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RESUMO

A industria de produtos carneos, necessita produtos que possuem uma demanda
alta de vendas, porém, o consumidor, em busca de uma vida mais saudavel esta
exigindo produtos com praticidade, qualidade, segurangca e que estes sejam
nutritivos. Um dos ingredientes utilizados para a fabricagdo de produtos a base de
carne é o nitrito. Este melhora a coloracéo, realga o sabor, impede a oxidagao
lipidica e € um importante agente bactericida na industria de alimentos. Porém, o
nitrito, em concentragbes elevadas pode ser carcinogénico. Levando isto em
consideragao o objetivo deste trabalho € avaliar a agdo antimicrobiana de extrato
aquoso e oOleo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis) e gengibre (Zingiber
officinale) frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus em carne
mecanicamente separada de frango (CMS).Realizou-se as analise da CIM e CBM
sendo que para E. coli utilizando o extrato aquoso de alecrim verificou-se, uma CIM
de 5,0 mg/mL e CBM >20 mg/mL, enquanto o extrato aquoso de gengibre uma CIM
de 20 mg/mL e CBM >20 mg/mL. Para o dleo essencial de alecrim constatou-se uma
CIM de 1,25 mg/mL e CBM de 2,5 mg/mL, enquanto o 6leo de gengibre uma CIM de
1,25 mg/mL e CBM de 5,0 mg/mL. Para S. aureus utilizando o extrato aquoso de
alecrim, obteve-se uma CIM e CBM de 5,0 mg/mL, enquanto o extrato aquoso de
gengibre uma CIM e CBM de 20 mg/mL. Para o oleo essencial de alecrim constatou-
se uma CIM de 0,625 mg/mL e CBM de 1,25 mg/mL, enquanto o 6leo de gengibre
uma CIM de 1,25 mg/mL e CBM de 2,5 mg/mL. A partir destes resultados pode-se
dizer que os mesmos demonstram-se promissores em relacdo a agao bactericida e
bacteriostatica. Em posse dos resultados da CIM e CBM, descartou-se o uso dos
extratos aquosos, em fungdo da baixa atividade detectada na CIM e CBM, entéo
seguiu-se 0s experimentos somente com os 6leos essenciais, em seguida, realizou-
se as analises de contagem de colénias (UFC) das amostras. Para estas analises
verificou-se que o Oleo de alecrim e gengibre frente as bactérias Escherichia coli
(ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538P), ndo apresentaram efeito
bacteriostatico e nem bactericida. Diante de todos os resultados constatou-se que a
CIM e CBM né&o podem ser utilizados como parametro microbiolégico para matrizes
carneas, pois o comportamento bactericida e bacteriostaticos ndo se equivaleram,
isso para as condi¢des dos experimentos realizados nesta pesquisa.

Palavras chaves: Microrganismos patogénicos. Intoxicacdo alimentar. Atividade
antimicrobiana. Alecrim. Gengibre



ABSTRACT

The industry of meat products, you need products that have a high demand for sales,
however, consumers in search of a healthier life is demanding products with
convenience, quality, safety and they are nutritious. One of the ingredients used for
the manufacture of meat products is nitrite. This improves the color, enhance flavor,
prevent lipid oxidation and is an important bactericidal agent in the food industry.
However, the nitrite in high concentrations may be carcinogenic. Taking this into
account the objective of this study is to evaluate the antimicrobial activity of aqueous
extract and essential oil of rosemary (Rosmarinus officinalis) and ginger (Zingiber
officinale) against Escherichia coli and Staphylococcus aureus in mechanically
deboned chicken meat (CMS). It was performed the analysis of MIC and MBC where
in E. coli using the aqueous extract of rosemary was found a MIC of 5.0 mg/mL and
MBC> 20 mg/mL, while the aqueous extract of ginger a 20 MIC mg/mL and MBC> 20
mg/mL. For rosemary essential oil found to be a MIC of 1.25 mg/mL and MBC of 2.5
mg/mL, where as the MIC one ginger oil 1.25 mg/mL and CBM 5.0 mg/mL. For S.
aureus using the aqueous extract of rosemary, obtained an MIC and MBC of 5.0
mg/mL while the aqueous extract of ginger one MIC and MBC 20 mg/mL. For
rosemary essential oil found to be a MIC of 0.625 mg/mL and MBC of 1.25 mg/mL,
where as the MIC one ginger oil 1.25 mg/mL and MBC of 2.5 mg/mL. From these
results it can be said that they show promise in relation to bactericidal and
bacteriostatic action. In possession of the results of MIC and MBC, was discarded
the use of aqueous extracts, due to the low activity detected in MIC and MBC, then
the experiments followed only with essential oils, then was held the analyzes of
colony counts (CFU) of the samples. For this analysis it was found that rosemary oil
and ginger front bacteria Escherichia coli (ATCC 25922) and Staphylococcus aureus
(ATCC 6538P), and showed no bacteriostatic or bactericidal effect. Before all the
results it was found that the MIC and MBC can not be used as microbiological
parameter to carneas arrays, because the bactericidal and bacteriostatic behavior is
not equaled, that for the conditions of the experiments in this study.

Key words: pathogenic microorganisms. Food poisoning. Antimicrobian activity.
Rosemary. Ginger
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1 INTRODUGCAO

As industrias de alimentos, nas ultimas décadas, estdo enfrentando um
grande desafio para atender as exigéncias legais para garantir a seguranga
alimentar, como também corresponder as expectativas dos consumidores em
relacdo a preocupacdo com a saude, pois muitos sdo conscientes dos possiveis
efeitos dos aditivos sintéticos usados na conservagao dos alimentos (MACHADO;
BORGES; BRUNO, 2011). Aliados aos conceitos de produto natural e asséptico tem
aumentado rapidamente. Estes produtos podem conter ingredientes naturais, sem
conservantes artificiais, com isso ndo desencadeando alergias ou sensibilidades
comuns que podem ocorrer em alguns consumidores em fungdo do acréscimo de
aditivos quimicos artificiais na formulacdo de alimentos, principalmente de produtos
carneos (MARIUTTI; NOGUEIRA; BRAGAGNOLO, 2011).

Estima-se que a cada ano 76 milhdes de casos de doencgas transmitidas por
alimentos ocorram apenas nos Estados Unidos, com 325.000 internagdes e 5.000
obitos, levando a custos médicos e prejuizos envolvendo a produtividade, na faixa
de US$ 6,6 a 37,1 bilhdes (JAYASENA e JO, 2013). No que se refere a carnes e
seus derivados, varios microrganismos patogénicos incluindo Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni, Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Clostridium
spp. e Aeromonas hydrophila podem resultar em doengas transmitidas por alimentos
quando estes ndo sdo tratados e conservados adequadamente. As células
vegetativas dos microrganismos s&o destruidas com o tratamento térmico, mas seus
esporos permanecem, tais como Bacillus spp. e Clostridium spp. Eles podem
sobreviver e precisam de condicdes muito mais severas para ser destruidos. Com a

auséncia de microbiota competitiva, estes esporos podem germinar e crescer em
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condigbes favoraveis causados pela utilizagdo indevida dos produtos (JAYASENA e
JO, 2013).

As carnes e seus derivados sdo altamente propensos a contaminagao
microbiana, uma vez que eles sao ricos em nutrientes essenciais e pereciveis na
natureza, sendo que esta contaminacdo pode ser mais acelerada em funcido de
alguns fatores intrinsecos incluindo pH e atividade de agua da carne fresca.
Normalmente, a carne fresca tem um valor de atividade de agua maior do que 0,85 e
seu pH estd na faixa do pH favoravel para as bactérias deteriorantes da carne
(DAVE e GHALY, 2011).

Em funcdo do dinamismo diario das pessoas, estas estdo direcionando e
realizando mudancgas nos padrdes nutricionais. Procurando beneficios creditados a
uma alimentagao saudavel em todos os setores da alimentagdo, com isso, levando a
busca por alternativas de transformacao, conservacao e alteragdo quimica destes
produtos. Os objetivos da industria alimenticia consistem basicamente em prolongar
o periodo durante o qual o alimento permanece adequado para o0 consumo,
aumentar a variedade da dieta, fornecer os nutrientes necessarios para a

manutengao da saude e gerar lucros para os fabricantes.

Alguns microrganismos, quando encontrados em alimentos s&do chamados de
indicadores, pois estes apontam a falta de cuidados no processamento dos
alimentos, um deles e a Escherichia coli que € um microrganismo que coloniza o
intestino de humanos e animais de sangue quente. Essa bactéria quando
encontrada em alimentos ou aguas, indica uma ma qualidade sanitaria, essa
contaminagao pode vir da falta de higiene do manipulador ou até mesmo durante a
evisceragao no abate (SKOCKOVA et al., 2015), e outro pode ser o Staphylococcus
aureus, € um contaminantes de produtos lacteos, carnes (principalmente de aves),
ovos, atum, macarrao e outros, muitas vezes, sao produtos que necessitam muita
manipulagdo no preparo, em funcdo disso deve-se ter cuidado ao manipular os
alimentos isso pelo fato de que o S. aureus € um microrganismo que esta presente
na pele (CARMO et al., 2002).

O uso de aditivos alimentares no Brasil € norteado pelo Ministério da Saude e

regulamentado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
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considerando aditivo alimentar qualquer ingrediente adicionado intencionalmente
aos alimentos, sem propdsito de nutrir, porém, com o objetivo de modificar as
caracteristicas fisicas, quimicas, bioldégicas ou sensoriais, durante a fabricagao,
processamento, preparagdo, tratamento, embalagem, acondicionamento,
armazenagem, transporte ou manipulacdo de um alimento, de acordo com as
diretrizes preconizadas pela Portaria n® 540/97. Segundo esta mesma Portaria os
aditivos quimicos sao classificados quanto a fungdo: os agentes conservantes s&o
substancias que tém a finalidade de impossibilitar ou atrasar a deterioragao

microbiana ou enzimatica dos alimentos (BRASIL, 1997).

Uma opcdo para o controle da contaminagdo microbiana s&o os
antimicrobianos de origem vegetal, sendo que estes podem ser obtidos através de
varios métodos como extragdo aquosa, infusdes e decocgcdes por solventes
organicos entre outras, sendo que estas extragdes sao geralmente realizadas
utilizando qualquer parte das plantas, sendo que muito possuem efeito
antimicrobiano, como por exemplo componentes do orégano, cravo, canela, alho,
coentro, alecrim, salsa, erva-cidreira, salvia e vanilina (TAJKARIMI; IBRAHIM;
CLIVER, 2010).

Diante disso, estuda-se novos compostos que possam auxiliar na correta
substituicdo dos conservantes, frequentemente utilizados no controle do crescimento
de microrganismos, e que sejam confiaveis o suficiente para a inclusdo em um
sistema de conservagdo de alimentos. Levando em consideragdo este contexto,
Oleos essenciais de plantas condimentares ja utilizados como flavorizantes e com
alto potencial antimicrobiano ganham uma nova perspectiva de utilizagdo
(MACHADO; BORGES; BRUNO, 2011).

O aumento da demanda por alimentos seguros e naturais, sem conservantes
quimicos, incentiva os pesquisadores a estudar a atividade antimicrobiana de
compostos naturais. Investigagbes confirmaram a acg&o antimicrobiana dos o6leos
essenciais (RASOOLI et al., 2008).

A busca de novos antimicrobianos a partir de espécies vegetais, tem se
mostrado bastante promissora nos ultimos tempos, visando sanar os problemas da

resisténcia microbiana a antibioticos atualmente utilizados (HAIDA et al., 2007).
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A seguranga alimentar e o atendimento as demandas para conservagao e
qualidade vem alavancando a pesquisa para o desenvolvimento de métodos
alternativos na conservacdo de alimentos. Essas crescentes demandas abrem
novas perspectivas para o uso de conservantes naturais, dentre eles, os derivados

de plantas, bem como os condimentos (TIWARI et al., 2009).

Os condimentos originalmente utilizados para alterar ou melhorar o sabor dos
alimentos, as ervas e especiarias possuem metabdlitos secundarios, como os 6leos
essenciais, que desempenham papel protetor de plantas contra agentes infecciosos
como bactérias (BAKKALIL et al., 2008), sendo -consideradas importantes
substancias bioativas, podendo serem utilizadas para a conservacdo de alimentos
(SHAO; ZHOU; TSAO, 2011).

O alecrim (Rosmarinus officinalis), pertencente a familia Lamiaceae, originaria
de paises do mediterraneo, sendo que no Brasil também é cultivada. Além das suas
propriedades medicinais conhecidas a atividade antimicrobiana é muito relatada.
Estudos ja realizados identificaram 33 compostos quimicos no 6leo essencial de
alecrim. Os principais foram a-pineno, 1,8-cineol, canfora, verbenona e borneol,
constituindo cerca de 80% do total do 6leo (SANTOYO, 2005).

Segundo Singh (2008), o gengibre € uma das ervas mais antigas conhecidas
pelo povo, utilizado na culinaria e na medicina e também conhecido pelas suas

caracteristicas como antioxidante e antibacteriana.

Considerando que muitos condimentos possuem  caracteristicas
antibacterianas descritas na literatura, escolheu-se Gengibre (Z. officinale) e Alecrim
(R. officinalis) para testar estas caracteristicas em carne mecanicamente separa
(CMS) contaminada. Diante disso esta pesquisa tem por objetivo realizar um estudo
em relagdo a acdo antimicrobiana e sua aplicagdo em um produto carneo (CMS)

analisando seus efeitos como conservante natural.
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11  Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de alecrim e gengibre, 6leos essenciais e
extratos aquosos, frente a Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus
(ATCC 6538P).

1.1.2 Objetivos especificos

* Determinar a composi¢cdo quimica dos Oleos essenciais de alecrim e
gengibre.

* Avaliar o extrato e 6leo essencial dos diferentes condimentos quanto a
atividade antimicrobiana em (CIM) Concentragdo Minima Inibitoria e (CBM)
Concentracao Bactericida Minima;

* Avaliar a capacidade antimicrobiana do extrato e 6leo essencial quando

adicionados em carne mecanicamente separada de frango contaminada.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Extratos vegetais e 6leo essencial

Extratos brutos sdo aqueles onde todas as moléculas sdo extraidas na sua
totalidade, sem que alguma seja isolada especificamente. As plantas produzem
diferentes metabdlitos secundarios com funcdes variadas entre eles, defesa contra
pragas e doencas, faz com que estas plantas possuam varios principios ativos nos
extratos vegetais (NELSON e COX, 2011). Segundo PERES (2007), a presenca de
varios compostos em um so produto pode ter efeito sinérgico benéfico, o que
confere aos extratos vegetais certa vantagem sobre os antimicrobianos tradicionais

gue possuem apenas um principio ativo.

Os dleos essenciais, possuem varias caracteristicas sendo uma delas a agao
na atividade antimicrobiana, esta acdo ocorre devido a sua elevada hidrofobicidade,
que permite atravessar as membranas bacterianas, provocando a perda de ions,
reduzindo assim o potencial de protecdo da membrana, ocorre também a perda da
funcdo das bombas de protons e deplecdo de ATP (Adenosina trifosfato), ou até
mesmo danos a proteinas, lipidios e organelas presentes dentro da célula bacteriana
acarretando assim morte celular (PESAVENTO et al., 2015; BAKKALI et al., 2008).

Oleos essenciais, sdo obtidos de diversas partes de plantas, como frutas,
flores, cascas, ou de plantas inteiras, como especiarias, ervas medicinais e outras,
sendo que estes podem ser designados como 6leos etéreos, volateis ou até mesmo
como esséncias, chamados assim em funcdo das suas caracteristicas fisico-

quimicas, como ser normalmente liquidos de aparéncia oleosa a temperatura
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ambiente. A volatilidade € uma das mais importantes caracteristicas, pois esta o
diferencia dos 6leos fixos, que s&o misturas de substancias lipidicas (SIMOES, et al.,
2004).

De acordo com a Resolugcdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 2, de 15 de
janeiro de 2007, oleos essenciais s&o produtos volateis de origem vegetal obtido por
processo fisico (destilagdo por arraste com vapor de agua, destilagdo a pressao
reduzida ou outro método adequado). Podem se apresentar isoladamente ou
misturados entre si, retificados, desterpenados ou concentrados. Retificados sao os
produtos que tenham sido submetidos a um processo de destilagao fracionada para
concentrar determinados componentes; concentrados sao os que tenham sido
parcialmente desterpenados; e desterpenados, aqueles dos quais tenha sido tirada

quase totalmente os terpenos (BRASIL, 2007).

Os dleos essenciais no meio ambiente, possuem um papel importante na
protecdo das plantas como agentes antibacterianos, antivirais, antifungicos,
inseticidas e também contra herbivoros, reduzindo seu interesse por essas plantas.
Outra caracteristica interessante € a capacidade de atrair alguns insetos para
favorecer a dispersao de pdlen e sementes, ou de repelir outros indesejaveis (CALO
et.al., 2015).

2.1.1 Plantas condimentares

Plantas condimentares s&do plantas que possuem caracteristicas
organolépticas que conferem um diferencial principalmente aos alimentos, como
gosto requintado e aroma diferenciado, embelezando os pratos e tornando-os
apetitosos e nutritivos, além dessas propriedades atuam como antissépticos,

antioxidantes, antimicrobianos, antinflamatérios entre outros (MATOS, 2007).
21.2 Alecrim

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.), pertence a familia Lamiaceae-Labiatae,
originaria do Sul da Europa e do Norte da Africa, tem como caracteristicas ser um
subarbusto com ramificacbes de cor verde, possui hastes lenhosas e folhas

pequenas (Figura 1), sendo que a composi¢gao quimica do seu oOleo é constituido



20

principalmente por hidrocarbonetos monoterpénicos, ésteres terpénicos, linalol,
verbinol, terpineol, 3-octanona e acetato de isobornila. Os terpendides sao
representados pelo carnosol, acidos carnosilico, oleanico, ursolico, diterpenos
triciclicos (SILVA et al., 2008).

As pesquisas em relacao ao 6leo do alecrim estdo focadas principalmente em
relagdo a sua capacidade antibacteriana, antifungica, inseticida, anticarcinogénica e
antioxidante (JORDAN et al., 2013). Este 6leo essencial pode ser classificado de
trés formas em relagdo a sua composigao quimica, cineoliferum (alto teor de 1,8-
cineol, 53-67%); camphoriferum (canfora >20%); e verbenoniferum (verbenona
>15%) (NAPOLI et al., 2010). Segundo Rozman e Jersek (2009), R. officinalis L.,
gque é uma planta aromatica e medicinal, possui o 6leo mais utilizado em todo o

mundo em fung¢ado de suas propriedades bioldgicas.

Fonte: Google imagens

Varias pesquisas vem demonstrando a atividade do 6leo do alecrim contra
varios microrganismos patogénicos tanto para bactérias Gram-positivas quanto para
as Gram-negativas (BARRETO, 2014). Diante dos resultados obtidos nas pesquisas
tem sido sugerido que em fungcdo dos Odleos essenciais possuirem compostos

hidrofébicos, estes sdo capazes de romper a membrana plasmatica das células de
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bactérias Gram-negativas, assim ocorrendo uma alteracdo na permeabilidade da
membrana e consequentemente morte celular (HYLDGAARD et al., 2012; WANG et
al., 2012).

2.1.3 Gengibre

Zingiber officinale foi inicialmente descrito, em 1807, pelo botanico William
Roscoe. Pertence a familia Zingiberaceae, proveniente da regido sudoeste da Asia e
do Arquipélago Malaio, sendo que este inclui mais de 1200 espécies e 53 géneros.
O rizoma possui corpo alongado, um pouco achatado, com ramos fragmentados
irregularmente, de 3 a 16 cm de comprimento, 3 a 4 cm de largura e 2 cm de
espessura (Figura 2). Sua coloragéo varia do amarelo ouro a marrom brilhante isso
externamente, com estrias longitudinais (ELPO, 2004), algumas vezes fibroso, com
terminagdes conhecidas como “dedos”, as quais surgem obliqguamente. Na parte
interna, de cor marrom-amarelada, apresentando uma endoderme amarela, com
numerosos feixes fibrovasculares e abundantes células oleaginosas contendo
oleoresina e 1% a 4% de 6leo essencial (ZANCAN et al., 2002).

Figura 2 - Planta e rizoma do gengibre (Zingiber officinale)
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Fonte: Google imagens
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Popularmente conhecido como gengibre, € utilizado como condimento na
culinaria, pois este confere caracteristicas picantes e refrescantes as receitas.
Também é usado como planta medicinal, sendo que este apresenta varias
caracteristicas, tais como: antifungica, antiviral, antibacteriana, antiulcerativa,
antioxidante, antitumoral e outras. A parte da planta mais conhecida € o rizoma, o
qual é rico em carboidratos, lipideos, incluindo acidos graxos livres, (acido oléico,
acido palmitico, acido linoleico), 6leos (gingerol e gingerona) e 6leos volateis,
(gingibereno, felandreno e canfeno) (LOPEZ, 2007).

2.1.4 Metabolismo vegetal

O metabolismo vegetal se divide em 2 partes em relacdo a producédo de
metabodlitos, um €& o primario (macromoléculas) e o outro secundario
(micromoléculas). O metabolismo primario é o que produz as substancias essenciais
para a manutencdo da vida da célula, sendo que este compreende a sintese de
aminoacidos proteinas, lipidios e outras moléculas responsaveis pela manutengao
das reacgdes vitais da célula. Os metabdlitos primarios sdo substancias quimicas que
através de rotas biossintéticas complexas, e muitas vezes desconhecidas, dao
origem aos metabodlitos secundarios (FILHO e PICCOLI, 2010; SIMOES et al., 2004).

Os metabdlitos secundarios resultam da exposi¢ao e interagdo das plantas
com o0 meio ambiente, produzindo assim substancias que servem para sua protecao.
Estes sdo normalmente uma estrutura complexa, demonstram alta atividade
biolégica, baixo peso molecular, normalmente encontrados em pequenas
concentragbes e sao advindos de determinadas espécies de plantas (NELSON e
COX, 2011).

Os produtos formados no metabolismo secundario podem ser subdivididos
em trés grandes partes: compostos fendlicos, alcaldides e terpendides. Os
compostos fendlicos sdo encontrados geralmente em todo reino vegetal, mas as
vezes podem estar localizados em uma sé planta. Este grupo pode-se dividir em
flavondides (antocianinas, flavondis e seus derivados) e acidos fendlicos (acidos
benzdico, cindmico e seus derivados) e cumarinas. Os compostos fendlicos sao
substancias que possuem em sua estrutura quimica pelo menos um anel aromatico,

onde pelo menos um hidrogénio € substituido por um grupamento hidroxila,



23

derivados dos fenilpropandides da via do acido chiquimico (SIMOES et al., 2004;
ROCHA, 2013).

Os alcaldides sao substancias naturais de baixo peso molecular, tem como
caracteristica a presengca de um atomo de nitrogénio em sua estrutura basica.
Constituem uma classe numerosa que € dividida em subclasses por apresentar vias
de sintese ndo relacionadas evolutivamente. Um exemplo € a morfina isolada de

Papaver somniferum (papoula) (WINK, 2003).

Os terpenos sao metabdlitos secundarios de plantas. Estes podem formar
classes com estruturas e funcionalidades diferentes, formadas a partir de cinco
unidades carbono (C5), chamado de isopreno. Eles possuem muitos efeitos
benéficos a saude, como agao antiparasitaria, antinflamatoria, antialérgica e
incluindo a agao antimicrobiana e outras. Os principais terpenos sdo: monoterpenos
(C10) e sesquiterpenos (C15), porém também existe os hemiterpenos (C5),
diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40). Os monoterpenos s&o
formados a partir da unido de duas unidades de isopreno (C10). Estas sdo as
moléculas mais representativas que constitui 90% de 6leos essenciais e permite
uma grande variedade de estruturas (BAKKALI et al., 2008).

Os sesquiterpenos sao formados a partir da montagem de trés unidades de
isopreno (C15). A extensdo da cadeia aumenta o numero de cyclisations que
permite que uma grande variedade de estruturas. A estrutura e fungdo dos
sesquiterpenes sdo semelhantes as dos monoterpenos: B-bisabolene, cadinenes, -
cariofileno, logifolene, curcumenes, elemenes, farnesenes, zingibereno, bisabol,
cedrol, p-nerolidol, farnesol, carotol, -santalol, patchoulol, viridiflorol, germacrone, -
vetinone, turmerones, 6xido de cariofileno, humuleno epéxidos e outros. Exemplos
de plantas contendo estes compostos s&o: bergamota, cominho, aipo, citronela,
coentro, eucalipto, geranio, zimbro, lavanda, limao, menta, laranja, hortela-pimenta,
alecrim, salvia, tomilho e outros (BAKKALI et al., 2008).

Alguns componentes dos 6leos essenciais sdo capazes de sensibilizar a
membrana celular, com isso aumentando a permeabilidade da mesma, assim

causando um vazamento dos componentes intracelulares vitais, baixa no sistema
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enzimatico e respiragao celular, por fim debilitando ou até causando a morte do
microrganismo (CELIKEL; KAVAS, 2008).

2.2 Principais componentes dos 6leos de alecrim e gengibre
221 1,8 Cineol

E um monoterpeno, também conhecido como cajeputol, 1,8-epoxi-p-mentano,
1,8-6xido-p-mentano, eucaliptol entre outros (Figura 3). Liquido translucido podendo
ser amarelado. Pode ser encontrado em folhas de louro, artemisia, manjericdo doce,
absinto, alecrim, salvia comum e outras folhagens planta aromatica. Este composto
€ utilizado como aromatizante em varios produtos, incluindo produtos de panificagao,
confeitaria, produtos de carne e bebidas (SANTOS e RAO, 2000).

Segundo Auricchio e Bacchi (2003) 6leos essenciais contendo citronelol,
geraniol, cineol, linalol e sesquiterpenos sdo os compostos que demonstram possuir

atividade antimicrobiana.
Figura 3 - Estrutura quimica do 1,8 Cineol
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Fonte: Da autora

2.2.2 Céanfora

A cénfora € um monoterpeno biciclico cetbnico, com férmula molecular
C10H16O (Figura 4), pode ser obtida do canforeiro (Cinnamomum canphora) e de
outras plantas aromaticas como em algumas arvores da familia do louro,
nomeadamente Ocotea usambarensis. Folhas de alecrim secas da familia das
mentas, podem conter até 20% de céanfora. Industrialmente pode ser obtida a partir
do a-pineno. A canfora tem como caracteristica sabor amargo, forte odor e em

contato com a pele causa uma sensagao de frio. Seu uso vai desde o uso contra
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gripes, contra histeria, nervosismo, neuralgia e diarreia por uso interno, e
externamente empregada contra reumatismos, bronquites e inflamagdes até acéo
antibacteriana, pois esta era utilizada antigamente pelos egipcios para mumificagéo,
com finalidade de conservagdo (ALSALME et al. 2010; KUMAR e ANDO, 2007;
MOGRICH et al., 2005; MARTIN et al. 2004).

Figura 4 - Estrutura quimica da canfora
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Fonte: Da autora
2.2.3 Borneol

E um composto organico classificado como um terpeno, biciclico, pode ser
encontrado em varias plantas aromaticas, e pode ser sintetizado a partir da redugao
da canfora, a agao do borneol (Figura 5) pode ir desde aplica¢gdes medicinais (TANG
et al., 2015), em cosméticos como sabonetes perfumes ou até mesmo produtos de
limpeza (BHATIA; LETIZIA.; API, 2008), até acdo antibacteriana, onde Mourey e
Canillac (2002) relatam que quando utilizados 6leos ricos em borneol estes exibiram
otimo desempenho em relagdo a capacidade bactericida o que comprova o ja

conhecido potencial desta substancia.

Figura 5 - Estrutura quimica do borneol
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2.2.4 a-terpineol

E um alcool monoterpeno (Figura 6), de odor agradavel, volatil, encontrado
naturalmente no oleo de cajepute, 6leo de pinheiro e déleo de petitgrain, possui
grandes propriedades antifungicas e antissépticas, utilizado como aromatizante,
cosmeticos entre outras. Produzido sinteticamente através dos pinenos ou até
mesmo da terebintina (CEBORSKA et al., 2015).

Figura 6 - Estrutura quimica do Alfa-terpineol
CHj;
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Fonte: Da autora
2.2.5 B-felandreno

B-felandreno (C4oH1s) € um monoterpeno (Figura 7) que possui um valor
comercial como ingrediente essencial na formulagdo de remédios, produtos de
limpeza, cosméticos, inseticida e também utilizado como combustivel, o odor de [3-
felandreno tem sido descrito como picante e ligeiramente mentolado e citrico
(BENTLEY et al., 2013).

Figura 7 - Estrutura quimica do B-felandreno
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Fonte: Da autora
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2.2.6 Neral e Geranial

O neral é um isdbmero do citral, onde o a-citral é o geranial e o B-citral é o
neral, que s&o aldeidos monoterpénicos aciclicos (Figura 8). O geranial tem um odor
forte de limdo. O neral tem um odor de limao menos intenso, porém mais doce. O
citral €, portanto, € um composto aromatico usado na perfumaria pelo seu efeito

citrico, cosméticos, conservante e também utilizado na sintese de vitamina A.

O citral também € usado na industria alimenticia e para fortalecer o 6leo de
limao. Também possui forte agdo anti-microbiana, e efeitos feromodnicos em insetos
(XIANG, 2015). O citral pode ser extraido da litsea cubeba, capim-lim&o, gengibre, e
muitas outras plantas por possuirem uma quantidade abundante deste composto
(HO et al., 2010, KIRAN et al., 2013, WILSON et al., 2002 e YANG et al., 2013).

Segundo Abe et al. (2003) o geranial mostrou-se eficaz na ag&o antifungica.

Figura 8 - Estrutura quimica do geranial e do neral
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Fonte: Da autora

2.2.7 y-curcumeno e a-zingibereno

Sé&o hidrocarbonetos sesquiterpenos monociclicos (Figura 9 e 10), possuem
acgao inseticida, repelente, sendo que estes podem ser extraidos a partir do rizoma
de gengibre. Os principais constituintes do 6leo de gengibre segundo Antonious
(2003), foram a-zingibereno (27-30%), a-curcumeno (8-9%), B-sesquiphellandrene
(4,8%). e bisaboleno (3,2%). Sacchetti (2004), demonstrou em seus experimentos

que o a-zingibereno possui agao bactericida.

O gengibre possui sabor pungente do gingerol e shagaol, tendo zingibereno

como componente predominante de O6leos (ANTONIOUS, 2003). Nychas e
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Skandamis (2003) relatam que a-pineno, borneol, canfeno e linalol possuem
propriedades antibacterianas. Segundo relatos o extratos de gengibre possui agao
para inibir o crescimento de Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, B. subtilis, E. coli, F. moniliforme e
Mycobacterium sp.. Oleos de gengibre mostraram-se muito bons em relacdo a

inibicado da Salinococcus roceus, Holopogon turkmenicus e Halococcus morrhuae.

De acordo com alguns estudos realizados com oleo essencial e extrato
alcoolico de gengibre frente a diversos patdégenos alimentares verificaram o6tima
atividade antimicrobiana (SA-NGUANPUAG, 2011; YOUSUFIL, 2012; AHMED,
2012). Provavelmente estes relatos de acédo bactericida se da em fungdo do o-
zingibereno e do curcumeno.

Figura 9 - Estrutura quimica do a-zingibereno
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Fonte: Da autora

Figura 10 - Estrutura quimica do y-curcumeno
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Fonte: Da autora
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2.2.8 B -bisaboleno

O B-bisaboleno é um sesquiterpeno (Figura 11), encontrado em varias plantas
como orégano e gengibre, tem odor balsdmico, possui agdo analgésica e anti-
inflamatoria e também é utilizado como aditivo alimentar (GARCIA E YAMAGUCHI,
2012). Segundo o relato de Andrade (2012) a composicdo do Oleo essencial
de Zingiber officinale, como sendo os compostos majoritarios 0os monoterpenos
oxigenados, geranial (25,06%), neral (16,47%), 1,8-cineol (10,98%), geraniol

(8,51%) e acetato de geranila (4,19%) e o monoterpeno biciclico, canfeno (4,30%).

Figura 11 - Estrutura quimica do B-bisaboleno
CH»
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Fonte: Da autora

2.3 Utilizacao do 6leo essencial pela industria

No processo de fabricagdo de derivados carneos, como salsicha, mortadelas,
presuntos e bacon, utiliza-se nitratos e nitritos como conservantes, sendo que estes
sdo adicionados juntamente com os sais de cura, promovendo aformacdo e
estabilidade da cor dos produtos carneos e atividade antimicrobiana. Os nitratos sao
pouco téxicos a niveis baixos, porém, os nitritos possuem uma toxicidade maior, pois
sdo capazes de se combinar com compostos presentes nos alimentos, formando
compostos nitrosos denominados nitrosaminas. Esses compostos tem-se mostrado
cada vez mais com agao cancerigena e mutagénica. A sua formagéo e ocorréncia
estdo sendo muito estudadas e relatadas com o intuito de se conhecer melhor esse
tipo de contaminante e os riscos envolvidos com a ingestado destes (ARAUJO et al.,

2008). Levando em consideragdo o descrito, uma opg¢ado de remediagcdo ou
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minimizacdo dos efeitos colaterais do nitrito e do nitrato pode ser o emprego de

principios ativos de condimentos que possuem caracteristicas antimicrobianas.

Condimentos e 6leos essenciais sao utilizados pela industria de alimentos
como agentes naturais para estender a vida util dos alimentos. Os antimicrobianos
de origem vegetal sdo obtidos através de varios métodos como extragdo aquosa,
infusdes, por solventes, entre outras, sendo que estas extragcdes sdo geralmente
realizadas utilizando flores, brotos, sementes, folhas, galhos, cascas, madeira, frutos
e raizes de plantas. Muitos possuem efeito antimicrobiano, como por exemplo
componentes do orégano, cravo, canela, alho, coentro, alecrim, salsa, erva-cidreira,
salvia e vanilina (TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010).

Existem mais de 1340 plantas com compostos antimicrobianos definidos, e
mais de 30.000 componentes foram isolados a partir de compostos de 6leo vegetal
que contém grupos fendlicos, que é utilizado na industria alimenticia. No entanto,
somente alguns Oleos essenciais possuem propriedades como conservantes sendo
utilizadas, portanto segundo (BURT, 2004) ha uma necessidade de mais avaliagbes

e estudos do d6leo essencial na area dos alimentos.

Segundo Tajkarimi; Ibrahim; Cliver, (2010), antimicrobianos de origem vegetal
sdo mais comumente produzidos pela destilacdo a vapor (DV) e hidrodestilagéo
(HD) e meétodos alternativos, como extragdo com fluido supercritico (SFE)
proporcionam maior solubilidade assim melhorando as taxas de transferéncia de
massa. Além disso, a manipulagdo de alguns parametros tais como a temperatura e
a pressao podem acarretar a extracdo de componentes diferentes, isso quando um

componente especifico € necessario.

2.4 Carne Mecanicamente Separada (CMS)

Segundo a Instru¢do Normativa n® 4 de 31 de margo de 2000, entende-se por
Carne Mecanicamente Separada (CMS) a carne obtida por processo mecanico de
moagem e separagao de ossos de animais de agougue, destinada a elaboracdo de

produtos carneos especificos (BRASIL, 2000).

Para a produgdo de CMS (Figura 12) somente é permitido utilizar ossos,

carcagas ou partes de carcagas de animais de agougue (Aves, Bovinos e Suinos),
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que tenham sido aprovados para consumo humano pelo Servico de Inspegao
Federal (SIF). Nao pode utilizar outras partes como cabegas, pés e patas (BRASIL,
2000).

Figura 12 - Carne mecanicamente separada (CMS) de frango

Fonte: Google imagens

As caracteristicas fisico-quimicas basicas da CMS consistem em: Proteina
(Minimo): 12%; Gordura (Maximo): 30%; Teor de Calcio (Maximo): 1,5% (Base
Seca); Diametro dos Ossos: 98% deverao ter tamanho (Maximo) de 0,5 mm; Largura
(Maximo) de 0,85 mm:; indice de perdxido (Maximo): 1 mEq KOH por kg de gordura
(BRASIL, 2000).

Essa problematica em relacao a textura pode estar relacionada em funcao do
processo de separagao mecanica, onde a carne é retirada do 0sso, pois esta sofre
ruptura celular, alguma desnaturagao proteica e um aumento de grupamentos heme
livres. Com isso, além da textura ser afetada, esse processo também pode afetar na
coloracdo da carne, palatabilidade, sabor e carga microbiana, tornando-se assim
uma matéria-prima altamente perecivel (BODNER e SIEG, 2009), sendo assim, se
esta ndo for manipulada adequadamente pode acarretar em produtos de baixa

qualidade.

As caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas da CMS sdo de grande

importancia, pois através delas pode-se determinar a sua qualidade e aplicagao.
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A carne mecanicamente separada deve atender aos requisitos de
temperatura, para garantir a sua qualidade, isso pelo fato de ser uma carne bastante
suscetivel a contaminagdo. Entdo, segundo Brasil (2000), a carne que n&o for
utilizada diretamente como ingrediente de um produto carneo, logo apos o processo
de separagdo mecanica, a mesma devera ser refrigerada a uma temperatura néo
superior a + 4 °C, por no maximo 24 horas ou, se armazenada no maximo até 0 °C,
podera ser utilizada em até 72 horas apos sua obtencido e, também, se a carne
mecanicamente separada for congelada devera ser em blocos com espessura
maxima de 15 cm e conservada em temperatura nao superior a -18 °C pelo prazo

maximo de 90 dias.

Nos padrdes microbioldgicos estabelecidos pela legislagcdo da carne
mecanicamente esta previsto 5x10®* UFC/g de S. aureus. Para E. coli ndo ha
padrdes estabelecidos (BRASIL,2000).

A CMS provem a partir de pecas que sobram depois da desossa realizada
para cortes especiais de carne, pois estas pegas possuem uma grande quantidade
de carne que nao foi totalmente retirada dos ossos, durante este procedimento. Esta
carne normalmente é utilizada em produtos onde se utiliza carne triturada para sua
elaboracdo devido a sua consisténcia e custo relativamente baixo em relagdo a
outros cortes de carne (PEREIRA et al., 2011).

As maiores utilizacdes da CMS sdo em salsichas, mortadelas, patés,
empanados entre outros, pois esta carne possui caracteristicas funcionais como
textura gelatinosa, retencdo de agua e também uma grande capacidade de
emulsionar a gordura, isso em fungédo da proteina presente, estas propriedades s&o
de grande valia na hora de escolher as matérias primas do produto a ser elaborado,
porém algumas constatagdes em relagédo a textura da CMS em produtos acabados
vem sendo discutidos, pois a relatos que esta deixa o produto com uma textura
muito mole (DAROS; MASSON; AMICO, 2005), sendo assim muitas vezes
necessario a adicdo de coadjuvantes que melhoram a estabilidade estrutural do

produto.
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2.5 Seguranca alimentar e Contaminacao

A definicdo de um alimento seguro pode ser dada em fungdo de seus
constituintes ou contaminantes, que podem causar danos a saude, estarem
ausentes ou em concentragdes abaixo do limite de risco (SOUZA; SILVA; SOUSA,
2005). A seguranca alimentar pode ser afetada em funcéo de varios fatores como
matérias primas de baixa qualidade e contaminadas, manipulacédo inadequada, uso
inadequado e indiscriminado de aditivos quimicos, contaminagcdo cruzada,

degradagéao de nutrientes entre outros.

O constante treinamento para educacdo de uma manipulacdo adequada de
alimentos pode contribuir para aumentar a seguranga do manipulador no manuseio
de alimentos, com isso ampliar as perspectivas educacionais deste e assim fornecer
a populagdo um alimento seguro, do ponto de vista microbioldgico (LEVINGER,
2005).

Levando em consideragdo que as técnicas do controle da qualidade das
industrias de alimentos estdo cada vez mais avangadas ainda a seguranga alimentar
€ um item bastante problematico em relagdo a saude publica (WHO, 2002a).
Segundo OMS, (2002), 30% das pessoas de paises industrializados sofrem com
doenga de origem alimentar por ano. Outro dado alarmante é que no ano de 2000
aproximadamente dois milhdes de pessoas no mundo vieram a obito em funcéo de

doencas diarreicas.

Diante do relato nota-se a necessidade de novos métodos de reducido ou
eliminacdo de patégenos dos alimentos, sem aumentar a carga de
aditivos/conservantes quimicos artificiais nos produtos, mas sim uma sinergia com
aditivos naturais (BURT, 2004).

A Organizagdo Mundial da Saude esta fazendo uma campanha mundial para
a redugao do consumo de sal, em fungdo das doengas cardiovasculares envolvidas
no consumo excessivo de sal (WHO, 2002b), no entanto, se esta proposta for aceita
pelas industrias alimenticias, alguns critérios de formulagdo dos produtos deverao
ser revistos, pois sabe-se que o sal possui caracteristica antimicrobiana, portanto,

se reduzido o seu teor, o alimento estara mais propenso a contaminagdes, sendo



34

assim necessaria a adicdo de outros aditivos para manter a seguranca dos
alimentos, levando tudo isso em considerag¢ao, uma 6tima opg¢ao € o uso de 6leos
essenciais com caracteristicas antimicrobianas (BURT, 2004), além de ter o papel de
conservante os 6leos essenciais possuem um apelo mercadolégicos muito grande

por ser natural.

2.6 Microrganismos patogénicos

A contaminagdo por microrganismos patogénicos pode ocorrer em toda a
cadeia produtiva, desde a produgdo primaria (plantio, manuseio, transporte,
cozimento, acondicionamento) até o consumo. Varios dados disponiveis de surtos
de intoxicagao/infeccdo alimentar apontam como agentes mais frequentes os de
origem bacteriana, sendo eles Salmonella spp, Escherichia coli, Staphylococcus

aureus, Shigella spp, Bacillus cereus e Clostridium perfringens (BRASIL, 2010).

L. monocytogenes, S. aureus, S. entérica e E. coli sdo conhecidos como
microrganismos patogénicos (transmissores de doengas) e sao frequentemente
isoladas de carnes ou seus derivados (BORCH e ARINDER, 2002).

A deterioracdo de um alimento normalmente é devido a presenca de bactérias
nos alimentos, com isso reduzindo sua vida de prateleira e possibilitando ainda a
veiculagdo de patdgenos, acarretando potenciais riscos a saude publica. Sendo
assim € necessario um controle efetivo para garantia da qualidade em todos os
estagios de sua elaboracéo até o produto final (CARVALHO; CORTEZ, 2005).

Os alimentos de origem animal ou vegetal apresentam em sua origem uma
microbiota habitual. A grande dificuldade é impedir a colonizagdo natural por esta
microbiota, além da contaminagdo por outros microrganismos durante o
processamento dos alimentos. Os principais agentes patogénicos tém como
caracteristicas em comum: curto periodo de incubagdo, quadro clinico
gastrointestinal, acompanhado ou ndo de febre. As complicacbes decorrentes das
doengas causadas por alimentos contaminados vém aumentando gradativamente,
sendo responsaveis por alto numero de hospitalizagbes e, em alguns casos, com
consequéncias irreversiveis ao paciente (GERMANO e GERMANO, 2003).
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Normalmente os microrganismos envolvidos nos processos de contaminagdes
de alimentos sao as bactérias, pois estas sobrevivem em varios tipos de substratos,
com diferentes temperaturas, pH, e condicbes do meio ambiente. Levando em
consideragdo que muitos microrganismos estdo se tornando resistentes a
sanitizantes e antibioticos, e também tendo em vista a tendéncia do mercado de
utilizar produtos ecologicamente seguros, a utilizagdo de 6leos essenciais como
conservante natural vem sendo muito cogitado e estudado, com isso gerando o
desenvolvimento de novas técnicas e produtos que potencializam a reducdo dos
efeitos negativos de oxidantes e microrganismos causadores de grandes prejuizos
as industrias alimenticias (PEREIRA et al., 2008).

2.6.1 Escherichia coli e sua contaminagao

Coliformes totais € um grupo de bactérias da familia Enterobacteriaceae, ndo
sdo formadores de esporos, sdo Gram-negativos em forma de bacilos, anaerdbio
facultativo, e quando submetidos a uma incubagédo a 35 — 37 °C/48h estes sdo
capazes de fermentar a lactose produzindo assim gas. Uma representante deste
grupo € a Escherichia coli, sendo que esta tem seu habitat inicial o trato intestinal
dos animais e humanos, e sob incubagédo a 44-45,5 °C, possui a capacidade de
continuar a formar gas a partir da fermentacédo da lactose (FRANCO e LANDGRAF,
2008).

E. coli € encontrada nas fezes de animais de sangue quente, incluindo seres
humanos, em concentracdes relativamente altas, sendo que esta pode variar de 10°
a 10 células/g nas fezes de humanos. Este microrganismo é ha muito tempo
reconhecido por sobreviver muito bem no meio ambiente, motivo pelo qual pode ser
considerado um indicador de contaminac&o fecal em agua e alimentos, mais antigo
ja relatado (LUNESTAD et al., 2016).

A E. coli possui diferentes linhagens ja identificadas como patogénicas tanto
para o homem quanto para animais, sendo que estas podem acarretar infecgdes
graves, muitas vezes podendo levar o enfermo a 6bito. Esse microrganismo muitas
vezes pode estar em pequenas quantidades em um alimento recém processado ou

manipulado, porém se este alimento for armazenado de forma inadequada pode
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permitir a multiplicacdo deste causando uma infeccéo intestinal (LEITE e FRANCO,
2006).

Um dos principais atributos da qualidade microbiolégica € indicar a
integridade dos produtos alimenticios e da higiene com que estes foram
processados. As analises de coliformes e da E. coli foram adotadas mundialmente
pelas industrias de alimentos pelo fato de que principalmente a E. coli sugere
contaminagdes de origem fecal, diretas ou indiretas dos seres humanos e animais.
Elevada contagem de E. coli e coliformes totais em amostras de alimentos
demonstram ou indicam uma deficiéncia nas boas praticas de fabricagao
(SANGADKIT et al., 2012).

A E. coli coloniza o intestino humano algumas horas ap6s o nascimento n&o
causando enfermidades. Essa interacdo com as células epiteliais intestinais €
benéfica e, nesse contexto, E. coli atua competindo, criando uma barreira para que
0s patdogenos ndo colonizem o intestino. Porém, essa bactéria pode agir como um
organismo que se aproveita de individuos que estao fragilizados, causando doencgas,

infeccbes em tecidos e 6rgaos saudaveis (SOUSA, 2006).

Ao se contaminar com esta bactéria o individuo pode sofrer de infecgcbes que
podem ocorrer somente em mucosas ou podem se alastrar pelo organismo
causando infecgdes gastrointestinais. Os sintomas podem ser desde diarreias,
vOmitos, dores de cabeca, cdlicas entre outras, ndo tendo um tratamento especifico,
porém o excesso de vomito e diarreia pode causar grave desidratagéo, entdo o que

se recomenda € uma ingestdo maior de liquidos para hidratar (SOUSA, 2006).

A contaminagao com E. coli pode se dar em fungcdo do consumo de alimentos
com deficiéncias no processo de fabricagcdo, sendo esta muitas vezes uma
contaminagao cruzada advinda da falta de higiene pessoal, manipulagcéo inadequada
por parte do colaborador ou também matéria prima e processos em desacordo com

0s principios higiénico sanitarios.

2.6.2 Staphylococcus aureus e sua Contaminagao

O Staphylococcus aureus, é do género Staphylococcus e filo Firmicutes, é a

espécie mais significativa pelo fato de ser patogénica, € um microrganismo Gram
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positivo, anaerdbio facultativo e se apresenta em forma de cocos, sendo que a
enterotoxina produzida pelo Staphylococcus aureus € uma das grandes causadoras
de intoxicagdes alimentares (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Segundo Costa (2008), Escherichia, Salmonella, Shigella, Yersinia, Klebsiella,
Vibrio e os géneros Staphylococcus e Streptococcus sao 0s microrganismos mais
encontrados em caso de intoxicacdo alimentar. Estes destroem a flora intestinal
através da sua proliferagcdo ou agao das suas enterotoxinas. Diarreia, vomito, dores
abdominais, nauseas, sudorese e cefaleia sdo os principais sintomas de uma

pessoa com intoxicagdo alimentar.

Tan; Lee; Mahyudin, (2014) relatam que uma das maiores fontes de
contaminagdo ¢é advinda dos manipuladores de alimentos em fungdo da
contaminagao cruzada, sendo que este microrganismo em contato com o alimento
encontra um ambiente propicio para sua proliferacdo e com isso a produ¢ao de uma

toxina termoestavel, assim, causando uma intoxicagao alimentar no consumidor.
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3 METODOLOGIA

Para este trabalho utilizou-se dois condimentos, Gengibre (Zingiber officinale)
in natura e Alecrim (Rosmarinus officinalis) seco, sendo que destes realizou-se a
extragao de 6leo essencial utilizando o aparelho de Clevenger modificado e extragéo

aquosa por infusédo.

Depois de ter realizado as extragdes dos 6Oleos, analisou-se sua composicao
(cromatografia) e atividade antimicrobiana (Concentracdo inibitéria minima e
Concentragdo bactericida minima). Diante destes resultados, dosou-se o dleo
essencial em CMS previamente esterilizada e posteriormente contaminada com
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, e, por fim, analisou-se a diminuicdo ou
eliminacdo dos microrganismos. Realizou-se todos os procedimentos nos
laboratorios da instituicdo sendo estes em ftriplicata. Decidiu-se n&o utilizar os

extratos em funcao sua baixa performance em relagcéo a agao antimicrobiana.

3.1 Amostras

As amostras de folhas secas de alecrim foram adquiridas em uma loja de
produtos naturais de Lajeado-RS. Adquiriu-se a raiz de gengibre de uma fruteira em

Montenegro-RS e a CMS, de uma empresa do Vale do Taquari, RS.
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3.2 Obtencao dos extratos

3.2.1 Oleo essencial

Levando em consideragao a Farmacopeia Brasileira (1988-2005) realizou-se
a extragdo através da destilagdo por arraste de vapor de agua com auxilio do
aparelho Clevenger modificado (Figura 13), onde, triturou-se os condimentos, apos
colocou-se em um baldo de fundo redondo de 5 L, com aproximadamente de 3 L de
agua destilada. Aqueceu-se o sistema até a fervura, assim ocorrendo o arraste do
oleo essencial pelo vapor-de-agua. Apds a condensacgao, os liquidos (6leo essencial
e agua) se separam no extrator. Apds um periodo de trés horas e meia, removeu-se
0 Oleo por gravidade para um recipiente adequado. Entdo tratou-se o déleo com
Na,SO, anidro para remogdo da agua residual, calculou-se o rendimento e

armazenou-se sob refrigeragédo e ao abrigo da luz, até o momento da sua utilizagao.

Figura 13 - Aparelho de extragcado Clevenger modificado

i Ama -

Fonte: Da autora
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3.2.2 Extrato aquoso

Obteve-se o extrato aquoso pelo método de infusao, utilizando como solvente
agua destilada. Reduziu-se condimento a fragmentos de pequena dimensé&o,
utilizando um liquidificador industrial. Em seguida, adicionou-se 100 g de condimento
em 1000 mL de agua destilada fervente (90 °C), repousando durante 30 minutos.
Apos, filtrou-se o material e utilizou-se o rota-evaporador BUCHI R3 para a remocao
da agua sendo este em banho termostatizado Marconi MA-184, em temperatura de
40 °C. Ao final, calculou-se o rendimento e guardou-se os extratos totais sob

refrigeracao e ao abrigo da luz até sua utilizagao.
3.3 Processos de purificagao e identificagao
3.3.1 Analise da composic¢ao quimica do 6leo essencial

Identificou-se os constituintes dos Oleos essenciais através de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) juntamente com a

determinacao do indice de reten¢do de Kovats (IK).
3.3.2 Cromatografia gasosa e o indice de Kovats

Realizou-se a analise do 6leo essencial na Central Instrumental do Centro
Tecnologico de Pesquisa e Produgao de Alimentos — CTPPA — da UNIVATES.

Solubilizou-se aliquotas de 1,5 pL dos d6leos essenciais em 1,5 mL de n-
hexano bidestilado e em um cromatdgrafo a gas Shimadzu (modelo GC2010 Plus)
acoplado a um detector de massas do mesmo fabricante (modelo GCMSQP2110
Ultra), operado a 70 eV, em coluna capilar de silica fundida Rtx®-5MS (30 m x 0,25
mm x 0,25 um). Como gas de arraste empregou-se o hélio. As injecbes das
amostras foram da ordem de 1 pL, utilizando autoinjetor AOC-5000 Plus (Shimadzu).
Para a analise empregou-se as seguintes condigdes: temperatura do injetor: 240 °C;
modo de injecdo: razdo de split 1:20 com purga de 3 mL/min; controle de fluxo de
gas: velocidade linear; fluxo de gas de arraste: 1,00 mL/min; programa: 50 °C,
290 °C (4 °C/min); temperatura da interface do espectrometro de massas: 280 °C,

temperatura da fonte de ions: 260 °C. l|dentificou-se a maioria dos constituintes
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utilizando o indice de Kovats em comparacdo com uma mistura de nalcanos,
espectros de massas de padrdes puros (NIST111, 2011) e comparagdo com dados
da literatura (ADAMS, 2009).

Para o calculo do indice de retengdo de Kovats (IK ou Ir), utilizou-se uma
mistura de padrdes de alcanos ndo ramificados (C7 a C30 — Sigma-Aldrich 49451-
U). Diluiu-se esta amostra em n-hexano e analisou-se. Os indices de retencédo dos
compostos foram obtidos de acordo com a equacédo abaixo (VAN DEN DOOL e
KRATZ, 1963):

=100+ A tri - tra
ri= n
4 trb - tra
onde:
* Iri = indice de retencao i
* | = constituinte do 6leo essencial que esta sendo analisado.

* a=numero de carbonos do alcano que elui antes de i.

* b =numero de carbonos do alcano que elui depois de i.

* An = numero de carbonos do alcano que elui depois de i menos numero de
carbonos do alcano que elui antes de i.

* tri =tempo de retencao de i.

* tra = tempo de retengcado do alcano que elui antes de i.

* trb = tempo de retengao do alcano que elui depois de i.

3.4 Aspectos quimicos e biolégicos

3.4.1 Atividade antimicrobiana

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana e da Concentragao Inibitéria
Minima (CIM), utilizou-se a linhagem padrdo American Type Culture Collection
(ATCC) de Escherichia coli ( ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538P).
Os microrganismos liofilizados foram cedidos pelo Laboratério de Microrganismos de
Referéncia da Fundag¢ao Oswaldo Cruz — FIOCRUZ.
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3411 Diluicao do extrato e do 6leo essencial

Para a obtencdo da solugdo de trabalho pesou-se 0,2 g de cada extrato e
transferiu-se para baldo volumétrico de 5 mL. Adicionou-se 0,04 mL de DMSO e
uma porgao de agua deionizada estéril. Apos a solubilizagdo do extrato, com auxilio
de uma pipeta de Pasteur, completou-se o volume com agua deionizada estéril.

Desta forma, obteve-se uma solugdo de 40 mg/mL.

Para obtencdo da solugcdo de dleo essencial pesou-se 0,2 g de dleo e
adicionou-se 0,04 mL de Twem e adicionou-se agua deionizada estéril até completar
5 mL. Apdés a solubilizagdo do extrato, com auxilio de uma pipeta de Pasteur,
completou-se o volume com agua deionizada estéril. Desta forma, obteve-se uma

solucdo de 40 mg/mL

3.41.2 Substancia empregada como padrao antimicrobiano

Utilizou-se a gentamicina 0,2 mg/mL, como padrao antibidtico para verificagao

da atividade antimicrobiana.

3.41.3 Controle do diluente

Preparou-se uma solucdo para o controle do diluente. Em um baldo
volumétrico de 5 mL, adicionou-se 0,04 mL de DMSO (Dimetilsulfoxido) para o
extrato aquoso e Twem para o 6leo essencial e completou-se o volume com agua

destilada estéril.

3414 Padronizagao do inéculo

A partir das linhagens bacterianas liofilizadas, reidratou-se as culturas,
ressuspendendo o sedimento com 0,3 a 0,5 mL do meio liquido recomendado em
Muller Hinton a 37 °C/24 horas. Apos ocorrido o crescimento bacteriano, preparou-se
as suspensdes microbianas. Para isso adicionou-se uma algada do microrganismo a
10 mL de solugao salina 0,8 % estéril até a obtencdo de uma turbidez equivalente a
escala nefelométrica de McFarland em 0,5, que é indicativo da presenca de 1,5 x 10®
UFC/mL. Para garantir a quantidade de inéculo presente, realizou-se o indicado pelo

NCCLS (2003), onde entéo realizou-se a leitura da turbidez em espectrofotdmetro



43

UV-VIS Genesys 10S UV-VIS, no comprimento de onda 625 nm com o propdsito de
garantir que o padrdo produzido estava de acordo com o descrito pela literatura
(0,08 a 0,13 nm).

3.41.5 Concentragao Inibitéria Minima — CIM

Realizou-se a determinagdo da concentracdo inibitéria minima dos extratos,
segundo a metodologia da diluicdo em caldo (microdiluicdo), conforme as normas
descritas pelo "Clinical and Laboratory Standards Institute" (CLSI) (NCCLS
document MO07-A9, 2012), onde utilizou-se placas de acrilico com 96 pogos, de
acordo com a (Figura 14). Em cada placa aplicou-se os extratos, o antimicrobiano
(gentamicina) e o diluente (DMSOQO), todos em triplicata. Também colocou-se os
controles negativos (meio sem adicdo de inoculo) e controles positivos (meio com

adigdo de ino6culo).

Realizou-se a microdiluicio em capela de fluxo laminar. Inicialmente
transferiu-se aliquotas de 200 uyL do inéculo padronizado a tubos de ensaio
contendo 10 mL de caldo Mueller Hinton (200 uyL em cada) sendo que deixou-se

alguns tubos sem indculo (controle negativo).

Apods a inoculagao, incubou-se as placas. Transcorrido o tempo de incubacgao,
realizou-se a leitura das mesmas. A confirmagdo de crescimento bacteriano é
representada pela turvacdo do pogo e a auséncia de crescimento foi representada
pelo poco limpido. O primeiro pogo onde n&o se observa crescimento (de maior

diluicdo) corresponde ao valor da concentragao inibitdria minima.
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Figura 14 - Placa de 96 pogos para a confirmacéo da CIM
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Fonte: Da autora

3.41.6 Confirmagao da Concentragao Inibitéria Minima

Como os extratos possuem coloragdo, realizou-se a confirmagao de
crescimentos nos pogos por meio da aplicagao da solugdo aquosa estéril de cloreto
de trifeniltetrazolio 0,5% (TTC). Essa solugéo revela o crescimento bacteriano por
meio do desenvolvimento de uma coloragdo vermelha, pois forma um complexo
vermelho com a enzima da respiragdo celular dos organismos vivos, assim nos

poc¢os onde ha crescimento bacteriano havera o desenvolvimento da coloracgao.

3.41.7 Determinagao da Concentragao Bactericida Minima (CBM)

Para determinacdo da concentragao bactericida minima do extrato aquoso e
do O6leo essencial realizou-se semeaduras em placas de agar Muller Hinton
(Figura 15) de todos os pogos onde o extrato se apresentou limpido, para afirmar a

acao do mesmo. Incubou-se estas placas a 36 °C +/- 1 °C por 24 horas.
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Para interpretagcdo dos resultados considerou-se os seguintes critérios: o
crescimento do microrganismo no meio de cultura significa agdo bacteriostatica; e a
auséncia de crescimento do microrganismo no meio de cultura significa agéo

bactericida.

Figura 15 - Placa de Petri com Muller Hinton para confirmagédo da CBM

Fonte: Da autora

3.4.2 Analises de contagem bacteriana da carne mecanicamente separada

(CMS) contaminada adicionada de 6leo essencial

Primeiramente buscou-se a CMS na empresa fornecedora, tomando todos os
cuidados de transporte, apods esterilizou-se, em autoclave a 121 °C por 15 min., uma
porcao suficiente para as amostragens. As amostras foram constituidas de 10 g de
CMS esterilizada, pesadas em sacos de stomacher estéreis, onde adicionou-se
primeiramente e 1 mL do inéculo, homogeneizou-se bem e, apos, adicionou-se trés
concentragdes do 6leo, C1 (1 uL/g), C2 (5 pL/g) e C3 (10 pL/g), homogeneizou-se
novamente. Por fim analisou-se o crescimento bacteriano das amostras em quatro
tempos, TO (0 horas), T1 (24 horas), T2 (48 horas) e T3 (72 horas), sendo que
realizou-se quatro diluicbes seriadas para cada amostra, como descrito a seguir.
Também realizou-se uma controle negativo 1B (carne) e um positivo 2B (carne +
microrganismo), sendo estes realizados para cada tempo e microrganismo. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.

Preparacgao do inéculo:
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Para os dois microrganismos realizou-se uma suspensao bacteriana ajustada
a 0,5 da escala de McFarland, sendo que esta corresponde a 10® UFC/mL (Unidades
formadoras de coldnias). Desta suspenséo retirou-se 1 mL e transferiu-se para um
tubo contendo 9 mL de solugdo salina peptonada, gerando a diluigdo 10" UFC/mL,
sendo que desta diluigdo transferiu-se 1 mL para a primeira amostra gerando 10°

UFC, e assim sucessivamente até 10% UFC.

Para as analises de coliformes termotolerantes e Staphylococcus aureus,
utilizou-se a metodologia adaptada de Brasil (2003), que serdo detalhadas nas

subsegdes seguintes.

3.4.21 Analise de contagem de coliformes termotolerantes

Pesou-se 10 g da amostra. Adicionou-se 90 mL de solug¢do salina peptonada

0,1 %. Homogeneizou-se por aproximadamente 60 segundos em “stomacher”.
Prova presuntiva
Inoculagao:

A partir da diluicdo inicial, efetuou-se as demais diluicdes em solugéo salina
peptonada 0,1%. Inoculou-se 1 mL de cada diluicdo em placas de Petri esterilizadas.
Adicionou-se a cada placa cerca de 15 mL de (Agar bile vermelho violeta) VRBA
previamente fundido e mantido a 46 °C — 48 °C em banho-maria. Homogeneizou-se
cuidadosamente e deixou-se em repouso até total solidificagdo do meio. Adicionou-
se, sobre cada placa, cerca de 10 mL de VRBA previamente fundido e mantido a
46 °C — 48 °C em banho-maria, formando uma segunda camada de meio. Deixou-se

solidificar.
Incubacéo:

Apos completa solidificacdo do meio, incubou-se as placas em posi¢cao

invertida em temperatura de 36 + 1 °C por 18 a 24 horas.
Leitura:

Selecionou-se placas que continham entre 15 e 150 col6nias. Contou-se as

colonias que apresentavam morfologia tipica de coliformes, ou seja, colonias roseas
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com 0,5 a 2 mm de didmetro rodeadas ou ndo por uma zona de precipitacao da bile

presente no meio. Anotou-se os resultados de contagem.

3.4.2.2 Contagem de Staphylococcus aureus

1) Pesagem e preparo da amostra: Pesou-se 10 g da amostra, adicionou-se
90 mL de solugao salina peptonada 0,1%. Homogeneizou-se por aproximadamente

60 segundos em “stomacher”.

2) Inoculagao: A partir da diluicdo inicial, efetuou-se as diluicbes desejadas.
Inoculou-se, sobre a superficie seca do agar Baird-Parker, 0,1 mL de cada diluigao
selecionada. Com o auxilio de alga de Drigalski, espalhou-se o indculo

cuidadosamente por toda a superficie do meio, até sua completa absorcéo.
3) Incubacgao: Incubou-se as placas invertidas a 36 £ 1 °C por 30 a 48 horas.

4) Leitura: Selecionou-se as placas que continham entre 20 e 200 colbnias.

Contou-se as coldnias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Rendimento dos extratos

Primeiramente, determinou-se o rendimento do 6leo essencial de gengibre e
alecrim e posteriormente o rendimento do extrato aquoso dos mesmos, conforme

resultados demostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Rendimento do éleo essencial e do extrato aquoso de alecrim e gengibre

% Rendimento

Planta Oleo essencial Extrato aquoso
Alecrim (Rosmarinus officinalis L.) 1,97 14,98
Gengibre (Zingiber officinale) 0,18 5,02

Na Tabela 1 verifica-se que o alecrim teve um rendimento maior tanto para o
extrato aquoso quanto para o 6leo essencial, em relacéo ao gengibre. Obteve-se um
rendimento de 1,97% e 0,18% para o Oleo, respectivamente, e para os extratos

aquosos de alecrim e gengibre, tendo um rendimento de 14,98 e 5,02%,

respectivamente.

Zaouali; Bouzaine; Boussaid (2010) analisaram seis amostras de alecrim,
onde obteve rendimentos dos 6leos essenciais que variaram entre 1,17% a 2,7%,

corroborando assim com o encontrado Tabela 1.

Ucar et al. (2013), em seus experimentos, obtiveram 16% de extrato aquoso

de alecrim, demostrando assim uma proximidade ao encontrado, Tabela 1.
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Pereira et al. (2007) encontraram em seus estudos com gengibre um
rendimento de 6leo essencial que variaram de 0,3 £ 0,02% em base umida, sendo
que no experimento deste relatério encontrou-se 0,18%, estando préximo ao que

este autor encontrou.

Yehb et al. (2014), pesquisaram duas espécies de gengibre (Zingiber
officinale Roscoe), onde encontrou 15,84% e 10,86% de extrato aquoso, nao
condizendo com o encontrado nesta pesquisa Tabela 1, esta diferengca pode ter
ocorrido em fungédo das espécies serem diferentes ou até mesmo a regidao em que

foi plantada.

4.2 Analise cromatografica dos 6leos essenciais de alecrim e gengibre

Na Figura 16 pode-se observar o cromatograma do 6leo de alecrim, onde
pode-se verificar a presengca de 18 sinais entre 5 e 25 minutos de corrida
cromatografica. Na Tabela 2 estdo relacionados os componentes encontrados do
oleo de alecrim, onde pode-se verificar que 18 componentes foram identificados,
atingindo 99,67% de um total de 100%, sendo que desse identificados 98,28% sé&o
monoterpenos (11,4% monoterpenos hidrocarbonetos e 88,27% monoterpenos
oxigenados) e por fim 1,39% s&o os sesquiterpenos oxigenados, neste total
encontram-se o0s compostos majoritarios como, 1,8-cineol (40,77%), canfora
(22,27%), borneol (9,73%) e a-terpineol (5,14%).

Figura 16 - Cromatograma do 6leo essencial de alecrim
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Tabela 2 - Componentes do 6leo essencial de alecrim

Pico Nome TR (min.) IK exp. ik lit. Area %
1 2,4-tujadieno 6,155 962 960 0,25
2 B-pineno 6,791 982 979 2,79
3 mirceno 7,129 993 990 1,22
4 3-d-careno 7,789 1012 1011 0,44
5 a-terpineno 7,985 1018 1017 0,4
6 p-cimeno 8,253 1026 1024 2,58
7 limoneno 8,397 1030 1029 3,32
8 1,8-cineol 8,505 1033 1031 40,77
9 y-terpineno 9,450 1059 1059 0,4
10 linalol 10,962 1102 1096 2,18
11 camfora 12,817 1147 1146 22,27
12 trans-pinocamfona 13,47 1163 1162 0,64
13 borneol 13,687 1168 1169 9,73
14 4-terpineol 14,146 1180 1177 1,5
15 a-terpineol 14,705 1193 1188 5,14
16 verbenona 15,511 1213 1205 2,8
17 n.i. 16,907 1245 - 0,33
18 acetato de bornila 18,738 1288 1285 1,85
19 (E)-cariofileno 24,319 1422 1419 1,39
Total 100,00
Total identificado 99,67
% monoterpenos 98,28

% monoterpenos hidrocarbonetos 11,40
% monoterpenos oxigenados 88,27
% sesquiterpeno 1,39

IK exp.: Indice de Kovats experimental; IK lit.: indice de Kovats literatura; TR: Tempo

de retengéo.

Zaouali; Bouzaine; Boussaid (2010) encontraram 25 componentes
representando 93,6% de 97,5% do total, onde os majoritarios foram 1,8 cineol
(40,0%), canfora (17,9%), a-pineno (10,3%), e canfeno (6,3%). Os monotepenos
hidrocarbonetos (64%), cetonas constituem (18%). Esses para a espécie analisada

em seu estudo. Levando em consideragdo esses resultados, principalmente a
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porcentagem do 1,8-cineol, pode-se dizer que ha uma relagdo com o encontrado no

presente estudo conforme Tabela 2.

Pesavento et al. (2015) encontraram 99,9% dos componentes do dleo de
alecrim. Os componentes mais importantes foram representados por monoterpenos
oxigenados (64,6%), sendo o principal 1,8-cineol (43,9%), os monoterpenos
hidrocarbonetos totalizaram 25,9%, onde o a-pineno € o principal e os
sesquiterpenos hidrocarbonetos foram de 9,1% e sesquiterpenos oxigenados de

apenas 0,3%, o que também condiz ao encontrado no presente estudo.

Na Figura 17 pode-se observar a presenga de 12 dos principais sinais entre 5
e 25 minutos de corrida cromatografica. Na Tabela 3 estdo descritos os
componentes encontrados do 6leo de gengibre, onde verifica-se que 12 compostos
identificados, atingindo 97,10% de um total de 100%, sendo que desse identificados
42,93% sao monoterpenos (8,25% monoterpenos hidrocarbonetos e 34,68%
monoterpenos oxigenados) e por fim uma maior porcentagem de 54,17% séao
sesquiterpenos hidrocarboneto, neste total encontram-se os compostos majoritarios
como, a-zingibereno 24,20%, geraniale 15,71%, B-bisaboleno 12,73%, neral 10,61%,

B-sesquifelandreno 10,07%, y-curcumeno 7,17% e B-felandreno 6,75%.

Figura 17 - Cromatograma do 6leo essencial de gengibre
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Tabela 3 - Componentes do 6leo de gengibre

Pico Nome TR (min.) IK exp. IK lit. %

1 mirceno 7,129 993 990 1,50
2 B-felandreno 8,419 1030 1029 6,75
3 1,8-cineol 8,496 1032 1031 4,41
< linalol 10,964 1102 1096 0,76
5 16,267 1230 1225 1,40
6 16,839 1244 1238 10,61
7 17,389 1257 1252 1,79
8 18,119 1274 1267 15,71
9 26,879 1485 1481 7,17
10 27,416 1499 1493 24,20
11 27,492 1500 - 2,00
12 27,905 1511 1504 12,73
13 28,524 1527 1522 10,07
14 31,970 1617 - 0,90
Total 100,00
Total identificado 97,10
% monoterpenos 42,93

% monoterpenos hidrocarbonetos 8,25

% monoterpenos oxigenados 34,68
% sesquiterpenos 54,17

IK exp.: Indice de Kovats experimental; IK lit.: indice de Kovats literatura; TR: Tempo

de retengéo.

Koroch et al. (2007) encontraram, ao analisar o 6leo essencial de gengibre de
uma espécie do Madagascar, 11 componentes que totalizaram 96,6% sendo que os
majoritarios foram a-zingibereno 22,9%, Geraniale 14,6%, B-bisaboleno 8,5%, Neral
6,4%, B-sesquifelandreno 6,5%, y-curcumeno 7,7% e B-felandreno 0,9%, pode-se

verificar semelhangas com o encontrado no éleo deste experimento.

Nos estudos da composigdo do oleo de gengibre fresco, An et al. (2016)
encontraram zingibereno (22,76%), B-felandreno (12,40%), B-sesquiphellandrene
(7,01%), geranial (14,50%), a-curcumeno (2,78%) e B-bisaboleno (3,25%), o que

condiz com os compostos majoritarios encontrados no presente estudo.



53

Algumas diferengas na composi¢ao e rendimento dos 6leos, normalmente se
da em fungdo do local do plantio (tipo de solo), estresse em que a planta foi

submetida, método de extragdo, secagem, periodo da colheita entre outros.

4.3 Atividade antimicrobiana

Analisou-se a concentragdo minima inibitéria (CIM) e concentragéo
bactericida minima (CBM) frente a E. coli e ao S. aureus com diluicbes seriadas

partindo da concentragao de 20 mg/mL até 0,625 mg/mL.

Para a E. coli utilizando o extrato aquoso de alecrim verificou-se, (Tabela 4),
uma CIM de 5,0 mg/mL e CBM >20 mg/mL, enquanto o extrato aquoso de gengibre
uma CIM de 20 mg/mL e CBM >20 mg/mL. Para o dleo essencial de alecrim
constatou-se uma CIM de 1,25 mg/mL e CBM de 2,5 mg/mL, enquanto o 6leo de
gengibre uma CIM de 1,25 mg/mL e CBM de 5,0 mg/mL.

Tabela 4 - Resultados da Concentragao Inibitoria Minima (CIM) e Concentragéo

Bactericida Minima (CBM) frente a E. coli do alecrim e do gengibre

Oleo essencial Extrato aquoso
Planta cim CBM CIM  CBM (mg/mL)
Alecrim (Rosmarinus officinalis L.) 1,25 2,5 5,0 >20
Gengibre (Zingiber officinale) 1,25 5,0 20 >20

Para o S. aureus utilizando o extrato aquoso de alecrim, obteve-se (Tabela 5),
uma CIM e CBM de 5,0 mg/mL, enquanto o extrato aquoso de gengibre uma CIM e
CBM de 20 mg/mL. Para o 6leo essencial de alecrim constatou-se uma CIM de
0,625 mg/mL e CBM de 1,25 mg/mL, enquanto o 6leo de gengibre uma CIM de
1,25 mg/mL e CBM de 2,5 mg/mL. A partir destes resultados pode-se dizer que os
mesmos demonstram-se promissores em relacdo a acao bactericida e
bacteriostatica, tendo como destaque o alecrim, pois este demonstrou-se mais
efetivo em sua acgao inibitoria e bactericida, e também pode-se constatar analisando
as Tabelas 4 e 5 que o S. aureus apresentou-se mais sensivel a acao bactericida

dos dleos do que a E. coli.
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Tabela 5 - Resultados da Concentragao Inibitoria Minima (CIM) e Concentragéo

Bactericida Minima (CBM) frente S. aureus do alecrim e do gengibre

Oleo essencial Extrato aquoso
Planta ciMm CBM ciMm CBM (mg/mL)
Alecrim (Rosmarinus officinalis L.) 0,625 1,25 5,0 5,0
Gengibre (Zingiber officinale) 1,25 2,5 20 20

De acordo com Pesavento et al. (2015), Rosmarinus foi mais eficaz contra
bactérias Gram-negativas em concentragdes mais baixas 25% do que as bactérias

Gram-positivas, 50-75% do éleo.

A parede celular bacteriana € uma estrutura complexa, semirrigida,
responsavel pela forma da célula, circundando a fragil membrana citoplasmatica,
protegendo-a e ao interior da célula das altera¢cdes adversas no ambiente externo.
Bactérias Gram-negativas apresentam uma membrana externa, constituida de
lipopolissacarideos, lipoproteinas e fosfolipideos que compreende importante fator
de evasdo da fagocitose e agbes do complemento, com carater hidrofébico
(TORTORA, 2012). Ja as bactérias Gram-positivas apresentam externo a membrana
citoplasmatica, parede celular com presenca de acidos teicdicos, que consistem
principalmente de um alcool e fosfato, configurando alta carga negativa, mais

propensa a agao por compostos fendlicos dos éleos essenciais.

Segundo Burt (2004) o Oleo de alecrim R. officinalis possui em sua
composi¢cdo elementos majoritarios que exercem agao bactericida, tais como a-
pineno, bornil acetato, canfora e 1,8 cineol. Sendo que no estudo em questao

encontrou-se 1,8-cineol, canfora, borneol e a-terpineol.

Alimpic et al. (2015) realizaram a analise de microdiluicdo em pogos, do éleo
essencial de Salvia ringens frente a alguns microrganismos, sendo que dois deles
s&o os utilizados neste estudo, onde a E. coli possui o mesmo (ATCC 25922). A
autora testou a atividade antibacteriana do 6leo em seis bactérias Gram-negativas e
cinco Gram-positivas, e verificou a CIM de 14,25 mg/mL para E. coli e 9,5 mg/mL
para S. aureus. Também constatou que as estirpes Gram-positivas foram mais
sensiveis. Ao contrario do acima mencionado, Tzakou et al. (2001) descobriram que

os efeitos inibitorios do éleo de S. ringens foi mais forte contra bactérias Gram-
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negativas e atribuido principalmente a presenca de 1,8-cineol como componente

majoritario, corroborando assim com o encontrado para alecrim neste estudo.

Tepe et al. (2004) utilizaram o 6leo de S. multicaulis, utilizando as mesmas
cepas do autor anterior, onde encontrou uma MIC para S. aureus de 36 mg/mL e 72

mg/mL para E. coli.

Celyktas et al. (2007) testaram a capacidade antibacteriana do oleo de
alecrim, onde as amostras foram coletadas de trés regides diferentes em quatro
épocas do ano, sobre nove microrganismos, sendo que um deles foi S. aureus
(ATCC 6538P) com resultados encontrados de CIM que variaram de 5,0 mg/mL até
20 mg/mL, e CBM de 10 mg/mL até >20 mg/mL, e um outro microrganismo foi a E.
coli com resultados de CIM e CBM de 10 mg/mL até >20 mg/mL. No estudo nao foi
possivel relacionar os constituintes majoritarios 1,8-cineol (61,4%) e canfora (24,1%)

com a atividade antimicrobiana

Okoh, Sadimenko e Afolayan (2010) estudaram a agdo do 6leo de alecrim
contra S. aureus e E. coli. O resultado encontrado para a CIM foi de 3,75 e 7,5
mg/mL e CBM de 7,5 e >7,5 mg/mL respectivamente. Os resultados destes
experimentos foram bem maiores que os encontrados nas Tabela 4 e 5,
provavelmente isso se deve em funcado do teor de 1,8-cineol, de 11,91% e céanfora
16,57% em comparagdo com o presente estudo (40,77% e 22,27%)

respectivamente.

Os resultados acima nao permitem relacionar a atividade antimicrobiana
unicamente as quantidades encontradas para os constituintes majoritarios. Desta

forma estes podem estar relacionados ao efeito sinérgico entre os constituintes.

44 Resultados das analises de contagem bacteriana da carne

mecanicamente separada (CMS) contaminada adicionada de éleo essencial

Levando em consideracdo os resultados obtidos na CIM e CBM para os
extratos aquosos de alecrim e gengibre, decidiu-se n&o utilizar estes na etapa
seguinte dos experimentos, devido as quantidades de extrato necessarias para

atingir a CBM para os dois microrganismos.
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Os resultados obtidos através da metodologia adaptada de Brasil (2003)
estdo descritos em Unidade Formadora de Coldnias por grama (UFC/g), sendo que
para Escherichia coli o limite do intervalo de precisao e repetibilidade € entre 15 a
150 UFC e para Staphylococcus aureus é de 20 a 200 UFC, quando extrapolado

estes valores utiliza-se o sinal de < (menor que) ou > (maior que), para identifica-los.

Na Tabela 6, 7, 8 e 9 esta descrito as médias das triplicatas dos resultados
das analises microbiolégicas realizadas com o 6leo de alecrim e gengibre, frente a
E. coli e S. aureus respectivamente. Realizou-se estas analises em trés
concentragbes C1 (1 uL/g), C2 (5 pL/g) e C3 (10 pL/g) mais um controle positivo,
cada um destes diluiu-se quatro vezes (10° até 10°), apresentados nas linhas das
tabelas. Nas colunas estédo representados os quatro tempos de armazenamento das
amostras antes de serem analisadas, com intervalo de 24h entre elas perfazendo
72h, sendo TO (Oh), T1 (24h), T2 (48h) e T3 (72h).

De acordo com os resultados das Tabelas 6,7,8 e 9 verificou-se que o oleo de
alecrim e gengibre frente as bactérias E. coli (ATCC 25922) e S. aureus (ATCC
6538P) ndo apresentaram efeito bacteriostatico e nem bactericida, isso por n&o
apresentar diferenca logaritmica entre o controle positivo dos microrganismos e as

concentracdes realizadas.

O mais provavel é que isso esta relacionado a concentragédo do dleo utilizado,
isso porque houve crescimento em todas as amostras apenas com a CMS e o

microrganismo; e observou-se agao bactericida nos experimentos de CIM.

Essa “alteragcdo” no resultado esperado deve estar relacionada a
homogeneizagdo do 6leo no meio de cultura em comparagdo com o CMS, pois o
saco de stomaker possui uma area maior do que o po¢o da placa de microdiluicéo,

dificultando a disperséo do 6leo e do microrganismo

Para o controle positivo dos microrganismos verificou-se que houve
crescimento bacteriano em todas as placas no decorrer dos experimentos, e para o
controle negativo constatou-se que n&o houve crescimento, garantindo assim a

qualidade e a inocuidade dos experimentos realizados.
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Tabela 6 - Resultados das analises de contagem microbiana do oleo de alecrim
frente a E.coliem (UFC)

ConcentragGes Diluig6es(UFC) TO (Oh) T1 (24h) T2 (48h) T3 (72h)

10° >1,5x10° >1,5x10° >1,5x10° >1,5x10°

c1=1p/e 1oj >1,5x 1(37 >1,5x 1(:7 >1,5x 1057 1,1x 1075
10 3,4x10 1,5x 10 >1,5x 10 <1,5x10

10° <1,5x 10" <1,5x 10" 4,0x10* <1,5x 10"

10° >1,5x10° >1,5x10° >1,5x10° >1,5x10°
25 /e 1oj >1,5x 1(37 >1,5x 1(37 >1,5x 1(:7 1,5 x 102
10 3,3x10 4,4 x 10 1,1x10 2,7x 10

10° <1,5x 10" 0 3,4x10* <1,5x 10"

10° >1,5x10° >1,5x10° >1,5x10° >1,5x10°

C3=10 /e 1oj >1,5x 102 >1,5x 1(:7 >1,5x 1057 1,1x 1075
10 <1,5x10 1,1x10 >1,5x 10 <1,5x10

10° 0 5,2 x 10" 3,5x 10" <1,5x 10"

10° >1,5x10° >1,5x10° >1,5x10° >1,5x10°

28 (carne + m.o.) 1oj >1,5x 1(37 >1,5x 102 >1,5x 1057 >1,5x 102
10 4,7 x 10 >1,5x10 >1,5x 10 <1,5x10

10° <1,5x 10" <1,5x 10" 4,3x10* <1,5x 10"

Tabela 7 - Resultados das analises de contagem microbiana do 6leo de gengibre
frente a E.coliem (UFC)

ConcentragGes Diluig6es(UFC) TO (Oh) T1 (24h) T2 (48h) T3 (72h)

10° >1,5x10° >1,5x10° >1,5x10° >1,5x10°

C1=1u/e 1oj >1,5x 1(37 >1,5x 1(37 >1,5x 1057 >1,5x 1(37
10 4,2 x 10 1,6 x 10 >1,5x 10 2,3x10

10° <1,5x 10" <1,5x 10" 9,3x10* <1,5x 10"

10° >1,5x10° >1,5x10° >1,5x10° >1,5x10°

C2=5 /e 1oj >1,5x 127 >1,5x 1(37 >1,5x 1(:7 >1,5x 1(37
10 3,2x10 2,4x10 1,5x 10 9,5x 10

10° <1,5x 10" <1,5x 10" 3,5x10* <1,5x 10"

10° >1,5x10° >1,5x10° >1,5x10° >1,5x10°

C3=10 /e 1oj >1,5x 1(37 >1,5x 1(37 >1,5x 1057 >1,5x 127
10 5,6 x 10 6,8 x 10 >1,5x 10 5,5x 10

10° <1,5x 10" <1,5x 10" 6,3x 10" <1,5x 10"

10° >1,5x10° >1,5x10° >1,5x10° >1,5x10°

28 (carne + m.o.) 1oj >1,5x 1(37 >1,5x 1(37 >1,5x 1057 >1,5x 1(37
10 5,6 x 10 3,1x10 >1,5x 10 2,8x10

10° <1,5x 10" <1,5x 10" 5,5x 10" <1,5x 10"
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Tabela 8 - Resultados das analises de contagem microbiana do oleo de alecrim

frente ao S. aureus em (UFC)

ConcentragGes Diluig6es(UFC) TO (Oh) T1 (24h) T2 (48h) T3 (72h)

10° >2,0x 10 >2,0x10° >2,0x10° >2,0x 10

10° >2,0x 10’ >2,0x 10’ >2,0x 10’ >2,0x 10’
Cl=1ul/g 4 6 5 5 5
10 1,3x 10 8,8 x 10 5,6 x 10 4,5x 10

103 <2,0x 10 <2,0x 10 <2,0x 10 <2,0x 10

10° >2,0x10° >2,0x10° >2,0x10° >2,0x 10°

10° >2,0x 10’ >2,0x 10’ >2,0x 10’ >2,0x 10’
C2=5l/g a 5 6 5 5
10 8,5x 10 1,4 x 10 49x10 4,5x10

103 <2,0x 10 <2,0x 10 <2,0x 10 <2,0x 10

10° >2,0x10° >2,0x10° >2,0x10° >2,0x10°

10° >2,0x 10’ >2,0x 10’ >2,0x 10’ >2,0x 10’
C3=10 |1|/g a 5 5 5 5
10 7,2x 10 43x10 5,2x 10 5,2x 10

103 <2,0x 10 <2,0x 10 <2,0x 10 <2,0x 10

10° >2,0x10° >2,0x10° >2,0x10° >2,0x10°

10° >2,0x 10’ >2,0x 10’ >2,0x 10’ >2,0x 10’
2B (carne + m.o.) . 6 6 6 s
10 1,1x 10 1,1x 10 1,0 x 10 9,0x 10

103 <2,0x 10 <2,0x 10 <2,0x 10 <2,0x 10

Tabela 9 - Resultados das analises de contagem microbiana do 6leo de gengibre

frente ao S. aureus em (UFC)

ConcentragGes Diluig6es(UFC) TO (Oh) T1 (24h) T2 (48h) T3 (72h)

10° >2,0x10° >2,0x10° >2,0x10° >2,0x10°

c1=1pu/e 1oj >2,0x 1(:7 >2,0x 1(37 >2,0x 1(37 >2,0x 1(37
10 1,6 x 10 7,7 x 10 6,5 x 10 5,7 x 10

10° <2,0x 10" <2,0x 10" <2,0x 10" <2,0x 10"

10° >2,0x10° >2,0x10° >2,0x10° >2,0x10°

C2=5 /e 1oj >2,0x 1(:7 >2,0x 1(37 >2,0x 1(37 >2,0x 1(37
10 1,2x10 9,5x 10 3,2x10 6,9 x 10

10° <2,0x 10" <2,0x 10" <2,0x 10" <2,0x 10"

10° >2,0x10° >2,0x10° >2,0x10° >2,0x10°

C3=10 /e 1oj >2,0x 1(37 >2,0x 1(37 >2,0x 1(37 >2,0x 1(37
10 8,3x 10 7,8 x 10 4,9 x 10 5,1x 10

10° <2,0x 10" <2,0x 10" <2,0x 10" <2,0x 10"

10° >2,0x10° >2,0x10° >2,0x10° >2,0x10°

28 (carne + m.o.) 1oj >2,0x 1(:7 >2,0x 1(:7 >2,0x 1(37 >2,0x 1(:7
10 1,1x10 1,2x10 9,3x10 1,0 x 10

10° <2,0x 10" <2,0x 10" <2,0x 10" <2,0x 10"
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5 CONCLUSAO

Realizou-se neste estudo a obtencdo dos extratos de alecrim e gengibre,
onde encontrou-se um rendimento de 1,97% e 0,18% para o 6leo, respectivamente,
e para os extratos aquosos um rendimento de 14,98 e 5,02%, respectivamente. Na
identificacdo dos componentes por cromatografia encontrou-se para o dleo de
alecrim, 18 componentes, atingindo 99,67% de um total de 100%, sendo que desse
identificados 98,28% sao monoterpenos (11,4% monoterpenos hidrocarbonetos e
88,27% monoterpenos oxigenados) e por fim 1,39% sdo os sesquiterpenos
oxigenados, neste total encontram-se os compostos majoritarios como, 1,8-cineol
(40,77%), canfora (22,27%), borneol (9,73%) e a-terpineol (5,14%). Para o gengibre,
12 compostos foram identificados, atingindo 97,10% de um total de 100%, sendo
que desse identificados 42,93% sao monoterpenos (8,25% monoterpenos
hidrocarbonetos e 34,68% monoterpenos oxigenados) e por fim uma grande
porcentagem de 54,17% s&o sesquiterpenos hidrocarboneto, neste total encontram-
se 0s compostos majoritarios como, a-zingibereno 24,20%, geraniale 15,71%, [-
bisaboleno 12,73%, neral 10,61%, B-sesquifelandreno 10,07%, y-curcumeno 7,17%
e B-felandreno 6,75%.

Em relagdo ao estudo realizado da CIM e CBM verificou-se para a E. coli
utilizando o extrato aquoso de alecrim verificou-se, uma CIM de 5,0 mg/mL e CBM
>20 mg/mL, enquanto o extrato aquoso de gengibre uma CIM de 20 mg/mL e CBM
>20 mg/mL. Para o 6leo essencial de alecrim constatou-se uma CIM de 1,25 mg/mL
e CBM de 2,5 mg/mL, enquanto o 6leo de gengibre uma CIM de 1,25 mg/mL e CBM

de 5,0 mg/mL. Para o S. aureus utilizando o extrato aquoso de alecrim, obteve-se
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uma CIM e CBM de 5,0 mg/mL, enquanto o extrato aquoso de gengibre uma CIM e
CBM de 20 mg/mL. Para o 6leo essencial de alecrim constatou-se uma CIM de
0,625 mg/mL e CBM de 1,25 mg/mL, enquanto o 6leo de gengibre uma CIM de
1,25 mg/mL e CBM de 2,5 mg/mL.

Diante dos resultados obtidos na MIC e MBC, pode-se concluir que os oOleos
essenciais de alecrim e gengibre se apresentam como uma alternativa promissora
para aplicagdo em alimentos a base de CMS, isso como um aditivo natural para

estender a vida de prateleira.

Para os resultados das analises de contagem microbiana os oleos essenciais
de alecrim e gengibre em um modelo carneo, CMS de frango, ndo se mostraram

com efeito antibacteriano isso nas concentracdes e condigdes deste experimento.

Por fim pode-se concluir que sdo necessarios mais testes microbioldgicos
para avaliar as concentracdes a serem utilizadas, com atividade antimicrobiana em

um modelo carneo.
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