principais destinos os EUA, Reino Unido, Italia, Holanda e Japao
(ABIEC, 2010). S6 nos primeiros seis meses de 2010, o acumulado das

exporta¢des de carnes congeladas desossadas de bovinos chegou a mais de US$
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1,61 bilhdo, e carnes desossadas frescas ou refrigeradas US$ 224.679.140 no
mesmo periodo (MINISTERIO DO DESENVOLVIMENTO, INDUSTRIA E
COMERCIO EXTERIOR - MDIC, 2010).

De acordo com o Regulamento de Inspe¢do Industrial e Sanitiria de
Produtos de Origem Animal, artigo 17 (BRASIL, 1997) entende-se como carne
de agougue as massas musculares maturadas e demais tecidos que as
acompanham, incluindo ou ndo a base 6ssea correspondente, procedentes de
animais abatidos sob inspecdo veterinaria.

Do ponto de vista nutritivo, a carne caracteriza-se pela natureza das
proteinas que a compde, sendo uma importantissima fonte de proteinas de alta
qualidade e valor bioldgico, devido a sua riqueza em aminodcidos essenciais.
Além disso, contém gordura, vitaminas do complexo B e minerais, sobretudo o

ferro (PARDI et al., 2001).

2.2 Carne moida bovina

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA), em sua Instru¢ao Normativa n° 83, carne moida é definida como sendo
o produto carneo obtido a partir da moagem de massas musculares de carcagas
de bovinos, ou bufalinos, seguido de imediato resfriamento ou congelamento
(BRASIL, 2003). Trata-se de um produto cru, resfriado ou congelado.

Houve um aumento no consumo de carne moida, tanto em paises
desenvolvidos, como nos paises em desenvolvimento, dado ao fato dela ser uma
forma melhor e mais conveniente de se aproveitar as carnes menos nobres, além
de ser de baixo preco e permitir a inclusdo de substincias mais baratas, como
amidos, farinhas e derivados protéicos vegetais, como soja (ALMEIDA;
SCHNEIDER, 1983).
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A carne moida destaca-se dentre os produtos carneos, pela sua
aceitabilidade e por se caracterizar como produto popular, sendo acessivel a
faixa da populagdo com menor poder aquisitivo, além de poder ser usada em
refeicdes de maneira pratica e variada (MOTTA; BELMONTE; PANETTA,
2000). Porém, se as condigdes ao desenvolvimento microbiano forem
favoraveis, a carne moida e os alimentos a ela misturados podem representar um
risco a saude daqueles que a consomem (ALMEIDA; SCHNEIDER, 1983).

E sabido que as carnes fragmentadas ou moidas acham-se com maior
frequéncia de contaminagdo do que as carnes inteiras, correspondente aos
mesmos animais (FRAZIER; WESTHOFF, 1993; OLIVEIRA et al., 2008).
Neste processo tem-se um grande aumento na superficie de contato do alimento,
0 que o expde ainda mais a contamina¢do. Além disso, a carne fragmentada tem
potencial de 6xido-reducao positivo, ja que esta mais em contato com o oxigénio
do que a carne compactada, o que facilita o desenvolvimento de micro-
organismos aerobios ou facultativos. Um agravante é o fato de que muitos
micro-organismos patogénicos e deteriorantes sdo facultativos, ou seja,
preferem, para seu metabolismo, condi¢des aerdbias, mas a anaerobiose do meio
nao impede o seu desenvolvimento (FEHLHABER; JANETSCHKE, 1992). Por
isso, ha necessidade de atentar para as condigdes higiénico-sanitarias durante
todo o processo de obten¢do da carne, da sangria dos animais até a mesa do
consumidor (KHALAFALLA; GERGIS; EL-SHERIF, 1993).

Outro fator relevante quanto ao risco de disseminagdo de micro-
organismos pela carne moida ¢ o fato dela muitas vezes ser proveniente de
outras carnes que sofreram grande manipulagdo nos mercados e agougues, além
de, em alguns casos, ter sofrido abusos de temperatura por longos periodos
(RITTER; SANTOS; BERGMANN, 2001).

A higiene dos equipamentos e utensilios utilizados na manipulacao da

carne ¢ um ponto critico na obtengdo de carne moida de qualidade. A presenca
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de bactérias pertencentes ao grupo dos coliformes totais e termotolerantes, além
de patdégenos como Salmonella em carnes demonstra que ha um grande risco a

saude de consumidores (LOGUERCIO; SILVA; ALEIXO, 2002).

2.3 Micro-organismos encontrados na carne

Por propiciar um excelente habitat para o desenvolvimento de micro-
organismos e ser amplamente consumido pela populagdo, a carne bovina é um
dos alimentos mais frequentemente envolvidos em surtos de toxinfecg¢des
alimentares (GERMANO; GERMANO, 2001). A composi¢do da carne ¢
complexa e rica em nutrientes (dgua 75%; proteinas 19%; lipideos 2,5%;
carboidratos 1,2%; componentes nitrogenados soliveis 1,6%; componentes
inorganicos 0,6%; vitaminas tragos); alta atividade de d4gua (Aa),
aproximadamente 0,99 e pH proximo da neutralidade (PRANDL et al., 1994).
Estas caracteristicas satisfazem as exigéncias minimas para o desenvolvimento
tanto de bactérias deteriorantes quanto patogénicas, além de fungos e leveduras.

A microbiota da carne depende das condi¢des nas quais os animais
foram criados, abatidos e processados (SILVA, 1997). A manipulacio
inadequada constitui-se em um dos principais fatores para a disseminacao de
Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA). Dentre as causas mais comuns
encontram-se a ma utilizacdo da temperatura no preparo e na conservagao dos
alimentos, a contaminagdo cruzada, a higiene pessoal deficiente, a preparacio
dos alimentos com muita antecedéncia ao seu consumo, a limpeza inadequada de
equipamentos e utensilios e o contato de manipuladores infectados com os
alimentos (CHESCA et al., 2004; OLIVEIRA;GERMANO; GERMANO, 2004;
OLIVEIRA et al., 2008).

Os tecidos de animais saudaveis, exceto a superficie externa, trato

gastrintestinal e as vias respiratdrias, contém poucos micro-organismos gragas
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aos mecanismos de defesa que controlam com eficiéncia a multiplicacdo dos
agentes infecciosos em animais vivos. No entanto, a carne ¢ contaminada
quando had contato com a pele, pelo, patas, conteido gastrintestinal,
equipamentos e utensilios, maos e roupas de operarios, agua, carcacas e ar dos
locais de abate e armazenamento (ROCA; SERRANO, 1995).

A microbiota normal da pele, ¢ os micro-organismos do solo e fezes,
constituem os contaminantes das carcacas. Cita-se as leveduras, os membros das
familias  Bacillaceae, Micrococaceae, Enterobacteriaceae, além de
Corynebacterium, Moraxella, Acinetobacter, Flavobacterium e Listeria sp.,
sendo as bactérias mesofilas as predominantes (GIL, 2002). Dentre os géneros
bacterianos mais comumente encontrados na carne moida estdo: Escherichia,
Salmonella, Pseudomonas, Clostridium e Staphylococcus além de fungos
filamentosos e leveduriformes (FRAZIER; WESTHOFF, 1993).

Em carnes processadas e mantidas sob refrigeracdo, ¢ grande a
proliferacdo de micro-organismos psicrotréficos. Estes sdo capazes de crescer a
temperaturas entre 0 e 7°C, apesar de apresentarem temperatura 6tima acima de
20°C. No método cultural de quantificacdo de bactérias psicrotroficas em
alimentos, elas produzem crescimento visivel a 7+1°C no prazo de 7 a 10 dias,
independente de sua temperatura 6tima. As principais bactérias psicrotroficas
incluem desde cocos e batonetes, esporogénicos ou ndo, aerdbios e anaerobios
(SILVA et al., 2007). Os psicrotréficos mais comumente encontrados em carnes
sdo Acinetobacter, Aeromonas, Carnobacterium, Brochothrix, Lactobacillus,
Leuconostoc, Listeria e Pseudomonas, sendo esta (ltima mais recorrente nestes
produtos (COATES et al., 1995; SILVA et al., 2007). A deterioragdo de carnes
refrigeradas ¢ causada, em parte, por espécies de Pseudomonas, que sdo
responsaveis por “off-flavors”, descoloragdo, producdo de gas e limo

(OUSSALAH et al., 20006).
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Entre as doencas transmitidas pela carne e outros produtos de origem
animal, destacam-se as zoonoses (doencas ou infecgdes naturalmente
transmissiveis entre os animais vertebrados ¢ o homem) especialmente a
tuberculose, a brucelose e a cisticercose; as toxinfec¢des alimentares, que sdo
provocadas por bactérias (Salmonella spp., Yersinia enterocolitica, Listeria
monocytogenes, Campylobacter jejuni), ou suas toxinas (Staphylococcus aureus,
Clostridium perfrigens) (MONTEIRO et al., 2004).

Recentes estudos tém demonstrado que a prevaléncia de E. coli
0157:H7 e Salmonella spp. na pele bovina pode ser alta, e a mesma atua como
fonte potencial de contaminagdo das carcacas durante a esfola (AVERY et al.,
2002).

2.4 Salmonella spp.

Salmonella é o principal agente de doengas de origem alimentar em
varias partes do mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2005) e
também no Brasil. A Resolugdo RDC n° 12, que estipula os padrdes
microbioldgicos para alimentos, estabelece auséncia de Salmonella sp. em
carnes resfriadas, ou congeladas, in natura, de bovinos, suinos e outros

mamiferos (BRASIL, 2001).

2.4.1 Taxonomia e caracteristicas do micro-organismo

A Salmonella ¢ uma bactéria da familia Enterobacteriaceae, anaerobia
facultativa, Gram negativa, ndo produtora de esporos e tem a forma de bastonete
curto. A maioria ¢ movel, com flagelos peritriquos, a excegdo da S. gallinarum e
S. pullorum. Esse género fermenta a glicose, produzindo acido e gas, porém

incapaz de fermentar a lactose e a sacarose (FORSYTHE, 2002), além de ser
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capaz de utilizar o citrato como unica fonte de carbono (FRANCO;
LANDGRAF, 1996). A temperatura oOtima de crescimento ¢ de
aproximadamente 38°C e a minima de 5°C. Como ndo formam esporos, sdo
relativamente termossensiveis, podendo ser destruidas a 60°C, por 15 a 20
minutos (FORSYTHE, 2002).

Este género ainda apresenta oxidase negativa, catalase positiva, indol
negativo, Voges-Proskaeur (VP) negativa, Vermelho de Metila (VM) negativo,
Citrato de Simmons positivo, producdo de H,S, ndo hidrolisa uréia, reduz
nitrato, crescimento em KCN, ¢ a utilizacdo de malonato ¢ inconstante. Os
carboidratos geralmente fermentados sdo glicose, arabinose, maltose, manitol,
manose, sorbitol e xilose (LAZARO et al., 2008). O pH o6timo para
multiplicagdo das salmonelas fica proximo de 7,0, sendo que valores superiores
a 9,0 e inferiores a 4,0 sdo bactericidas. Dependendo da natureza do &cido
utilizado para acidifica¢do, o pH minimo pode subir para 5,5, e concentragdes de
sal superiores a 9% ndo sdo toleradas por essa bactéria (FRANCO;
LANDGRAF, 1996).

A designagdo do género Salmonella foi adotada em 1900 por Ligniéres
em homenagem a Daniel Salmon, o qual isolou o micro-organismo conhecido
como Salmonella enterica sorovar Choleraesuis de suinos. Sua nomenclatura
teve como orientacdo inicial informacdes relacionadas as condigoes clinicas ou
ao hospedeiro do qual o micro-organismo era isolado. Entretanto, a diversidade
inicial de sorovares que apresentavam etiologia ndo especifica de um
determinado hospedeiro, levou inicialmente a designacdo do mesmo sorovar em
hospedeiros distintos, em locais diferentes. A partir do ano de 1920, um grupo
de microbiologistas, liderados por Fritz Kauffmann em Copenhagen e por Philip
Bruce White em Londres unificaram a taxonomia, tendo seu trabalho
reconhecido pelo subcomité de Salmonella da Sociedade Internacional de

Microbiologia em 1933, como esquema de Kauffmann-White. A partir de entdo
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sua nomenclatura sofreu algumas modificagdes tendo por base a utilizagdo de
métodos classicos e métodos moleculares (LAZARO et al., 2008, p. 2).

Existem varias formas de classificagdo de Salmonella, o que torna
bastante confusa a sua compreensdo. O esquema de classificagdo proposto por
Kauffman divide o género em tipos sorologicos em fungdo dos antigenos
somaticos (O), os flagelares (H) e os capsulares (Vi) que apresentam. Ja o
esquema proposto por Edwards e Ewing reconhece apenas trés espécies: S.
Typhi, S. Cholerasuis e S. Enteritidis. Esta tltima abriga todas as demais
salmonelas, que sdo consideradas sorotipos de uma mesma espécie. O esquema
de Le Minor considera que o género Salmonella é formado por apenas uma
subespécie (S.enterica), com sete subespécies (cholerasuis, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae, bongori e indica) (TRABULSI, 1991). Atualmente sdo
reconhecidos cerca de 2510 sorovares incluidos em duas espécies, a S.enterica,
que esta dividido em seis subespécies: S. enterica subsp. enterica, S. enterica
subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S.
enterica subsp. Houtenae e S. enterica subsp. indica; ¢ a espécie S. bongori
(FORSYTHE, 2002; LAZARO et al., 2008 ).

Em 2004 uma nova espécie foi proposta, tendo sido designada
Salmonella subterranea. Seu isolamento foi efetuado em sedimento subterraneo,
de solo com baixo pH na Oak Ridge, Tennessee (LAZARO et al., 2008).

As cepas mais frequentemente envolvidas nas doengas humanas sdo as
de S. enterica subsp. enterica, que tem por habitat os animais de sangue quente e

respondem por 99% das salmoneloses humanas (SILVA et al., 2007).

2.4.2 Epidemiologia

O principal habitat das salmonelas € o trato gastrintestinal de humanos e

animais. Alguns poucos sorotipos sdo restritos a um hospedeiro, como
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Salmonella Typhi, S. Paratyphi A e C, e Salmonella Sendai em humanos; S.
Abortusovis em ovinos; S. Choleraesuis em suinos e S. Dublin em bovinos
S.Pullorum e S.Gallinarum em aves (LAZARO et al., 2008). Quando esses
sorotipos provocam doengas em humanos, o processo geralmente ¢ invasivo e
apresenta risco de vida. A maioria dos sorotipos, entretanto, tem um espectro de
hospedeiros amplos e, tipicamente, provocam gastroenterites sem complicagdes
e sem necessidade de tratamento. Porém, essas infecgdes podem se tornar
severas em criangas, idosos e individuos com o sistema imunolégico debilitado
ou comprometido. Os sorotipos mais importantes na transmissdo dessas
salmoneloses de animais para humanos sdo Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium (SILVA et al., 2007).

De acordo com Franco e Landgraf (1996), as doengas causadas por
Salmonella podem ser subdivididas em trés grupos: (1) Febre Tifoide, causada
por S. Typhi; (2) Febres Entéricas, causadas por S. Paratyphi (A, B, C); (3)
Enterocolites (ou salmoneloses), causadas pelas demais salmonelas. Salmonella
Typhi e Paratyphi provocam septicemia, que tem sido associada com infecc¢des
subsequentes em praticamente todos os 6rgaos humanos. A taxa de mortalidade
da febre tifoide ¢ de 10% e a da maioria das salmoneloses ¢ menor que 1%. O
sorotipo Enteritidis tem apresentado taxa de mortalidade de 3,6%, atingindo
principalmente idosos (SILVA et al.,, 2007). Ainda segundo esses mesmos
autores, nas gastroenterites provocadas por outras salmonelas, os sintomas
ocorrem entre 6 e 48 horas, incluindo febre, dor de cabeca, colicas abdominais,
diarréia, nauseas e as vezes vomito. A duragdo ¢ de um ou dois dias, podendo
prolongar-se dependendo do hospedeiro, da dose ingerida e da cepa de
Salmonella envolvida. Ha divergéncias na literatura quanto a dose infectiva.
Segundo Silva et al. (2007), esta dose estaria entre 15 ¢ 20 células, mas de
acordo com Léazaro et al. (2008), ela varia de 10° a 10° células, porém em

pacientes imunocomprometidos doses menores que 10° para alguns sorovares
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seria suficiente para causar a doenga. Idosos e criangas podem sofrer
desidratagdo severa. E pacientes com AIDS sdo atingidos por salmoneloses com
uma frequéncia 20 vezes maior do que a populacdo geral, sofrendo episddios
recorrentes. Em 80% dos casos, as salmoneloses ocorrem individualmente ¢ nao
em surtos explosivos (SILVA et al., 2007).

Franco ¢ Landgraf (1996), ao se referirem ao mecanismo de
patogenicidade, comentam que as infecgdes comegam na mucosa do intestino
delgado e do colon. As salmonelas atravessam a camada epitelial intestinal,
alcangam a lamina propria, onde proliferam. As salmonelas sdo fagocitadas
pelos mondécitos e macrofagos, resultando em resposta inflamatéria. Ao
contrario do que ocorre na febre tiféoide e nas entéricas, nas enterocolites a
penetragdo de Salmonella fica limitada a 1amina propria. Nestes casos, raramente
se observa septicemia ou infec¢do sistémica, ficando a infec¢do restrita a mucosa
intestinal. A resposta inflamatéria estd relacionada também a liberacdo de
prostaglandinas, que sfo estimuladoras de adenilciclase, resultando em um
aumento de secrecdo de agua e eletrdlitos, provocando diarréia aquosa. As
endotoxinas correspondem a fragdo lipidica do lipopolissacarideo que compde a
membrana celular da Salmonella, sendo responsaveis pelo efeito toxico quando
softre lise celular.

De acordo com Eduardo et al. (2003), entre 1999 e 2003 foram
notificados ao Centro de Vigilancia Epidemiolégica do estado de Sao Paulo
(CVE) 1024 surtos de diarréia, envolvendo 27.499 casos. Dos 459 surtos com
etiologia identificada, 325 (70,8%) foram causadas por bactérias e, dentre esses,
140 (43,1%) foram devido a Salmonella, envolvendo 3.001 pacientes. Nos
Estados Unidos, a cada ano sdo reportados aproximadamente 40.000 casos de
salmonelose e, considerando que os menos agudos ndo sdo diagnosticados, esse
numero deve ser 30 ou mais vezes maior (CENTER FOR DISEASE CONTROL
- CDC, 2005).
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2.4.3 Ocorréncia de Salmonella spp. em carne moida

Salmonella é uma bactéria de ampla ocorréncia em animais € no
ambiente, as principais fontes sdo a agua, o solo, as fezes de animais, os insetos
e as superficies de equipamentos e utensilios de fabricas e cozinhas. A doenca
geralmente é contraida através do consumo de alimentos contaminados de
origem animal, principalmente de carne bovina, a carne de aves, os ovos € 0
leite. Os vegetais contaminados com esterco também tém sido implicados na
transmissdo. A bactéria atinge toda a cadeia de producao de alimentos, a partir
de produtos primarios, ja tendo sido implicados em salmoneloses os pescados,
os produtos de confeitaria recheados com cremes, a gelatina desidratada, o cacau
e o chocolate, o coco e os molhos e coberturas para saladas ndo industrializados
e preparados com ovos crus (SILVA et al., 2007).

El-Leithy e Rashad (1989) avaliando a qualidade de produtos oriundos
da carne moida comercializada nos mercados do Egito verificaram Salmonela,
estavam presentes em 11% das amostras. Heredia et al. (2001), ao analisarem
amostras de carne moida oriundas de supermercados do México, verificaram a
presenca de Salmonella spp. em 11,4% das amostras.

O Centro de Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos
(CDC) reportaram diversos casos de salmonelose implicados ao consumo de
carne moida. De janeiro a abril de 2002, foram 47 casos de Salmonella Newport
em cinco estados dos EUA (CDC, 2002). Em Wisconsin foi relatado um surto
ocasionado por Salmonella Typhimurium, com 107 casos confirmados, 17
hospitalizagdes, ¢ os sintomas mais comuns foram diarréia, dores abdominais,
febre e nduseas (CDC, 1995).

Na América Latina, entre 1995 e 2001, foram relatados 5.300 surtos
DTA, 175 mil casos e 274 mortes. Na América do Sul, 38,1% dos surtos

ocorreram no Brasil, 24,8% no Chile, 11,1% na Argentina, 8,3% no Peru, 8,2%
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no Uruguai, 6,3% no Paraguai e 3,2% no Equador. A avaliagdo destes dados
deve ser criteriosa, pois os levantamentos epidemioldgicos podem ser precarios
em alguns paises, ndo refletindo a realidade (FRANCO, B. D. G, 2003). No
Brasil, ndo se sabe ao certo o numero de casos e surtos de enfermidades
transmitidas por alimentos, como salmonelose, em virtude da quase total falta de
notifica¢do de ocorréncias deste tipo de doenca.

Florentino et al. (1997) verificaram a presenca de Salmonella em 100%
das amostras analisadas de carne moida na cidade de Campina Grande-PB, tanto
das amostras oriundas de feiras quanto as de supermercados, atribuindo esses
elevados nimeros as inadequadas condi¢des higi€nico-sanitarias do local de
abate e também ao processo de moagem, cuja contaminagdo superficial é
introduzida e distribuida na carne. Resultado semelhante foi observado por
Souza et al. (2000) em 30 amostras de carne moida comercializadas no
municipio de Macapa-AP.

No periodo de janeiro de 1990 a dezembro de 1999, no Instituto Adolfo
Lutz, foram isoladas 324 cepas de Salmonella, sendo 155 de infec¢des humanas
e 169 de alimentos destinados ao consumo humano. Dos 17 diferentes sorotipos
identificados a partir de infec¢des humanas, S. enterica subsp. enterica sorotipo
Enteritidis (S. Enteritidis) foi o predominante (75,0%). O material fecal
representou a principal fonte de isolamento das cepas, principalmente pela
ocorréncia dos varios surtos de DTA. A partir dos alimentos, 26,6% deles
envolvidos em surtos de DTA, foram identificados 30 diferentes sorotipos,
também com a predominancia de S. Enteritidis (56,2%). Os alimentos
apresentando maior nimero de isolamentos de cepas de Salmonella foram a
carne e seus derivados (59,7%), seguidos por ovos e seus derivados (16,0%), nos
quais, S. Enteritidis foi o sorotipo mais prevalente (57,4% e 81,5%,

respectivamente). Estes resultados demonstram que S. Enteritidis permanece o
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sorotipo mais frequentemente isolado, tanto em infecgdes humanas quanto em
alimentos (ALMEIDA et al., 2000).

Motta, Belmonte e Panetta (2000) analisando 15 amostras de carne
bovina moida in natura comercializada em supermercados de Sdo Paulo-SP,
quanto a presenca de Salmonella spp., Staphylococcus aureus, coliformes totais,
coliformes termotolerantes e bactérias mesofilas, verificaram que apenas quatro
amostras apresentavam-se adequadas para o consumo. Almeida, Gongalves e
Franco (2002) verificaram a maior frequéncia de Salmonella em cortes de acém
bovino moidos do que em cortes inteiros. Hoffmann, Cruz ¢ Venturim (1998),
ao analisarem amostras de carnes e de presunto obtidas no comércio varejista da
regido de Sdo José do Preto-SP, verificaram que 80% das amostras de carne ndo
atenderam ao padrdo para Salmonella sp. estabelecido pela legislagdo federal
(BRASIL, 2001).

Ferreira e Carvalho Sobrinho (2003), estudando a qualidade
bacteriologica das carnes bovina moida e suina (pernil) refrigeradas, em
supermercados, frigorificos e feiras livres do municipio de Sdo Luis-MA,
verificaram a presenca de Salmonella Typhi e de outros patdgenos nas amostras
recolhidas para analise.

Embora a Instru¢do Normativa n° 83 (BRASIL, 2003) estabeleca que a
carne moida deva ser embalada imediatamente apds a moagem, e que cada
pacote tenha o peso maximo de um quilograma, permitindo, entretanto que, em
fun¢do do destino do produto (uso hospitalar, escolas, cozinhas industriais,
institui¢des, etc.), possa haver embalagens com peso superior, ¢ muito comum a
exposi¢do e comercializagdo de carne previamente moida, mantida em balcdes
refrigerados, medida essa que feri a legislagdo e coloca em risco a saude do

consumidor.



31

2.5 Plantas aromaticas, condimentares e medicinais

Plantas aromaticas sdo aquelas que podem gerar, por algum processo
fisico-quimico, um produto aromatico. Entenda-se por produtos aromaticos os
que tém um odor ou um sabor determinado, sem avaliar sua qualidade comercial
ou estética (BALDONI; CZEPAK, 2008). Plantas condimentares sdo usadas
como tempero, para realcar o sabor e¢ o aspecto dos alimentos, podendo
apresentar propriedade de conservagdo, enquanto as medicinais possuem
principio ativo que, dependendo da concentracdo, podem possuir propriedades
toxicas ou curativas (UPNMOOR, 2003). A utilizagdo de produtos naturais
extraidos de plantas ¢ tdo remota quanto a civiliza¢do na Terra; uma gravacao
egipcia estimada do ano 2300 a.C mostra o emprego de tomilho na elaboracao
de cerveja. Restos pré-histéricos de vasilhames contendo resinas e balsamos
vegetais indicam uma possivel utilizagdo medicinal ou cosmética destes
produtos. A Biblia e os presentes dos Reis Magos ao recém-nascido Jesus
mostram o valor do incenso ¢ da mirra (BALDONI; CZEPAK, 2008).

A utilizagdo de plantas aromaticas no Brasil remonta desde antes da
colonizacdo pelos portugueses; indios ja utilizavam ervas, na forma de chas,
para cura de alguns males. Com o desenvolvimento de novas técnicas de
producdo desses compostos e o desenvolvimento da quimica, ocorreu uma
melhoria na obtencdo de 6leos essenciais e de extrato de plantas (RATES, 2001).
As industrias que mais utilizam plantas aromaticas e suas esséncias sdo a
cosmeética, a farmacéutica, a de quimica fina e a alimenticia. No caso especifico
do uso de 6leos essenciais na industria de alimentos, as normas a serem seguidas
sdo os Codigos Alimentares, sendo universalmente empregado o Food Chemical
Codex dos EUA (BALDONI; CZEPAK, 2008).

Recentemente, as propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais de

condimentos t€m despertado interesse pela possibilidade de constituirem uma
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alternativa para as exigéncias dos consumidores quanto a utilizacdo de aditivos
naturais em alimentos (KOTZEKIDOU; GIANNAKIDIS; BOULAMATSIS,
2008). Entretanto, o uso para tal finalidade implica em concentragdes maiores do
que aquelas usadas para o realce de aroma e sabor dos alimentos. Assim, um
equilibrio entre as concentragdes para que o 6leo exerga, a0 mesmo tempo, acao
antimicrobiana e aromatica ¢ de fundamental importdncia para seu uso em

alimentos em substitui¢do aos aditivos sintéticos.

2.6 Metabodlitos secundarios

O metabolismo dos seres vivos origina metabdlitos primarios e
secundarios. Enquanto os primarios sdo secretados e essenciais a todos os
organismos, os secundarios sdo produzidos apenas por alguns, em sua maioria,
vegetais. E garantem a esses, funcdes bioldgicas de perpetuacdo e defesa
(SANTOS, 2007). Os vegetais, em relagdo ao metabolismo secundario, possuem
elevada capacidade biossintética, tanto em relacdo ao niimero de substincias
produzidas quanto a sua diversidade em uma mesma espécie (POSER; MENTZ,
2004).

Os processos metabolicos relacionados as  macromoléculas
(carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucléicos) apresentam um elevado
grau de similaridade entre os organismos e sdo denominados metabdlitos
primarios. Vegetais, micro-organismos e em menor escala, animais, entretanto,
apresentam todo um arsenal metabdlico (enzimas, coenzimas e organelas) capaz
de produzir, transformar e acumular infimeras outras substdncias nao
necessariamente relacionadas de forma direta a manutencdo da vida do
organismo produtor. Nesse grupo, encontram-se substancias cuja producdo e
acumulacdo estdo restritas a um numero limitado de organismos, com

bioquimica e metabolismo especificos e unicos, caracterizando-se como
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elementos de diferenciacdo e especializagdo (SANTOS, 2007). Todo esse
conjunto metabdlico é definido como metabolismo secundario, cujos produtos,
embora ndo necessariamente essenciais para o organismo produtor, garantem
vantagens para sua sobrevivéncia e para a perpetuacdo da espécie em seu
ecossistema como, por exemplo, a defesa contra herbivoros e micro-organismos,
protecdo contra raios ultra-violetas (UV), atragdo de polinizadores ou animais
dispersores de sementes, bem como sua participacdo em alelopatias (CASTRO
et al., 2006; SANTOS, 2007).

Os metabolitos secundarios apresentam varias atividades bioldgicas.
Muitos sdo de importancia comercial, tanto na area farmacéutica quanto na area
alimentar, agrondmica e de perfumaria, entre outras. Entre os metabdlitos
secundarios, os principais grupos de compostos encontrados com atividade
bioldgica sdo alcaldides, flavondides, cumarinas, taninos, quinonas e o6leos
essenciais (PEREIRA et al., 2008; TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010).
Variagdes temporais e ambientais no conteudo total, bem como as proporg¢des
relativas de metabolitos secundarios em plantas, ocorrem em diferentes niveis
(sazonais e didrias; intraplanta, inter e intraespecifica) e, apesar da existéncia de
um controle genético, a expressdo pode sofrer modificagdes resultantes da
interagdo de processos bioquimicos, fisiologicos, ecoldgicos e evolutivos
(CARDOSO et al., 2001; KUTCHAN, 2001; LINDROTH; HSIA; SCRIBER,
1987).

A origem de todos esses metabolitos pode ser resumida a partir do
metabolismo da glicose, via dois intermediarios principais: o acido chiquimico e
o acetato (Figura 1). O acido chiquimico ¢ formado pela condensagdo alddlica
de dois metabdlicos da glicose, fosfoenolpiruvato e eritrose -4- fosfato , e
origina os aminoacidos aromaticos, fenilalanina e tirosina, precursores da
maioria dos metabolitos secundarios aromaticos, considerados responsaveis pelo

desenvolvimento do sabor. Os fenilpropanodides sdo exemplos de compostos
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aromaticos, formados a partir da acdo da enzima fenilalanina amonialise (PAL)

sobre a fenilalanina (FRANCO, M. R. B., 2003; SANTOS, 2007).
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Figura 1 Ciclo biossintético dos metabolitos secundarios
Fonte: Adaptado de Simdes et al. (2007)

Ja o acetato, fornece as unidades acetila que compde o intermediario

reativo, acetil-CoA, precursor de varios compostos como os terpenos. Na

biossintese de terpenos, forma-se inicialmente, o mevalonato, a partir da

condensa¢do de uma unidade de acetoacetil-CoA com uma molécula de acetil-
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CoA. Este ¢ convertido a isopentenil-pirofosfato (IPP), ou isopreno reativo. A
polimerizagdo do mevalonato vai originar moléculas de cadeias carbonadas
crescentes de cinco em cinco unidades de carbono. A molécula de IPP e seu
isomero dimetilalil-pirofosfato (DMAPP) formam trans-geranil-pirofosfato
(GPP), a partir do qual se formam os terpenos (Figura 2). Os compostos
terpénicos mais frequentes nos 6leos essenciais sdo os monoterpenos (C10) e os

sesquiterpenos (C15) (SANTOS, 2007).

A

Figura 2 Estrutura quimica do isopreno

Hé ainda uma rota pouco conhecida para a biossintese de terpenos, a via
1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXPS). De acordo com Wanke, Skorupupinska-
Tudek e Swiezewska (2001), nesta rota o piruvato e o D-gliceraldeido-3-
fosfato, produzidos pelo metabolismo primario, formam o 1-deoxi-D-xilulose-5-
fosfato que, apos sucessivas reacgdes, origina tanto IPP como DMAPP. Esta via
ocorre em nivel de cloroplastos, diferentemente da via do mevalonato, que

ocorre no citoplasma celular. (Figura 3).
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Figura 3 Biossintese de terpenos via DXPS
Fonte: Dewick, 2002

2.7 Oleos essenciais

Ha dificuldade para encontrar uma defini¢do precisa sobre o que sdo
o6leos essenciais. Baldoni e Czepak (2008) os definem como sendo uma parte do
metabolismo vegetal composto geralmente por terpenos, que estdo associados ou
nao a outros componentes, a maioria destes volateis e geram em conjunto o odor
do dito vegetal. Ja a International Standard Organization (ISO) define 6leos
essenciais como os produtos obtidos de partes de plantas mediante destilagdo por
arraste com vapor de agua, bem como os produtos obtidos por expressdo dos
pericarpos de frutos citricos. De forma geral, sdo misturas complexas de
substancias volateis lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas (SANTOS,
2007). Podem ser chamados de 6leos volateis, 6leos etéreos ou esséncias, por

serem de aparéncia oleosa a temperatura ambiente. Entretanto, sua principal
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caracteristica € a volatilidade, diferindo, assim, dos Oleos fixos, mistura de
substancias lipidicas, obtidos geralmente de sementes. Outra caracteristica
importante ¢ o aroma agradavel e intenso da maioria dos 6leos essenciais, os
quais sdo soluveis em solventes organicos apolares, apresentam solubilidade
limitada em 4gua, mas suficiente para aromatizar as solu¢des aquosas,
denominadas hidrolatos (SIMOES et al., 2007).

Sdo geralmente incolores ou ligeiramente amarelados; poucos sdo os
6leos que apresentam cor, como o Oleo volatil de camomila, de coloracdo
azulada, pelo seu alto teor em azulenos; em geral, sdo muito instaveis,
principalmente na presenga de ar, luz, calor, umidade e metais. A maioria dos
6leos volateis possui indice de refragdo e sdo opticamente ativos, propriedades
essas usadas na sua identificacdo e controle da qualidade (OUSSALAH et al.,
2006; SIMOES et al., 2007). Nos dias atuais, cerca de 3000 6leos essenciais sdo
conhecidos, 300 dos quais sdo comercialmente importantes, em especial nas
industrias farmacéuticas, agronomica, de alimentos, sanitaria, de cosméticos e de
perfumaria (BAKKALI; AVERBECK; IDAOMAR, 2008).

Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoodis
simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos, peroxidos,
furanos, acidos organicos, lactonas e cumarinas, até compostos com enxofre. Na
mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentragdes;
normalmente, um deles € o composto majoritario, existindo outros em menores
teores e alguns em baixissimas quantidades (tragos) (SIMOES et al., 2007).
Quimicamente, a maioria dos oOleos essenciais ¢ constituida de derivados
fenilpropanoides ou de terpenoides, preponderando esses ultimos (CARDOSO et
al., 2001; SIMOES et al., 2007).

Dependendo da familia, os 6leos essenciais podem ocorrer em estruturas
secretoras especializadas, tais como pelos glandulares (Lamiaceae), células

parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), canais
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oleiferos (Apiaceae) ou em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae,
Rutaceae). Os oleos essenciais podem estar estocados em certos orgdos, tais
como flores (laranjeira, bergamoteira), folhas (capim-limao, eucalipto, louro) ou
ainda nas cascas dos caules (canelas), madeira (sandalo, pau-rosa), raizes,
rizomas (curcuma, gengibre), frutos (anis-estrelado, funcho, erva-doce) ou
sementes (noz-moscada). Embora todos os orgdos de uma planta possam
acumular 6leos essenciais, sua composi¢do pode variar segundo a localizacio
(OUSSALAH et al., 2006; ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997; SIMOES et
al., 2007).

Estudos mostram que determinadas plantas podem variar a concentragao
de o6leo dentro de uma mesma espécie, influenciadas por fatores hereditarios,
que dizem respeito as interferéncias quantitativas e qualitativas, e por fatores
ontogénicos, como solo, clima e micro-organismos, entre outros (CARDOSO;
SHAN; SOUZA et al., 2001). A temperatura, a umidade relativa, a duragdo total
de exposicdo ao sol e o regime de ventos exercem uma influéncia direta,
sobretudo sobre as espécies que possuem estruturas histoldgicas de estocagem
de oleo essencial na superficie (SALGADO, 2005). As plantas ricas em 6leos
essenciais devem ser coletadas pela manhd ou a noite, pois o periodo de
exposi¢do ao sol pode provocar uma perda quantitativa importante do odleo
existente no vegetal. O grau de hidratagdo do terreno e os teores de
macronutrientes (N, P, K) também podem influenciar a composicdo dos o6leos
volateis. Entretanto, ndo se pode estabelecer um tinico padrdo, pois cada espécie

reage de forma diferenciada (CASTRO et al., 2006).

2.8 Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais in vitro e em alimentos

Os oOleos essenciais de plantas sdo geralmente misturas de diversos

componentes, ¢ alguns destes podem exercer efeito antimicrobiano. As plantas
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que se tém mais relatos sobre a atividade antimicrobiana sdo o orégano, canela,
cravo, alho, coentro, alecrim, salvia, salsa e capim-limao (TAJKARIMI;
IBRAHIM; CLIVER, 2010), ¢ diversos estudos tém avaliado essa agdo in vitro
frente a micro-organismos deterioradores e patogénicos, sendo alguns trabalhos
descritos a seguir.

Trajano et al. (2009), utilizando o método de difusdo em meio soélido,
testaram a atividade antimicrobiana de onze Oleos essenciais frente a dez
diferentes cepas bacterianas de importancia na seguranga alimentar. Observaram
que os Oleos de Eugenia caryophyllata (cravo) e da Cinnamomum zeylanicum
(canela) mostraram eficiéncia na inibicdo de todas as bacterianas ensaiadas,
entre elas uma cepa de S. enterica, e os outros 6leos produziram atividade
antibacteriana, porém com menor espectro de acdo. Oussalah et al. (2006)
estudando a atividade antimicrobiana in vitro de 60 oleos essenciais sobre
Pseudomonas putida verificaram que todos os O6leos foram efetivos, com
destaque para o 6leo de Corydothymus capitatus (orégano espanhol), que inibiu
a bactéria a uma menor concentragdo de 6leo. Estes autores atribuiram a maior
atividade antimicrobiana deste 6leo ao seu composto majoritario, o carvacrol
(75,53%), além de possiveis interagdes sinérgicas entre os outros componentes
do 6leo. Santurio et al. (2007) observaram a alta efetividade do 6leo de orégano
(Origanum vulgare) quando estudaram a acdo deste Oleo frente a 20 sorovares
de S. enterica pelo método de microdilui¢do em caldo.

A grande maioria dos trabalhos com capim-limdo (Cymbopogon
citratus) foi feita objetivando avaliar seu efeito sobre fungos e leveduras.
Tzortzakis ¢ Economakis (2007), estudando a atividade antimicrobiana do o6leo
essencial de capim-limdo pelo método de diluicdo em agar frente a cinco
espécies de fungos verificaram que a concentragdo de 25 ppm do odleo foi
suficiente para inibir até 70% da producdo de esporos fingicos, ¢ que a

esporulacdo era completamente retardada a concentracdo de 500 ppm. Os
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autores Dutta et al. (2007) também confirmaram a potencialidade antifiingica
deste Oleo sobre Candida albicans. Diversos autores atribuem ao geraniol e
citral a eficacia do o6leo essencial de capim-limdo frente a leveduras e fungos
(ABE et al.,, 2003; SACCHETTI et al., 2005; TAWIL; YOUSEF, 1988).
Hammer, Carson e Riley (1999), também utilizando o método de dilui¢do em
agar, estudaram a agdo de 52 6leos ¢ extratos vegetais frente a nove diferentes
bactérias, entre elas uma S. Typhimurium, ¢ um fungo. Estes autores observaram
que os 0Oleos essenciais de capim-limao, orégano ¢ louro foram os mais efetivos
contra todos os micro-organismos testados, a uma concentragdo menor que 2%
(v/v).

Estudos de dleos em matrizes alimentares sdo relativamente recentes.
Singh et al. (2003) verificaram a atividade antimicrobiana dos 6leos de tomilho
(Thymus vulgaris), cravo (Eugenia caryophyllata) e pimenta (Pimenta dioica)
em carnes de “hotdogs” com diferentes niveis de gordura frente a Listeria
monocytogenes, com destacada eficiéncia para o 6leo de cravo. Skandamis e
Nychas (2001) observaram que a adigdo de dleo essencial de orégano em carne
picada e estocada sob atmosfera modificada retardou o crescimento microbiano.
Emiroglu et al. (2010), estudando a atividade antimicrobiana de filmes
comestiveis contendo 5% (v/v) de Oleo essencial de orégano (Origanum
heracleoticum L.), tomilho (Thymus vulgaris L.) e a associagio destes, aplicados
em carne moida fresca sob refrigeracao, verificaram reducdo da populagdo de
Pseudomonas spp. ¢ coliformes. Salomakos et al. (2008), aplicando 0,6% de
0leo essencial de tomilho em carne bovina picada constataram atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli O157:H7 durante estocagem a 10°C.

H4a também trabalhos com outros alimentos. Mendonga (2004),
aplicando 3 diferentes Oleos essenciais em ricota, verificou que o cravo
apresentou a maior inibi¢do frente a bactéria Staphylococcus aureus (4,27 ciclos

logaritmos), seguido do manjericao (4,05 ciclos logaritmos) e do orégano (3,08
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ciclos logaritmos). Raybaudi-Massilia, Mosqueda-Melgar, Martin-Belloso
(2008), trabalhando com filmes comestiveis contendo capim-limdo
(Cymbopogon citratus), palmarosa (Cymbopogon martini) e canela
(Cinnamomum zeylanicum) observaram efetividade destes contra Salmonella
Enteritidis inoculadas em meldes. Pode-se citar ainda estudos com peixes
(MAHMOUD et al.,, 2006), queijos (MENON; GARG, 2001; SMITH-
PALMER; STEWART; FYFE, 2001), iogurte (PENNEY et al., 2004), banana
(RANASINGHE; JAYAWARDENA; ABEYWICKRAMA, 2005), verduras
(SINGH et al, 2002) e chocolate (KOTZEKIDOU; GIANNAKIDIS;
BOULAMATSIS, 2008), dentre outros.

O uso de 6leos essenciais em alimentos vem ganhando importancia por
apresentar componentes naturais, evitando-se o uso de aditivos sintéticos,
deterioracdes, oxidacdes e o ataque de micro-organismos, apresentando
eficiéncia nas funcdes antioxidantes, antiradicais e antimicrobianas em
alimentos (OUSSALAH et al., 2006; SACCHETTI et al., 2005).

Burt (2004), em seu trabalho de revisdo, sugere que o mecanismo de
acdo dos dleos essenciais sobre as bactérias esta relacionado com a modificacio
da membrana citoplasmatica, danos a varios sistemas enzimaticos, interrupgao
da for¢a préton motriz, do fluxo de elétrons, do transporte ativo e da coagulagio

dos conteudos celulares (Figura 4).
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Figura 4 Ac¢ao dos 6leos essenciais na célula bacteriana
Fonte: Adaptado de Burt (2004)

Os pesquisadores Bakkali, Averbeck e Idaomar (2008), Gill e Holley
(2006) e Lambert et al.(2001), corroboram com Burt ao afirmarem que a
permeabilizacdo da membrana citoplasmatica estd associada a dissipa¢do da
forga proton motiva, no que diz respeito a redugdo do pool de ATP, do pH
interno e do potencial elétrico, e a perda de metabolitos e ions, como ions
potassio e fosfato, levando assim a danos estruturais & membrana citoplasmatica,
comprometendo suas fun¢des como barreira seletiva, local de agdo enzimatica e

geracdo de energia.

2.9 Origanum vulgare L. (orégano)

A espécie Origanum vulgare é uma planta perene, aromatica e
condimentar pertencente a familia Lamiaceae e conhecida como orégio,
manjerona-silvestre ou manjerona-rasteira. E uma planta herbacea, rasteira ou

decumbente (SILVA JUNIOR; VERONA, 1997). Sua altura pode oscilar entre
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25 e 80 cm; o caule ¢ ereto, as vezes com uma coloracdo pardo-avermelhada;
forma touceiras. Possui rizoma rasteiro, escuro e dele partem raizes fibrosas. As
folhas sdo pecioladas, inteiras, opostas em angulo reto, ovais e pontiagudas
(Figura 5) (TESKE; TRENTINI, 1997). E nativa das regides Euro-Siberiana e
Irano-Siberiana, vegeta espontaneamente em solos pedregosos e prados da
Europa e do sul da Russia. Preferem regides de clima temperado e solos bem
férteis de natureza calcaria, permeaveis, secos, que recebam bastante luz solar
(ALIGIANS et al., 2001; CASTRO; CHEMALE, 1995; VON HERTWING,
1991).

Figura 5 Aspecto geral da espécie Origanum vulgare fresco (A) e seco (B)

Devido a sua ampla variedade de caracteristicas quimicas e de aroma, O.
vulgare tem sido amplamente utilizado como insumo na industria farmacéutica e
cosmeética, como erva culinaria, flavorizante de alimentos, em bebidas alcoolicas
e perfumaria na obtencdo de fragrancias picantes (NOVAK et al., 2003;
SIVROPOULOU et al., 1996). Além disso, seu 6leo essencial, rico em carvacrol
e timol & considerado como potente bactericida e fungicida reconhecido
cientificamente (Figura 6) (CASTRO et al., 2006; CUNHA; SILVA;ROQUE,
2003).

Estudos t€ém mostrado que as propriedades bioldgicas de espécies de
Origanum podem variar de acordo com a técnica de cultivo, origem, estagio
vegetativo e a estacdo de coleta do material vegetal (MILOS; MASTELIC;
LERKIVIC, 2000).
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As folhas secas ¢ o Oleo essencial de O. vulgare sdo empregados
medicinalmente por varios séculos em diferentes partes do mundo,devido as
suas propriedades terap€uticas (antiinflamatoria, antiséptica, antiespasmodica,
carminativa e tonica), de forma que o seu efeito positivo sobre a saiide humana
tem sido atribuido a presenca de compostos antioxidantes na erva e
consequentemente em seus derivados (CERVATO et al., 2000; SAHIN et al.,
2004).

OH

OH

(A) (B)

Figura 6 Estruturas quimicas do timol (A) e carvacrol (B)

2.10 Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (capim-limé&o)

E uma planta herbacea, cespitosa, estolonifera, perene, que cresce cerca
de 1,0 m em altura, forma touceiras de perfilhos ao nivel do solo ¢ apresenta
rizomas semissubterraneos. As folhas sao amplexicaule, linear-lanceoladas,
asperas nas duas faces, paralelinérveas, bordo liso, cortante, nervura central
grossa e caniculada, sdo recobertas por uma fina camada de cera e apresenta
textura aspera, o florescimento ¢é raro e as flores sdo estéreis (Figura 7) (SILVA

JUNIOR; VERONA, 1997).
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A espécie Cymbopogon citratus ¢ uma planta aromatica ¢ medicinal
pertencente a familia Poaceae, originaria do sudoeste asidtico e distribuida
atualmente nas regides tropicais ¢ subtropicais (GOMES; NEGRELLE, 2003).
No Brasil ¢ conhecida como capim-limdo, capim-cidrd, capim santo, capim-
cheiroso, capim-catinga, capim-cidrao, capim cidrilho, capim-ciri e erva-cidreira
(BRAGA, 1976; COSTA et al.,, 2005), e a sua producdo no pais ocorre
destacadamente nas regides sul e sudeste (GOMES; NEGRELLE; DIMAS
FILHO, 2007). Sua maior importancia econémica consiste na producdo de seu
O0leo essencial, conhecido internacionalmente como Oleo essencial de
lemongrass (COSTA et al., 2005), rico em citral, uma mistura isomérica de
geranial e neral, aldeidos monoterpenos aciclicos (OLIVEIRA et al., 2010;
SADDIQ; KHAYYAT, 2010) (Figura 8). O citral tem efeito antiespasmodico,
tanto no tecido uterino como no intestinal, atividade antibacteriana e analgésica,
combate o histerismo e outras afec¢des nervosas (SILVA JUNIOR; VERONA,
1997; TESKE; TRENTINI, 1997;).
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A maior importincia econdmica do C. citratus ¢ a produg@o do dleo
essencial que é largamente utilizado na industria de alimentos, cosmética e
quimica (COSTA et al.,, 2005). O citral ¢ matéria prima de importantes
compostos quimicos denominados iononas, utilizados na perfumaria e na sintese
da vitamina A (MARTINS et al., 2004). Este composto pode estar presente na
planta em concentra¢des que variam de 65-85%, sendo, portanto a substancia
majoritaria do o6leo essencial, podendo ter ainda pequenas quantidades 2-
undecanona, linalol, mirceno, geraniol, (E)-f-ocimeno e (Z)-B-ocimeno
(OLIVEIRA et al., 2010; SADDIQ; KHAYYAT, 2010). Possui atividade
antibacteriana, atua na diminui¢do da atividade motora e no aumento do periodo
de sono; ¢ anticonvulsionante, antiespasmodico e analgésico (LORENZI;

MATOS, 2002).

0 0
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Figura 8 Estruturas quimicas do neral (A) e do geranial (B)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e condugao do experimento

A extracdo dos oleos essenciais foi realizada no Laboratorio de Quimica
Organica do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras
(DQI/UFLA), enquanto a moagem das pegas de carne bovina foi executada no
Laboratorio de Tecnologia de Carnes e Produtos Céarneos, e¢ as analises
centesimais no Laboratorio de Produtos Vegetais do Departamento de Ciéncia
dos Alimentos (DCA) da mesma universidade.

A obtengdo da curva de crescimento do microrganismo testado, bem
como a determinagdo da atividade antimicrobiana, por meio das concentracdes
minimas inibitorias (CMI), e a contagem de microrganismos viaveis inoculada
na carne bovina moida foram realizadas no Laboratoério de Microbiologia de
Alimentos, do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (DCA) da Universidade

Federal de Lavras.

3.2 Obtencao dos 06leos essenciais

O material vegetal fresco de capim-limio (Cymbopogon citratus) foi
coletado no Horto de Plantas Medicinais da UFLA, localizado no municipio de
Lavras — MG (21°14°43°°S; 44°59°59°W; altitude 919m). A coleta foi realizada
no més de novembro de 2009, no periodo da manha, por volta de 8h com
temperatura amena ¢ auséncia de chuvas. As folhas de C. citratus foram
fragmentadas e parcialmente secas em estufa a 28°C por 12 horas, a fim de se
aumentar o rendimento de extracdo. As folhas secas de orégano (Origanum
vulgare) foram adquiridas na mesma época no Mercado Central de Belo

Horizonte — MG.
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O processo de extracdo dos dleos essenciais foi realizado empregando-se
o método de hidrodestilagdo, utilizando o aparelho de Clevenger modificado
(Figura 9) adaptado a um baldo de fundo redondo e boca esmerilada. Os
espécimes vegetais, imersos em agua, foram submetidos a aquecimento, mantidos
sob ebuligdo pelo periodo de 2 horas. Posteriormente, coletou-se o hidrolato (agua
+ 6leo), que foi centrifugado em centrifuga de cruzeta horizontal a 965,36xG por 5
minutos, visando a separacao da fase organica da fase aquosa. Os 6leos essenciais
foram armazenados em frascos de vidro estéril e submetidos a remocdo de
possiveis residuos de 4gua através do equipamento denominado Pistola de
Secagem. Os frascos contendo o dleo foram acondicionados sob temperatura de

refrigeragdo 7°C e ao abrigo da luz durante toda execugdo do experimento.

Figura 9 Aparelho de Clevenger modificado, utilizado na extragdo dos 6leos
essenciais
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3.3 Microrganismo e preparacao do indculo

3.3.1 Microrganismo utilizado

O microrganismo utilizado foi a Salmonella enterica Enteritidis S64,
gentilmente cedida ao Laboratorio de Microbiologia do DCA/UFLA pela
pesquisadora Dalia dos Prazeres Rodrigues — Laboratorio de Referéncia
Nacional de Coélera e outras Enteroinfec¢des /Depto de Bacteriologia /I0C/
Fiocruz, como culturas reveladoras na determinacdo da Concentragdo Minima
Inibitéria (CMI) dos 6leos testados e como indculo na determinagdo de células

viaveis na carne bovina moida.

3.3.2 Manutencdo e padronizacdo da cultura

O microrganismo utilizado no estudo foi estocado a -18°C, em
microtubos contendo meio de congelamento [glicerol (150 mL), peptona (5 g),
extrato de levedura (3 g), NaCl (5g), HO (1.000 mL) pH 7,2+7,4]. Durante o
experimento, foram realizadas repicagens para a manuten¢do das culturas
vidveis. Aliquotas foram transferidas dos microtubos para tubos, contendo caldo
TSB (Tryptic Soy Broth) e incubadas, por 24 horas, a 37°C. Ap6s o cultivo, 1
mL da cultura foi novamente acondicionada em microtubos estéreis e
centrifugada, a 6.000 x g, durante 8 minutos, em microcentrifuga (Eppendorf).
Retirado o sobrenadante, o conteido foi novamente recoberto com meio de
congelamento e acondicionado a -18°C.

Para a padronizagdo das contagens do ntimero de unidades formadoras
de colonias (UFC), foi elaborada a curva de crescimento para a cultura
bacteriana utilizada. Aliquotas da cultura de Salmonella enterica Enteritidis S64

foram transferidas para Erlenmeyers contendo caldo TSB e incubadas a 37°C,
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com a monitoragdo do crescimento a cada hora, por meio de espectrofotometria
(600 nm) e plaqueamento em meio TSA (Tryptic Soy Agar). O procedimento foi
repetido até que se chegasse a leituras com valores constantes, garantindo,
assim, a fase estacionaria. Este procedimento garantiu o controle do niimero de

UFC no in6culo da cultura reveladora.

3.3.3 Atividade antimicrobiana in vitro de 6leos essenciais

Para a realizacdo da atividade antimicrobiana in vitro dos Oleos
essenciais foi empregada a metodologia de Difusdo Cavidade em Agar, proposta
por Deans e Ritchie (1987), modificada por Mendonga (2004). Inicialmente,
uma fina camada de TSA foi adicionada em placas de Petri (150 mm de
diametro). Apo6s a solidificacdo, esferas de vidro estéreis (@ 3 mm de didmetro e
7mm’ de volume) foram posicionadas sobre o meio sélido. Aliquota padronizada
de 11,7 mL de cultura de S. Enteritidis foi transferida para erlemeyer contendo
150 mL de TSA (45°C), obtendo-se concentragdo de 10’ UFC/mL na cultura
reveladora. O meio ainda liquido foi entdo cuidadosamente vertido sobre a
camada anterior. Apos solidificagdo, as pérolas de vidro foram removidas com
auxilio de pinga estéril para formag¢ao dos micropogos onde foram dispensados
10 pL dos o6leos essenciais diluidos em DMSO (dimetil sulféxido) nas
concentragoes de 50; 25; 12.5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78; 0,39% ¢ 0% v/v, sendo
esta ultima denominada de controle. As placas foram incubadas 37°C/24 horas,
sendo os halos inibitérios mensurados posteriormente, com o uso de paquimetro.
Um controle positivo também foi feito utilizando o antibidtico Clorafenicol

(1000 ppm). As analises foram realizadas em triplicata e CMI determinada.
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3.4 Andlises fisico-quimicas da carne

3.4.1 pH

As leituras de pH foram realizadas no musculo patinho (Quadricepis
femoris), antes de ser moida, com o auxilio de um potenciémetro portatil
(Digimed® , modelo DM 20) com eletrodo penetragio com resolugdo de 0,01
unidades de pH. O aparelho foi calibrado com solugdo tampao de pH 4,00 e
7,00. Para a realizacdo das leituras, o musculo descongelado, mas mantido
refrigerado (5,6°C), foi perfurado com a ponta de uma faca. Em cada peca foram
realizadas trés leituras, sendo a média utilizada nas consideragdes a respeito

desta caracteristica.

3.4.2 Composicao centesimal

Para a determinagdo da analise centesimal foram utilizadas amostras da
carne moida. A proteina bruta foi quantificada pelo Método de Kjeldahl; os
lipideos totais foram extraidos pelo método de Soxhlet; a umidade, em estufa a
105 °C até obtencdo de peso constante; e as cinzas, em Mufla a 550 °C
(ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC, 1995).
As anélises foram realizadas em triplicata e a média foi usada para representar a

unidade experimental.
3.5 Modelo alimentar e preparo das amostras
O corte bovino empregado para a elaboragdo da carne moida foi o

Patinho (Quadriceps femoris), adquirido no comércio varejista da cidade de

Lavras — M@, o qual se encontrava congelado e embalado a vacuo. A carne foi
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levada ao Laboratorio de Carnes do DCA/UFLA e, ap6s a limpeza e sanificagdo
da superficie da embalagem com etanol 70%, esta foi aberta. A superficie da
carne foi retirada, ficando apenas a parte interna, a fim de se garantir a
esterilidade do musculo. Em seguida, pedagos desta carne foram processados em
moedor (BECCARO" modelo Picador PB-22), com disco de moagem niimero 4.
Todo o equipamento foi previamente desmontado e limpo com agua morna
(45°C) e detergente. Em seguida, as pecas foram enxaguadas e deixadas de
molho em solucdo clorada a 300 ppm por 30 minutos, para ser entdo novamente
sanificado com agua fervente em abundancia e remontado para o uso.

Apbs o processamento, 675g da carne bovina moida foi levada & Camara
de Fluxo Laminar do Laboratério de Microbiologia, onde foi colocada em
bandeja plastica estéril, sendo inoculada com S. Enteritidis S64 na concentragao
de 10° UFC/g. Em seguida foi fracionada (75g) em 9 recipientes plasticos
também estéreis, ¢ tratadas com os oleos essenciais nas concentragoes 0,39%;
0,78%; 1,56% e 3,125% v/p.

Posteriormente, foram novamente fracionadas (5g) em sacos plasticos de
polietileno de alta densidade (PEAD) estéreis, de forma a criar triplicatas para
cada concentracdo de cada dleo essencial, e para cada tempo (Figura 10). O
excesso de ar foi retirado do interior da embalagem manualmente. Essas
porgdes de carne moida ficaram estocadas sob temperatura de refrigeragdo (7 °C)
e analisadas nos tempos 0, 1, 2, 4 e 6 dias de armazenamento.

Vale ressaltar que a analise no tempo 0 (zero) foi feita 6 horas apds a
estocagem, pois esse tempo foi suficiente para que a temperatura da carne se
igualasse com a temperatura da incubadora (7°C). Foram realizados os controles,
onde ndao houve adicdo de oleo essencial na carne moida semeada com
microrganismo (0%) e outro onde ndo foram adicionados nem o 6leo nem o
microrganismo na carne (Controle - C). Esse Controle (C) foi feito a parte, a fim

de evitar qualquer tipo de contaminagéo pela Salmonella, e foi analisado quanto
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ao numero de aerdbios psicrotroficos. Todo o experimento foi realizado em trés

repeticdes.
6759 de carne moida inoculada
com10°UFC/g de Salmonella
Controle C.citratus gl  O-VUlgare
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Figura 10 Esquema utilizado na execugao do experimento

3.6 Controle de qualidade microbioldgica da carne adquirida

Objetivou verificar a possivel presenca de alguma espécie de Salmonella

advinda da carne adquirida.
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3.6.1 Contagem de Salmonella sp.

Triplicatas de amostras de 25g de carne moida foram submetidas a
analise de presenca/auséncia do patogeno, de acordo com Silva et al. (2007),
com modificagdes. Para tal, foram utilizados os seguintes meios: Agua
Peptonada Tamponada (pré-enriquecimento), Caldos Tetrationato ¢ Rappaport
(enriquecimento seletivo), ¢ AGAR RAMBACH Merck” (plaqueamento
diferencial). Colonias suspeitas que cresceram em Rambach foram estriadas em
tubos contendo Agar Ferro Tripice Ag¢tcar (TSI) e Agar Lisina Ferro (LIA). Os
tubos de TSI e LIA, que apresentaram reacgdes tipicas de Salmonella foram
submetidas a testes bioquimicos iniciais de urease, fermentagdo do dulcitol,

indol e malonato.

3.6.2 Contagem de micro-organismos aero6bios psicrotroficos

Por se tratar de um produto cru refrigerado (BRASIL, 2003) foi
realizado o controle microbiologico (C) (sem adi¢do de dleo e sem inoculagdo de
Samonella) a fim de se verificar a presenga de micro-organismos aerdbios
psicrotréficos acompanhante. Para isto, triplicatas de 5 gramas da carne moida
foram analisadas nos dias 0, 1, 2, 4 ¢ 6 dias de armazenamento. As amostras
foram homogeneizadas em 45 mL de agua peptonada 0,1% p/v, obtendo-se a
dilui¢io 10"'. Em seguida, diluigdes seriadas foram feitas até 107. Aliquotas de
0,1 mL de cada diluigcdo foram utilizadas na técnica de semeadura por superficie
(Spread Plate) em placas de agar PCA (Plate Count Agar), incubadas por 10
dias sob temperatura de 7°C, e a contagem de UFC/g foram realizadas em
contador de coldnias, segundo a técnica padrdo, preferencialmente em placas
com 25 a 250 coldnias. A média do nimero das colénias contadas nas placas em

triplicata, multiplicado pelo fator de dilui¢do das placas correspondentes e pelo
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fator de correcdo da aliquota (x10), forneceu o ntimero de micro-organismos

aerdbios psicrotroficos por grama da amostra analisada.

3.7 Enumeracdo de Salmonella enterica Enteritidis e de aero6bios

psicrotréficos viaveis na carne moida

A quantificacdo de S. Enteritidis S64 durante o periodo de estocagem
das amostras foi realizada acrescentando-se 45 mL de agua peptonada 0,1% p/v
aos sacos plasticos contendo as cinco gramas da carne moida, seguido pela
homogeneizagdo em Stomacher por 4 minutos a 490 GPM (Golpes por Minuto),
obtendo-se a diluigio 10". A seguir, foram preparadas dilui¢des decimais até
107, empregando-se ImL da dilui¢do anterior e 9 mL do diluente. Aliquotas de
0,1 mL de cada diluigcdo foram utilizadas na técnica de semeadura por superficie
em agar seletivo e diferenciall AGAR RAMBACH Merck ®, sendo
posteriormente incubadas a 37°C/24h. As contagens foram realizadas em
contador de coldnias, segundo a técnica padrdo, preferencialmente em placas
com 25 a 250 coldnias. A média do niimero das coldnias contadas nas placas em
triplicata, multiplicado pelo fator de dilui¢ao das placas correspondentes e pelo
fator de corregdo da aliquota (x10), forneceu o numero de S. Enteritidis S64 por
grama da amostra analisada.

Concomitantemente a analise de S. Enteritidis S64, foi realizada a
quantificacdo de micro-organismos aerobios psicrotroficos no ultimo dia de
armazenamento, segundo metodologia empregada no topico “Contagem de
aerobios psicrotroficos”. Esta analise foi realizada pela necessidade de se

verificar a agdo do 6leo sobre a microbiota psicrotrofica acompanhante neste dia.
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3.8 Andlises estatisticas

O delineamento utilizado no ensaio para determinagdo da concentragdo
minima inibitoria foi o inteiramente casualisado, em esquema fatorial 2 x 9 x 3,
sendo 2 o6leos essenciais (capim-limdo - C.citratus e orégano -O. vulgare), 9
concentragoes (50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78; 0,39 ¢ 0% v/v) e trés
repeticdes, totalizando 54 parcelas.

Para a enumeragdo de Salmonella enterica Enteritidis S64 nas amostras
de carne moida, os tratamentos foram dispostos em um delineamento
inteiramente casualisado (DIC), em esquema de parcelas subdivididas, tendo nas
parcelas um fatorial 2x5, com os 6leos essenciais de capim-limdo e orégano em
concentragdes de 0; 0,39; 0,78; 1,56 e 3,125 % p/v, e na subparcela os tempos 0,
1, 2, 4 e 6 dias de estocagem sob refrigeragao.

Os resultados foram obtidos de trés experimentos independentes e as
médias dos dados coletados foram submetidas a analise de variancia (ANOVA)
para determinacdo das diferencas significativas entre os tratamentos, adotando
um nivel de 5% de significancia, pelo teste de Scott-Knott. As analises

estatisticas foram realizadas utilizando o software estatistico R® (2010).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicdo centesimal e pH da carne

A composi¢do média e o pH da carne moida do corte Quadriceps
femoris utilizado no experimento encontra-se na Tabela 1. As porcentagens de
agua, proteina e cinzas encontradas foram 76,06%, 22,66% e 0,81%,
respectivamente. Estes resultados sdo ligeiramente maiores que os registrados no
geral para a carne, que possui em média, 75% de 4gua, 19% de proteinas e
0,65% cinzas. Os niveis de gordura, carboidratos e nitrogénio residual sdo
encontrados em torno de 2,%, 1,2% e 1,65%, respectivamente. No entanto, a sua
composicao pode variar em fungdo da idade, sexo, raca, manejo e espécie do
animal (PRANDL et al., 1994). Assim, estes fatores podem ser os responsaveis

pelas diferencas encontradas nestes teores.

Tabela 1 Composi¢do centesimal e pH da carne bovina (Quadriceps femoris)
moida utilizada no experimento
Umidade Proteina Extrato Etéreo Cinzas

Constituintes (%) (%) (%) (%) pH
Média 76,06 22,66 2,45 0,81 5,65
S.D 0,2426 0,9862 0,2631 0,2156 0,012

S.D: Desvio Padrdo. Carboidratos e fibras: quantidade ndo significativa

O pH médio do corte utilizado no experimento (5,65+0,012) encontra-se
dentro dos padrdes de normalidade, uma vez que, valores de pH menor ou igual
a 5,80 sdo considerados normais, enquanto valores entre 5,80 e 6,20 implicam
em carnes DFD (Dark, Firm, Dry) moderados (SILVA; PATARATA,
MARTINS, 1999). Esses resultados de pH do presente trabalho corroboram os
encontrados por Baracat et al. (2005), que observaram pH médio de 5,6 para o

mesmo corte bovino porcionado.
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Varios sdo os fatores que podem influenciar na variagdo do pH da carne,
tais como tipo de musculo, a espécie, a idade, o sexo, as condi¢des de criagdo
(alimentac¢do), o tempo de jejum, a conservagdo e a estimulagdo elétrica. Além
disso, as diferencas musculares do pH final sdo determinadas pela variacao do
conteudo e da propor¢do no tipo de fibras (Vermelhas e Brancas) entre os
diferentes musculos que compdem uma carcaga, o qual varia inversamente em
relagdo a taxa de glicogénio presente no misculo antes do sacrificio. O pH final
também ¢é dependente do poder tampao do proprio musculo, que aumenta com a
intensidade do metabolismo glicolitico (POSO; PUOLANNE, 2005).

Assim, carnes e produtos carneos constituem um excelente meio de
cultura devido a elevada porcentagem de umidade, pH proximo a neutralidade e
composicdo rica em nutrientes; favorecendo a instalacdo, sobrevivéncia e
multiplicagdo de um grande nimero de microrganismos capazes de provocar

toxinfec¢des no homem (FRAZIER; WESTHOFF, 1993).

4.2 Avaliacéo da concentragdo minima inibitéria (CMI)

Os o6leos essenciais de orégano (P=0,0002) e capim-limao (P=0,0007)
apresentaram niveis significativos de inibi¢do sobre Salmonella enterica
Enteritidis S64 nas diferentes concentragdes testadas (Teste “F” a 5% de
probabilidade). Os valores observados para os didmetros dos halos inibitdrios

(D.H) dos oleos essenciais sobre a bactéria estdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2 Diametro médio dos halos inibitorios (D.H) em diferentes
concentragdes dos 6leos essenciais de orégano (O.vulgare) e capim-
limdo (C. citratus) para Salmonella enterica Enteritidis S64

Concentragdo (%) D.H (O.vulgare) DH (C. citratus) valor-P

50,00 7.00 (+0.58) 7.67 (+0.33) 0.3739
25,00 7.00 (+0.00) 7.33 (+0.67) 0.6433
12,50 7.33 (£0.33) 7.33 (£0.33) 1.0000
6,25 6.00 (+0.00) 6.33 (+0.33) 0.3739
3,125 4.67 (£0.33) 5.67 (£0.33) 0.1012
1,56 3.33 (£0.33)* 5.00 (£0.00)* 0.00749*
0,78 3.67 (£0.33) 4.67 (+0.33) 0.1012
0,39 3.00 (+0.00)* 4.00 (+0.00)* 2.2¢710%
0,00 0.00 (+0.00) 0.00 (+0.00) 1.0000

DH: Média de trés leituras (mm); valores em ‘paréntese’ (+ Erro Padrdo)
* Valores na mesma linha, para a mesma concentragao foi significativo pelo teste de “F”
(P<0.05)

Apesar de ndo ter sido feita a cromatografia em fase gasosa dos dleos
essenciais extraidos, foi adotado para a composi¢do média do 6leo de capim-
limao os dados encontrados por Oliveira et al. (2010), uma vez que estes autores
utilizaram a mesma espécie de Cymbopogon citratus, colhida no mesmo horto
(Horto de Plantas Medicinais da UFLA) e cujo 6leo essencial foi extraido da
mesma forma que o extraido no presente trabalho. Assim, considerou-se que este
0leo apresentava como componentes majoritarios o geranial e o neral (Figura 8),
e como componentes minoritarios o 2-undecanona, linalol, mirceno, geraniol,
(E)-B-ocimeno e (Z)-pf-ocimeno. Ja& para o 6leo de orégano, considerou-se a
composicdo média da maioria dos trabalhos publicados, que tem como
compostos majoritarios o carvacrol e o timol (Figura 6) (BARROS et al., 2009;

BURT, 2004; FRIEDMAN et al., 2006; SILVA et al., 2010).
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Para o controle negativo (concentragdo 0%), ndo houve formagdo de
halo inibitério, o que comprova que o diluente (DMSO) usado ndo possui
atividade antimicrobiana, ndo interferindo assim na analise da CMI, que ¢é a
menor concentragdo do o6leo essencial que ndo demonstra crescimento visivel
(DELAQUIS et al., 2002), o que pode ser verificado no presente trabalho pela
Figura 11. Um controle positivo com o antibidtico Clorafenicol (1000 ppm) foi
realizado a fim de verificar a sensibilidade da cepa utilizada a este composto.
Em média, o halo formado por esse antibiotico foi de 15 mm (halo central na

placa da Figura 11).

Figura 11 Halo de inibig@o obtido pelo método de difusdo cavidade em agar para
os Oleos essenciais de orégano (A) e capim-limdo (B) em Salmonella
enterica Enteritidis S64

Observa-se de forma geral, uma relagdo direta entre as concentracdes
estudadas e o tamanho do halo inibitério para os dois 6leos avaliados (Tabela 2),
resultados que também foram verificados por Baydar et al. (2004) estudando o
efeito dos oOleos essenciais de diferentes espécies de orégano sobre 15 cepas de
bactérias; e por Silva et al. (2010) observando os efeitos de cinco marcas
comerciais de o6leo essencial de orégano sobre S. Enteritidis. Isso pode ser
explicado pelo fato de que, quanto maior o percentual de 6leo essencial, maior é

a quantidade de seus respectivos compostos antimicrobianos, para uma mesma
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quantidade de inéculo bacteriano (10" UFC/mL) presente na placa. No entanto,
para o 6leo de orégano, a duplicagdo da concentragdo de 25% para 50% ndo
alterou a média do tamanho do halo inibitério (7 mm). Possivelmente isto esta
relacionado a maior viscosidade na concentracio 50% em relacdo a
concentragdo de 25%, reduzindo, dessa forma, a sua mobilidade e solubilidade
no Agar.

Apesar dos dois oleos terem apresentado a mesma CMI (0,39% v/v ou
3,9 uL/mL), o dleo essencial de capim-limdo obteve maior D.H. quando
comparado ao orégano, para a concentragdo minima (teste de “F” a 5% de
probabilidade). O mesmo ocorreu para a concentracdo de 1,56% v/v. Estas
diferencas observadas podem ser explicadas pela distingdo quimica de cada 6leo.
Estudos realizados por Farag et al. (1989), verificando a composi¢do quimica de
diferentes O6leos essenciais industrializados, observaram que a atividade
antimicrobiana dos 6leos estiveram predominantemente relacionados com seus
compostos majoritarios, demonstrando, dessa forma, que a atividade
antimicrobiana dos oleos essenciais pode estar relacionada a sua respectiva
composic¢ao, além da configuragdo estrutural e grupos funcionais, bem como da
possibilidade de interacdes sinérgicas entre os componentes (DORMAN;
DEANS, 2000). No entanto, considerando o grande nimero de diferentes grupos
quimicos pertencentes aos 6leos essenciais, a atividade antimicrobiana ndo pode
ser atribuida a um mecanismo especifico, mas sim a varios alvos de agdo na
célula (BURT, 2004).

O oleo essencial de orégano tem como constituintes majoritarios o
carvacrol e o timol, os quais sfo responsaveis pelo seu amplo espectro de
atividade antimicrobiana (KULISIC et al., 2004; LAMBERT et al., 2001;
SILVA et al., 2010). Ja o capim-limdo apresenta o citral, mistura isomérica de
neral e geranial, como componente majoritairio (OLIVEIRA et al.,, 2010;

SADDIQ; KHAYYAT, 2010). Esses componentes majoritarios dos dois 6leos
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tém atividade antibacteriana comprovada, porém a maior inibigdo do 6leo de
capim-limao em relagdo ao 6leo de orégano ocorre, provavelmente, devido ao
elevado teor de citral (neral e geranial), um monoterpeno classificado como
aldeido, e segundo Kalemba e Kunicka (2003), aldeidos possuem alta atividade
antimicrobiana.

O mecanismo de acdo dos monoterpenos envolve, principalmente,
efeitos toxicos a estrutura e a fungdo da membrana celular. Como resultado do
carater lipofilico, os monoterpenos irdo, preferencialmente, se deslocar da fase
aquosa em direcdo as estruturas de membranas (SIKKEMA; BONT;
POOLMAN, 1995). Isto culminarda em permeabilizacdio da membrana
bacteriana, levando a dissipa¢ao da for¢a proton motiva, no que diz respeito a
redugdo do pool de ATP, do pH interno e do potencial elétrico, e perda de ions
potassio e fosfato (BAKKALI; AVERBECK; IDAOMAR, 2008).

O carvacrol e timol s3o compostos fenodlicos que possuem em comum
um grupo hidroxila, ao qual é creditado como sendo o responsavel pela intensa
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de orégano (DORMAN; DEANS,
2000; ULTEE et al., 2002). Em pesquisa realizada por Oliveira (2010) foram
verificadas alteragdes morfologicas das células de Clostridium perfringens
ATCC 3624, causadas pelo tratamento com dleo essenciais de Satureja montana
L., rico em timol e carvacrol. De fato, os componentes fenolicos sdo capazes de
dissolverem-se na membrana microbiana e desta forma, penetrarem na célula
onde podem interagir com mecanismos essenciais para o metabolismo
microbiano (MARINO; BERSANI; COMI, 2001). Além disso, trabalho
realizado por Juven et al. (1994) com S. aureus e S. Typhimurium propde que o
timol se liga as proteinas de membrana hidrofobicamente e por meio de ligagdes
de hidrogénio, alteram as caracteristicas de permeabilidade de membrana.
Segundo Milos, Mastelic e Lerkivic (2000), os componentes minoritarios dos

6leos essenciais também tém sua propria contribuicdo no desencadeamento dos
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fendmenos envolvidos na eficiéncia da atividade antimicrobiana. Assim,
acredita-se que ocorra uma agdo concomitante de varios compostos sobre
diferentes alvos na célula microbiana (CARSON; MEE; RILEY, 2002). O
mecanismo exato de acdo de cada composto fenolico sobre as varias bactérias €
dificil de ser determinado (BURT, 2004; KALEMBA; KUNICKA, 2003);
porém acredita-se que a perturbagdo da membrana citoplasmatica, ruptura do
fluxo de elétrons, perturbacdo do transporte ativo, inibicdo de atividade de
enzimas e coagulacdo do contetido citoplasmatico sejam alguns mecanismos
envolvidos na promogdo da eficacia antimicrobiana atribuida aos o6leos
essenciais (BURT, 2004; COX, 2000; SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1995).

A CMI encontrada para a Salmonella enterica Enteritidis S64 foi de 3,9
pL/mL de o6leo de orégano, resultado dez vezes menor que o encontrado por
Souza, Stamford e Lima (2006), que verificaram uma CMI de 40 uL/mL de 6leo
essencial de orégano para a Salmonella enterica ATCC 6017, quando estudavam
15 cepas de bactérias, entre gram positivas ¢ negativas, através da técnica de
difusdo em meio solido. Esta diferenca pode ser resultado de varios fatores, tais
como o meio de cultura utilizado para confeccionar as placas, o método de
determinacdo da CMI, os constituintes dos 6leos essenciais, além de diferencas
entre as cepas utilizadas. Grande variagdo na CMI (200-800 pL/mL) foi
verificado por Santurio et al. (2007) avaliando a atividade deste mesmo 6leo
pelo método da microdiluigdo em caldo em sete diferentes Salmonella enterica
Enteritidis. Penalver et al. (2005), utilizando este mesmo método, estimularam a
CMI do 6leo de orégano em 0,25% v/v sobre S. Enteritidis.

Bactérias Gram negativas, como a S. enterica, apresentaram em estudos
realizados por Souza, Stamford e Lima (2006) CMI maior que as bactérias Gram
positivas. Muitos estudos de investigacdo da acdo antimicrobiana de o6leos
essenciais reportam que, geralmente, os microrganismos Gram positivos sdo

mais sensiveis a agdo destas substancias, quando comparados aos
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microrganismos Gram negativos (CEYLAN; FUNG, 2004; FISHER;
PHILLIPS, 2006; MOUREY; CANILLAC, 2002; SHAN et al., 2007). A menor
sensibilidade apresentada pelos microrganismos Gram negativos esta,
provavelmente, relacionada a presenca de uma membrana externa ao redor de
sua parede celular, a qual restringe a difusdo de compostos antimicrobianos
através do lipopolissacarideo de membrana, dificultando, desta forma, que os
componentes dos oleos essenciais alcancem seus alvos-celulares (HARPAZ et
al., 2003; PINTORE et al., 2002).

A CMI obtida pelo d6leo de capim-limio sobre a S. enterica foi de
(0,39% v/v ou 3,9 uL/mL), resultado semelhante ao encontrado por Duan e Zhao
(2009) que, testando diferentes concentragdes de 6leo essencial de capim-limao
(1, 3, 5 ¢ 10 pL/mL) pelo método de diluigdio em Agar, verificaram que na
concentragdo de 3 puL/mL o crescimento de S. Enteritidis era completamente
inibido. Estes resultados sdo inferiores aos encontrados por Raybaudi-Massilia,
Mosqueda-Melgar, Martin-Belloso (2006) que registraram concentracdo de 5
pL/mL do d6leo para a inibicdo de S. Enteritidis em meio TSB (Trypic Soy
Broth). Como citado anteriormente essas diferencas sdo resultados de diversos
fatores, como meio de cultura, metodologia empregada, constitui¢do dos 6leos e
a cepa testada. A alta efici€ncia antimicrobiana do 6leo essencial de capim-limao
também ¢ reportada por Santos et al. (2009) que, utilizando o método de
microdiluicdo em caldo, verificaram valores de CMI de 0,08 mg/mL para
S.aureus (Gram positiva), 0,63mg/mL para E. coli (Gram negativa) e de 1,25
mg/mL para C. albicans (levedura). Sacchetti et al.(2005) atribui a alta
eficiéncia antimicrobiana deste 6leo essencial aos isdmeros neral ¢ geranial.

Ao fazer comparagdes entre resultados de CMI de oleos essenciais ¢
importante levar em consideracdo os varios fatores que influenciam os
resultados obtidos. Pode-se citar, por exemplo, a variacdo da composi¢do do

0leo essencial devido a época de colheita da planta, a localizagao geografica e o
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método de extragdo (MILOS; MASTELIC; LERKIVIC, 2000). Além desses
fatores, a cepa utilizada e a metodologia empregada para avaliagio da CMI
também influenciam grandemente os resultados obtidos. Dessa forma, uma
comparagdo de resultados ¢ dificil de ser realizada (TAJKARIMI; IBRAHIM;
CLIVER, 2010). Assim, a determina¢do da atividade antimicrobiana in vitro
neste estudo teve por objetivo nortear as possiveis concentragdes que poderdo ter

atividade similar em uma aplicag¢@o na matriz alimentar.

4.3 Enumeragdo de Salmonella enterica Enteritidis S64 na carne bovina

moida tratada

Antes da realizacdo do experimento, triplicatas da carne moida sem
inéculo e sem 6leo essencial foram submetidas a um controle de qualidade, com
a finalidade de verificar a possivel presenga de Salmonella spp. advinda desta.
Realizadas as analises verificou-se auséncia em 25 gramas de todas as amostras
avaliadas, conforme a legislagdo vigente (BRASIL, 2001), demonstrando dessa
forma, que a contagem de Salmonella das carnes moidas estudadas foram
exclusivamente Salmonella enterica Enteritidis S64 inoculada.

Apesar da Salmonella spp. ser uma bactéria mesofila (temperatura 6tima
em torno de 38°C), ela tolera temperatura minima de 5°C (FORSYTHE, 2002).
Isso explica a boa adaptagdo as condi¢des de refrigeragdo (7°C) apresentada pela
cepa testada, fato que pode ser observado pelo leve aumento na contagem da
bactéria na amostra controle (0%), no tempo 2 dias (Grafico 1). Resultados
semelhantes foram encontrados por Hayouni et al. (2008) que também
verificaram para o tratamento controle (0%) um pequeno aumento da populagio
de S. Enteritidis ao estudarem o efeito de 6leos essenciais sobre esta bactéria em
carne picada estocada a temperatura de 4-7°C. Comportamento semelhante

também foi verificado por Skandamis, Tsigarida e Nychas (2002) em pedacos de
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carne inoculados com S. Typhimurium e estocados a 5° C em ambiente aerobio.
A refrigeracdo, método mais utilizado para conservagdo de alimentos pereciveis
como a carne, ndo ¢ capaz de reduzir a quantidade de Salmonella se esta estiver
presente.

As concentracdes dos Oleos essenciais utilizadas no experimento com a
carne moida foram baseadas nos resultados da CMI in vitro. Assim, a menor
concentragdo usada foi de 0,39% v/p (CMI). As demais concentragdes (0,78%;
1,56% e 3,125% v/p) foram utilizadas tendo por base o trabalho de Pandit e
Shelef (1994), que observaram que para alcangar uma inibicdo eficiente em
linguicas de porco, foram necessarias concentragdes de Oleos essenciais dez
vezes maior que a CMI. Além disso, concentra¢cdes maiores que a CMI in vitro
sd0 necessarias para uma efetiva inibicdo em alimentos, devido as varias
interagdes que podem ocorrer entre os componentes dos 6leos essenciais e do
alimento (BURT, 2004).

De acordo com os dados representados na Tabela 1A, APENDICE A,
verifica-se que os dois oOleos essenciais, em todas as concentracdes testadas,
apresentaram significativa atividade antimicrobiana sobre a Salmonella enterica
Enteritidis S64 na carne moida, com destaque para o o6leo de capim-limdo
(Cymbopogon citratus), que apresentou as menores contagens em relagdo ao
6leo de orégano (Origanum vulgare). Essas diferencas de eficiéncia devem-se a
variacdo da composi¢do do 6leo, interagdes entre eles e os componentes da carne
e, principalmente, a sensibilidade da cepa utilizada aos constituintes de cada
6leo.

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais na menor concentragao
(0,39% p/v), apesar de ndo eliminar totalmente a populacdo bacteriana,
promoveu redugdo consideravel. O 6leo de capim-limdo reduziu a populagdo de
S. Enteritidis em 2,09 Log;o UFC/g, enquanto o 6leo de orégano, na mesma

concentragdo, reduziu a populagdo em 1,15 Log;y UFC/g, logo nas primeiras
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horas de contato (tempo 0). No decorrer do armazenamento, verificou-se que,
para ambos os 6leos, praticamente nao houve varia¢do na populacao bacteriana,
prevalecendo assim um efeito bacteriostatico. Tendéncia semelhante foi
observada também para a concentragdo de 0,78% p/v para os dois dleos, onde,
inicialmente (tempo 0) foi verificado pronunciado efeito bactericida, no qual a
reducdo do patdégeno chegou a 3,58 e 2,43 Log o UFC/g para os 6leos de capim-
limao e orégano, respectivamente.

Posteriormente, pouca variacdo da populagdo bacteriana foi observada

durante os tempos de estocagem (Grafico 1).
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Grafico 1 Efeito dos oleos essenciais de Origanum vulgare (orégano) e
Cymbopogon citratus (capim-limdo) sobre S. Enteritidis S64 em
carne moida bovina durante armazenamento a temperatura de 7°C
por seis dias. controle = sem 6leo (0%)
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Uma possivel explicacdo para isto ¢ que ao adicionar os 6leos na carne
com S. Enteritidis, estes estavam prontamente disponiveis para alcangar seu alvo
(bactéria); porém, com o decorrer da estocagem os 6leos essenciais foram se
dissolvendo na fase lipidica da carne e/ou reagindo com as proteinas, tornando-
se menos disponiveis para a agdo bactericida, porém ainda, capazes de
exercerem efeito bacteriostatico. Este fato também foi observado em estudo de
Govaris et al. (2010) com carne de carneiro picada e inoculada com 10*UFC/g
de S. Enteritidis sob refrigeracdo, onde amostras tratadas com 0,6% de o6leo
essencial de orégano tiveram redugdo de 2,43 Log;, UFC/g no dia 2, ¢ em
seguida a populagdo foi mantida praticamente inalterada.

Nas concentragdes de 1,56% e 3,125% v/p, o 6leo de capim-limao
mostrou atividade bactericida de 100%, logo nas primeiras horas de contato
(tempo 0), enquanto que para o 06leo de orégano este mesmo resultado so foi
alcancado apds quatro dias de armazenamento na concentracdo de 1,56% e um
dia para 3,125% v/p do 6leo (Grafico 1). Essa menor atividade antibacteriana do
orégano, comparada ao capim-limdo deve-se, em parte, ao fato de que proteinas
e gorduras t€ém a propriedade de se ligar ou solubilizar com compostos fendlicos
(no caso timol e carvacrol), reduzindo sua disponibilidade para a agdo
bactericida na carne moida (HAYOUNI et al., 2008). Além disso, entre os
compostos nao fenolicos, aqueles com fungdo aldodlica se destacam como
agentes antimicrobianos. O cinamaldeido apresenta excelente atividade
antimicrobiana. No entanto, outros aldeidos como geranial, neral e citronelal
exibem atividade moderada contra bactérias patogénicas como S. Typhimurium,
E. coli, L. monocytogenes e S. aureus (OUSSALAH et al., 2007).

Alguns resultados de pesquisa tém demonstrado que geralmente, 6leos
essenciais que possuem na sua constituicdo compostos fenolicos sdo mais
efetivos sobre bactérias Gram positivas, enquanto aqueles que possuem citral

sdo efetivos contra ambas as bactérias Gram positivas e negativas
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(MASTROMATTEO; CONTE; DEL NOBILE, 2010). Assim, era de se esperar
a menor efetividade do 6leo de orégano visto que a bactéria utilizada ¢ Gram
negativa e a carne usada no experimento possui 22,66% de proteinas, 2,45% de
gorduras (Tabela 1) Cutter e Hruska (2000) sugerem que a gordura do alimento
pode formar uma capa protetora em torno das bactérias, protegendo-as dos
agentes antimicrobianos. Varios autores afirmam que a atividade antimicrobiana
de 6leos essenciais em alimentos ¢ menor que no meio de cultura devido as
interagdes destes com componentes do alimento, como proteinas e gorduras
(BURT, 2004; SHELEF; JYOTHI; BULGARELLI, 1984). Gill et al. (2002)
sugerem que a grande disponibilidade de nutrientes em alimentos, comparados
aos meios utilizados em laboratorio, pode facilitar a reparagdo dos danos
celulares mais rapidamente. A susceptibilidade da bactéria ao efeito
antimicrobiano dos 6leos essenciais dependem de fatores intrinsecos (teores de
gordura, proteina, pH, d4gua, presenca de antioxidantes, conservantes, dentre
outros) e extrinsecos (temperatura, atmosfera dentro da embalagem, fisiologia
do microrganismo) (BURT, 2004; TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010).

E perceptivel no presente trabalho que o aumento da concentragio de
6leo essencial, tanto de orégano como de capim-limdo, na carne, implicou
também em aumento na redugdo da populagdo bacteriana. O 6leo de capim-
limao, por exemplo, no tempo zero, reduziu a populacdo bacteriana de 4,55
Log;oUFC/g na concentracdo de 0,39% p/v para zero na concentracdo de 3,125%
p/v. Comportamentos semelhantes foram verificados por varios autores para os
mais diversos 0leos e extratos vegetais e cepas bacterianas (BILIADERIS, 2009;
CAREAGA et al, 2003; DUAN; ZHAO, 2009; ZHANG et al., 2009;
ZINOVIADOU; KOUTSOUMANIS). Hayouni et al. (2008) observaram em seu
trabalho com carne picada, que no terceiro dia de armazenamento refrigerado

houve o decréscimo na contagem de S. Enteritidis de 2,1 Log;o UFC/g, 2,6 Logi,
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UFC e 2,8 Log;p UFC nas concentragdes de 1,5%, 2% e 3% v/p de dleo
essencial de Salvia (Salvia officinalis), respectivamente.

Uma possivel explica¢do para isto é que a maior concentragdo de 6leos
essenciais implica na maior disponibilidade dos compostos antimicrobianos para
agir sobre a membrana da célula bacteriana, levando a maior redugdo do numero
de células viaveis.

E bem difundido na literatura que os 6leos essenciais afetam as células
bacterianas por varios mecanismos antimicrobianos, incluindo ataque da
bicamada de fosfolipidios da membrana celular, interrompendo os sistemas
enzimaticos, comprometendo o material genético da bactéria, e formando
hidroxiperéxidos devido a oxidacdo dos 4acidos graxos insaturados
(TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010). O carater hidrofoébico do carvacrol,
composto majoritario do 6leo de orégano, sugere que este se solubiliza na
membrana citoplasmatica, resultando em um aumento da fluidez da membrana e
extravasamento dos ions sodio e potassio, levando a um abaixamento do
gradiente de pH e colapso do potencial de membrana, inibindo a sintese de ATP,
levando por fim & morte da célula (BURT, 2004; ULTEE et al., 2000). O
mecanismo de acdo do citral, componente majoritario do capim-limao, discutido
anteriormente parece ter sido mais efetivo para a bactéria testada que a ag¢do do
carvacrol presente no orégano.

Observa-se ainda que, para os dois Oleos testados, as menores
concentragoes (0,39% e 0,78%), em um primeiro momento tiveram efeito
bactericida, e posteriormente efeito bacteriostatico. J4 para concentragdes
maiores (1,56% e 3,125%) verificou-se acentuado efeito bacteriostatico,
chegando a total eliminagdo da Salmonella na carne. Apesar de ndo se poder
atribuir a atividade antimicrobiana de um o6leo essencial apenas ao seu composto
majoritario, estudos com o 6leo de capim-limdo (86% de citral) e citral puro

mostraram que este ultimo apresentou atividade duas vezes maior que a
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atividade do oleo de capim-limdo sobre E. coli e S. enterica em vinhos,
comportamento que também foi verificado para o carvacrol puro quando
comparado com oleo de orégano (80% carvacrol) (FRIEDMAN et al., 2006).
Hayouni et al., 2008, estudando o efeito antimicrobiano de Oleos essenciais
sobre S. Enteritidis verificaram atividade bacteriostatica do 6leo de Schimus
molle (Balsamo) nas concentragdes entre 0,02-0,1% v/p. E importante salientar
que este vegetal possui o composto majoritario p-cymeno, precursor do
carvacrol, um dos componentes majoritarios presentes no 6leo de orégano.
Entretanto, em concentra¢des maiores, 2 € 3% de 0leo de S. molle, os mesmo
autores observaram alta atividade bactericida sobre a bactéria, chegando a
reducdo de 2,2 Log;y UFC/g em 15 dias de estocagem. De forma geral, em
baixas concentragdes (<1%) os 6leos essenciais exibem atividade bacteriostatica,
entretanto em altas concentragdes (>1,5%) este apresenta-se essencialmente
bactericida (HAYOUNI et al., 2008). Resultados semelhantes também foram
obtidos com 6leo de S. officinalis (0,2-0,5 ug/g) em carne experimentalmente
contaminada com B. cereus, S. aureus € S. Typhimurium (SHELEF; JYOTH]I;
BULGARELLI, 1984).

Baseado na legislacdo brasileira vigente (BRASIL, 2001), as
concentragdes minimas de 6leos essenciais necessarias para garantir a legalidade
da carne recém moida seria de 1,56% para o 6leo de capim-limdo e de 3,125%
para o O6leo de orégano. Porém, levando em conta possiveis alteragdes
organolépticas indesejaveis na carne devido a essas concentracdes de oleo, e
tendo em vista que a Salmonella sempre estda associada a uma microbiota
acompanhante, geralmente deteriorativa, e que dificilmente contagens tdo altas
de Salmonella (>10° UFC/g) estariam presentes em produtos carneos sem que
antes a carne desenvolva aspecto deteriorado, concentragdes de 0,39% p/v de
6leo de capim-limdo ou de 0,78% p/v de 6leo de orégano ja seriam suficientes

para garantir a segurang¢a alimentar.
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4.4 Contagem de aerobios psicrotréficos
Os resultados da contagem em placas de microrganismos psicrotroficos

da carne moida sem inoculo e sem oOleo (controle) durante os dias de

armazenamento sao representados no Grafico 2.
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Grafico 2 Contagem média de aerdbios psicrotroficos em carne moida bovina
(controle). Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si
(Scott-Knott 5%)

Nos tempos 0 e 1 dia ndo foi verificada contagem de psicrotréficos, o
que demonstra a importdncia de uma assepsia eficiente durante todo o
experimento, como a que foi realizada no presente trabalho. Em estudos de
Oliveira et al. (2008) foram encontradas populagdes de aerdbios psicrotroficos,
em média, de 6,09 Log ;o UFC/g em pegas de carne (Patinho) inteiras ¢ de 7,19
Log;y UFC/g para a mesma peca, porém moidas em cinco estabelecimentos
processadores de carnes na cidade de Lavras - MG. Estes autores atribuiram as

altas contagens de bactérias na carne a pouca higiene na obtengdo e manipulagao



74

desta, o que foi confirmado pelas altas contagens bacterianas obtidas no moedor
de carne e nas maos dos manipuladores.

A baixa contagem de psicotroficos (0 Log 0UFC/g) nos primeiros dias
de armazenamento registrada no presente trabalho, pode, além da assepsia
eficiente, ser também fun¢do da metodologia empregada para determinagdo
deste grupo de microrganismos, uma vez que o método de plaqueamento por
superficie (Spread Plate) possui limite de deteccdo de 100 UFC/g (SILVA et al.,
2007). Assim, durante os tempos 0 e 1 dia, as bactérias psicrotroficas, em
pequena quantidade, provavelmente estavam em fase “Lag”, na qual ocorre
adaptagdo da bactéria a0 meio (carne, temperatura, luminosidade, etc.), onde,
apesar de haver intensa atividade metabolica (sintese de novas enzimas), ndo ha
reproducdo celular. Esta fase ¢ prolongada quando as células estdo em um meio
onde a fonte de carbono ndo esta prontamente disponivel, como ¢ o caso da
carne.

A partir do tempo 2 dias, observou-se um aumento da populagdo
psicrotrofica (3,05 Log 1o UFC/g), o que esperava-se, visto que as bactérias ja
estavam adaptadas ao meio, entrando na etapa conhecida como “Fase de
aceleragdo positiva”, na qual ocorre o inicio da multiplica¢ao celular. No tempo
4 dias, verifica-se que a populagdo bacteriana dobrou (6,07 Log ;o UFC/g) em
relagdo ao tempo 2 dias (3,05 Log 1o UFC/g). Tem-se entdo a “Fase de
crescimento exponencial” (Fase Log). Esta etapa ¢ caracterizada pela
multiplicag@o celular acelerada e intensa atividade metabolica. Dois dias depois
(tempo 6), nota-se que, apesar de haver aumento da populacdo (8,25 Log 1o
UFC/g), este ocorre a uma taxa menor. Esta fase pode ser caracterizada como a
“Fase de desaceleragdo” ou “aceleracdo negativa”, a qual ocorre quando a
concentragdo de um ou mais nutrientes comega a ser limitante.

Concomitantemente a analise de Salmonella enterica Enteritidis S64 foi

realizada a quantificacdo de aerdbios psicrotroficos no ultimo dia de
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armazenamento (dia 6) nas amostras de carne com e sem adi¢do de oleos
essenciais. No tratamento controle (0% de O.E + S. Enteritidis S64) a contagem
de psicrotroficos (Tabela 3) foi de 8,35 Log;y UFC/g, resultado praticamente
igual aquele encontrado para a carne sem Salmonella, 8,25 Log;, UFC/g,
(Grafico 2), demonstrando assim que a presenca do patéogeno inoculado nao
influenciou no desenvolvimento da microbiota psicrotrofica presente na carne.
Este resultado pode ser atribuido ao préprio comportamento da Salmonella, que
por ser uma bactéria mesofila, e estar em condi¢cdes desfavoraveis
(refrigeragcdo), ndo se constituiu uma competidora para a microbiota
psicrotrofica, mais bem adaptada as condi¢des de estocagem da carne.
Diferengas significativas na populagdo de psicrotroficos foram
observadas entre os tratamentos 0% e 0,39% p/v para os dois 6leos avaliados,
apesar da pequena redugdo (< 1 Logl0O UFC/g) verificada entre as duas
concentragdes (Tabela 3). Para a concentracdo 0,39% a populacdo de
psicotropicos para dos dois dleos foram estatisticamente semelhantes (7,41 e
7,55 Logio UFC/g para o orégano e capim-limdo, respectivamente). O aumento
da concentragdo dos dois o6leos na carne de 0,39% para 3,125% foi
acompanhado pela redug@o da microbiota de 57,3% para o 6leo de orégano e de
54,56% para o capim-limdo. Isto ¢ resultado da maior disponibilidade dos
compostos antimicrobianos na carne a medida que maiores concentragdes de
6leo sdo adicionadas & mesma. Esse comportamento também foi notado por
Zinoviadou, Koutsoumanis ¢ Biliaderis (2009) que, trabalhando com filmes
protéicos contendo diferentes concentracdes de 6leo essencial de orégano em
pedagos de carne, verificaram maior reducdo na Contagem Total de Células
Viaveis para a maior concentragdo de oleo testada (1,5% p/p). Alguns
pesquisadores tém relatado que os compostos fenolicos de diferentes fontes

vegetais podem inibir diversos agentes patogénicos de origem alimentar, € que o
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teor total de fendlicos estd altamente relacionado com a atividade

antimicrobiana.

Tabela 3 Populacdo de aerobios psicrotroficos (Logo UFC/g) no sexto dia de
armazenamento presentes nas amostras de carne moida bovina.
inoculadas com Salmonella enterica Enteritidis S64 tratadas com 6leos
essenciais de orégano (Origanum vulgare) e capim-limdo
(Cymbopogon citratus)

Tratamento Concentracéo (%) Logi UFClg
Controle 0.00 8.35 (+0.01)*
Origanum vulgare 0.39 741 (£0.03)"
Origanum vulgare 0.78 7.18 (£0.01)°
Origanum vulgare 1.56 5.24 (+0.08)
Origanum vulgare 3.125 3.16 (£ 0.09) "
Cymbopogom citratus 0.39 7.55 (£0.04)°
Cymbopogom citratus 0.78 6.67 (£0.01)¢
Cymbopogom citratus 1.56 6.24 (£0.02) °
Cymbopogom citratus 3.125 3.43 (£0.07) ¢

Médias + Erro Padrdo. Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si
(Tukey 5%)

Diferentemente do ocorrido com a Salmonella, onde o dleo de capim-
limdo foi o mais efetivo (Grafico 1), de forma geral, o 6leo de orégano
apresentou maior eficiéncia na redugdo dos psicrotroficos na carne (Tabela 3).
Este fato também foi observado por Barbosa et al. (2009) avaliando o efeito
antimicrobiano de 6leos essenciais sobre a microbiota psicrotréfica em carne
picada. Estes autores verificaram que todos os 6leos testados causaram reducao
destas bactérias, com destaque para o 6leo de orégano (redugdo de 0,4 Logj,
UFC/g em 24 horas), seguido pelos o6leos de tomilho e capim-limdo. Souza,
Stamford e Lima (2006) também observaram significativa atividade
antimicrobiana exercida pelo 6leo essencial de orégano sobre o crescimento da
microbiota nativa (aerobios mesofilos) em carne, especialmente na concentragao

de 80 pL/mL. A maior eficiéncia do 6leo de orégano na populagao psicrotrofica
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pode estar relacionada com as espécies de bactérias que estavam presentes na
carne. Apesar de ndo ter sido feita a identificagdo destas, diversos autores
relatam que os psicrotroficos mais comuns encontrados em carnes ¢ produtos
carneos sdao Aeromonas, Carnobacterium, Brochothrix, Lactobacillus e
Pseudomonas, sendo esta ultima mais recorrente nestes produtos (COATES et
al., 1995; SKANDAMIS; NYCHAS, 2002). O 6leo de orégano pode ter tido
maior efetividade frente a uma ou mais destas espécies, resultando em uma
maior redug¢do microbiana global quando comparado com o dleo de capim-
limao.

Apesar dos dois 0leos essenciais, em todas as concentragdes testadas,
apresentarem atividade antimicrobiana, nenhum tratamento foi capaz de eliminar
por completo a microbiota psicrotrofica. Isso se deve, pelo menos em parte,
devido ao fato da carne ser um alimento propicio ao crescimento microbiano
(fatores intrinsecos como nutrientes, pH, atividade de 4gua) e a temperatura de
estocagem (7°C), temperatura essa O6tima para o crescimento ¢ manutengdo da
integridade dos microrganismos psicrotroficos, facilitando a reparacdo de
possiveis injurias causadas pelos 6leos essenciais. Isso pode ser comprovado
pela maior populacdo de psicrotroficos no tratamento controle (8,35 Logi
UFC/g) (Tabela 3) quando comparado com a contagem de S. Enteritidis
(controle - 6,19 Log;o UFC/g) (Tabela 1A, Apéndice A), mesmo esta tendo sido
inoculada a uma concentragdo inicial de 10° UFC/g. Este fato também foi
observado por Skandamis, Tsigarida e Nychas (2002) que, trabalhando com filés
de carne contendo 0,8% p/v de o6leo essencial de orégano, verificaram a
eliminacdo total da S.Typhimurium inoculada (concentragdo inicial do in6culo
igual a 3,5 Log;)UFC/g), enquanto a microbiota aerobica presente, apesar de ter
reduzido, ndo chegou a ser eliminada por completo. Além disso, ¢ bem

difundido que, quanto maior e mais diversificada a microbiota do substrato, mais
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dificil serd a instalacdo de uma ag@o antimicrobiana significativa por parte de
uma dada substancia (MENON; GAR, 2001; NOSTRO et al., 2004).

De forma resumida, a efetividade dos 6leos avaliados frente as bactérias
psicrotréficas na carne moida poderia, em ordem decrescente, ser assim
representada: 3,125% orégano > 3,125% capim-limao > 1,56% orégano > 1,56%
capim-limao > 0,78% capim-liméo > 0,78% orégano > 0,39% orégano = 0,39%
capim-limao.

Com os resultados obtidos neste trabalho pode-se sugerir uma possivel
utilizagdo dos oOleos de orégano e capim-limdo na redugdo da populagdo

bacteriana autoctone, seja ela patogénica ou deterioradora.
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5 CONCLUSAO

a)

b)

Os o6leos essenciais de orégano e capim-limdo apresentaram efeitos
inibitérios sobre o crescimento, tanto de Salmonella enterica
Enteritidis S64 quanto da microbiota psicrotrofica, acompanhante em

carne moida bovina em todas as concentragdes testadas.

O dleo essencial de capim-limdo promoveu maior redugdo na
contagem de Salmonella, enquanto o 6leo de orégano mostrou-se

mais eficiente contra a microbiota psicrotrofica.

Os O6leos essenciais de orégano e capim-limdo se mostraram
promissores na reducdo de microrganismos psicrotroficos e na
eliminacdo de Salmonella enterica Enteritidis em carne moida

bovina.
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APENDICE

Tabela 1A Contagem da populagdo de Salmonella enterica Enteritidis S64 em carne moida bovina tratada com diferentes
concentragdes de Oleos essenciais de orégano (O.vulgare) e capim-limdo (C. citratus) durante 6 dias de

armazenamento sob refrigeragdo

Logo UFC/g

Concentragéo

Tratamento (%) Dia0 Dial Dia 2 Dia4 Dia 6

CONTROLE 0.00 6.64 (£0.03) " 6.21 (£0.08) " 7.10(x0.25)  6.83 (£0.02)*®  6.19 (£0.03) A
0. vulgare 0.39 5.49 (£0.02) B 4.83 (£0.13)®  4.35(20.03)® 437 (£0.01)®  4.32(20.01) ¢
0. vulgare 0.78 421 (£0.07) % 4.45(x0.04)“*  4.49(+0.01)®  4.10(£0.02) ®®  4.23 (£0.02)°
0. vulgare 1.56 4.54 (£0.03) “  3.23 (£0.03)®®  2.71(x0.07)*  0.00 (£0.00) **  0.00 (x0.00) *
0. vulgare 3.125 3.36 (£0.03) ¥ 0.00 (£0.00) ™  0.00 (£0.00) ™  0.00 (£0.00)*®  0.00 (£0.00)
C. citratus 0.39 4.55(£0.09) 420 (£0.29)*  3.73(x0.14)® 338 (x021)™  3.07 (£0.03)™°
C. citratus 0.78 3.06 (£0.02) **  3.09 (£0.03)®®  3.16(+0.04) "  3.37(x0.05)%*  2.84 (£0.05) **
C. citratus 1.56 0.00 (£0.00) “*  0.00 (£0.00) **  0.00 (£0.00) ™  0.00 (£0.00) **  0.00 (+0.00) ™
C. citratus 3.125 0.00 (£0.00) “*  0.00 (£0.00) *  0.00 (£0.00) ™  0.00 (£0.00) **  0.00 (+0.00) ™

Médias = Erro Padrdo. Médias seguidas de letras diferentes maitisculas na coluna e mintsculas na linha diferem entre si pelo teste de

Scott-Knott (p<0.05)
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