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RESUMO

ALARCON, Maria Milagros Villegas. Efeito inibitério dos é6leos esséncias no
crescimento de Staphylococcus aureus e Escherichia coli em queijo ricota.
2007. 56 p. Dissertacao (Mestrado em Microbiologia Agricola) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.'

A tendéncia atual da ciéncia dos alimentos de seguir uma linha de pesquisa
orientada a investigagdo de novas tecnologias de preservacdo, na qual
procuram-se alternativas para a utilizagdo de técnicas tradicionais, justifica-se
pelo aspecto negativo que estas ultimas poderiam representar na saude do
consumidor e nas caracteristicas nutricionais e sensoriais no alimento. Os 6leos
essenciais estdo incluidos dentro do grupo de tecnologias inovativas, devido a
suas comprovadas propriedades antimicrobianas e antioxidantes. A presente
investigagdo avaliou a agdo dos 6leos essenciais em queijo ricota. Oleos
essenciais extraidos de orégano (Origanum vulgare) e pimenta do reino preta
(Piper nigrum L) foram avaliados quanto sua capacidade em inibir o
crescimento de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, in vitro, utilizando o
método de difusdo cavidade placa agar e em ricota, armazenada a 7°C, pelo
periodo de 21 dias. As concentra¢des de ambos os 0leos que inibiram, no teste in
vitro, as duas bactérias foram utilizadas no teste em queijo ricota. A
concentragdo de 1% de oleo de orégano diminui em 3,36 e 1,88 ciclos
logaritmicos a populagdo de S. aureus e E. coli, respectivamente. O o6leo
essencial de pimenta-do-reino preta teve discreta atuagdo. O numero de S.
aureus e E. coli foi reduzido em 1,39 e 1,17 ciclos logaritmicos quando utilizado
5% de dleo, respectivamente. Avaliando-se o efeito sinergistico de inibigdo entre
S. aureus e E. coli em presenga dos oleos e inoculados em ricota, ndo foi
observado qualquer efeito de interagdo entre os microrganismos. O presente
trabalho permite corroborar que os o6leos essenciais poderiam ser, na pratica,
uma alternativa para a obtenc¢do de alimentos naturais e, ao mesmo tempo,
seguros. Porém, tem que ser considerado que seu uso veria-se limitado ao grau e
ao espectro de inibi¢cdo do 6leo, como demonstrado no presente estudo.

! Orientadora: Profa. Dra. Roberta Hilsdorf Picolli — UFLA
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ABSTRACT

ALARCON, Maria Milagros Villegas. Inhibitory effect of essential oils on
Staphylococcus aureus and Escherichia coli growth in ricotta cheese. 2007.
56 p. Dissertation (Master Program in Agricultural Microbiology) — Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.”

The actual tendency of food science to follow an investigation line oriented to
research new preservation techniques instead of traditional ones is justified
because the negatives aspects in the consumers’ health and in the nutritional and
sensorial properties of the food that the last ones represent. The essential oils are
included into de innovative preservation techniques because their antimicrobials
and antioxidants properties. The present study evaluated the essential oil action
in ricotta cheese. Essential oils from oregano (Origanum vulgare) and black
pepper (Piper nigrum L) were evaluated for their inhibitory capacity on
Staphylococcus aureus and Escherichia coli growth, in vitro, using the agar well
technique and in ricotta at 7°C over a 21-day period. The essential oil
concentration that was inhibitory in the in vitro test was used in the ricotta
cheese. Oregano essential oil at 1% reduced in 3,36 and 1,88 logarithmic units
the S. aureus and E. coli population, respectively. The black pepper essential oil
has a discrete performance. The 5% concentration of this oil reduced in 1,39 and
1,17 logarithmic units the initial counts of S. aureus and E. coli, respectively. It
was not observed interaction between S. aureus and E. coli when evaluated the
synergistic effect of inhibition. The present work permit corroborated that
essential oils can became in practice an alternative to obtain natural and safe
food products. However it has to be consider that essential oils use is limited to
their spectrum and inhibition grade like observed in this study.

! Advisor: Roberta Hilsdorf Piccolli- UFLA
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1 INTRODUCAO

Na atualidade, ha uma tendéncia na substituicdo de técnicas tradicionais
de preservacdo de alimentos por novas técnicas, devido a um aumento da
demanda pelos consumidores por alimentos nutritivos e naturais, embora
estaveis e seguros.

Dentro das novas técnicas de conservagdo, os compostos naturais como
extratos de plantas e oOleos essenciais t€ém demonstrado possuir propriedades
antioxidantes e antimicrobianas. Devido ao cariter hidrofobico destes
compostos, podem ocorrer distirbios na membrana celular, afetando a
viabilidade dos microrganismos. A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
tem sido avaliada contra bactérias deterioradoras e patogénicas, contra fungos
filamentosos toxigénicos e deterioradores, e leveduras patogénicas.

Staphylococcus aureus ¢ um dos microrganismos patogénicos mais
importantes, sendo responsavel pela produgdo de toxinfecgdes alimentares. Em
alguns paises, incluindo o Brasil, tem sido indicado como o microrganismo mais
freqlientemente relacionado por ocasionar surtos a partir de leite cru e queijos,
tendo sua origem em matérias-primas obtidas de vacas com mastite ou em fontes
humanas. Na produgfo tradicional de queijos, apds a pasteurizacdo do leite, o
produto resultante ¢ considerado seguro da presenca de S. aureus, porém, a
contaminag@o pode acontecer em etapas posteriores, como na adi¢do do inoculo
ou embalagem, por contato com equipamento, manipulago, entre outros fatores.

Escherichia coli tem como hébitat o trato entérico de humanos e
animais. Assim, a presenca deste microrganismo indica contaminagdo direta ou
indireta de origem fecal, sendo considerado o indicador cldssico da possivel
presenca de microrganismos patogénicos. E freqiientemente encontrado em

grande popula¢do em queijos macios. As cepas de E. coli ndo sdo, geralmente,



patogénicas embora E. coli enteropatogénica tenha sido isolada em queijos com
elevada umidade.

Dentro de todos os queijos, a ricota € um dos mais consumidos do
Brasil. A auséncia de barreiras antimicrobianas neste tipo de produto, como, por
exemplo, pH quase neutro, alta umidade, baixo contetido de sal e ndo adigdo de
"starter", permite o crescimento rapido de microrganismos; porém, certos
aditivos sdo utilizados para prolongar o tempo de conservacdo e a seguranga em
diferentes tipos de queijo. A legislac@o brasileira permite a utilizagdo de nisina e
nitrato de s6dio ou potassio como conservantes.

Segundo o exposto, os 0leos essenciais podem ser considerados como
uma alternativa factivel aos aditivos sintéticos, em que seriam utilizados como
métodos adicionais no controle de microrganismos patogénicos e deterioradores;
porém, existe pouca informag¢do disponivel relacionada aos efeitos do uso dos
Oleos essenciais em matrizes alimentares. O objetivo deste estudo foi verificar o
efeito inibitorio do 6leo essencial de orégano e pimenta-do-reino preta sobre
Staphylococcus aureus e Escherichia coli in vitro e na matriz alimentar ricota.
Também se procurou avaliar a interagdo entre estas duas bactérias na ricota,

adicionado de 6leo essencial.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Staphylococcus aureus e intoxicacio estafilococica

Os géneros Staphylococcus e Micrococcus compreendem a familia
Micrococcaceae. Na atualidade, o género Staphylococcus inclui 33 espécies
reconhecidas (Behme et al., 1996). Apresentam-se como cocos Gram-positivos,
nao esporulados, anaerdbios facultativos e de didmetro entre 0,5 e 1,5 um (Kloss
& Schleifer, 1986).

Staphylococcus aureus é um microrganismo mesofilo, entretanto,
estudos comprovam que pode crescer em uma ampla margem de temperaturas,
tendo como limite minimo e maximo 6,5°C e 48,5°C (Tatini, 1973; Schmitt et
al., 1990). O pH 6timo para o crescimento ¢ 6 a 7, podendo crescer entre valores
de 4 a 10. O microrganismo pode desenvolver-se em meio contendo até 20% de
cloreto de sodio (Tatini, 1973). E considerada como a eubactéria mais
halotolerante nao-hal6fita, crescendo até a, (atividade de &agua) de 0,86
(Gutierrez et al., 1995; Wijnker et al., 2006).

Staphylococcus aureus tem a capacidade de produzir enzimas
extracelulares como coagulase, termonuclease e lipase, consideradas fatores de
viruléncia, sendo também empregadas para a sua identificacdo entre outras
espécies de estafilococos (Madani, 1998).

O haébitat principal de Staphylococcus aureus em humanos e animais ¢ a
mucosa naso-faringea, onde forma parte da microbiota normal. Organismos
presentes no nariz podem contaminar facilmente a pele, assim portadores nasais
podem ser portadores cutdneos (Fueyo et al., 2005). Lues e Van Tonder (2007)
encontraram uma incidéncia de 88% das amostras, ao investigar a presenga de S.
aureus nas maos de manipuladores de alimentos. Este fato é preocupante, ja que

este microrganismo ¢ reconhecido como um importante agente patogénico, por



sua capacidade de produzir toxinfecgdes alimentares (De Buyser et al., 2001;
Jorgensen et al., 2005), sendo que de um terco até a metade das linhagens
estudadas tem demonstrado ser enterotoxigénicas (Bergdoll, 1989).

A intoxicacdo estafilocdcica consiste na ingestdo de uma ou mais
toxinas pré-formadas nos alimentos que tenham sido contaminados por varias
espécies de estafilococos, especialmente S. aureus (Fueyo et al., 2001). Esta
intoxicagdo ¢ caracterizada por um periodo curto de incubagdo (2-6 horas) apods
o consumo da toxina, seguido por niusea, vomito, dor abdominal e diarréia
(Balaban & Rasooly, 2000). A doenga é raramente mortal, precisando de 24
horas de recuperagdo nos casos mais leves (ICSMF, 2000).

As enterotoxinas estafilococicas (SEs) sdo um grupo heterogéneo de
proteinas de cadeia simples, de baixo peso molecular (28.000 a 35.000 daltons)
(Su & Wong, 1995). Estas toxinas sdo classificadas de acordo com as suas
propriedades antigénicas, como SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI e
SEJ (Balaban & Rasooly, 2000; Fueyo, 2001;). Apresentam propriedades como
atividade emética, resisténcia ao calor e a pepsina, similaridade na estrutura
tercidria e superantigenicidade (Dinges et al., 2000). Estudos mostram que existe
certa semelhanca entre a seqiiéncia de aminoacidos de algumas estafilotoxinas,
por exemplo, SEA e SEE apresentam uma homologia de 81%, SEB e SECI1 de
67%, tendo SEH pouca similaridade com elas (Balaban & Rasooly, 2000).

A producdo de enterotoxina se da em condi¢des mais favoraveis do que
para o crescimento. A temperatura 6tima para a produgdo de enterotoxina ¢ de
40°-45°C, no entanto tem-se detectado entre 10° e 46°C (Tatini, 1973). A
produgdo de enterotoxina a pH neutro é maxima, mas decresce a pH 4cido, os
limites de producdo vao de 4 e¢ 9,8, sendo a disponibilidade de oxigénio ¢ a
natureza do acidulante fatores que podem afetar estes valores (Varnam & Evans,

1991). O microrganismo S. aureus pode produzir enterotoxina a partir de a



maior a 0,86 (Tatini, 1973), representando um risco relacionado a alimentos com
umidade intermediaria 0,6-0,9(Leistner, 1987).

Estas toxinas tém sido detectadas em alimentos contendo cerca de 10°
UFC/g, no entanto, tém sido reportado niveis maiores € menores (Anunciagdo et
al., 1995). Do Carmo et al. (2002) obtiveram contagens de 2x10° ¢ 2x10* UFC/g
em amostras de leite ndo pasteurizado e queijo minas, respectivamente,
responsaveis por causar surtos por intoxicagdo estafilocdcica no Brasil. A
quantidade de enterotoxina necessaria para causar intoxicagdo ¢ muito pequena.
Evenson et al. (1988) detectaram 0,5 ng/mL de estafilotoxina A (SEA) em leite
achocolatado vinculado a um surto nos Estados Unidos. Além disso, 55,5 ng/g
de enterotoxina estafilocdcica H (SEH) foram detectados em puré de batata
elaborado com leite cru, associado a um surto (Jorgensen et al., 2005).

Staphylococcus aureus ¢ capaz de crescer e produzir toxina em uma
ampla margem de condi¢des ambientais e em uma variedade de alimentos.
Diversos trabalhos relatam a influéncia da temperatura, pH, tensdo de oxigénio,
ay, microbiota competitiva, entre outros fatores no crescimento e producdo de
enterotoxina. Fujikawa & Morozumi (2006) verificaram que a produgdo de
enterotoxina aumentou linearmente com o aumento da temperatura, observando
também que, a 32°C, demorou quase a metade do tempo em chegar & maxima
quantidade de enterotoxina produzida do que a 23°C. Em um trabalho realizado
por Su & Won (1998), foi verificado in vitro o efeito do pH e aeracdo na
produgdo de estafilotoxina H. Aeracao de 300 cc/min e pH de 7 foram indicados
como parametros 6timos.

A microbiota competitiva encontrada em alimentos crus, semi-
processados e fermentados afeta o crescimento de Staphylococcus aureus e,
conseqiientemente, a produgdo de enterotoxina. E bem conhecido que as
bactérias acido lacticas exercem um forte antagonismo contra S. aureus, no

entanto, estudos que relatem a influéncia de outros microrganismos, por



exemplo, deterioradores ou patogénicos sdo escassos. As bactérias acido lacticas
exercem seu efeito inibitorio por competi¢do por nutrientes ou pela produgio de
metabolitos ativos (Devlieghere et al., 2004). Gonzales-Fandos et al. (1999)
demonstraram que o crescimento de S. aureus em lingiiica foi claramente
afetado pela temperatura de fermentagdo e, especialmente, o "starter". A
producdo de enterotoxina ndo foi inibida, no entanto, a diminuicdo da
quantidade foi notéria. Zarate et al. (1997) indicaram que a populagdo em queijo
maturado caiu significativamente com o tempo, onde apds 60 dias ndo foi
detectada a presenca de S. aureus.

S. aureus junto com Salmonella spp., Listeria monocytogenes e E. coli
patogénica estdo incluidas dentro do grupo de bactérias que constituem uma
maior ameaga a seguranca de queijos (De Buyser et al., 2001). Produtos como
leite e derivados estdo comumente relacionados por provocarem intoxicagao
estafilocécica, devido a ma qualidade da matéria-prima (leite obtida de animais
com mastite), ma condi¢des de elaboracdo (refrigeragdo e pasteurizacio
deficiente, contaminagdo cruzada, incorreta higienizacdo dos manipuladores).
Diversos autores tém relatado surtos, nos quais o consumo de queijo, creme,
leite cru, leite em p6 desnatado foram implicados (Sabioni et al., 1988; Pereira et

al., 1994; do Carmo et al., 2002; Asao et al, 2003).

2.2 Escherichia coli em alimentos

Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae. Os membros
desta familia sdo bacilos Gram-negativos, de 1,1 a 1,5 x 2,0 a 6 um. Alguns t€m
a capacidade de motilidade possuindo flagelos peritricos, sdo anaerdbios
facultativos e fermentam a glicose com formacdo de acido e gas (Holt et al.,
1994).

E. coli pode crescer entre pH de 4,4 a 9 (ICSMF, 2000), porem, ¢é

conhecida sua capacidade de tolerar ambientes acidos, que lhe permitem



sobreviver no trato gastrintestinal. Sainz et al. (2005) demonstraram que cepas
de E. coli ndo adaptadas a ambientes acidos sobreviveram em pH de 2,5 até por
6 horas. Em condi¢des otimas de crescimento, E. coli pode crescer acima de a,,
de 0,95 (Varnam & Evans, 1991). Entretanto, tem-se demonstrado a viabilidade
de E. coli O157: H7 a a, 0,34 por at¢ 8 semanas (Ryu et al., 1999). A
temperatura de crescimento varia entre 7° a 48°C, sendo 37°C a temperatura
otima (Varnam & Evans, 1991). No entanto, diversos autores tém observado
crescimento em alimentos de algumas cepas de E. coli a temperaturas menores,
como 4°C, por varios dias (Anang et al., 2007; Gonzalez-Montalvo et al., 2007).

A espécie Escherichia coli inclui cepas ndo virulentas, que tém como
habitat o trato entérico de humanos e animais sadios, e cepas altamente
patogénicas, responsaveis por provocar surtos de doengas em humanos e animais
com considerdvel taxa de mortalidade. A presenca de cepas ndo patogénicas em
alimentos indica contaminacdo direta ou indireta de origem fecal, sendo
considerado o indicador classico da possivel presenca de microrganismos
patogénicos. Contagens elevadas de E. coli também relacionam-se a falta de
higiene e falhas no processamento de alimentos (ICSMF, 2000; Yucel &
Ulusoy, 2006).

Os patotipos de E. coli tém sido classificados como patogénicos de
origem entérico e patogé€nicos extraintestinais. O primeiro grupo sao causadores
de produzir diarréias em humanos e animais. O segundo causa infecgdes do trato
urinario, sépsis e meningites (Kuhnert et al., 2000). A transferéncia de genes,
por ganancia e perda de elementos genéticos moviveis, incluindo plasmideos,
bacteriofagos e ilhas de patogeneicidade, logrou que E. coli ndo patogénica
pudesse desenvolver diferentes mecanismos que lhe permitiram ter a capacidade
de aderir-se, crescer e colonizar o hospedeiro (Dobrindt, 2005). Estes
mecanismos sdo chamados fatores de viruléncia e incluem-se toxinas, adesinas,

invasinas, capsula, resisténcia ao soro e captacdo de ferro (Kaipainen et al.,



2002). E. coli patogénica entérica e classificada como entero-toxigénica (ETEC),
entero-patogénica (EPEC), entero-hemorragica (EHEC), entero-invasiva (EIEC),
entero-agregativa (EAggEC), e de aderéncia difusa (DAEC) (Nataro & Kaper,
1998).

Gado bovino tem se apresentado com um portador assintomdtico de E.
coli patogénica (Heuvelink et al., 1998). Cerqueira et al. (1999) analisaram 197
amostras fecais de gado bovino sadio; trés isolados pertenceram ao serotipo
O157:H7, tendo um sido procedente de gado de corte (produtora de shiga
toxina), e dois de gado leiteiro. Este fato poderia explicar a incidéncia destas
cepas em alimentos elaborados a base de carne, leite ndo pasteurizado e
derivados, vegetais crus e minimamente processados. Durante o beneficiamento
dos animais, E. coli pode ser transferida a carcaga, inclusive em etapas
anteriores ao eviscerado (McEvoy et al., 2003). O leite e derivados podem sofrer
contaminag¢do direta ou indireta por este microorganismo. Lira, Macedo & Marin
(2004) observaram uma incidéncia de E. coli produtora de shiga toxina (STEC)
em 12,08% das amostras de leite obtidas de vacas com mastite. E. coli
patogénica pode chegar ao leite pasteurizado e derivados por contaminagdo
cruzada (CDC, 2000). Os vegetais e frutas podem ser contaminados pelo adubo,
durante a irrigagdo, ou durante o processamento, como no lavado e no
esfriamento (CDC, 1997; Taormina et al., 1999; Islam et al., 2005).

EHEC OI157:H7 ¢ STEC 0157 sd3o as cepas de E. coli mais
predominantemente isoladas de leite cru e derivados e, conseqiientemente,
formam parte do grupo de bactérias patogénicas responsaveis pelos surtos
provocados pelo consumo destes produtos. (De Buyser et al., 2001). Oksuz et al.
(2004), ao analisarem 100 amostras de leite ndo pasteurizado e 50 amostras de
queijo elaborado com leite ndo pasteurizado, encontraram a presenca de E. coli
0157 em 1% e 4% das amostras, respectivamente. Os autores indicaram que, no

entanto, a incidéncia foi baixa, conseqiientemente representando um risco



pequeno. Tem sido demonstrado que esta bactéria pode sobreviver as condigdes
de processamento de queijos, incluindo maturagdo. Em uma investigagdo
realizada por Dontorou et al. (2003) foi detectada a presenga de E. coli O157:H7
em 1 de 100 amostras de leite de ovelha cru, no entanto, ndo foi detectada nas
amostras de leite de vaca ou cabra.

O consumo de queijo fresco contaminado com E. coli O157:07
produziu um surto em 1998, envolvendo 55 pessoas. Os resultados das amostras
analisadas demonstraram que houve contaminagdo cruzada entre o leite cru e o
produto final, por meio da matéria-prima e equipamento (CDC, 2000). Em
1997, detectaram-se cinco casos de gastrenterites relacionadas ao consumo de
queijo elaborado com leite cru. As amostras analisadas apresentaram 5 -10 NMP
E. coli O157/g.

O comportamento em matrizes alimentares de E. coli com relagdo a
outros microrganismos tem sido avaliado em produtos fermentados, como queijo
e lingliiga, em que a biota acido lactica tem um efeito antagonista para com esta
bactéria. Porém, E. coli é considerado um microrganismo resistente ao baixo pH.
Vernozy-Rozand et al. (2005) observaram uma diminui¢do de 2 ciclos log;o apds
42 dias de maturagio nos queijos elaborados com leite inoculado com 10*
UFC/mL. O pH das amostras variou de 6,7 a 4,3. Os mesmos autores, em um
trabalho anterior, estudaram o comportamento de S. aureus sob as mesmas
condicdes, em que, apos os 42 dias, ndo detectou-se a presencga da bactéria. Foi
estudado, por Luukonem et al. (2005), o efeito das bactérias acido lacticas contra
E. coli O157:H7 em queijo edam. Observou-se uma diminuigdo de quase 2 ciclos

logo, ap6s 41 dias de maturagao.

2.3 Oleos essenciais e sua aplicacdo como conservantes de alimentos

O crescente interesse dos consumidores por alimentos naturais obriga a

indlstria a pesquisar novas alternativas de conservacdo de alimentos. Assim,



podem-se mencionar compostos naturais como lisozimas, compostos de plantas,
bacteriocinas e quitosan. Entre os compostos de plantas, os extratos e 6leos
essenciais t€ém demonstrado possuir propriedades antioxidantes, antimicrobianas
e antiparasitarias (Okpekon et al., 2004; Sokmen et al., 2004; Sacchetti et al.,
2005; Ferreira et al., 20006).

Os 6leos essenciais sao liquidos aromaticos obtidos de diferentes partes
de plantas, como raizes, folhas, flores, sementes e ramas, geralmente por
hidrodestilacdo ou arraste de vapor. Sdo misturas quimicamente complexas,
porém, o numero de compostos responsaveis pelo olor e sabor ¢ limitado
(Aridogan et al., 2002).

A atividade antimicrobiana in vitro dos Oleos essenciais tem sido
avaliada amplamente contra microrganismos deterioradores e patogénicos,
contra fungos filamentosos toxigénicos e deterioradores e leveduras patogénicas.
No entanto, tem-se estudado a atividade dos 6leos nas mais diversas matrizes
alimentares, como salsichas (Lemay et al., 2002; Singh et al., 2003), queijo
suave (Smith -Palmer et al., 2001), queijo mussarela (Menon & Garg, 2001),
iogurte (Penney et al., 2004), alface (Wan, 1998) e cenoura (Singh et al., 2002).
Os trabalhos realizados, basicamente, englobam um grupo pequeno de
microrganismos (Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, Pseudomonas
fluorescens, Aeromonas hydrophila, Staphylococcus aureus, Escherichia coli
O157:H7, E. coli ndo patogénica), bem como dos Oleos testados (tomilho,
canela, cravo da india, vanilina, mostarda).

O mecanismo de agdo dos oOleos essenciais esta relacionado com a
perturbacdo da membrana citoplasmica, interrup¢do da forca motriz de protons,
do fluxo de elétrons, do transporte ativo e da coagulagdo dos contetidos celulares
(Burt, 2004).

Diversos autores tém estudado a atividade antimicrobiana in vitro dos

6leos essenciais contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Canillac &
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Mourey, 2001; Opalchenova & Obreshkova, 2003; Skaltsa et al., 2003; Baydar
et al., 2004; Benkeblia, 2004; Edwards-Jones et al., 2004). Matan et al. (2006)
estudaram o efeito inibitorio da mistura dos 6leos essenciais de canela e cravo da
india em fase gasosa junto com atmosfera modificada (40% de CO,) contra S.
aureus, observando que o crescimento deste microorganismo foi inibido até por
41 dias. A atividade do 6leo essencial de algumas espécies de tomilho foi testada
por Cosentino et al. (1999) contra S. aureus e E. coli. Os autores obtiveram
concentragdes minimas bactericidas entre 225-900 e 450-900 pg/mL,
respectivamente, atribuindo esta atividade ao elevado contetido de carvacrol e
timol presentes neste 6leo. Oussalah et al. (2007) determinaram a concentragio
minima inibitéria de um extenso grupo de dleos essenciais contra S. aureus, E.
coli, Salmonella Typhimurium e Listeria monocytogenes. Dos 28 6leos testados,
os extraidos de Corydothymus capitatus, Cinnamomum cassia, C. verum,
Satureja montana e Origanum heracleoticum apresentaram maior atividade
contra os quatro microrganismos testados.

Tradicionalmente, o orégano (Origanum vulgare) e a pimenta-do-reino
(Piper nigrum L) tém sido empregados popularmente como condimentos, mas,
devido a preseng¢a de compostos antimicrobianos, possuem um potencial para
seu uso como agentes para a preservagdo de alimentos (Figura 1). Trabalhos
comparativos in vitro indicam o 6leo essencial de orégano como possuidor de
uma importante atividade antimicrobiana sobre as bactérias Escherichia coli
0157:H7, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis e Proteus
vulgaris sobre a levedura Candida albicans e sobre os fungos Fussarium spp.,
Aspergillus spp., Rhisopus spp., Penicillium spp., merece destaque também a
atividade antioxidante do extrato alcodlico (Valero & Salmeron, 2003; Sahin et
al., 2004; Capecka et al., 2005; Moreira et al., 2005). A pimenta-do-reino ¢ um
condimento valorizado por seu aroma e pungéncia, de importincia comercial

para o Brasil, que é um dos grandes exportadores mundiais (International Pepper

11



Comunity, 2003). A presenca da alquilamida piperidina na sua composicao
confere lhe propriedades bioldgicas, como antipirética, analgésica e

antibacteriana (Parmar et al., 1997; Venkat et al., 2004) (Figura 2).

(A)

FIGURA 1 Aspecto das folhas frescas de orégano (Origanum vulgare) (A).
Aspecto das folhas e graos frescos de pimenta-do-reino preta (Piper
nigrum) (B).

FIGURA 2 Estrutura quimica da piperidina.

Souza et al. (2007) testaram a atividade do 6leo essencial de orégano
contra leveduras deterioradoras de alimentos, incluindo a Candida krusei, C.
tropicalis, Pichia minuscula, P. ohmeri, Rhodotorula rubra e Saccharomyces
cerevisae, indicando que houve uma diminui¢do da taxa de crescimento em
todas elas. O crescimento de C. tropicalis foi inibido até por 12 horas, tendo a
contagem de células de C. krusei caido significativamente durante as 24 horas de

exXposi¢ao.

12



Foi estudado, por Velluti et al. (2003), o efeito dos dleos essenciais de
canela, cravo-da-india ¢ orégano, entre outros, no crescimento de Fusarium
proliferatum e na produgio de fumonisina B1, em milho. O 6leo de orégano foi
capaz de inibir o crescimento e¢ a produgdo de micotoxina com 0,995 de a a
20°C, no entanto, a 0,950 de a,, foi inibido o crescimento, mas ndo a produgdo
de fumonisina. Os autores atribuem esta diferenca nos resultados ao fato que a
penetracdo dos 6leos no alimento foi facilitada pela presenga de agua.

A atividade antimicrobiana do orégano tem sido testada também em
matrizes alimentares. Mejlholm & Dalgaard (2002) demonstraram o efeito
contra Photobacterium phosphoreum em peixe. O 6leo essencial de orégano, a
uma concentracao de 0,05 %, foi capaz de estender a vida em prateleira de filés
de peixe armazenados em atmosfera modificada, a 2°C, de 12 até 26 dias.

Dentro dos constituintes majoritarios do 6leo essencial de orégano, os
compostos terpenodides timol e carvacrol sdo reconhecidos pelas suas
propriedades antimicrobianas (Karatzas et al., 2001; Valero & Francés, 2006)
(Figura 3). Nostro et al. (2004) testaram a susceptibilidade de cepas de
Staphylococcus aureus resistentes e ndo resistentes a meticilina, na presenga de
6leo essencial de orégano, carvacrol e timol. Estes autores concluiram que as
cepas de S. aureus resistentes ¢ ndo resistentes a meticilina foram igualmente
susceptiveis a acdo do oOleo essencial de orégano e seus componentes
majoritarios. Com relagdo aos resultados da concentragdo minima inibitdria,
encontraram 0,015%-0,03 % v/v para o carvacrol, 0,03%-0,06% v/v para o timol

¢ 0,06-0,125 % v/v para o 6leo essencial de orégano.
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(A) (B)

FIGURA 3 Estrutura quimica do timol (A) e carvacrol (B)

A atividade antimicrobiana da pimenta-do-reino tem sido pouco
estudada. Venkat et al. (2004) isolaram 5 compostos no extrato de éter de
petroleo de pimenta-do-reino preta e, pela primeira vez, testaram a atividade
antimicrobiana in vitro. Os compostos 2E, 4E, 8Z-N-isobutileicosatrienamida,
pelitorina, traquiona, perguminieda e isopiperoleina foram ativos em todas as
bactérias testadas, entre elas Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus
sphaericus, Klebsiella aerogenes e Chromobacterium violaceum.

Pradhan et al. (1999) demonstraram o efeito bacteriostatico de dois
compostos fendlicos presentes no extrato alcodlico de pimenta-do-reino verde. O
3,4-dihidroxifenil etanol e o 3,4-dihidroxi-6-(N-etilamino) benzamida
apresentaram atividade sobre Salmonella Typhimurium, Escherichia coli,
Staphyloccus aureus e Bacillus cereus.

A pimenta-do-reino tem como componentes majoritarios o limoneno, o
B-pineno e o a-felandreno (Jirovetz et al., 2002). O limoneno e o B-pineno sao
constituintes majoritarios também das frutas citricas e se lhes atribui atividade

antimicrobiana (Figura 4).
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(A) B)
FIGURA 4 Estrutura quimica do limoneno (A) e B-pineno (B)

Na atualidade, conhece-se pouco sobre os mecanismos de resisténcia
bacteriana contra os Oleos essenciais. Estudos empregando substancias
hidrofobicas, por exemplo, tolueno e acido benzodico, tém demonstrado que
bombas de efluxo estdo relacionadas ao mecanismo de resisténcia (Brul &
Coote, 1999). Os solventes organicos exercem sua toxicidade acumulando-se na
membrana bacteriana, causando danos a esta e, finalmente, produzindo a morte
celular (Heipieper et al., 1994). Ramos et al. (1997) afirmam que a presencga de
sistemas de energia dependentes, como bombas de efluxo em Pseudomonas
putida, € critica para a sua tolerancia a solventes. Em E. coli, tém-se identificado
bombas de efluxo de compostos anfipaticos, a AcrAB (White et al., 1997). Em
S. aureus, a bomba de efluxo de resisténcia a drogas, NorA, esta relacionada a
resisténcia ao derivado de planta berberina (Stermitz et al., 2001).

Apesar da aplicacdo pratica dos compostos naturais estar restrita as
possiveis modificacdes sensoriais nos alimentos ¢ a influencia na eficacia da
interagdo destes compostos com os ingredientes (Devlieguere et al., 2004),
atualmente, encontram-se disponiveis no mercado conservantes a base de
compostos de plantas, aplicados com sucesso na industria de alimentos (Burt,

2004).
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2.4 Ricota

A ricota é um queijo suave, ndo maturado, que foi tradicionalmente
produzido na Itilia a partir do leite de ovelha. Na atualidade, atingiu maior
popularidade, sendo elaborado de soro ou uma mistura de soro ¢ leite
pasteurizado integral de vaca. O principio de fabricacdo da ricota ¢ baseado na
precipitacdo das proteinas do soro (albumina e lactoglobulina) por meio de calor
associado a acidificagdo (Farkye, 2004).

No processamento tradicional da ricota, o soro pode ser acrescentado de
até 15% de leite. A mistura ¢ aquecida a 80°-90°C e, em seguida, seguidamente
realiza-se o processo de acidificagdo com dcido lactico. O aquecimento ¢é
interrompido quando os primeiros graos aparecem na superficie (Furtado, 1994).

A ricota conta com 72% de matéria seca, contetido protéico de 8,0% a
12,0%, 3% de lactose e pH ao redor de 5,8. Devido ao elevado pH e alta
umidade, a ricota favorece o desenvolvimento de microrganismos o que limita
seu tempo de conservacao entre 1 a 3 semanas, a 4°C (Farkye, 2004; Pintado et
al., 2001). Durante o aquecimento do soro, este produto é considerado livre de
microrganismos. Sims et al. (1989) indicaram que a contamina¢do apos o
tratamento térmico com bactérias psicrotroficas aplicado durante a elaboracao é
o principal problema que influencia a vida de prateleira do produto. Entretanto,
Govaris et al. (2001) indicam que o aquecimento aplicado ao soro destrdi a
microbiota natural incluindo bactérias 4acido lacticas, que agem como
antagonistas de microrganismos patogénicos que poderiam chegar ao produto

durante a manipulacdo, a embalagem e o armazenagem.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Extracao dos o6leos essenciais

A obteng@o dos o6leos essenciais foi realizada no Laboratorio de Quimica
Organica do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras
(UFLA). Os condimentos (orégano e pimenta-do-reino preta) desidratados,
destinados a obtencdo de Oleos essenciais, foram adquiridos no mercado
municipal de Belo Horizonte, sendo submetidos ao controle de qualidade
microbiolégico, incluindo contagem de Staphylococcus aureus coagulase
positiva, coliformes totais e fecais pela técnica de Numero Mais Provavel
(NMP) (ICSMF, 2000).

Os oleos essenciais foram extraidos pelo método de hidrodestilagao,
empregando o aparelho Clevenger modificado. Em cada extragdo foram
utilizados 300 gramas de orégano (Origanum vulgare) e 400 gramas de pimenta-
do-reino preta moida (Piper nigrum L). O material foi acondicionado em balbes
de 6 litros e mantido em ebulicdo, a temperatura constante, por 3 horas.
Decorrido esse tempo, o hidrolato foi coletado e centrifugado em centrifuga de
cruzeta horizontal a 965,36 x G por 5 minutos. A fase aquosa foi retirada do
hidrolato adicionando sulfato de s6dio anidro a fase organica e levando-se a
centrifugacdo novamente, para a obtencdo do dleo puro. No total, foram
ulizados 5 kg de orégano e 8 kg de pimenta-do-reino preta para todo o processo

de extracdo. Os 6leos essenciais foram armazenados, protegidos da luz, a 4°C.
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3.2 Microrganismos e preparacio do inoculo

A cepa de Staphylococcus aureus FRI 722, produtora de enterotoxina A
foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. José Luiz Pereira (Unicamp) e a cepa de
Escherichia coli ATCC 8739 foi cedida pela Fundagdo André Tosello. Ambas
foram mantidas em tubos inclinados contendo TSA (Trypticase soy agar), sob
refrigeracao (4°C).

As cepas foram reativadas inoculando-se uma algada em tubos contendo
Caldo Infusao Cérebro Coragdo (BHI), por 24 horas, a 37°C. Foi colocado 1mL
dos crescimentos em eppendorfs e centrifugados utilizando-se centrifuga modelo
5415 C, a 735 x G, por 15 minutos. Depois, 10 uL de células foram coletados
do pellet formado e inoculados em 200 mL de caldo BHI. Avaliou-se o
crescimento de cada cepa fazendo-se medic¢des, de hora em hora da densidade
optica, 620 nm, e do niimero de unidades formadoras de coldnias pela técnica de
plaqueamento em microgota em agar Baird-Parker (para Staphylococcus aureus)
¢ agar Eosina Azul de Metileno (para Escherichia coli). Com os resultados
obtidos da leitura da absorbancia e a contagem em placa de cada microrganismo,

foram elaboradas curvas padrdes.

3.3 Atividade antibacteriana in vitro dos 6leos essenciais

A atividade antimicrobiana dos 6leos foi testada pelo método de difusdo
cavidade placa agar, proposto por Deans & Ritchie (1987) e modificado por
Mendonga  (2004). Adicionou-se uma suspensdo padronizada dos
microrganismos a 20 mL de agar Mueller-Hinton, a temperatura de 45°C,
obtendo-se a concentragio final de 10° UFC/mL, homogeneizando-se a mistura
que foi colocada imediatamente sobre uma placa contendo camada do mesmo
agar ja solidificado. Apds a solidificagdo, foram feitos slots na superficie do agar

de 3 mm de diametro. Aliquotas de 8 pL de cada diluicdo do 6leo essencial

18



foram depositadas nos slots.  As dilui¢des foram preparadas
homogeneizando-se 1, 5, 10, 20, 30, 40 ¢ 50 uL a 100 pL de etanol. As placas
foram incubadas em BOD, a 37°C, por 24 horas. Foram medidos os didmetros
dos halos de inibi¢do formados. O etanol foi utilizado como controle. As

analises foram realizadas em triplicata.

3.4 Avaliacao da atividade dos 6leos essenciais na ricota

A ricota foi obtida do laticinio da Cooperativa Alto Rio Grande, em
Lavras, MG. A massa da ricota (4 kg) foi colocada em recipiente estéril e
transportada em condi¢des higiénicas ao Laboratério de Microbiologia de

Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos.

3.4.1 Preparo das amostras

A ricota foi dividida em 3 partes. A primeira foi inoculada com S.
aureus FRI 722 (10° UFC/g) e a segunda com E. coli ATCC 8739 (10° UFC/g),
sendo cada parte dividida novamente em 3 porgdes de 90 g cada uma. Uma
porgdo serviu de controle (sem antimicrobiano), outra foi adicionada de 6leo
essencial de orégano (concentragdo final 1% v/p) e a ultima, de 6leo essencial de
pimenta-do-reino preta (concentracdo final 5% v/p). Em seguida, cada porcao foi
novamente dividida em amostras de 10 gramas, que foram analisadas apds 0, 6,
12, 24, 48 horas ¢ 5, 10, 15 e 21 dias, armazenadas a 7°C. A terceira parte foi
destinada ao estudo de interacao, sendo dividida em 2 grupos, um adicionado de
0leo essencial de orégano e o outro de 6leo de pimenta-do-reino preta. Cada
grupo foi dividido, novamente, em 3 por¢des de 90 g cada uma: a primeira foi
inoculada com cultura mista S. aureus FRI 722 (10° UFC/g) e E. coli 8739 (10°
UFC/g); a segunda foi inoculada com cultura unica de S. aureus (10° UFC/g)

(controle) e a terceira foi inoculada com cultura unica de E. coli (10° UFC/g)
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(controle). Optou-se por utilizar esta concentra¢do celular para que E. coli ndo
ultrapassasse a populagdo de S. aureus, sabendo que a primeira ¢ mais comensal
e tem um tempo de geracdo menor do que a ultima (Noleto et al., 1987). Cada
porg¢do foi dividida em porgdes de 90 g cada uma, que foram subdivididas para
serem analisadas como explicado anteriormente. Ricota sem indculo e sem
antimicrobiano foi utilizada como controle. As caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas da ricota foram determinadas antes de comegar o experimento,

incluindo pH, gordura, proteina e umidade.

3.4.2 Analise microbiologica

Foram homogeneizadas 10 g de cada amostra em 90 mL de citrato de
sodio 2% e foram realizadas diluigdes seriadas em agua peptonada 0.1% (p/v).
Para a quantificagdo dos microrganismos nos diferentes tratamentos foi utilizada
a técnica de plaqueamento em superficie. Semeou-se 0,1 mL de cada diluicdo
preparada da cultura de Escherichia coli em placas contendo dgar EMB, sendo
incubadas a 37°C por 24 horas. O microrganismo Staphylococcus aureus foi
quantificado semeando-se 0,1 mL de cada dilui¢do em placas contendo agar
Baird-Parker; estas foram incubadas a 37°C, por 48 horas. As coldnias tipicas e
atipicas de S. aureus foram submetidas a coloragdo de Gram, teste de catalase,
coagulase e termonuclease. As colonias tipicas ¢ atipicas E. coli foram
submetidas a teste de oxidase, coloragdo de Gram e aos testes bioquimicos
IMVIC (ICSMF, 2000).

No controle foi realizada a contagem de microrganismos aerdbios
mesofilos, Staphylococcus aureus e coliformes totais € termotolerantes. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.
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3.5 Analise estatistica

O experimento foi realizado segundo um delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeticdes. Os tratamentos foram arranjados segundo um
esquema fatorial 2 x 9 (item 3.3) e 3 x 9 (item 3.4.1). O modelo estatistico
utilizado que acompanhou os experimentos foi: yijk = p + ti + Hj + tHij + €ijk,
k=1, 2, 3, em que:

p € uma constante associada a cada observagao,

Ti € o efeito do i-ésimo tratamento, com i =1, 2 (item 3.3) e i = 1, 2, 3 (item
3.4.1),

Hj € o efeito do j-ésima concentragdo (item 3.3), e do j-€simo tempo (item 3.4.1)
comj=1,...,9,

tHij é o efeito da interagdo do i-ésimo tratamento com o j-ésima concentragio

ou tempo,

€ijk é o erro experimental como midia 0 e variancia ¢,
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade antibacteriana in vitro dos 6leos essenciais

Os o6leos essenciais do orégano e pimenta do reino preta apresentaram
niveis significativos de inibi¢do sobre os microrganismos testados (Tabela 1). O
6leo de orégano foi mais eficaz em inibir o crescimento de S.aureus em
concentragdes mais baixas (0,5%), entretanto o 6leo de pimenta do reino sé
afetou o crescimento dessa bactéria a partir da concentragdo de 1%. Escherichia
coli se mostrou mais resistentes a atividade antimicrobiana dos dois Oleos,
apresentando sensibilidade a partir da concentracdo de 1%, quando em presenga
de o6leo de orégano e 5% em presenca do Oleo de pimenta. Resultados
encontrados por Dorman & Deans (2000) também mostram a maior
sensibilidade de S.aureus ao 6leo essencial de orégano do que ao de pimenta-do-

reino.

(A) (B)

FIGURA 5 Halos de inibi¢ao obtidos pelo método de difusdo cavidade placa
agar, pelo Oleo essencial de orégano, em S. aureus (A) e E. coli (B).
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(A) B)

FIGURA 6 Halos de inibigdo obtidos pelo método de difusdo cavidade placa
agar, pelo 6leo essencial de pimenta-do-reino em S. aureus (A) e E.
coli (B).

TABELA 1 Atividade antibacteriana do dleo essencial de orégano (Origanum
vulgare) e 6leo essencial de pimenta-do-reino preta (Piper nigrum

L).
Concentragdes do 6leo essencial (% v/v)
Oleo Microrganismo 0,1 0,5 1 5 10 20 30 40 50
Orégano E. coli - - 35 37 39 417 403 43 40
S. aureus - 33 62 627 687 703 71 74 733
Pimentado  E. coli - - — 35 357 3,17 327 35 35
reino preta
S. aureus - — 33 407 44 443 457 45 46

Zona de inibigdo em mm incluindo o didmetro do slot. Didmetro do slot, 3mm

Nos resultados obtidos por Sagdi¢ (2003), espécies de E. coli também
foram mais resistentes ao hidrolato de orégano do que S. aureus. Embora
estudos mostrem que os 6leos essenciais sejam efetivos em inibir tanto bactérias

Gram-positivas quanto Gram-negativas (Dorman & Dean, 2000), Smith-Palmer,
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Stewart & Fyfe (1998) afirmam que as primeiras sdo mais susceptiveis aos 6leos
essenciais do que as segundas. Essa afirmagao € corroborada pelos resultados de
varios trabalhos na literatura utilizando os mais diversos 6leos essenciais e
microrganismos (Mendoza-Yepes et al., 1997; Fisher & Phillips, 2006). Estudos
demonstram que a presenga da membrana externa nas bactérias Gram-negativas
as tornam menos susceptiveis a algumas substancias, como a antibidticos. Esse
fato decorre do carater hidrofilico da membrana celular externa dessas bactérias,
que atua como barreira a permeabilidade de varias substincias, ou devido ao
tamanho de suas porinas, a qual varia entre os microrganismos (Nikaido &
Vaara, 1985).

Na literatura, a concentracdo minima inibitoria (MIC) de 6leo essencial
de orégano ¢ de 0,05% a 0,12%, para E. coli e S. aureus (Burt et al., 2004),
dados cerca de dez vezes menores do que os encontrados neste trabalho para os
dois microrganismos. Contudo, varios fatores influenciam os resultados obtidos
de MIC para o6leos essenciais. Dentre eles, podem-se citar a época de colheita da
planta, a localizagdo geografica e o método de extragdo do 6leo essencial. Outro
fator que pode influenciar drasticamente nos resultados obtidos ¢ a metodologia
empregada para avaliagdo do MIC. Normalmente, os trabalhos diferem nessa
metodologia, sendo, assim, dificil a comparagdo entre os resultados (Dormam &
Deans, 2000; Daferera et al., 2003; Burt et al., 2004).

Ja a diferenga entre as concentragdes de inibi¢do entre os 6leos ocorre
devido a diferenca da composi¢do quimica de cada 6leo. Os constituintes
majoritarios do 6leo essencial de orégano, responsaveis pelo seu amplo espectro
de atividade antimicrobiana, s8o o timol e o carvacrol, que s3o encontrados na
propor¢ao de 86% (Bagamboula, Uyttendaele & Debevere., 2004; Baydar.;
2004). Esses componentes, atuando sinergisticamente, sdo responsaveis pelo
aumento da permeabilidade celular e conseqiiente dissipagdo do gradiente de pH

e da for¢a motriz de protons em S. aureus e Pseudomonas aeruginosa (Lambert
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et al., 2001). A avaliagdo sob microscopia eletronica de S. aureus apos
exposi¢do a terpineno-4-ol mostrou estruturas multilamelares como mesossomos
e a aparéncia amorfa de algumas células tratadas (Carson, Mee & Riley, 2002).
Embora seja amplamente aceito que a atuacdo dos dleos essenciais sobre os
microrganismos seja na membrana celular (Burt et al., 2004), nenhum trabalho
envolvendo E. coli e o alvo de atuagdo dos Oleos essenciais de orégano nessa
bactéria foi encontrado na literatura.

Diferentemente da relativa abundancia de trabalhos descrevendo a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de orégano, sdo escassos trabalhos
descrevendo a atividade antimicrobiana do 6leo essencial da pimenta-do-reino.
Dorman & Deans (2000) encontraram halos de inibi¢do menores para E. coli do
que para S. aureus, quando esses foram submetidos ao 6leo essencial de Piper
nigrum, resultado semelhante ao encontrado neste trabalho. Contudo, os autores
ndo relatam a concentracdo de o6leo usada. Segundo Jirovetz et al. (2002),
limoneno, sabineno, B-cariofileno, B-pineno, o-pineno e linalool sdo os
principais compostos majoritarios da pimenta-do-reino. Dentro destes
compostos, limoneno (10,26 %), B-pineno (10,02 %), a-pineno (6,40%) e
linalool (2,51%) possuem atividade antimicrobianas sobre bactérias

Gram-negativas e Gram-positivas (Dorman & Deans, 2000).
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Com base nos resultados obtidos neste experimento, as concentragdes de
1% e 5% de 6leo essencial de orégano e de pimenta-do-reino, respectivamente,
foram selecionadas para serem empregadas no estudo da atividade inibitoria de
S. aureus e E. coli inoculados em ricota. Apesar de todos os halos serem
significativamente diferentes (P<0,05), optou-se pelas menores concentragdes de
6leo, buscando efetividade do antimicrobiano e pouca influéncia nas

caracteristicas sensoriais do produto, fato sugerido por Lambert et al. (2001).

4.2 Atividade dos dleos essenciais em ricota

O efeito inibitério dos Oleos essenciais de orégano e pimenta-do-reino

sobre S. aureus inoculado em ricota ¢ mostrado na figura 7. Houve

7,00 -
6,00
5,00

4,00

Log 10 UFC/g

3,00

2,00

1,00 T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Tempo (horas)

—&— Controle —M— Orégano —&— Pimenta

FIGURA 7 Efeito dos 6leos esséncias de orégano (1%) e pimenta-do-reino preta
(5%) sobre a concentragdo de S. aureus em ricota armazenada a

7°C.
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reducdo significativa da populacdo bacteriana (P < 0,05) nas ricotas as quais
0leos foram adicionados, em relacdo ao controle. Comparando-se a atuagdo
inibitoria dos dois 6leos, observa-se que o 6leo essencial de orégano a 1% foi
mais eficiente em reduzir o numero de células de S. aureus na ricota do que o
6leo de pimenta a 5%, fato esperado devido aos testes realizados anteriormente.O
6leo essencial de orégano reduziu significativamente a populagdo de S. aureus
em 3,3 log;o UFC/g apds 48 horas de armazenamento da ricota a 7°C. Por outro
lado, a reducdo da concentragdo de UFC de S. aureus pelo 6leo de pimenta foi
de 1,5 log;o UFC/g, fato ocorrido apenas apds 120 horas de armazenamento.
Apds esses periodos as concentragdes de S. aureus permaneceram constantes até
540 horas de armazenamento, periodo de conduc¢do do experimento.
Diferentemente das redu¢des do niimero da bactéria encontrados com a adi¢ao
dos oleos essenciais, na ricota sem adicdo de o6leo houve aumento nao
significativo do numero de S. aureus de 5,3 log;o UFC/g para 5,64 log;o UFC/g
em 48 horas, valores que permaneceram constantes durante o experimento, fato
decorrente da temperatura de armazenamento da ricota.

Na Figura 8, pode-se observar o comportamento de E. coli em relagéo
aos 0leos essenciais de orégano de pimenta-do-reino adicionados separadamente
em ricota nas concentragdes de 1% e 5%, respectivamente. Como observado no
teste in vitro, E. coli apresentou maior resisténcia a atividade dos Oleos
essenciais. O 0leo essencial de orégano diminuiu a contagem inicial da bactéria
em 1,7 ciclos log;y UFC/g, apos as primeiras 24 horas de armazenamento. Em
contraste, o 6leo de pimenta-do-reino reduziu em somente 1 ciclo log;o UFC/g a
populagdo da bactéria apds as primeiras 12 horas de armazenamento. Apds esse
periodo, as concentragdes de E. coli se mantiveram constantes até o final do
experimento. O controle ndo apresentou variagdo significativa, durante as 540

horas do experimento.
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O presente estudo demonstrou a ativiade inibitoria do 6leo essencial de
orégano ¢ de pimenta-do-reino em ricota. No entanto, nenhum microrganismo
foi eliminado ou inibido em grande propor¢do; os 6leos em questdo foram
capazes de evitar a proliferagdo no produto. Muitos estudos in vitro sobre a
atividade antimicrobiana de 6leos essenciais sdo realizados, contudo, poucos
envolvem a adi¢do dessas substancias em matrizes alimentares. De modo geral,
fatores intrinsecos e extrinsecos interferem no efeito antimicrobiano dos 6leos
essenciais ¢ a na conduta do microrganismo no alimento (Koutsoumanis,

Lambropoulou &. Nychas, 1999; Burt, 2004; Gonzales-Montalvo et al., 2007).

Log 10 UFC/g

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Tempo (horas)

—&— Controle —#— Orégano —&—Pimenta

FIGURA 8 Efeito dos 6leos esséncias de orégano (1%) e pimenta-do-reino preta
(5%) sobre a concentragdo de E. coli em ricota armazenada a 7°C.

Os alimentos sdo substancias complexas constituidas de proteinas, lipidios,
carboidratos e sais minerais, dentre outros. Esses constituintes alteram o pH e
potencial de oxirredugdo, fatores que influenciam os constituintes dos oleos

essenciais (Burt, 2004). Além disso Smith-Palmer, Stewart & Fyfe (2001)
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demonstram que as proteinas reagem formando complexos com os compostos
fendlicos dos 6leos essenciais, evitando a unido dos altimos com a membrana
celular dos microrganismos. A ricota utilizada neste estudo teve um consideravel
conteudo protéico ao redor de 8% e de gordura de 10%, o que poderia explicar a
diminui¢do da atividade dos o6leos essenciais estudados.

Autores sugerem que parte dos oleos essenciais migra para a fragdo
lipidica, diminuindo sua concentragdo na fase aquosa e seu contato com o
microrganismo (Juven et al., 1994). Gill et al. (2002) também sugerem que o
6leo permanega localizado nas partes hidrofobicas do alimento, evitando assim o
contato com as células encontradas nas partes hidrofilicas. Ha também a atuacao
do efeito sinergistico entre os fatores intrinsecos e extrinsecos do alimento
(Mendoza-Yepes et al., 1997; Koutsoumanis, Lambropoulou & Nychas, 1999;
Skandamis & Nychas, 2000; Fisher & Phillips, 2006).

Devido as interferéncias, sobre o efeito inibitorio dos dleos essenciais
nos microrganismos, pelos constituintes dos alimentos, normalmente,
concentragdes maiores de Oleo essencial sdo necessarias para se obter bons
resultados. A inibicdo de Listeria monocytogenes em queijo fresco espanhol
ocorreu apenas apos adicao, na massa do queijo, de concentragdes maiores de
um agente conservante a base de Oleos essenciais (DMC), sendo o mesmo
produto incapaz de inibir E. coli O 157:H7. Porém, em testes in Vitro, essa
bactéria se mostrou susceptivel ao 6leo (Mendoza-Yepes et al., 1997). O efeito
dos 6leos essenciais de limdo, laranja e bergamota e alguns de seus componentes
também foi menos efetivo em reduzir a concentragdo de Campylobacter jejuni,
E. coli O 157:H7, L. monocytogenes, Bacillus cereus e S. aureus, quando
inoculados em folhas de repolho ou em pele de frango (Fisher & Phillips, 2006).
Singh et al. (2003) demonstraram, ao avaliarem o efeito dos 6leos de tomilho e

cravo-da-india sobre Listeria monocytogenes, que houve diferenga significativa
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na eficacia dos 6leos, entre as amostras de cachorro quente com baixo e alto teor
de gordura.

Estudos avaliando o efeito sinergistico dos fatores intrinsecos e
extrinsecos dos alimentos com os 6leos essenciais, também tém sido realizados.
Koutsoumanis, Lambropoulou & Nychas (1999) em estudo com um aperitivo
grego a base de ovas de bacalhau adicionado de 2% de o6leo essencial de
orégano, ressaltaram a influéncia do pH do produto para redugio a populagao de
Salmonella enteretidis, em 5 ciclos logaritmicos, apos 6 dias de estocagem, ndo
tendo sido observado o aumento da populacdo da bactéria apds esse periodo.
Outro aperitivo tradicional grego, salada de berinjela, também foi estudada
quanto as influéncias dos fatores intrinsecos e extrinsecos do alimento. E. coli O
157:H7 foi inoculada na salada, que foi tratada com diferentes concentragdes de
0leo essencial de orégano, pH ajustado com suco de limdo e estocada, sob
diferentes temperaturas, tendo a concentragdo da bactéria no produto sido

alterada de acordo com as combinagdes realizadas (Skandamis & Nychas, 2000).

4.3 Avaliacio do crescimento da cultura mista Staphylococcus aureus e
Escherichia coli inoculada em ricota

Em alimentos processados, ¢ comum a presenca de S. aureus,
relacionada com surtos por intoxicagdo estafilococica; porém, em alimentos crus
e fermentados, este microrganismo ndo ¢ capaz de desenvolver-se e produzir
toxina devido a alta quantidade e diversidade da microbiota competitiva. O
presente experimento foi realizado para estudar a possivel interagdo entre S.
aureus e E. coli, quando inoculados na ricota e adicionados de dleo essencial.
Nas condi¢des testadas no estudo, percebeu-se que ndo houve diferenga entre os
tratamentos e os controles, podendo concluir que ndo apresentou-se efeito no

crescimento para nenhuma das bactérias testadas (Figura 9 e 10).
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FIGURA 9 Efeito da interagdo no crescimento de S. aureus e E. coli adicionados
de 6leo essencial de orégano.
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FIGURA 10 Efeito da interagdo no crescimento de S. aureus e E. coli
adicionados de 6leo essencial de pimenta do reino preta.
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Estes resultados coincidiram com os apresentados por Noleto et al.
(1987), que avaliaram o crescimento de S. aureus e a producdo de enterotoxina
em diferentes concentra¢des celulares de culturas mistas, in vitro e em um
produto a base de carne. Os autores observaram que, in vitro, o microrganismo
em estudo foi capaz de crescer e produzir enterotoxina quando a populagdo de E.
coli foi menor em 3 ¢ 4 ciclos logaritmicos, ou igual a populagdo de S. aureus.
Na matriz alimentar, o microorganismo S. aureus so cresceu e produziu toxina
quando a populagdo de E. coli foi menor em 4 ciclos logaritmicos. E. coli é
considerado um microrganismo mais comensal, com poucas exigéncias
nutricionais e com tempo de geragdo menor do que S. aureus, o que lhe permitiu
sobrepassar a populagdo deste ultimo. Estes autores observaram, entdo, que o
crescimento de S. aureus ¢ influenciado grandemente pela sua concentragdo
inicial e pela concentracdo inicial da biota competitiva. No presente trabalho
foram inoculados 10° UFC/g de S. aureus ¢ 10° UFC/g de E. coli na ricota, o que
poderia explicar o comportamento semelhante.

Trabalhos mais recentes sobre o efeito no crescimento de S. aureus e E.
coli tém-se dedicado ao estudo em bactérias acido lacticas. Competicdo por
nutrientes e ou producdo de metabolitos ativos sdo a causa do importante efeito

inibitdrio dessas bactérias (Devlieghere et al., 2004).
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5 CONCLUSOES

- Os o6leos esséncias testados comprovaram ter acdo antimicrobiana. O dleo
essencial de orégano foi mais ativo sobre Staphylococcus aureus ¢ Escherichia
coli.

- A inibigdo no desenvolvimento de Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
quando inoculadas em cultura mista pela adi¢do de 6leo essencial de orégano,
foi de 68,7% e 45,5%, respectivamente e, pela adi¢do de pimenta-do-reino

preta, de 37,3% e 25,5%, respectivamente.

- Nao foi verificada acdo sinergistica entre as bactérias, quando inoculadas em

cultura mista e o 6leo essencial.
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TABELA 1A Analise de variancia para o didmetro do halo de inibigdo entre S.

aureus e E. coli.

Fonte de variacao

Quadrado Médio (p-valor)

Gl -
S. aureus E.coli

Tratamento (T) 1 87,7502 (<0,0001) 9,4518 (<0,0001)
Concentracdo (C) 7 12,6211 (<0,0001) 11,7423 (<0,0001)
TxC 7 0,1678 (<0,0001) 1,8380 (<0,0001)
Erro 32 0,0014 0,0010
CV (%) 0,75 1,07
(P<0,05).

TABELA 2A Valores médios do diametro do halo de inibi¢do de S. aureus, em

fung¢do do tratamento utilizado e da concentragio.

Concentragio’ Tratamentos” Médias
(%) Orégano Pimenta (Erro-padrio)
0,5 3,30 aH (0,02) 0,00 b F (0,02) 1,65 G (0,02)
1 6,20 a G (0,02) 3,30 b E (0,02) 4,75 F (0,02)
5 6,27 a F (0,02) 4,07 b D (0,02) 5,17 E (0,02)
10 6,87 a E (0,02) 4,40b C (0,02) 5,63 D (0,02)
20 7,03 a D (0,02) 4,43 b C (0,02) 5,73 C (0,02)
30 7,10 a C (0,02) 4,57 b A (0,02) 5,83 B (0,02)
40 7,40 a A (0,02) 4,50 b B (0,02) 5,95 A (0,02)
50 7,33 aB (0,02) 4,60 b A (0,02) 5,97 A (0,02)
Médias 6,44 a 3,73b

(Erro padrao) (0,01) (0,01)

'Médias seguidas de mesma letra maitscula, na coluna, ndo diferem entre si,
pelo teste de Scott-Knott, com um nivel nominal de significancia de 5%.
*Médias seguidas de mesma letra mindscula, na linha, ndo diferem entre si, pelo
teste de t de Student, com um nivel nominal de significancia de 5%.
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TABELA 3A Valores médios do didmetro do halo de inibi¢do de E.coli em

func¢do do tratamento utilizado e da concentragio.

Concentragio’ Tratamentos® Meédias
(%) Orégano Pimenta (Erro-padrio)
0,5 0,00 a G (0,02) 0,00 a E (0,02) 0,00 F (0,01)
1 3,50 a F (0,02) 0,00 b E (0,02) 1,75 E (0,01)
5 3,70 a E (0,02) 3,50 b B (0,02) 3,60 D (0,01)
10 3,90 a D (0,02) 3,57b A (0,02) 3,73 B (0,01)
20 4,17 aB (0,02) 3,17b D (0,02) 3,67 C (0,01)
30 4,03 a C (0,02) 3,27 b C (0,02) 3,65 C (0,01)
40 4,30 a A (0,02) 3,50 b B (0,02) 3,90 A (0,01)
50 4,00 a C (0,02) 3,50 b B (0,02) 3,75 B (0,01)
Médias 345a 2,56 b

(Erro padrio) (0,01) (0,01)

'Médias seguidas de mesma letra maitiscula, na coluna, nio diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott, com um nivel nominal de significncia de 5%.

’Médias seguidas de mesma letra mindiscula, na linha, nio diferem entre si pelo
teste de t de Student, com um nivel nominal de significancia de 5%.

TABELA 4A Analise de variancia para a inibi¢do do crescimento de S. aureus e
E. coli, no queijo ricota, no decorrer do experimento.

Fonte de

Quadrado Médio (p-valor)

o Gl -
variacao S. aureus E.coli
Tratamento (T) 2 55,8157 (<0,0001) 18,9643 (<0,0001)
Tempo (Tp) 8 2,4738 (<0,0001) 1,1711 (<0,0001)
TxTp 16 1,2654(<0,0001) 0,4804 (<0,0001)
Erro 54 0,0771 0,0639
CV (%) 6,85 5,39

(P<0,05).



TABELA 5A Valores médios da inibi¢do de S.aureus, em funcdo do tratamento

utilizado e do tempo de armazenamento.

Tempo' Tratamentos® Médias
Controle Orégano Pimenta (Erro-padrao)
0 5,30aB (0,16) 5,30 a A (0,16) 5,21 a A (0,16) 5,27 A (0,09)
6 5,40 aB (0,16) 3,53cB(0,16) 4,47b B (0,16) 4,47 B (0,09)
12 5,38aB (0,16) 2,63cC(0,16) 4,10b C (0,16) 4,04 C (0,09)
24 5,42 aB(0,16) 2,50c C(0,16) 4,01 b C (0,16) 3,98 C (0,09)
48 5,64 a A(0,16) 1,97 ¢D (0,16) 3,74 b C (0,16) 3,79 D (0,09)
120 5,97 a A(0,16) 1,92 ¢ D (0,16) 3,69 b C (0,16) 3,86 C (0,09)
240 5,84 a A(0,16) 1,81 ¢D (0,16) 3,75b C (0,16) 3,80 D (0,09)
360 5,45aB(0,16) 1,87¢D (0,16) 3,72b C (0,16) 3,68 D (0,09)
504 4,96aB(0,16) 1,94cD(0,16) 3,82b C (0,16) 3,57 D (0,09)
Médias 5,49 a 2,61 c 4,06b
(Erro padrao) (0,05) (0,05) (0,05)

"Médias seguidas de mesma letra maiuscula, na coluna, ndo diferem entre si,
pelo teste de Scott-Knott, com um nivel de significancia de 5%.

*Médias seguidas de mesma letra minuscula, na linha, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey, com um nivel de significancia de 5%.

TABELA 6A Valores médios da inibicdo de E. coli, em func¢io do tratamento

utilizado e do tempo de armazenamento.

Tempo'

Tratamentos® Médias

Controle

Orégano Pimenta (Erro-padrao)

0

6
12
24
48
120
240
360
504

5482 A (0,15)
5,60 a A (0,15)
5,70 a A (0,15)
5,682 A (0,15)
5,77 a A (0,15)
5,80 a A (0,15)
5,67aA (0,15)
5452 A (0,15)
537 a A (0,15)

530aA (0,15) 548a A (0,15) 5,42 A (0,08)
4,87 b B (0,15) 4,82 b B (0,15) 5,10 B (0,08)
4,46 b B (0,15) 4,45bC (0,15) 4,87 B (0,08)
3,64 ¢ C(0,15) 4,37b C (0,15) 4,56 C (0,08)
3,58 ¢ C (0,15) 4,09b C (0,15) 4,48 C (0,08)
3,49 ¢ C (0,15) 4,23 b C (0,15) 4,51 C (0,08)
3,56 ¢ C (0,15) 4,22 b C (0,15) 4,48 C (0,08)
3,45¢ C (0,15) 4,36 b C (0,15) 4,42 C (0,08)
3,42 ¢ C (0,15) 4,34 b C (0,15) 4,38 C (0,08)

Médias
(Erro padrao)

5,61 a
(0,05)

3,97 ¢ 448 b
(0,05) (0,05)

"Médias seguidas de mesma letra maiuscula, na coluna, ndo diferem entre si,
pelo teste de Scott-Knott com um nivel de significancia de 5%.

*Médias seguidas de mesma letra minuscula, na linha, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey, com um nivel de significancia de 5%.
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TABELA 7A Analise de variancia para o crescimento da cultura mista S. aureus
e E. coli, adicionado de 6leo essencial de orégano.

Fonte de variagao Quadrado Médio (p-valor)

Gl

S. aureus E.coli
Microorganismo (M) 1 0,3220 (0,0034) 0,0711 (0,0735)
Tempo (Tp) 8 8,6639 (<0,0001) 1,8231 (<0,0001)
Mx Tp 8 0,0501 (0,1788) 0,0177 (0,5663)
Erro 36 0,0326 0,0209
CV (%) 7,10 5,68
(P<0,05).

TABELA 8A Valores médios do crescimento de S. aureus na cultura mista e na
cultura unica (controle) adicionado de 6leo essencial de orégano,
em fung¢do do tempo de armazenamento.

Tempo Microrganismo Médias'
Cultura mista Cultura unica (Erro-padrio)
0 5,36 (0,10) 5,40 (0,10) 5,38 A (0,07)
6 3,42 (0,10) 3,61 (0,10) 3,52 B (0,07)
12 2,38 (0,10) 2,65 (0,10) 2,52 C (0,07)
24 2,10 (0,10) 2,47 (0,10) 2,29 D (0,07)
48 1,89 (0,10) 1,66 (0,10) 1,78 E (0,07)
120 1,75 (0,10) 1,89 (0,10) 1,82 E (0,07)
240 1,83 (0,10) 1,90 (0,10) 1,86 E (0,07)
360 1,77 (0,10) 1,96 (0,10) 1,86 E (0,07)
504 1,68 (0,10) 2,04 (0,10) 1,86 E (0,07)
Médias® 2,470 2,62a
(Erro padrao) (0,03) (0,03)

"Médias seguidas de mesma letra maiuscula, na coluna, ndo diferem entre si,
pelo teste de Scott-Knott, com um nivel de significancia de 5%.

*Médias seguidas de mesma letra mindscula, na linha, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey, com um nivel de significancia de 5%.
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TABELA 9A Valores médios do crescimento de E. coli na cultura mista e na
cultura tnica (controle) adicionado de 6leo essencial de orégano,
em funcdo do tempo de armazenamento.

Tempo Microrganismo Médias'
Cultura mista Cultura unica (Erro-padrio)
0 3,69 (0,08) 3,63 (0,08) 3,66 A (0,00)
6 3,24 (0,08) 3,26 (0,08) 3,25 B (0,06)
12 2,68 (0,08) 2,67 (0,08) 2,68 C (0,06)
24 2,26 (0,08) 2,34 (0,08) 2,30 D (0,006)
48 2,31 (0,08) 2,29 (0,08) 2,30 D (0,006)
120 2,18 (0,08) 2,43 (0,08) 2,30 D (0,06)
240 2,22 (0,08) 2,24 (0,08) 2,23 D (0,06)
360 2,00 (0,08) 2,20 (0,08) 2,10 E (0,006)
504 2,01 (0,08) 2,18 (0,08) 2,10 E (0,06)
Médias® 2,51a 2,58a
(Erro padrio) (0,03) (0,03)

"Médias seguidas de mesma letra maidscula, na coluna, ndo diferem entre si,
pelo teste de Scott-Knott, com um nivel de significancia de 5%.

*Médias seguidas de mesma letra minuscula, na linha, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey, com um nivel de significancia de 5%.

TABELA 10A Analise de variancia para o crescimento da cultura mista S.
aureus e E. coli adicionado de 6leo essencial de pimenta-do-
reino.

Fonte de variagdo Quadrado Médio (p-valor)

Gl -
S. aureus E.coli

Microorganismo (M) 1 0,0929 (0,0267) 0,1462 (0,0156)
Tempo (Tp) 8 1,9688 (<0,0001) 1,0848 (<0,0001)
Mx Tp 8 0,0357 (0,0678) 0,0251 (0,3802)
Erro 36 0,0174 0,0226
CV (%) 3,28 5,35
(P<0,05).
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TABELA 11A Valores médios do crescimento de S. aureus na cultura mista e na
cultura unica (controle) adicionado de 6leo essencial de pimenta-
do-reino em fung¢do, do tempo de armazenamento.

Tempo Microrganismo Médias'
Cultura mista Cultura unica (Erro-padrio)
0 5,28 (0,08) 5,26 (0,08) 5,27 A (0,05)
6 4,30 (0,08) 4,50 (0,08) 4,40 B (0,05)
12 4,22 (0,08) 4,28 (0,08) 4,25 C (0,05)
24 4,06 (0,08) 4,19 (0,08) 4,13 C (0,05)
48 4,01 (0,08) 3,75 (0,08) 3,88 D (0,05)
120 3,65 (0,08) 3,69 (0,08) 3,67 E (0,05)
240 3,53 (0,08) 3,67 (0,08) 3,60 E (0,05)
360 3,49 (0,08) 3,71 (0,08) 3,59 E (0,05)
504 3,31 (0,08) 3,54 (0,08) 3,42 F (0,05)
Médias® 3,98b 4,07 a
(Erro padrio) (0,03) (0,03)

"Médias seguidas de mesma letra maidscula, na coluna, ndo diferem entre si,
pelo teste de Scott-Knott, com um nivel de significancia de 5%.

*Médias seguidas de mesma letra minuscula, na linha, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey, com um nivel de significancia de 5%.
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TABELA 12A Valores médios do crescimento de E. coli na cultura mista e na
cultura tunica (controle) adicionado de oOleo essencial de
pimenta-do-reino em fung¢do, do tempo de armazenamento.

Tempo Microrganismo Médias'
Cultura mista Cultura unica (Erro-padrio)
0 3,69 (0,09) 3,69 (0,09) 3,69 A (0,006)
6 3,30 (0,09) 3,27 (0,09) 3,29 B (0,06)
12 2,90 (0,09) 3,01 (0,09) 2,96 C (0,06)
24 2,78 (0,09) 2,63 (0,09) 2,70 D (0,006)
48 2,54 (0,09) 2,50 (0,09) 2,52 E (0,00)
120 2,58 (0,09) 2,36 (0,09) 2,47 E (0,06)
240 2,59 (0,09) 2,27 (0,09) 2,43 E (0,006)
360 2,66 (0,09) 2,48 (0,09) 2,57 E (0,006)
504 2,75 (0,09) 2,64 (0,09) 2,70 D (0,06)
Médias® 2,87a 2,76 b
(Erro padrio) (0,03) (0,03)

"Médias seguidas de mesma letra maidscula, na coluna, ndo diferem entre si,
pelo teste de Scott-Knott, com um nivel de significancia de 5%.

*Médias seguidas de mesma letra minuscula, na linha, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey, com um nivel de significancia de 5%.
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