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1. INTRODUCAO

Carne bovina é definida como “produto carneo obtido a partir da moagem de
massas musculares de carcacas de bovinos, seguido de imediato resfriamento ou
congelamento” (BRASIL, 2003), é muito agradavel ao paladar e utilizado em
diversas preparacfes culinarias. Sao produtos muito sensiveis, podendo ser
contaminados no momento do abate ou etapas posteriores. Apos 0 processo de
moagem, a carne possui maior area superficial exposta, e mesmo mantida sob
refrigeracdo, micro-organismos deteriorantes ou mesmo patogénicos podem se
desenvolver (JAY, 2005).

Doencas transmitidas por alimentos sdo causadas por patdégenos que
invadem o organismo através de alimentos contaminados (FORSYTHE, 2002). As
infec¢des alimentares ocorrem apos a ingestdo de alimentos contaminados com
“‘numeros significativos de espécies nao hospedeiro-especificos” (JAY, 2005).

Na industria e comércio o controle microbiolégico se da empregando boas
praticas de fabricacdo e manipulacdo, dando grande atencdo aos processos de
assepsia das maos dos manipuladores e degermacdo dos equipamentos.
Segundo BORGES et. al. (2013) a ocorréncia e resisténcia das bactérias a alguns
agentes sanificantes que sao utilizados comumente vem aumentando. e com
isso, a busca por produtos ditos naturais vem aumentando, pois estes sdo bem
vistos pela sociedade e, em alguns casos, demonstram boa acéo bactericida.

Neste contexto os Oleos essenciais se destacam, eles sdo caracterizados
por serem um complexo de constituintes quimicos naturais e volateis, com um
forte odor e sdo provenientes do metabolismo secundario de plantas aromaéticas.
Os Oleos essenciais e seus componentes sdao amplamente utilizados em diversos
produtos como perfumes, produtos sanitarios, odontolégicos, aditivos de
alimentos e remeédios naturais (BAKKALI et. al., 2008). Estudos sobre a atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais tem comprovado suas agfes sanificante,
desinfetantes e conservante (OLIVEIRA; BRUGNERA; PICCOLI, 2013).

Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo verificar a atividade
bactericida/bacteriostatica dos 0leos essenciais de Eucalipto Citriodora, Tangerina
Cravo, Manjerona e Basilicdo, frente a cepas Escherichia coli e Salmonella spp.
Isoladas de carne moida comercializada na cidade de Pelotas — RS.
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2. METODOLOGIA

As andlises foram feitas no Laboratério de Bacteriologia, situado no
Departamento de Microbiologia e Parasitologia do Instituto de Biologia, Campus
Capao do Leéo, na Universidade Federal de Pelotas.

Para obtencdo dos isolados de alimentos foi utilizado o método descrito por
NEUSELY (1997). Para analise de Salmonella spp, primeiramente foi feito o pré-
enriquecimento da amostra com Caldo Lactosado seguido pelo enriquecimento
em Caldo Tetrationato e Caldo Vassiliads. Apos foi feito plaqueamento em Agar
Xilose Lisina Desoxicolato e Agar Enteric Hektoen e em seguida foram feitos os
testes bioquimicos e teste sorolégico, para confirmacdo de género. Para analise
de coliformes termotolerantes, foi utilizado o método do Numero Mais Provavel
(NMP) e a partir das coldnias suspeitas foram feitos testes bioquimicos (IMViC)
onde as colbnias consideradas positivas foram submetidas a testes sorologicos
com o objetivo de confirmacédo de Escherichia coli entero-hemorragica.

Os testes de difusdo em disco com 6leos essenciais foram feitos segundo a
metodologia de KIRBY e BAUER (1966) com modificacbes, onde foram
adicionados 10 uL dos 6leos essenciais de Citrus reticulata v. tangerine
(Tangerina Cravo), Eucalyptus citriodora (Eucalipto Citriodora) e Ocinum
basilicum (Basilicdo), sobre discos de papel filtro estéreis, com cerca de 5 mm de
diametro, colocados sobre Agar Miiller-Hinton ja semeados com in6culo de
acordo com a Escala 0,5 de MacFarland (1,5 x 108 UFC. mL™). Para controle
negativo, foram utilizados discos estéreis de papel filtro contendo 10 yL de agua
destilada estéril, e para controle positivo foram utilizados discos do antibiético
Tetraciclina e entdo as placas foram incubadas a 36°C por 24h. ApOs esse
periodo, foi observada a presenca de halo ao redor dos discos embebidos com os
Oleos essenciais.

A verificacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos 6leos essenciais
foi reallizada segundo o NCCLS (National Committe for Clinical Laboratory
Standards, 2015), onde é preparado o in6culo bacteriano de acordo com a
Escala 0,5 de MacFarland, onde 50 uL foi adicionado em uma placa de
microdiluigdo com 96 pocgos,que ja continha 50 yL Caldo Mdller Hinton com 1%
de Tween 80. Em seguida foi adicionado diferentes concentracbes do 6leo
essencial (de 25% a 0,19%), e a placa foi incubada a 36°C por 24h. Apés o
periodo de incubacéo adicionou-se Cloreto de Fenil Tetrazdlio 0,5% para obserar
a presenca ou ndo de atividade microbiana através da mudanca de coloragédo do
meio, caso meio aquira coloragcdo vermelha, indica crescimento bacteriano
naquela concentracdo. Para determinar a Concentracdo Bactericida Minima
(CBM), foram utilizados os resultados da CIM, onde foi coletado 5 yL dos pogos
que apresentaram inibicdo do crescimento e inoculado em placa contendo Agar
Miiller Hinton, incubado a 36°C por 24h, onde apds esse periodo foi verificado se
houve crescimento bacteriano. As concentracfes que apresentaram crescimento
na placa foram consideradas bacteriostaticas e, as concentragbes que nao
apresentaram crescimento foram consideradas bactericidas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das 20 amostras de carne moida foi possivel obter 7 isolados
bacterianos, sendo seis deles Escherichia coli (dois pertencentes ao grupo
sorologico 0157:H7, dois ao grupo soroldgico Polivalente B e dois ao grupo
sorologico Polivalente C) e um positivo para Salmonella spp. A presenca de
coliformes termotolerantes em alimentos indica contaminacdo de origem fecal
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uma vez que a E. coli ndo faz parte da microbiota normal de produtos frescos,
indicando portanto, que héa condicdes higiénicas inadequadas (GUIMARAES et al,
2003).

Conforme a legislacdo brasileira RDC n°12 de 2001, a presencga de
Salmonella spp. torna o alimento improprio para consumo, pois a grande maioria
dos sorotipos séo patogénicos para o homem (TORTORA et al, 2005)

Os testes de difusdo em disco com os Oleos essenciais indicaram atividade
bioldgica de dois dos 6leos utilizados, Eucalyptus citriodora (Eucalipto Citriodora)
e Ocinum basilicum (Basilicdo), poréem o 6leo de Citrus reticulata v. tangerine
(Tangerina Cravo) nao apresentou atividade biologica sobre nenhum dos isolados
bacterianos testados.

Os resultados da MIC e CBM estao demonstrados nas tabelas abaixo.

Tabela 1: MIC e CBM do 6leo essencial Eucalyptus citriodora (Eucalipto
Citriodora) frente aos isolados bacterianos
25% 12.5% 6,25% 3,125% 1,562% 0,78% 0,39% 0,19%

E.colil + + + N N N N N
E. coli 2 + + + + + - - -
E.coli 3 + + + + - - - =
E.coli 4 + + + + + + - -
E.coli 5 i i - - N N N N
E.coli 6 + - - - - N N N
Salmonella

+ - - - - - -

spp.1
N: Auséncia de Atividade Biologica; +: Atividade bactericida; -: Atividade

bacteriostatica.

Tabela 2: MIC e CBM do 6leo essencial Ocinum basilicum (Basilicado) frente
aos isolados bacterianos
25% 12.5% 6,25% 3,125% 1,562% 0,78% 0,39% 0,19%

E.coli 1 + + + + - - - -
E. coli 2 + + + + + - - -
E.coli 3 + + + - - - - -
E. coli 4 + + + - - - - -
E.coli 5 - - - - - N N N
E. coli 6 + + + + - N N N

Salmonella + + 4 + i i i N
spp. 1

N: Auséncia de Atividade Bioldgica; +: Atividade bactericida; -: Atividade
bacteriostatica.

4. CONCLUSOES

Frente aos resultados obtidos nos testes, podemos concluir que os 6leos
essenciais Eucalyptus citriodora (Eucalipto Citriodora) e Ocinum basilicum
(Basilicao) apresentaram atividade biolégica frente aos isolados de
enterobactérias estudadas, nas condi¢Oes testadas. Produtos naturais devem
continuar sendo investigados, a fim de diminuir a utilizagdo de produtos quimicos
sintéticos em produtos degermantes, antissépticos e até mesmo nha industria
farmacéutica. Vale ressaltar que mais testes devem ser feitos, para que a eficacia
desses 6leos seja comprovada.
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