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1. INTRODUCAO

O numero de consumidores que exigem alimentos com menor adicdo de
conservantes quimicos vem crescendo nos Uultimos anos e a indudstria de
alimentos tem interesse em agentes antimicrobianos naturais que possam
prolongar a vida de prateleira dos produtos e combater microrganismos
patogénicos (CALO et al., 2015). Assim, a literatura cientifica na area da ciéncia e
tecnologia de alimentos tem mostrado um enfoque no estudo do potencial
antimicrobiano das especiarias, considerando a sua inclusdo nos sistemas de
bioconservacao de alimentos.

Os Oleos essenciais de especiarias, através da combinacdo de sabor e
aroma, sdo amplamente aceitos pelo consumidor (AYALA-ZAVALA et al., 2009),
sendo referidos como um procedimento natural capaz de prover a extensao da
vida util e satisfatéria seguranca microbiolégica de alimentos (FIORENTINI et al.,
2001).

Os oleos extraidos de Origanum vulgare e Ocimum basilicum tém potencial
antimicrobiano (SANTURIO, 2015). Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade desses Oleos essenciais frente a Salmonella e testar sua
aplicacdo em massa carnea para embutidos.

2. METODOLOGIA

Foram adquiridas folhas secas de O. vulgare e O. basilicum provenientes da
empresa Luar Sul Industria e Comércio, de Santa Cruz do Sul, Brasil. Para
extracdo dos Oleos essenciais, utilizou-se o processo de hidrodestilagcdo com
parelho Clevenger, por 3 horas, segundo a Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2010).
Apés a extragdo, os 6leos foram armazenados em frasco a&mbar e mantidos a
-18°C.

A atividade antimicrobiana dos 06leos essenciais de O. vulgare e de O.
basilicum foi testada frente a Salmonella enterica subsp. enterica sorotipos
Typhimurium (ATCC 13311) e Enteritidis (ATCC 13076). Culturas overnigth a
37°C em Infusdo de Cérebro e Coragéo (BHI, Acumedia, Lansing, Michigan, USA)
de cada cepa foram padronizadas para concentragao aproximada de 10® UFC/mL
para posterior diluicdo seriada e uso nos testes.

Para a avaliacdo do efeito antimicrobiano foi utilizado o método de disco-
difusdo, de acordo com Caravic-Stanko et al. (2009). Também foi determinada a
Concentracdo Bactericida Minima (CBM), conforme preconizado pelo Clinical and
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Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), com pequenas modificacdes. Foi
realizada utilizando microplacas com 96 pogos. Em cada pogo, foram
dispensados 50 puL de BHI com 1% de Tween 80. No primeiro poco, foram
dispensados 50 uL do oleo essencial em teste. Retirando-se 50 pyL do pogo de
maior concentracao, foram feitas oito diluicbes seriadas nos pogos consecutivos
até a concentracao final, de 1,95 uL/mL. No final, foram adicionados 50 pL da
cultura overnigth a 37°C em Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI, Acumedia,
Lansing, Michigan, USA) com aproximadamente 5,0 x 10° células bacterianas em
cada um dos pocos. Pocos sem adicdo do 6leo e sem adi¢cdo do in6culo foram
utilizados para controles de multiplicacdo e de esterilidade, respectivamente. As
placas foram incubadas a 37°C durante 48 h.

Apo6s a incubacao, foram retiradas aliquotas de 5 pL de cada uma das
cavidades e repicadas em placas de PCA. A auséncia de crescimento bacteriano
no meio de cultivo foi indicio de que o Oleo essencial testado ndo apresentou
atividade bactericida. A CBM foi considerada como a menor concentracéo de 6leo
na qual ndo houve crescimento de coldnias na superficie do meio de cultura.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Para teste da aplicacdo o produto, foram preparadas e pesadas amostras de
25g de massa carnea, adicionadas de 0,5% de cloreto de sodio e
homogeneizadas. Foram adicionados os 6leos (O. vulgare e mistura em
quantidades iguais de O. vulgare e O. basilicum) nas concentractes 0,5%, 1,0% e
1,5%. Como controles, aliquotas sem adicdo de 6leo e sem adi¢cdo de cultura
também foram analisadas.

A massa céarnea foi experimentalmente contaminada com Salmonella
sorotipos Typhimurium (ATCC 13311) e Enteritidis (ATCC 13076). InGculos de
diluicdes seriadas das culturas bacterianas foram preparados e adicionados na
massa carnea de forma a se obter a concentracéo final de 102 células bacterianas
por grama de massa. Como controle, a massa ndo contaminada
experimentalmente também foi analisada.

As aliguotas de massa céarnea contaminadas experimentalmente e os
controles foram armazenados a 4°C e analisados apos 0, 24, 48 e 72 horas. A
pesquisa de Salmonella foi realizada de acordo com U.S. Food and Drug
Administration — FDA (ANDREWS et al., 2016).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
No teste de disco-difusdo, os 06leos essenciais avaliados apresentaram
atividade antimicrobiana frente a Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis

em diferentes intensidades (Tabela 1).

Tabela 1 - Tamanho dos halos (mm) de atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais, detectada no teste de disco-difusdo

Sorotipo O. vulgare O. basilicum O. vulgare +
O. basilicum

Typhimurium 12,6a 7,4b 9,4ab

Enteritidis 9,0b 6,8c 12,0a

Os dados referem-se a média de triplicatas. Médias seguidas pela mesma
letra na mesma linha ndo séo estatisticamente diferentes (p<0,05).

O. vulgare apresentou atividade antimicrobiana mais intensa quando
comparada com os halos de inibicdo do 6leo essencial de O. basilicum, indicando
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baixa acdo antimicrobiana do O. basilicum. Quando analisado o efeito
antimicrobiano da mistura dos dois 0Oleos essenciais, nota-se que pode ter
ocorrido efeito sinérgico, pois a mistura dos oOleos frente a Salmonella Enteritidis
induziu a formacdo de halos maiores que os halos de qualquer um deles
individualmente. Também Barbosa et al. (2016), em um dos raros estudos
utilizando mistura de O6leos, verificaram a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de O. vulgare misturado com 6leo de Rosmarinus officinalis (alecrim)
pelo teste de disco-difusdo e observaram interacdo sinérgica frente a agentes
patogénicos como L. monocytogenes, E. coli e Salmonella Enteritidis.

Os resultados da CBM (Tabela 2) relativos a O. basilicum estdo de acordo
com os resultados obtidos nos testes de disco-difusdo, nos quais esse 6leo
essencial apresentou fraco efeito inibitorio.

Tabela 1 - Concentracdo bactericida minima (uL/mL) dos Oleos essenciais
de O. vulgare, de O. basilicum e da mistura dos dois 6leos

Sorotipo O. vulgare O. basilicum O. vulgare +
O. basilicum

Typhimurium 31,25 SE* 31,25

Enteritidis 15,5 250 31,25

Os testes foram realizados em triplicata e os valores foram 0os mesmos nas
trés repeticoes.
* SE = sem efeito antimicrobiano.

O oleo de O. vulgare foi efetivo contra Salmonella Enteritidis em
concentracfes relativamente baixas. O efeito inibitério deste 6leo, na disco-
difuséo, foi menor do que o da mistura dos 6leos, entretanto, na CBM, a mistura
necessitou de concentracdes mais elevadas do que o 6leo de O. vulgare
isoladamente para exercer seu efeito bactericida sobre Salmonella Enteritidis.
Estes resultados indicam que o efeito sinérgico verificado no teste de disco-
difusdo frente a Salmonella Enteritidis ndo foi observado na CBM e que o efeito
inibitério observado na disco-difusdo ndo tem relacdo direta com o efeito
bactericida determinado pela CBM.

Na aplicacdo da massa carnea, o Oleo essencial de O. vulgare, na
concentracdo de 1,5%, apresentou efeito bactericida sobre ambos os sorotipos do
microrganismo. Entretanto, esse mesmo 6leo, quando misturado em quantidades
iguais ao Oleo de O. basilicum, perdeu seu efeito bactericida sobre o sorotipo
Typhimurium. Por outro lado, 0 mesmo nao ocorreu em relacdo a Salmonella
Enteritidis, que néo foi recuperada do alimento experimentalmente contaminado
tanto quando misturado ao 6leo de O. vulgare a 1,5% como quando adicionado da
mistura dos 6leos a 1,5%, mas foi recuperada do alimento com 6leo de O. vulgare
a 1%, mesmo apos 72 horas de armazenamento. Estes resultados sugerem a
ocorréncia de sinergismo entre os dois 6leos, o que também foi observado nos
testes de disco-difusdo e CBM.

4, CONCLUSOES

O oleo essencial de O. vulgare apresenta atividade antimicrobiana contra os
sorotipos Typhimurium e Enteritidis de Salmonella. Esta atividade é amplificada,
frente a Salmonella Typhimurium, quando misturado em quantidades iguais de
O0leo essencial de O. basilicum, o qual isoladamente apresenta pouca acao
antimicrobiana.
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O Oleo essencial de O. vulgare tem CBM relativamente baixa para
Salmonella Enteritidis. Ja o Oleo essencial de O. basilicum mostrou ser um fraco
antimicrobiano. O 6leo essencial de O. vulgare e a mistura dos 6leos essenciais
quando adicionados na massa carnea na concentracao de 1,5% sdo capazes de
eliminar Salmonella Enteritidis do produto. Porém a eliminagcdo de Salmonella
Typhimurium somente € obtida quando o 6leo essencial de O. vulgare € aplicado
isoladamente nas mesmas concentracoes.
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