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Camila Frederico

Oleos essenciais de plantas medicinais: atividade antibacteriana, encapsulacéo e
aplicacdo em alimentos

RESUMO: A preservacao dos produtos alimenticios € imprescindivel, consistindo em
controlar o desenvolvimento de microrganismos responsaveis por gerar a deterioragdo e
riscos a saude dos consumidores. Os Oleos essenciais apresentam propriedades
antibacteriana e antioxidante, sendo uma alternativa na conservacdo de alimentos,
podendo substituir ou diminuir o uso dos conservantes sintéticos tradicionais. Entretanto,
quando adicionados diretamente aos alimentos podem ter suas caracteristicas e seus
efeitos desejados diminuidos, para evitar tal fato, técnicas para a preservacdo dessas
propriedades como a encapsulagéo destes componentes sdo utilizadas. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana e o sinergismo dos 6leos essenciais para
aplicacdo em alimentos. Deste modo este trabalho estéa dividido em quatro capitulos. Nos
capitulos I e 1l foram realizadas revisbes bibliograficas. O primeiro capitulo aborda os
seguintes topicos: a importancia dos conservantes e os possiveis maleficios que podem
causar, mecanismo de acdo antimicrobiano e antioxidante dos 0Oleos essenciais, 0leos
essenciais como conservantes em alimentos, encapsulacdo dos 6leos essenciais para
estabilizacdo dos compostos ativos e seguranca da utilizacdo dos 6leos essenciais como
aditivos em alimentos. O segundo capitulo discute sobre o potencial antibacteriano de
6leos essenciais de plantas medicinais para conservacdo de alimentos. No terceiro
capitulo foi avaliada a atividade antibacteriana, efeito sinérgico, encapsula¢do com zeina
dos 6leos essenciais de orégano e tomilho e aplicagdo em queijo minas frescal. Os 6leos
essenciais de orégano e tomilho foram adquiridos da empresa Ferquima. A atividade
antibacteriana foi avaliada contra Escherichia coli, Bacillus cereus, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella enterica subsp. enterica Typhi, Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes pelo método de microdiluicdo em caldo. Os efeitos sinérgicos dos 6leos
essenciais foram analisados pelo método checkerboard. Os 6leos essenciais foram
encapsulados com zeina e avaliados quanto ao efeito antibacteriano. As analises térmicas,
termogravimétrica (TGA), calorimetria de varredura diferencial (DSC), espectroscopia
FTIR e analise de componente principal foram utilizadas para avaliar a estabilidade
térmica das diferentes amostras. Os 6leos essenciais encapsulados foram aplicados em
queijo minas frescal para analise da atividade antibacteriana avaliando os seguintes
tratamentos: T1= controle (sem tratamento antimicrobiano, somente indculo), T2= nisina,
T3= natamicina, T4= zeina pura, T5= sinergismo com zeina, T6= OE de orégano, T7=
OE de tomilho, T8= OE sinergismo, T9= OE de orégano com zeina e T10= OE de tomilho
com zeina. A concentracdo inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial de orégano variou
de 0,10 a 0,41 mg/mL e tomilho de 0,15 a 0,52 mg/mL, com a encapsulacdo a CIM do
6leo essencial de tomilho teve variagdo de >10 a 2,08 mg/mL e de 5 a 2,08 mg/mL para
0 Oleo essencial de orégano. A concentracdo inibitéria fracional (FIC) teve como
resultado 0,09 para Staphylococcus aureus, 0,07 para Salmonella Typhi e Listeria
monocytogenes e 0,27 para Escherichia coli, indicando sinergismo entre 0s 0leos. As
anélises DSC, FTIR e TGA demonstraram que a encapsulacdo dos 6leos essenciais foi
efetiva, promovendo a estabilidade térmica. No sétimo dia de armazenamento do queijo
minas frescal, o tratamento T4 (sinergismo dos 6leos essenciais de orégano e tomilho sem
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zeina) promoveu a reducdo de 1,17 Log UFC/g e no décimo quarto dia, todos os
tratamentos obtiveram a contagem bacteriana inferior ao tratamento T1 (sem
antimicrobiano) 9,11 Log UFC/g, com destaque para o tratamento T6 (6leo essencial de
orégano) 6,32 Log UFC/g comprovando a efetividade dos tratamentos. No quarto capitulo
foi avaliado o sinergismo dos Gleos essenciais de orégano e tomilho com sorbato de
potéssio e nisina e aplicacdo de tratamentos em puré de tomate. A atividade antibacteriana
foi avaliada contra Escherichia coli, Salmonella enterica subsp. enterica Typhi,
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes pelo método de microdilui¢do em caldo.
Os purés foram contaminados intencionalmente com Salmonella Typhi e testadas as
seguintes formulacdes conservantes F1: controle (somente indculo - sem conservantes);
F2: sorbato de potassio 50% + 0Oleo essencial de tomilho 50%; F3: sorbato de potassio
50% + oleo essencial de orégano 50%; F4: 6leo essencial de orégano; F5: éleo essencial
de tomilho e F6: sorbato de potassio. Na andlise da atividade antibacteriana em puré de
tomate, todos os antimicrobianos foram efetivos contra Salmonella Typhi quando
comparados a amostra controle (sem tratamento). Esses resultados demonstram que 0s
6leos essenciais se mostram promissores como agente antibacteriano para aplicacdo como
conservantes naturais em alimentos.

Palavras-chave: Bioconservante. Encapsulagdo. Origanum vulgare. Sinergismo. Thymus
Vulgaris. Sinergismo.
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Camila Frederico

Essential oils from medicinal plants: antibacterial activity, encapsulation and application
in food

ABSTRACT: The preservation of food products is essential, consisting of controlling
the development of microorganisms responsible for causing deterioration and health risks
to consumers. Essential oils have antibacterial and antioxidant properties, being an
alternative in food preservation and can replace or reduce the use of traditional synthetic
preservatives. However, when added directly to food, their characteristics and desired
effects may be reduced. To avoid this, techniques for preserving these properties such as
encapsulation of these components are used. The objective of this work was to evaluate
the antibacterial activity and synergism of essential oils for application in foods. This
work is therefore divided into four chapters. In chapters I and 1, bibliographical reviews
were carried out. The first chapter covers the following topics: the importance of
preservatives and the possible harm they can cause, mechanism of antimicrobial and
antioxidant action of essential oils, essential oils as preservatives in foods, encapsulation
of essential oils to stabilize active compounds and safety of using essential oils as
additives in foods. The second chapter discusses the antibacterial potential of essential
oils from medicinal plants for food preservation. In the third chapter, the antibacterial
activity, synergistic effect, encapsulation of oregano and thyme essential oils with zein
and application in Minas frescal cheese were evaluated. Antibacterial activity was
evaluated against Escherichia coli, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enterica subsp. enterica Typhi, Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes by
broth microdilution method. The synergistic effects of essential oils were analyzed using
the checkerboard method. The essential oils were encapsulated with zein and evaluated
for their antibacterial effect. Thermal analysis, thermogravimetric analysis (TGA),
differential scanning calorimetry (DSC), FTIR spectroscopy and principal component
analysis were used to evaluate the thermal stability of the different samples. The
encapsulated essential oils were applied to Minas Frescal cheese to analyze the
antibacterial activity evaluating the following treatments: T1= control (without
antimicrobial treatment, only inoculum), T2= nisin, T3= natamycin, T4= pure zein, T5=
synergism with zein, T6= OE of oregano, T7= OE of thyme, T8= OE synergism, T9= OE
of oregano with zein and T10= thyme OE with zein. The minimum inhibitory
concentration (MIC) of oregano essential oil ranged from 0.10 to 0.41 mg/mL and thyme
from 0.15 to 0.52 mg/mL, with encapsulation the MIC of thyme essential oil ranged from
>10 to 2.08 mg/mL and from 5 to 2.08 mg/mL for oregano essential oil. The fractional
inhibitory concentration (FIC) resulted in 0.09 for Staphylococcus aureus, 0.07 for
Salmonella Typhi and Listeria monocytogenes and 0.27 for Escherichia coli, indicating
synergism between the oils. DSC, FTIR and TGA analysis demonstrated that the
encapsulation of essential oils was effective, promoting thermal stability. On the seventh
day of storage of minas frescal cheese, the T4 treatment (synergism of essential oils of
oregano and thyme without zein) promoted a reduction of 1.17 Log CFU/g and on the
fourteenth day, all treatments obtained a bacterial count lower than the T1 treatment
(without antimicrobial) 9.11 Log CFU/g, with emphasis on the T6 treatment (oregano
essential oil) 6.32 Log CFU/g, proving the effectiveness of treatments. In the fourth
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chapter, the synergism of oregano and thyme essential oils with potassium sorbate and
nisin and application of treatments in tomato puree was evaluated. Oregano and thyme
essential oils were purchased from the company Ferquima. Antibacterial activity was
evaluated against Escherichia coli, Salmonella enterica subsp. enterica Typhi,
Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes by broth microdilution method. The
purees were intentionally contaminated with Salmonella Typhi and the following F1
preservative formulations were tested: control (inoculum only - no preservatives); F2:
potassium sorbate 50% + thyme essential oil 50%; F3: potassium sorbate 50% + oregano
essential oil 50%; F4: oregano essential oil; F5: thyme essential oil and F6: potassium
sorbate. In the analysis of antibacterial activity in tomato puree, all antimicrobials were
effective against Salmonella Typhi when compared to the control sample (without
treatment). These results demonstrate that essential oils show promise as an antibacterial
agent for application as natural preservatives in foods.

Keywords: Biopreservative. Encapsulation. Origanum vulgare. Synergism. Thymus
Vulgaris. Synergism.
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CAPITULO |

Oleos essenciais como aditivos naturais em alimentos: estabilidade e seguranca

Artigo de revisdo publicado no periddico Arquivos de Ciéncias da Satde da UNIPAR
v. 27, n. 10, p. 5739-5755, outubro de 2023. DOI:
https://doi.org/10.25110/argsaude.v27i10.2023-018

RESUMO: Os o6leos essenciais sdo liquidos aromaticos volateis derivados do
metabolismo secundario das plantas, sendo constituido por uma mistura complexa de
diferentes compostos ativos. Diversas plantas medicinais siao fontes de extracao de 6leos
essenciais sendo reconhecidos como seguros (GRAS) pelo FDA (Food and Drug
administration). A utilizagdo de o6leos essenciais como possiveis conservantes em
alimentos vem ganhando espago nas pesquisas devido a suas atividades antioxidante e
antibacteriana, caracteristicas importantes na preservacdo de alimentos e também ao
interesse da populagdo em consumir produtos mais saudaveis. Os dleos essenciais s&o
uma alternativa promissora para a industria de alimentos, pois atuam no controle de
bactérias patogénicas e deteriorantes. Em comparagdo com 0s conservantes quimicos
sintéticos, os 6leos essenciais geralmente sdo mais seguros, porém apresentam baixa
estabilidade, deste modo a encapsulacdo é uma forma de protegé-los de adversidades.
Esta revisdo tem como objetivo demonstrar a efetividade, estabilidade e a seguranca dos
6leos essenciais e seu uso em matrizes alimentares.

Palavras-chave: Antibacteriano. Compostos naturais. Conservantes. Doencas
transmitidas por alimentos. Encapsulagéo.

1 INTRODUCAO

As Doengas transmitidas por alimentos ocorrem pelo consumo de alimentos
e/ou agua contaminados, a Organizacdo Mundial da Saude estima que anualmente
aproximadamente um a cada dez habitantes adoecem no mundo por essa causa (FAO,
2019). As doencas transmitidas por alimentos custam anualmente US$ 7,4 milhGes em
perdas de produtividade da sociedade, sobrecarregando os sistemas de salde e reduzindo
0 desenvolvimento econémico (OPAS, 2022). Para evitar a contaminacdo por
microrganismos nos alimentos, comumente 0s conservantes sintéticos sao utilizados,
porém podem causar efeitos toxicos dependendo da quantidade ingerida e da
susceptibilidade do organismo (BENSID et al., 2020).

Tendo em vista os possiveis efeitos nocivos a satde relacionados ao consumo

de conservantes sintéticos, cada vez mais 0s consumidores buscam alimentos que
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provoquem pouco ou nenhum impacto a saude (JACKSON-DAVIS et al., 2023). Deste
modo, a utilizacdo de produtos naturais como o0s 6leos essenciais na conservacdo de
alimentos tem ganhado destaque nas pesquisas, visando a substituicdo total ou parcial de
aditivos quimicos sintéticos (FREDERICO et al., 2021).

Os Oleos essenciais sdo liquidos aromaticos volateis derivados do
metabolismo secundario das plantas, sendo constituido por uma mistura complexa de
diferentes compostos ativos (terpenos, compostos fendlicos, alcool), devido a sua
composigdo, os 6leos essenciais apresentam atividade antiinflamatoria, antibacteriana,
antifngica e antioxidante (FALLEH et al., 2020).

A composic¢éo do 6leo essencial pode variar de acordo com fatores intrinsecos
(solo, clima, estagio de desenvolvimento da planta) e extrinsecos (métodos de extracdo)
(DIFHI et al., 2016; RAHAL et al., 2022). A hidrodestilagao ¢ a técnica mais utilizada
devido a praticidade e ao baixo custo, onde o material vegetal ¢ imerso em agua sob
aquecimento até a fervura, resultando na formacao de vapores que arrastam 0s compostos
volateis, 0s quais, apos condensagao, separam-se da fase aquosa por decantagao (PRISN
et al., 2006; LALONDE et al., 2019).

A maioria dos Gleos essenciais de plantas medicinais e especiarias sao
geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) para utilizacdo em alimentos pelo FDA
(Food and Drug administration) (Food and Drug administration/CRF21, 2016). Porém,
apesar dos Oleos essenciais serem seguros para uso em alimentos, ainda existem
limitacGes em sua aplicagdo como conservantes de alimentos, devido a interagdes com
outros componentes da matriz alimentar, sua alta volatilidade, e alteracbes de sabor no
produto (CHRISTAK et al.,, 2021). Por conta desses inconvenientes, técnicas de
encapsulagdo do 6leo essencial podem ser utilizadas para melhorar sua estabilidade,
solubilidade, facilitar o manuseio, promover liberacdo controlada e ocultar sabor e odor
indesejaveis (REIS et al., 2022).

A importancia deste estudo é de melhorar a compreenséo sobre a estabilidade
e a seguranca da adicdo de Oleos essenciais como conservantes em alimentos,
contribuindo para o avanco do conhecimento no meio cientifico, preenchendo algumas
lacunas de compreensdo, oferecendo recomendacdes para pesquisas futuras.

Deste modo, considerando a utilizacao de 6leos essenciais como conservantes

de alimentos, este artigo de revisdo teve como objetivo demonstrar a efetividade e a
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seguranca do seu uso em matrizes alimentares. Aspectos como doencas transmitidas por
alimentos, atividade antibacteriana e antioxidante e vantagens da encapsulacdo também

foram discutidos.

2 METODOLOGIA

No presente estudo, foi realizada uma revisdo bibliografica utilizando as
plataformas PubMed, Science Direct, Scopus e Scielo, como bases cientificas. As

29 ¢

palavras-chave utilizadas como descritores foram: “6leos essenciais”, “6leos essenciais
de plantas medicinais”, “conservante de alimentos”, “antibacteriano”, “seguranga de
6leos essenciais em alimentos”. Foram selecionados artigos publicados no periodo de
2018 a 2023. Artigos de anos anteriores foram mantidos na base do artigo, uma vez que

as informacoes relatadas foram consideradas importantes para a discussao geral.

2.1 Seguranga de alimentos: a importancia dos conservantes e 0s possiveis maleficios

gue podem causar

Doencas transmitidas por alimentos s@o ocasionadas pela ingestdo de
alimentos e/ou agua contaminados por microrganismos como bactérias, fungos, virus ou
parasitas, bem como agentes fisicos ou produtos quimicos (SHARIF et al., 2018). Estas
tém emergido como um crescente problema econémico e de satde publica em todo o
mundo (NELLURI; THOTA, 2018). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude,
todos os anos, aproximadamente 600 milhGes de pessoas no mundo adoecem devido as
doengas transmitidas por alimentos (WHO, 2015).

Varios estudos ao redor do mundo apontam que 66% dos surtos de doencas
transmitidas por alimentos sdo de origem bacteriana (BHALLA; SHEETAL, 2019). As
principais espécies bacterianas que resultam em doencas transmitidas por alimentos
incluem Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens, Cronobacter sakazakii, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella spp., Shigella spp. e Staphylococcus aureus (UNUVAR, 2018). Quando a
pessoa ingere alimentos contaminados com toxinas produzidas pelas bactérias, resulta em
intoxicacao, ja a infeccdo € quando ocorre a ingestdo do alimento contendo o agente
infeccioso (SHARIF et al., 2018).
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N&o ha como eliminar totalmente o risco de consumir alimentos
contaminados, pois a contaminacgao pode ocorrer nas diversas etapas da cadeia produtiva,
porém existem meios de prevenir a proliferacdo de microrganismos patogénicos e
deteriorantes, como a utilizagdo de substancias conservantes que sdo adicionadas aos
alimentos visando preservar sua qualidade e prolongar sua vida de prateleira (NELLURI;
THOTA, 2018). Porém o uso exacerbado de conservantes pode gerar maleficios ao
consumidor, Santos e Lourival alertam para o surgimento de possiveis efeitos adversos
relacionados ao consumo de conservantes quimicos sintéticos (SANTOS; LOURIVAL,
2018).

Em quantidades indiscriminadas, os conservantes podem causar 0s seguintes
problemas de salde: &cido benzdico (agravar a asma, Sdo cancerigenos e neurotoxicos),
dioxido de enxofre (ataques de asma, irritacdo gastrica, doencas de pele, anomalias
fetais), acido etilenodiamino tetra-acético - EDTA (diarreia, vémito e disturbios
urinarios), acido fosférico e acido tartarico (redugédo da absorcéo de calcio pelo organismo
humano), sulfitos (alergias, irritagdo gastrica, crises de asma e urticaria), nitritos e nitratos
(induzir diabetes tipo 1, irritar o sistema digestivo) butilhidroxitolueno - BHT e
terbutilhidroxianisol - BHA (cancerigeno, eczema e angioedema, irritacdo na pele,
maiores quantidades de lipidios e colesterol na corrente sanguinea) (BENSID et al.,
2020).

Tendo em vista este fato, pesquisas relacionadas a utilizacdo de conservantes
naturais como os 6leos essenciais vém sendo realizadas visando a producéo de produtos
mais saudaveis, com o conceito clean label (MARUYAMA et al., 2021).

2.2 Oleos essenciais e seu mecanismo de a¢do antimicrobiano e antioxidante

Oleos essenciais sdo liquidos aromaticos de baixa viscosidade, volateis,
compostos por mistura complexa de substancias, derivados das plantas e podem ser
extraidos das folhas, flores, frutos, sementes, cascas, galhos, raizes e caule (LIANG et al.,
2023).

A composicdo quimica do Oleo essencial é resultante do metabolismo
secundario das plantas decorrentes de fatores genéticos e de estimulos do ambiente como
temperatura, luminosidade, sazonalidade, estagio de desenvolvimento, horério de coleta,
nutricdo, fator hidrico e técnica de extracdo (DHIFI et al., 2016; MORAIS, 2009). De
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acordo com a International Organization for Standardization (1SO) 9235:2021 item 3.11,
6leos essenciais sdo produtos obtido a partir de matéria-prima natural de origem vegetal,
por destilacdo a vapor, por processos mecanicos a partir do epicarpo de frutas citricas ou
por destilacdo a seco, ap0s separacdo da fase aquosa — se houver — por processos fisicos
(1SO 9235:2021).

Estruturalmente, os constituintes quimicos dos 6leos essenciais podem ser
classificados em quatro grupos: terpenos, terpendides, fenilpropanéides e outros
constituintes, estes compostos bioativos possuem uma ampla gama de atividades
biolégicas (anticancerigena, antimicrobiana, antinflamatoria, antioxidante e antialérgica)
(MASYITA et al., 2022).

As atividades bioldgicas dos Oleos essenciais estdo relacionadas ao seu
conteldo de compostos fenolicos. A atividade antibacteriana esta relacionada com a
capacidade de penetracdo do 6leo essencial na membrana bacteriana, onde as bactérias
Gram-positivas sdo mais susceptiveis que as Gram-negativas, devido a composi¢édo da
parede celular das mesmas, os Oleos essenciais podem interagir com as bicamadas
lipidicas e perturbar a funcionalidade da membrana plasmatica (ALVAREZ-MARTINEZ
et al., 2021). Com a alteracdo da sua estrutura, podem ocorrer a formacdo de poros,
alterando a carga elétrica e a polaridade, aumentando a permeabilidade, modificando a
fluidez, deslocando as proteinas da membrana, inibindo a sintese de proteinas, DNA e
RNA e de vias metabdlicas, e ocasionando vazamentos de importantes conteddos
celulares (ALVAREZ-MARTINEZ et al., 2021; FALLEH et al., 2020). Na atividade
antioxidante, essas substancias atuam na prevencdo da iniciacdo da cadeia oxidativa
neutralizando os radicais livres, impedindo a continuidade do processo oxidativo, ou
agindo na eliminagédo dos radicais livres (KYUNGMI; EBELER, 2008; RODRIGUEZ-
GARCIA et al., 2016).

2.3 Oleos essenciais como conservante em alimentos

Os Oleos essenciais podem ser adicionados diretamente a matrizes
alimentares, por meio de embalagens ativas produzidas a partir de polimeros
biodegradaveis, em filmes comestiveis ou até mesmo na preservacdo de sementes. Efeito
antifngico de filme (fibra de casca de roma 2,77%, pectina 1,23%, alcool polivinilico

1,94%, glicerol, 6leo essencial de cravo e tomilho em diferentes concentragdes, 0,5, 1 e
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2%) para revestimento no pos-colheita de manga, o filme foi eficaz contra Lasiodiplodia
theobromae e Colletotrichum gloeosporioides, com uma porcentagem de inibi¢ao de 66%
e 22%, respectivamente (NANDHAVATHY et al., 2021).

Martins e colaboradores avaliaram o efeito da adicdo de 6leo essencial de
orégano em filmes de amido de arroz e sua aplicagdo como embalagem para filés de
pescado. Os filés embalados com o filme ativo apresentaram um aumento na vida de
prateleira tendo menos oxidagdo (1,65 mg malonaldeido/kg de amostra) e menor
crescimento microbiolégico 10 UFC/g em 6 dias de armazenamento, os filés de peixe
embalados em filme padrdo sem adicdo de 6leo essencial apresentaram maior oxidacao
(1,88 mg malonaldeido/kg de amostra) e maior crescimento microbiologico 10 UFC/g
(MARTINS et al., 2020).

Controle de Fusarium verticillioides em sementes de milho utilizando 6leo
essencial de gengibre, nas concentracgdes 0, 1, 2, 3, 4 e 5 %, onde nas doses de 1, 4 e 5%
proporcionou menor porcentagem de incidéncia de Fusarium verticillioides (COSTA et
al., 2020). Oleo essencial de Lippia turbinata microencapsulado na preservagio de
sementes de amendoim apresentou efeito antifingico significativo reduzindo entre 59 a
77% da sua micoflora (GIRARDI et al., 2017).

Acdo do dleo essencial de Zingiber officinale encapsulado em fibras proteicas
ultrafinas adicionadas a embalagem visando o controle de Listeria monocytogenes em
queijo. ApOs o terceiro dia de armazenamento, as contagens bacterianas L.
monocytogenes diminuiram de 4,39 log UFC/g+ para 3,62 log UFC/g + (SILVA et al.,
2018).

A adicdo de 6leo essencial em filmes comestiveis para conservacao de frutas
e hortalicas beneficia o tempo de vida util desses produtos (PERUMAL et al., 2022).
Outros estudos da aplicacdo de 6leos essenciais livres, encapsulados, nanoemulséo em

diferentes matrizes alimentares sdo relatados na Tabela 1.
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Tabela 1. Aplicacéo de 6leos essenciais livres ou encapsulados como antibacteriano em

alimentos.
Componentes Oleo Matriz
Planta majoritarios essencial alimentar Microrganismo Referéncia
Origanum Livre Queijo E. coli, S.
vulgare (71%), timol minas aureus Campos et
al., 2022
cimeno 3,5%,
B-cariofileno
Eucalyptus Nanoemulsdo  Suco de S. aureus, B. Boukhatem
globulus fruta cereuse E. coli  etal., 2020
(orangina)
(2,93%), y-
Origanum Encapsulado  Salame L. Gottardo et
vulgare e monocytogenes  al., 2022
Cinnamomum
Origanum Encapsulado Pao L.
vulgare e monocytogenes, Rosa et al.,
Thymus S. aureus, E. 2020
vulgaris coli, S.
Typhimurium
Salvia Epirosmanol Livre Linguica Salmonella
officinalis suina spp., E.coli,L. Soji¢ et al.
fresca monocytogenes 2018
(18%), canfora
tujona (10%)
Citrus Nanoemulsdo  Filés de bactérias
essential oils peixe mesofilas, Durmus,
(orange, (Truta psicrofilicas e 2019
mandarin, arco-iris) coliformes

grapefruit, and

lemon)

Fonte: Elaborada pelas autoras, 2023.
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2.4 Encapsulacao dos 0leos essenciais para estabilizacdo dos compostos ativos

Embora os 0leos essenciais tenham se apresentado como alternativa aos
aditivos quimicos sintéticos, eles ainda apresentam limitagcfes (baixa solubilidade, alta
volatilidade, odor e sabor intenso) quanto a sua aplicacdo direta em alimentos (FALLEH
et al., 2020). Para evitar esses inconvenientes técnicas como a encapsulagdo podem ser
aplicadas. Existem diversas técnicas de encapsulacdo: extrusao, liofilizacéo, fluidizacéo,
remocdo de solvente, spray drying, coacervacao, gelificacdo ibnica, lipossomas,
emulsificacdo (REIS et al., 2022). A técnica de encapsulacdo consiste em envolver uma
substancia por uma parede de revestimento, promovendo a protecdo contra condi¢Oes
adversas e liberacdo controlada da substancia (EGHBAL et al., 2022).

Estudos demonstram a encapsulacdo como eficaz aumentando a estabilidade
fisica das substancias ativas dos 6leos essenciais, minimizando os possiveis efeitos
deletérios, protegendo-os das interacdes com os ingredientes alimentares (REIS et al.,
2022; ZHU et al., 2021).

Melo et al., (2020), avaliaram a efetividade da adicdo do dleo essencial de
Cymbopogon flexuosus (na concentragdo de 0,25%) encapsulado com goma arabica e
maltodextrina em diferentes proporgdes (goma arabica + maltodextrina (3:1); e goma
arabica + maltodextrina (1:1) pela técnica de spray drying em queijo coalho contra
coliformes e Staphylococcus aureus coagulase negativa durante o armazenamento de 21
dias. No 21 dia de armazenamento o 6leo essencial encapsulado apresentou maior reducéo
na contagem S. aureus (0 log UFC/ml+) quando comparado ao queijo com adi¢do do 6leo
livre (6 log UFC/mI-) e a amostra controle (7 log UFC/ml-~).

Na avaliacdo do efeito de Oleo essencial de Thymus capitatus em leite
contaminado por Staphylococcus aureus (24 horas de inoculagdo), o crescimento
bacteriano atingiu 202x10: UFC/mI na presenca do 6leo essencial livre, enquanto para o
6leo encapsulado por nanoemulsdo (70% oOleo essencial de T. capitatus + 30% 06leo de
soja) 132x10: UFC/ml (JEMAA et al., 2017).

Nanoencapsulacéo de 6leo essencial de tomilho em nanofibras de quitosana-
gelatina por eletrofiacdo sem bico e sua aplicacdo para reducdo de nitrito em linguicas.
As nanofibras foram preparadas por gelatina/quitosana nas proporg¢des de 1:6, 1:8 e 1:10
e concentragoes de tomilho de 20 e 40%. Foi inoculado 10s UFC/gr da bactéria

Clostridium perfringens em embutidos e analisou-se 0 numero de colénias apés 0, 2, 8 e
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20 dias de armazenamento, apos 8 dias, 0 namero de colonias chegou a 0 para nanofibras
contendo oOleo essencial na concentracdo de 40%, enquanto a lingui¢a contendo
nanofibras sem oOleo essencial ndo apresentou alteracao significativa no nimero de
colonias (P > 0,05). Os resultados indicaram que 6leo de tomilho encapsulado teve efeito
bactericida contra C. perfringens, ndo teve impacto adverso significativo na cor e nas
propriedades sensoriais das salsichas em compara¢do com a amostra contendo 120 ppm
de nitrito (VAFANIA et al., 2019).

Radunz et al., (2020) avaliaram o efeito da adicdo de 6leo essencial de
tomilho (Thymus vulgaris) encapsulado com caseina e maltodextrina em hamburgueres
de carne bovina, o 6leo encapsulado apresentou reducéo de coliformes termotolerantes e
E. coli de 23 MPN/g no primeiro dia, para 15 MPN/g coliformes termotolerantes e 0O
MPN/g E. coli no décimo quarto dia, tal fato pode estar relacionado a libera¢&o controlada
dos ativos pela encapsulagdo que foi ocorrendo durante o periodo de armazenamento,

agindo sobre microrganismos (RADUNZ et al., 2020).

2.5 Seguranca da utilizacao dos 6leos essenciais como aditivos em alimentos

A maioria dos Gleos essenciais de plantas medicinais e especiarias sao
geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) para utilizacdo em alimentos pelo FDA
(Food and Drug administration), segundo lista disponibilizada no Codigo de
Regulamentacdo Federal, Titulo 21 - ndmero 182.20 (Food and Drug
administration/CRF21, 2016). Na Tabela 2 estdo dispostos 0s 6leos essenciais geralmente
reconhecidos como seguros pelo FDA.

O Painel de Especialistas da Flavor and Extract Manufacturers Association
(FEMA) tem operado desde 1960 na avaliacdo de ingredientes aromatizantes para uso em
alimentos e bebidas nos Estados Unidos (COHEN et al., 2021). A International
Organization of the Flavor Industry (IOFI), ¢ uma associagao que agrega associagoes
regionais e nacionais da industria de aromas globalmente, entre as quais incluem-se:
Australia, Brasil, Canada, Colombia, Indonésia, Japao, México, Africa, Singapura, Africa
do Sul e Estados Unidos, além da associagao regional de aromas da Europa. Esta
associacdo criou o cédigo de boas praticas que dispde sobre a utilizacdo de dleos
essenciais como aromatizantes naturais em alimentos (I0FI, 2010).

Na Franca a Direcdo Geral de Concorréncia, Consumo e Repressao a Fraude

(DGCCRF) emitiu uma lista de OEs, cujo uso € considerado tradicional na alimentagéo
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humana (DGCCRF, 2019). No Brasil os 6leos essenciais podem ser adicionados aos
alimentos como aditivos aromatizantes segundo a RDC N° 725, DE 1° julho de 2022 (6leo
essencial: aromatizante natural volatil de origem vegetal obtido por processo de destilagdo
por arraste com vapor de agua, de destilacdo a pressdo reduzida ou por outro processo
fisico adequado, podendo se apresentar isolado ou misturado com outro 6leo essencial,
compreendendo o retificado, o desterpenado e o concentrado) (ANVISA, 2022).

Embora sejam GRAS o0s 0leos essenciais ndo podem ser considerados
indcuos, pois sdo compostos naturais derivados do metabolismo secundario das plantas,
sendo afetado por fatores extrinsecos e intrinsecos bem como a parte da planta utilizada
para extracdo, desta forma podem ocorrer variacbes em sua composi¢do quimica,
podendo conter substancias que promovam a toxicidade dependendo da sensibilidade do
organismo e da quantidade ingerida (TAMBURLIN et al., 2021). De acordo com EFSA
(2012), os terpendides e cetonas podem estar associados a neurotoxicidade e propriedades
abortivas, fenois com toxicidade hepéatica, monoterpenoides associados com toxicidade
renal, derivados de pineno, aumentam o risco de desregulacdo enddcrina e as
furocumarinas com propriedades fototoxicas (EFSA, 2012).

As informacdes sobre a dosagem segura dos 0leos essenciais para consumo
humano sdo escassas. Tamburlin et al., (2021) avaliaram a seguranca toxicologica de
6leos essenciais usados como suplementos alimentares para estabelecer doses orais
seguras recomendadas, chegando & conclusdo de que uma dose Oleo essencial é
considerada segura quando a margem de seguranca (razdo entre valor de referéncia
toxicoldgica e exposicao sistémica) para todos os constituintes € pelo menos igual a 1
(TAMBURLIN et al., 2021).

Cohen et al., (2018) apresentaram o procedimento revisado para a avaliagio
de seguranca de complexos de sabor natural usados como ingredientes em alimentos, o
estudo é uma atualizacdo da publicacdo de Smith et al., (2005) neste procedimento,
informacdes relacionadas a ingestdo estimada, metabolismo e toxicologia dos complexos
aromatizantes naturais e seus grupos congéneres constituintes sdo sistematicamente
analisadas em 14 etapas (COHEN et al., 2018; COHEN et al., 2021).

Cohen et al., (2019) avaliaram a toxicidade oral do 6leo de laranja doce em
ratos Sprague Dawley machos e fémeas, os animais receberam doses de 0 (veiculo), 240,

600 e 1500 mg/kg pc/dia de 6leo de laranja doce em metilcelulose via gavagem por 28
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dias, nivel de efeito adverso ndo observado (NOAEL) para o 0leo de laranja doce em
ratos é de 600 mg/kg pc/dia (COHEN et al., 2019).

No estudo de Cohen (2021), o 6leo essencial de Origanum vulgare (56%
carvacrol, 5% timol, 15% p-cimeno, 4% de y-terpineno com outros constituintes
terpendides menores) foi administrado a ratos Wistar, os niveis de 6leo de orégano
administrados foram 0 (gelatina neutra), 1.000, 2.000 ou 4.000 mg/kg de racéo
fornecendo uma dose de 0, 50, 100 ou 200 mg/kg de peso corporal por dia, ndo houve
mortalidade e nenhuma observacdo clinica anormal durante o periodo do estudo, 0s
autores do estudo determinaram um NOAEL (nenhum nivel de efeito adverso observado)

de 200 mg/kg de peso corporal por dia de 6leo de orégano em ratos.

Tabela 2. Oleos essenciais GRAS (geralmente reconhecidos como seguros) pelo FDA
(Food and Drug administration)

Nome Popular Nome cientifico
Manjericéo Ocimum basilicum
Bergamota Citrus bergamia

Pimenta do reino Piper nigrum

Canela aromatica Cinnamomum cassia
Canela da india  Cinnamomum zeylanicum
Salvia Salvia sclarea

Cravo da India Eugenia caryophyllata

Coentro Coriandrum sativum

Cominho Cuminum cyminum
Funcho Foeniculum vulgare
Malva Pelargonium graveolens

Gengibre Zingiber officinale

Toranja Citrus x paradisi



Zimbro Comum
Liméo
Capim Limé&o
Manjerona
Erva Cidreira
Orégano
Horteld Pimenta
Laranja Azeda
Camomila
Alecrim
Menta
Tangerina
Tomilho
Laranja doce

Ylang Ylang

Juniperus communis
Citrus limon
Cymbopogon flexuosus
Origanum majorana
Melissa officinalis
Origanum vulgare
Mentha piperita
Citrus aurantium
Anthemis nobilis
Rosmarinus officinalis
Mentha spicata
Citrus reticulata
Thymus vulgaris
Citrus sinensis

Cananga odorata
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Fonte: Food and Drug administration, 2016.

3 CONSIDERACOES FINAIS

Os Oleos essenciais possuem atividades antibacteriana, antifungica e
antioxidante, caracteristicas importantes na preservacdo de alimentos. A utilizacdo dos
6leos essenciais de plantas medicinais e condimentares como conservantes em alimentos
demonstram resultados promissores. No entanto, embora 0s 6leos essenciais tenham se
apresentado como alternativa aos aditivos quimicos sintéticos, eles ainda apresentam

limitacBes quanto a seguranga e estabilidade.
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Essa pesquisa demonstrou que a instabilidade dos 6leos essenciais pode ser
corrigida pela técnica de encapsulacdo e que a maioria dos 6leos essenciais de plantas
medicinais e especiarias sdo geralmente reconhecidos como seguros para utilizagdo em
alimentos, contudo ndo podem ser considerados inGcuos, pois S0 compostos naturais
derivados do metabolismo secundario das plantas, podendo sofrer variacbes na sua
composicdo, e conter substancias que promovam a toxicidade.

O estudo em questéo contribui para o esclarecimento de que ndo sao todos 0s
6leos essenciais que podem ser ingeridos e mesmo 0s reconhecidos como seguros devem
ser utilizados com cautela, pois podem ocasionar intoxicacdo dependendo da dose
utilizada e da suscetibilidade do organismo.

Esta pesquisa apresentou como limitacdo a escassez de artigos cientificos
abordando sobre a seguranca da ingestdo dos Oleos essenciais e sua dose usual
recomendada. Sugere-se novas exploracdes sobre a tematica, com informacdes mais
detalhadas sobre os possiveis efeitos toxicos dos 0leos essenciais quando ingeridos, bem

como sua viabilidade e utilizacdo em escala industrial.
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CAPITULO Il

Potencial antibacteriano de 6leos essenciais de plantas medicinais para
conservacgao de alimentos: Breve revisao

Artigo de revisdo publicado na revista Medicinal Plant Communications. v. 4, n.
1, p. 14-22, maio de 2021. DOI: https://doi.org/10.37360/mpc.21.4.1.02.

RESUMO: Os 6leos essenciais também chamados de 6leos volateis ou etéreos sdo
compostos presentes naturalmente nas plantas. Diversas plantas medicinais sdo fontes
para extracdo de 6leos essenciais e diferentes metabdlitos secundarios sdo produzidos
como terpendides, compostos alcoolicos, aldeidos, corpos cetonicos, fendis. A utilizacéo
de oOleos essenciais como substitutos de conservantes sintéticos em alimentos vem
ganhando cada vez mais espaco nas pesquisas devido ao interesse da populagdo em
ingerir produtos mais saudaveis, e também da industria, que busca atender as
necessidades de seus consumidores visando produzir alimentos com menos aditivos
artificiais, mas garantindo a preservacdo das caracteristicas organolépticas e vida de
prateleira. Esta revisdo tem como objetivo fornecer informacbes sobre a atividade
antibacteriana de Oleos essenciais de plantas medicinais e sua utilizacdo como
conservantes de alimentos.

Palavras-chave: Patdgenos alimentares. Conservantes. Doencas transmitidas por
alimentos. Oleos volateis.

1 INTRODUCAO

Microrganismos patogénicos e deteriorantes estdo presentes naturalmente no
ambiente e podem contaminar os alimentos nas diversas etapas da cadeia de producéo,
como durante a colheita, abate, processamento e acondicionamento (HATA et al., 2016).
As perdas de alimentos no mundo podem atingir 40% ao ano, devido a varios fatores,
incluindo a deterioracdo causada por microrganismos (GUSTAVSSON et al., 2011). A
deterioracdo microbiana pode ser causada por bacteérias, bolores e leveduras (LIANOU et
al., 2016), pois utilizam os nutrientes disponiveis e produzem metabolitos, que afetam
amplamente as caracteristicas sensoriais e nutricionais dos alimentos (PARLAPANI et
al., 2017).

Os microrganismos patogénicos contaminantes no processamento dos
alimentos podem produzir toxinas, que causam efeitos nocivos na satde humana (CHEN
et al., 2020). Os alimentos de origem animal foram relatados como os principais

veiculadores de patdgenos alimentares, sendo ovos e produtos derivados, carne suina,
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carne de aves, peixe e produtos derivados, leite e produtos lacteos, carne bovina e
crustaceos (EFSA, 2015). As principais bactérias associadas as doencas transmitidas por
alimentos sdo Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens, Cronobacter sakazakii, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella spp., Shigella spp. e Staphylococcus aureus (BINTSIS, 2017).

Doencas transmitidas por alimentos sdo causadas pelo consumo de alimentos
contaminados por microrganismos, € um desafio para a seguranga de alimentos e para a
salde publica. Anualmente, cerca 600 milhGes de pessoas no mundo adoecem e 420 mil
morrem por ingerir alimentos contaminados, principalmente por bactérias (FAO, 2019).
Essas doencas prejudicam o desenvolvimento socioecondmico, sobrecarregando 0s
sistemas de saude, bem como a economia mundial e o comércio (FAO, 2019). Estimativas
indicam que o impacto de alimentos ndo seguros geram perdas na produtividade em torno
de US$ 95 bilhGes por ano nas economias de baixa e média renda (FAO, 2019).

A resisténcia a antibidticos dentro da producdo de alimentos é uma
preocupacao para a satde publica, visto que o uso indiscriminado em tratamento na satide
humana e de animais se tornaram uma importante influéncia quanto ao surgimento e
persisténcia de cepas resistentes. De acordo com o Centro de Controle e Prevencdo de
Doencas dos Estados Unidos, cerca de 2 milhdes de pessoas séo infectadas por bactérias
multirresistentes (MDR) anualmente, atingindo em média 23.000 mortes (CHENG et al.,
2019). Devido a estes fatores, a utilizagdo de compostos naturais obtidos a partir de
plantas aromaticas e medicinais tornou-se uma alternativa ao controle de patdgenos
alimentares, podendo ser utilizados como conservantes garantindo assim a qualidade dos
alimentos (GEBREYES et al., 2017).

Conforme a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, conservantes podem
ser considerados como aditivos, ou seja, todo e qualquer ingrediente adicionado
intencionalmente aos alimentos sem o proposito de nutrir, com o objetivo de modificar
as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais, durante a fabricacéo,
processamento, preparacdo, tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem
(BRASIL, 1997). Os conservantes antimicrobianos sintéticos sdo utilizados com a
finalidade de ampliar o tempo de vida uatil dos alimentos, porém estes podem causar
efeitos toxicos nos individuos expostos através do consumo de alimentos, dependendo da

quantidade ingerida e da susceptibilidade do organismo humano (SANTOS;
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LOURIVAL, 2019). Quando em quantidades indiscriminadas, 0s conservantes podem
ocasionar os seguintes problemas de salde: acido benzoico (asma), acido sorbico
(urticaria, asma e alergia), dioxido de enxofre (efeitos toxicologicos e problemas
respiratorios), sulfitos (alergias, hipotensao, nausea, irritagao gastrica, hiperatividade,
diarreia, ataques asmaticos e urticaria), nitritos e nitratos (desencadeia a
metahemoglobinemia que além de ser cancerigena pode provocar o aumento da pressao
arterial, doengas cardiacas, a¢ao vasodilatadora, cefaleia e desconforto gastrointestinal)
(CONTE, 2016; BENSID et al., 2020).

Tendo em vista a ocorréncia de resisténcia antibacteriana e de possiveis
doengas ocasionadas pela utilizacdo de conservantes sintéticos, estudos com a adi¢ao de
substdncias naturais como o0s Oleos essenciais em alimentos vém sendo
desenvolvidos. Os 6leos essenciais tambem chamados de 6leos volateis ou etéreos séo
compostos presentes naturalmente em plantas e exercem funcdes relacionadas aos seus
mecanismos de defesa. O teor de 6leo essencial na planta pode estar associado a diversos
fatores como: temperatura, luminosidade, sazonalidade, estadio de desenvolvimento da
planta, horario da colheita e nutricio da planta. S&o liquidos aromaticos oleosos,
caracterizados pelo sabor e odor intenso, e podem ser obtidos de material vegetal como
flores, brotos, sementes, folhas, galhos, cascas, madeira, frutos e raizes (MORAIS, 2009;
DHIFI et al., 2016).

A utilizacdo de oleos essenciais como substituto de conservantes sintéticos
em alimentos é de grande interesse da industria, que busca atender as necessidades de
seus consumidores, visando a producao de alimentos com menos aditivos artificiais, mas
que garantam a manutencdo das caracteristicas sensoriais e seguranca do produto
(TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010). Este artigo de revisdo é focado na atividade
antibacteriana de Oleos essenciais de plantas medicinais e sua utilizagdo como
conservantes de alimentos. Aspectos como composi¢cdo quimica, atividades
antibacterianas como aplicacéo atual de 6leo essencial de plantas medicinais em matrizes

alimentares foram discutidos.
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2 METODOLOGIA

No presente estudo, foi realizada uma revisdo bibliografica narrativa
utilizando as plataformas Science Direct, Scopus e Scielo como bases de dados
cientificos. As palavras-chave utilizadas como descritores foram: “Oleos essenciais”,
“0leo essencial de plantas medicinais”, “conservante de alimentos”, “antibacteriano”.
Foram selecionados artigos publicados no periodo de 2018 a 2021. Os artigos de anos
anteriores foram mantidos na base do artigo quando as informacdes relatadas fossem

consideradas de importancia para a discussao geral.

2.1 Composi¢do quimica e atividade antibacteriana de 6leos essenciais de plantas

medicinais

Oleos essenciais sdo constituidos por mistura complexa de substancias
polares e apolares (RAUT; KARUPPAYIL, 2014), a qual diferentes metabdlitos
secundarios podem estar presentes como terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos),
compostos aromaticos (aldeido, alcool, fenol, derivado do metoxi), e terpendides
(isoprendides) (BAKKALI et al., 2008). Oleos essenciais tém mostrado acio
antibacteriana promissora contra diversas espécies microbianas (RIBEIRO-SANTOS et
al., 2018). A Tabela 1 compila os 6leos essenciais de algumas espécies de plantas
medicinais, compostos quimicos majoritarios e a concentracdo minima inibitoria (MIC)
frente as principais bactérias patogénicas de interesse em alimentos. Os compostos
quimicos constituintes dos 6leos essenciais podem variar conforme a espécie vegetal e a
parte da planta utilizada para extragdo como galhos, folhas, flores, sementes, rizomas e
frutos (EDRIS, 2007). Além disso, a composi¢do quimica pode sofrer variages conforme
as condicdes climéticas, época da colheita, regido geografica, método de cultivo, solo e
estadio de maturacdo (RIBEIRO-SANTOS et al., 2018; DHIFI et al., 2016; LI et al.,
2020), e todos esses fatores podem influenciar na atividade antibacteriana.

O mecanismo de a¢do da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais ndo foi
ainda completamente esclarecido (CALO et al., 2015). Geralmente as bactérias Gram-
positivas sdo mais susceptiveis aos 0leos essenciais do que as bactérias Gram-negativas

(NAZZARO et al., 2013), pois a complexidade da constitui¢do da parede celular, como a
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presenca de lipopolissacarideo, dificultam a penetracdo do Oleo essencial na célula
(NAZZARO et al. (2013). Por serem constituidos por vérias biomoléculas, a atividade
antibacteriana dos 6leos essenciais ndo pode ser confirmada com base em um Unico modo
de acdo (BAJPAI; BAEK; KANG, 2012). A acdo pode ser atribuida a capacidade de
penetrar as membranas das bactérias para o interior da célula e inibir as propriedades do
funcionamento da célula (BAJPAI; BAEK; KANG, 2012).

A acdo antibacteriana dos 6leos essenciais pode estar ligada a presenca de
compostos fendlicos majoritarios, como por exemplo, o timol, carvacrol e eugenol,
todavia estudos demonstraram que outros compostos presentes em quantidades menores
que agem em sinergismo, alterando a permeabilidade da membrana celular bacteriana
ocasionando a morte (ADELAKUN; OYELADE; OLANIPEKUN, 2016;
RATTANACHAIKUNSOPON; PHUMKHACHORN, 2010). O d4leo essencial de
orégano, que possui como majoritarios carvacrol e p-cimeno, podem causar danos
irreversiveis a membrana celular de MRSA S. aureus, inibir a via do ciclo do acido
tricarboxilico e suas principais enzimas, bem como inibir a expresséo do gene pvl; além
disso, 0 composto majoritario carvacrol pode formar quimera com DNA (CUI et al.,
2019). O oleo essencial de gengibre, que possui como majoritarios zingibereno e o-
curcumina, pode inibir a expressdo de alguns genes ligados ao metabolismo energético,
ciclo do &cido tricarboxilico, proteinas relacionadas a membrana celular e metabolismo
do DNA em E. coli e S.aureus (WANG et al., 2020).

Estudos relacionaram a agdo conjunta dos compostos carvacrol e o timol
na desintegracdo da membrana externa presente na parede de bactérias Gram-negativas,
liberando os lipopolissacarideos (LPS) e aumentando a permeabilidade da membrana
citoplasmaticaao ATP (LAMBERT etal., 2001; HELANDER et al., 1998; BURT, 2004).
O eugenol promove a degradacéo da parede celular e lise celular (THOROSKI et al.,
1989). O p-cimeno, precursor do carvacrol, apresenta alta afinidade para as membranas
dos microrganismos devido o anel benzénico na estrutura quimica, que pode perturbar o
potencial de membrana da célula e provoca o inchaco da membrana citoplasmatica
(ULTEE et al., 2002). O Terpinen-4-ol promove a inibi¢do da respiracdo oxidativa,
induzindo a deformacdo da membrana, ocasionando mudancas na permeabilidade da
membrana (COX et al., 2000).
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Tabela 1. Composi¢do quimica e concentracao inibitoria minima (MIC) (mg/mL) de
6leos essenciais de algumas espécies de plantas medicinais in vitro em bactérias
patogénicas de interesse em alimentos.

Planta Componente Bactériae MIC Referéncia
Majoritario
Origanum Carvacrol (64,86%), p- Staphylococcus aureus - Cui et al.
vulgare cimeno (8.354%) MRSA (0.4) (2019)
Cinnamomum  Linalol (26.6%), Staphylococcus aureus Chen et al.
camphora eucaliptol  (16.8%), a- (1.6), Bacillus subtilis (2020)
(Linn.) terpineol (8.7%), (1.6), Enterococcus
isoborneol  (8.1%), p- faecalis (1.6),
felandreno  (5.1%), e Escherichia coli (3.2),
canfora (5.0%) Salmonella gallinarum
(1.6)
Psidium p-cariofileno (14.7%), Bacillus cereus (1.40), Salvoldi et
cattleianum 1,8-cineol (11.7%) e y- Pseudomonas al. (2020)
(leaves) muuroleno (5.6%) aeruginosa (1.40),
Staphylococcus aureus
(2.10), Salmonella
entérica (5.62)
Myrcianthes B-cariofileno (11.7%) e Staphylococcus aureus Jesus et al.
pungens (leaf)  1,8-cineol (10.1%). A (0.078), Bacillus cereus (2021)
melhor protecdo (0.42)
antioxidante foi de 57,5 a
63,3% de pB-caroteno
Baccharis germacreno-D  (23.7%), Pseudomonas Freitas et al.
coridifolia biciclogermacreno aeruginosa (0.51), (2020)
(17.1%), e (E)-cariofileno Staphylococcus aureus
(8.4%) (0,128)
Cinnamom E-cinamaldeido (76.54%) Listeria monocytogenes Somrani et
cassia 0.2) al. (2020)
Zingiber Zingibereno (35.65%), a- Staphylococcus aureus Wang et al.
officinale Curcumeno (12.04%) (1.0) (2020)
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Rosmarinus 1,8-cineol (17.16 %) ¢ a- Staphylococcus aureus Mohammed

officinalis L. pineno (16.95 %) (0.06) et al. (2020)

Litsea cubeba  B-Citral (39.25%), a- Escherichia coli Dai et al.
Citral (30.89%) e 0157:H7 (0.5) (2021)

Limoneno (8.28%)

Laurus nobilis 1.8-cineol (41.1%), Escherichia coli Tomar et al.
L. (leaves) sabineno  (6.96%), a- O157:H7 (0.75), (2020)
pineno (5.94%), Staphylococcus aureus
humuleno epoxido 11 (5.73 (0.75)
%),

Listeria monocytogenes
¢ a-terpineol acetato (5.72 (0.37), Bacillus cereus

(0.75)
Syzygium Eugenol (56.06%), Staphylococcus aureus Radiinz et al.
aromaticum, L. cariofileno (39.63%) ¢ a- (0.30), Escherichia coli (2019)
cariofileno (4.31%) (0.30), Listeria
monocytogenes  (0.30),
Salmonella

Typhimurium (0.30)

Satureja carvacrol (87.16%) e p- Escherichia coli (0.25), Mazarei;
khuzestanica cimeno (6.39%) Staphylococcus aureus Rafati
(0.25), Salmonella (2019)

enterica (0.25)

Fonte: Autoria propria

2.2 Aplicacg6es de 0Oleos essenciais de plantas medicinais em alimentos

Os oOleos essenciais apresentam crescente interesse devido as demandas da
populacdo por alimentos naturais. Diversos estudos com a aplicacdo de 6leos essenciais
de plantas medicinais sdo relatados na Tabela 2, visando o controle de bactérias
patogénicas em diferentes matrizes alimenticias. Oleo essencial de Litsea cubeba foi
testado em sucos de cabago amargo, pepino, cenoura e espinafre a 4 °C (temperatura de
armazenamento comum para sucos frescos) e na concentracdo do MIC (0,5 mg/mL), a
contagem viavel de EHEC O157:H7 em quatro amostras diminuiu acima de 99% ap0és 4
dias de armazenamento (DAI et al., 2021). Radiinz et al. (2019) mostrou que o 6leo
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essencial de cravo inibiu o crescimento de S. aureus em hambdrguer de carne mais
eficiente que o conservante nitrito. Soji¢ et al. (2018) mostraram que a adigio de 0,1 uL/g
de dleo de Sélvia officinalis é essencial para a reducdo de 7,66 log UFC/g (controle) para
7,0 log/UFC g de contagem mesofilica total apds 8 dias de armazenamento. Ksouda et al.
(2019) relataram que a presenca de 3% de oOleo essencial de Pimpinella saxifraga na
cobertura de queijo reduziu a proliferacdo de bactérias mesdfilas de 5,44 para 4,03 log
UFC/g no dia 7 de armazenamento refrigerado. Sahin et al. (20,27 £ 7,26 mm contra S.
aureus 49,27 + 7,26 mm contra S. aureus, 44,13 4,16 mm) (20,27 + 7,26 mm) contra L.
monocytogenes, 39,55 + 0,52mm contra E. coli, e 38,09 £ 4,15mm contra M. luteus. A
cromatografia realizada pelos autores apresentou timol, carvacrol, cariofileno, 1,8-cineol,
2 acetil-4,5-dimetilfenol e y-terpineno na composigéo de T. vulgaris.

Um fator importante na aplicacdo de uma substancia em um sistema alimentar
¢ a homogeneidade do meio utilizado nos testes preliminares in vitro, que em meio de
cultivo liquido ou gel podem apresentar maior eficacia; ja quando aplicados em alimentos,
a eficécia vai depender da composicdo da matriz, que pode ser complexa ou heterogénea
(WEISS; LOEFFLER; TERJUNG, 2015). Devido a possibilidade de interagir com os
componentes dos alimentos, altas concentracfes podem ser necessarias para atingir a
mesma eficdcia quando comparadas aos testes in vitro (ALOUI; KHWALDIA,
2016). Dessa forma, estudos detalhados das propriedades antibacterianas de 6leos
essenciais como concentragdo inibitéria minima (MIC), modo de ag&o e microrganismo
alvo, além da interacdo com os componentes dos alimentos s&o necessarios para aplicacao
como bioconservantes para controle de microrganismos em sistemas alimentares
(HYLDGAARD et al., 2012).

Os fatores inerentes aos alimentos também influenciam a atividade
antibacteriana dos 6leos essenciais quando aplicados em matrizes alimentares, como
composicdo quimica, pH, atividade de agua, temperatura e atmosfera de armazenamento.
Valores de pH baixo podem contribuir para aumentar a solubilidade e estabilidade dos
EOs (BURT, 2004). Altas concentracdes de proteinas ou gorduras na composicdo dos
alimentos podem fornecer uma camada protetora ao redor do microrganismo ou absorver
a substancia antibacteriana, reduzindo assim sua concentracao e eficacia em meio aquoso
(PERRICONE et al., 2015; TYAGI et al., 2012). Oleos essenciais de tomilho e canela
apresentaram maior eficacia contra Salmonella em tahini hidratado (atividade de 4gua de
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0.96) do que ndo hidratado (atividade de agua de 0.25), pois a hidratacdo propiciou a
diluicdo e reduziu o teor de gordura disponivel no produto (AL-NABULSI et al. 2020).

A combinacdo de Gleos essenciais de diferentes espécies de plantas pode
aumentar o espectro de acdo antibacteriana por meio do sinergismo. Diniz-Silva et al.
(2019) mostraram que os 0leos de Origanum vulgare L. (0.03 uL/g) ¢ Rosmarinus
officinalis L. (1.32 uL/g) apresentaram efeito sinérgico contra E. coli O157:H7 em queijo
frescal. O conteldo de terpenos diminuiu durante o armazenamento de queijo frescal, e a
ndo detec¢do de y-terpineno e carvacrol apés 3 dias de armazenamento pode estar
relacionada com a solubilidade e volatilidade, bem como a habilidade de reagir com
proteinas e gordura (DINIZ-SILVA et al., 2019).

O uso de Oleos essenciais incorporados em matrizes poliméricas também é
um método muito estudado, que proporciona bons resultados de conservacdo de
alimentos, como é o caso de Raeisi et al. (2020), que produziram revestimentos de
nanofibras a partir de proteina isolada da soja e gelatina, incorporados com 6leo essencial
de Zataria multiflora e Cinnamon zeylanicum. Os autores obtiveram bons resultados
contra patdgenos gram-positivos e gram-negativos, o biofilme incorporado com 20% de
Z.multiflora reduziu 100% a acdo de S.aureus, B. Cereus e L. monocytogenes. A reducéo

frente a E. coli foi de 70%, e 63% para S. Typhimurium.

Tabela 2 — Aplicacdo de 6leos essenciais de plantas medicinais como antibacteriano em
diferentes matrizes alimentares.

Planta Componentes Matriz Microrganismo Referéncia
majoritarios alimentar
Litsea B-Citral (39.25%), a- Sucos E. coli O157:H7 Dai et al.
cubeba Citral (30.89%) e vegetais (2021)

Limoneno (8.28%)

Syzygium Eugenol (56.06%), Hambdrguer S. aureus Radinz et
aromaticum, cariofileno (39.63%) de carne al. (2019)
L. e a-cariofileno

(4.31%)
Cinnamon - Tahini Salmonella spp.  Al-Nabulsi

et al. (2020)



Salvia
officinalis L.

Zingiber
officinale

Pimpinella
saxifraga

Pimpinella
anisum

Origanum
vulgare L. e

Rosmarinus
officinalis L.

Epirosmanol
(26.25%), viridiflorol
(18.42%),  canfora
(12.74%)

a-zingibereno
(2496%) e P
sesquifelandreno
(12.74%)

anetol (59.47%) e
pseudo-isoeugenol

(20.15%)
(80.84%) foi
relacionado ao

anetol, seguido pelo
Oxido de piperitenona
(5.76%), p-alilanisol
(2.9%), acetil-
isoeugenol (2.05%),
e trans-cariofileno
(2.05%)

Origanum (Timol, p-
cimeno, carvacrol e
y-terpineno)

Rosmarinus
(eucaliptol, cénfora,
a-pineno, cariofileno
e canfeno)

Linguica de
porco fresca

Emulséo de
revestimento
em filés de
peito de
frango

Queijo

siciliano

Carne moida

Queijo fresco

Contagem
aerébia mesofila
total

Bactérias
psicrofilas

Bactéria
mesofila

Pseudomonas

Spp.

Escherichia coli
0O157:H7
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Soji¢ et al.
(2018)

Noori,
Zeynali e
Almasi
(2018)

Ksouda et
al. (2019)

Khanjari et

al. (2018)

Diniz-Silva
etal. (2019)

Fonte: Autoria prépria

2.3 Desafios e perspectivas da aplicacéo de 6leos essenciais em alimentos

Por ser um composto de origem natural, os 6leos essenciais se tornaram um

atrativo para a populacdo e industrias, na busca de alternativas para o desenvolvimento
de produtos saudaveis e de qualidade (TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010). Mas

apesar da efetividade do potencial antibacteriano dos dleos essenciais para aplicagdo em
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matrizes alimentares, estudos detalhados sdo necessarios para promoverem o efeito
antibacteriano desejado, sem que se altere as caracteristicas sensoriais dos alimentos, ja
gque em muitos casos a concentracdo inibitoria necessaria é maior que os determinados
em ensaios in vitro (FALLEH et al.,, 2020; BHAVANIRAMYA et al., 2019),
prejudicando assim o sabor final do produto.

Alem de alteracOes sensoriais devido seu intenso sabor, os dleos essenciais
podem ser afetados pela estabilidade em elevadas temperaturas, luz e oxigénio, limitando
seu uso como conservantes naturais (ZHU et al., 2021). Radunz et al. (2020) estudaram
0leo essencial de Thymus vulgaris microencapsulado em caseina-maltodextrina as
microcapsulas foram produzidas por spray-drying aonde o encapsulado foi mais efetivo
que o ndo encapsulado na conservacdo de hamburguer de carne contra E. coli. Obtiveram
efeito antibacteriano até 14 dias de armazenamento devido a lenta liberacdo dos
compostos volateis, que sao protegidos pela encapsulacéo, e os resultados foram similares
ao aditivo sintético nitrito (RADUNZ et al., 2020). Froiio et al., (2019) mencionaram
que a incorporacdo de 6leos essenciais em matriz polimérica é uma forma para protegé-
los da degradacgdo, torna-los sollveis para serem incorporados em ambiente aquoso,
disfarcar o aroma forte, e evitar interacdo do OE com o0s componentes alimentares.
Entretanto, esse método ainda necessita de ajustes econémicos e de processo para
viabilizacdo em escalas industriais. Com isso, nota-se que por mais eficaz que os 6leos
essenciais sejam, ainda € necessario estabelecer uma metodologia que possibilite sua

utilizacdo na industria.

3 CONSIDERACOES FINAIS

A partir desse estudo de revisdo pode-se observar a efetividade dos 0Oleos
essenciais de plantas medicinais contra bactérias patogénicas e deteriorantes de interesse
em alimentos. Os Gleos essenciais sdo alternativas promissoras para substituicdo dos
conservantes sintéticos utilizados na industria alimenticia. No geral, a aplicacdo em
alimentos € um desafio que necessita de maiores estudos e melhoramento de técnicas para
que barreiras como as alteracdes de sabor e oxidacao da substancia, sejam solucionadas,
viabilizando seu uso e aceitabilidade.
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CAPITULO 11l

Inovacao no uso de 6leos essenciais de orégano e tomilho: encapsulacéo e
propriedades antibacterianas em queijo minas frescal

RESUMO: Os o0leos essenciais de orégano e tomilho apresentam atividade
antibacteriana, antioxidante, antifungica entre outras. Entretanto quando adicionados
diretamente aos alimentos suas propriedades podem ser diminuidas, deste modo técnicas
como a nanoencapsulacdo podem ser utilizadas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade antibacteriana e potencial sinérgico de 6leos essenciais de orégano e tomilho, e
encapsular com zeina para aplicacdo em queijo minas frescal. Os 0leos essenciais de
orégano e tomilho foram adquiridos da empresa Ferquima. A atividade antibacteriana foi
avaliada para Escherichia coli ATCC 43893, Bacillus cereus ATCC 12228, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Salmonella enterica subsp. enterica Typhi ATCC 19214,
Staphylococcus aureus ATCC 26923 e Listeria monocytogenes ATCC 7644. pelo método
de microdiluicdo em caldo para determinacdo da concentragéo inibitéria minima (CIM)
e bactericida minima (CBM). Os efeitos sinérgicos dos 6leos essenciais foram analisados
pelo método checkerboard. Os Oleos essenciais foram encapsulados com zeina e
avaliados quanto ao efeito antibacteriano. As analises térmicas termogravimétrica (TGA),
calorimetria de varredura diferencial (DSC), espectroscopia FTIR e analise de
componente principal foram utilizadas para avaliar a estabilidade térmica das diferentes
amostras. Os 0leos essenciais livres e encapsulados foram aplicados no queijo para
analise da atividade antibacteriana. A CIM do 6leo essencial de orégano variou de 0,10 a
0,41 mg/mL e tomilho de 0,15 a 0,52 mg/mL, com a encapsulacdo a CIM do 6leo
essencial de tomilho teve variacdo de >10 a 2,08 mg/mL e de 5 a 2,08 mg/mL para o 6leo
essencial de orégano. A concentra¢do inibitoria fracional (FIC) teve como resultado 0,09
para Staphylococcus aureus, 0,07 para Salmonella Typhi e Listeria monocytogenes e 0,27
para Escherichia coli, indicando sinergismo entre os 6leos. As analises DSC, FTIR e
TGA demonstraram que a encapsulacdo dos 6leos essenciais foi efetiva, promovendo a
estabilidade térmica. As contagens de S. aureus no queijo minas frescal foram realizadas
em 7 e 14 dias de armazenamento. No sétimo dia de armazenamento do queijo minas
frescal, o tratamento T4 (sinergismo dos 6leos essenciais de orégano e tomilho sem zeina)
promoveu a reducdo de 1,17 Log UFC/g e no décimo quarto dia, todos os tratamentos
obtiveram a contagem bacteriana inferior ao tratamento T1 (sem antimicrobiano) 9,11
Log UFC/g, com destaque para o tratamento T6 (6leo essencial de orégano) 6,32 Log
UFC/g comprovando a efetividade dos tratamentos. A combinacao dos 6leos essenciais
de orégano e tomilho apresentou atividade antibacteriana, mostrando-se favoravel para
utilizacdo como conservantes em alimentos.

Palavras-chave: Sinergismo. Origanum vulgare. Thymus vulgaris. Encapsulacdo. Zeina.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores de queijo do mundo, com uma
producdo anual que supera 1,5 milhdo de toneladas (MUNDIAL DO QUEINJO DO
BRASIL, 2023). O queijo minas frescal é um dos derivados lacteos mais apreciados no
Brasil, classificado como queijo fresco de alta umidade (entre 46,0 a 54,9%) (BRASIL,
1996; FERREIRA; SANTOS, 2022). E obtido por meio da coagulacdo enzimatica do leite
pasteurizado com coalho ou com outras enzimas coagulantes, apropriadas ou com ambos,
complementada ou ndo pela acdo de bactérias lacticas especificas, com a obtencéo de uma
massa coalhada, dessorada, ndo prensada, salgada e ndo maturada (BRASIL, 2017).

Problemas relacionados a qualidade da matéria-prima, etapas da fabricacao,
bem como a alta perecibilidade do produto podem favorecer a proliferacdo de
microrganismos como Staphylococcus aureus e consequentemente ocasionar doengas
transmitidas por alimentos (DTAs) (FERREIRA; SANTOS, 2022). As principais
bactérias associadas as doencas transmitidas por alimentos sdo Bacillus cereus,
Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Shigella spp. e Staphylococcus aureus
(WARMATE; ONARINDE, 2023). As DTASs sdo ocasionadas pela ingestao de alimentos
ou agua contendo contaminantes fisicos, quimicos ou bioldgicos e constituem uma grande
preocupacao de saude publica (MORAIS et al., 2018).

Para evitar a contaminacdo e ampliar o tempo de vida util dos alimentos,
utilizam-se conservantes sintéticos, porém estes podem causar efeitos toxicos nos
individuos, dependendo da quantidade ingerida, bem como a susceptibilidade do
organismo e da concentracdo usada (SANTOS; LOURIVAL, 2019). Dessa forma, a
substituicdo por conservantes naturais, como 0s 6leos essenciais, vem sendo explorada
por pesquisadores, visando atender a populacdo que busca consumir produtos mais
saudaveis e a industria que busca criar um atrativo diferencial ao mercado consumidor
(FREDERICO et al., 2021).

Oleos essenciais sd0 compostos presentes naturalmente em plantas. S&o
constituidos por uma mistura complexa de diferentes metabélitos secundarios (MORAIS,
2009). Tomilho (Thymus vulgaris L.) é uma planta aromética da familia Lamiaceae. Na
medicina popular é wusado por suas propriedades expectorantes, antitissicas,

antibroncoliticas, antiespasmddicas, antisépticas, antihelminticas, carminativas,
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cardioprotetoras e diuréticas (REDDY et al., 2014; DAUQAN; ABDULLAH, 2017). O
orégano (Origanum vulgare) também pertence a familia Lamiaceae. Muito utilizado na
preparacdo de alimentos por seu sabor, como para a aplicacdo ornamental e medicinal,
devido aos seus beneficios como atividade antioxidante, antibacteriana, hepatoprotetora,
cardioprotetora, hipoglicemiante e anticancerigena (CHISHTI; KALOO; SULTAN,
2013; ONIGA, et al., 2018).

Devido a natureza volatil dos 6leos essenciais, quando adicionados
diretamente as matrizes alimentares, sua estabilidade pode ser afetada, limitando seu uso
como conservantes naturais (ZHU, et al., 2021). Deste modo, estratégias estdo sendo
pesquisadas visando a otimizacdo dos efeitos bioldgicos de compostos naturais em
alimentos, por meio do uso da encapsulagdo. Este processo aumenta a estabilidade fisica
das substancias ativas dos 6leos essenciais, minimizando os possiveis efeitos deletérios
(LOVISON et al., 2017; FROIIO et al., 2019), promovendo varios beneficios, incluindo
maior biodisponibilidade, estabilidade e liberacdo controlada dos compostos bioativos
(JASKI et al., 2022), bem como a diminui¢do do odor e sabor intenso caracteristicos dos
6leos essenciais (CHRISTAK et al., 2021).

Entre os métodos de produgédo de particulas, a técnica de nanoencapsulacdo
por meio da nanoprecipitagio € considerado um método de simples aplicagdo, por
oferecer bom rendimento, e poder ser aplicada industrialmente (LI et al., 2021). Nesta
técnica, ¢ realizada a adi¢ao sucessiva de uma solugao composta pelo material de parede
e 0 composto a ser encapsulado ao sistema antissolvente, que contém um estabilizante ou
surfactante, o que leva a precipitacdao do polimero em nanoescala (KAUR et al., 2018).

A zeina de milho é uma matriz eficaz para a producédo de nanoparticulas sendo
capaz de encapsular uma variedade de compostos bioativos, aumentando sua estabilidade
durante as condicGes de processamento e armazenamento, sendo também aprovada pelo
Food and Drug Administration (FDA) como um polimero geralmente reconhecido como
seguro (GRAS) (RESHMA; REKHA, 2024). As nanoparticulas de zeina sdo sistemas
transportadores de interesse, pois as proteinas de zeina sdo biodegradaveis e
biocompativeis (SHARIF; FABRA; LOPEZ-RUBIO, 2019). Devido a sua alta
hidrofobicidade, a zeina tem sido aplicada com sucesso em nanoencapsulacéo e liberacao

controlada de compostos lipossoltveis como 6leos essenciais (XAVIER et al., 2020).
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A zeina é uma proteina presente no endosperma dos grdos de milho,
representando cerca de 80% das proteinas totais, desta forma, considerando que o
mercado do milho é massivamente difundido em escala global com producdo anual de
mais de 1 bilhdo de toneladas a zeina se torna disponivel e acessivel (RESHMA; REKHA,
2024).

Estudos da adicdo de 6leo de orégano em queijo minas (CAMPOS et al.
(2022) e aplicagdo do 6leo essencial de tomilho em queijo (CARVALHO et al., 2015)
foram realizados para analisar a acdo antimicrobiana como compostos naturais, porém
ainda é pouco discutida a utilizacdo de 6leos essenciais em sinergismo e encapsulados
aplicados em queijos. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antibacteriana e potencial sinérgico de 6leos essenciais de orégano e tomilho, e encapsular

com zeina para aplicacdo em queijo minas frescal.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencao dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais de orégano e tomilho foram obtidos da empresa Ferquima
Industria e Comércio LTDA (Vargem Grande - Sdo Paulo).

Oleo essencial de orégano: Lote: 240, Fabricagdo: julho de 2021, Validade:
julho de 2023. Componentes principais: carvacrol 72%, p-cimeno 5%, y- terpineno 4,8%,
linalol 3%, B-cariofileno 3%. Oleo essencial de tomilho: Lote: 197, Fabricacdo: julho de
2021, Validade: julho de 2024. Componente principal: timol 47,57%.

2.2 Atividade antibacteriana dos 6leos essenciais
2.2.1 Microrganismos e preparo do indculo

As espécies bacterianas usadas na pesquisa foram Escherichia coli ATCC
43893, Bacillus cereus ATCC 12228, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Salmonella enterica subsp. enterica Typhi ATCC 19214, Staphylococcus aureus ATCC
26923 e Listeria monocytogenes ATCC 7644. Os microrganismos foram provenientes do
Laboratdrio de Biotecnologia de Produtos Vegetais e de Microrganismos da Universidade
Paranaense. Para os ensaios, as células bacterianas foram cultivadas por 24 horas. A
concentracdo do indculo foi ajustada para 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 10: UFC mL-
1) com solucdo salina estéril (0,85%) sendo confirmada a concentracdo medindo a
absorbancia a 625 nm em um espectrofotobmetro (Spectra Max Plus). Em seguida, a
suspensdo foi diluida 1:10 em caldo Mueller-Hinton para obter densidade celular de 1,5
x 10 UFC mL-+, e o in6culo foi utilizado nos ensaios (CLSI, 2015).

2.2.2 Atividade antibacteriana pelo método de microdilui¢cdo em caldo

Foi realizado um screening para a determinacdo da concentracdo inibitéria
minima (CIM) de cada microrganismo frente aos 6leos essenciais por meio da técnica de
microdiluicdo em caldo usando microplacas de 96 pocos. A CIM foi determinada de
acordo com o0 método de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2015) modificado para produtos
naturais. Os Gleos essenciais foram avaliados dissolvidos em agua destilada e polisorbato
80 a 2 % e avaliados na faixa de 20 a 0,03 mg/mL. Posteriormente, 50 uL. de meio de
cultura Muller Hinton foram adicionados em cada pogo e 50 uL de 6leo essencial, sendo

realizada diluicdo seriada 1:2. Apos a diluicdo seriada, 50 uL do inoculo foi adicionado a
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cada poco e submetido a incubacao por 35°C por 24 h. A leitura foi realizada com a adi¢éo
de 20 pL de revelador 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazolio (Reatec®) a 1,0% em cada pog¢o
seguida de incubagdo das microplacas a 37° C por 20 min. O CIM foi definida como a
menor concentracdo que resultou na inibicdo do crescimento visual. A concentracdo
bactericida minima foi determinada pelo subcultivo de 10 uL de cada poco negativo e do
controle positivo em agar Muller Hinton. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 h e

realizadas a leitura.

2.3 Efeito sinérgico dos éleos essenciais

Os testes checkerboard foram realizados por microdiluicdo a partir de um
indculo 5 x 10¢ — 10s UFC/mL, utilizando meio de cultura caldo Muller Hinton, preparado
conforme descrito no item 2.3.2. As concentracGes dos 0leos essenciais foram avaliadas
com base nos resultados da CIM. As microplacas foram incubadas por 35°C por 24 h. O
indice de concentracdo fracional inibitorio (FIC) foi definido como a soma dos CIMs de
cada 6leo essencial em combinacéo dividido pelo CIM dos 6leos sozinhos. Os resultados
foram interpretados como sinergismo (FIC < 0,5), adi¢ao (FIC < 1), indiferenga (FIC <
4) ou antagonismo (FIC > 4) (ODDS, 2003).

2.4 Encapsulacéo dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais foram encapsulados por nanoprecipitacao utilizando zeina
como material de parede de acordo com a metodologia proposta por Hu e McClements
(2014).

Realizou-se o preparo da solucdo de zeina, com a adi¢do 1,4 g de zeina em po
em 85 mL de etanol, 15 mL de agua destilada e 0,6 g de 6leo essencial. A solucéo foi
preparada com os 6leos essenciais separados e em sinergismo. O pH da solucdo foi
ajustado a 5,8, e agitado (10 min) em agitador magnético para a dissolucéo.

A solucdo de polisorbato foi preparada com adicéo de 0,8 g de polisorbato 80
em 400 mL de agua destilada, ajustando pH a 4,0 e seguido de agitacdo (10 min).

Para o preparo da encapsulacdo, foi utilizada uma bureta para adicionar a
solucdo de zeina na solucéo de polisorbato mantida por agitacdo constante, utilizando um
Ultra-Turrax (IKA-T25, Cincinnati, USA) a 15,000 rpm. O etanol foi evaporado durante
24 horas a 30 °C em banho maria e depois a solucédo foi submetida a liofilizacdo (-55 °C
/ 445 pHg, Liofilizador L101-LIOBRAS, S&o Carlos, BR).
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A atividade antibacteriana dos 6leos encapsulados foi feita de acordo com o
método descrito no item 2.2.1.1

2.5 Caracterizacao dos 0leos essenciais livres e encapsulados
2.5.1 Anélises térmicas

As analises, termogravimétrica (TGA), calorimetria de varredura diferencial
(DSC), espectroscopia FTIR e analise de componente principal foram realizadas na
Central Analitica Multiusuario de Medianeira (CEANMED), no Campus Medianeira da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand (UTFPR-MD).

2.5.2 Analise termogravimétrica

A determinacao do percentual de perda de massa em funcédo da temperatura
foi realizada na faixa entre 50 e 500°C, utilizando um analisador termogravimétrico
(Perkin Elmer, STA 6000), adicionando aproximadamente 7 mg de amostra em um
cadinho de platina, submetido a uma taxa de aquecimento de 10 C/min e vazdo de N2 de

50 ml/min.

2.5.3 Espectroscopia FTIR

Os espectros de absorbancia no infravermelho foram utilizados utilizando um
espectrometro FTIR (Perkin Elmer, Spectrum 100 S) contendo o acessorio Attenuated
Reflectance (ATR). Os espectros foram medidos na faixa de IR entre 4.000 e 600 cm-1,

com intervalo de 4 cm-1, e expressos como o resultado médio de 8 varreduras.

2.5.4 Analise do componente principal

Com base nos espectros de absorbancia no infravermelho, foi realizada a
Anélise de Componentes Principais (PCA) através de uma rotina desenvolvida na
linguagem de programacdo Python, utilizando as bibliotecas Scikit-learn, Pandas e

Numpy e centralizacdo média como pré-tratamento dos espectros.

2.6 Producéo do queijo minas frescal
Para a producdo do queijo minas frescal, foram utilizados trés litros de leite
integral pasteurizado tipo A (3 % de gordura) aquecidos a 35 °C. Em seguida, foram

adicionados 2,4 mL do agente coagulante comercial a base de quimosina com 75 Unidade
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Internacional de Coagulacdo do Leite — IMCU (Coalho Estrela, fabricado por Chr.
Hansen Ind. e Com. Ltda) e 0,9 mL de Cloreto de Calcio 40% (Coalhopar - Umuarama);
ap6s homogeneizacdo foi mantido repouso por 40 minutos para a ocorréncia da
coagulacdo. Posteriormente, a coalhada formada foi cortada em cubos usando um
cortador estéril, e lentamente agitada (5 min), apds a agitacdo foi mantido mais 10
minutos de repouso para a liberagdo do soro. Apds a precipitacdo, a massa foi separada
do soro com o auxilio de uma peneira. Posteriormente, foram contaminados
intencionalmente com S. aureus (1,5 x 10¢ UFG/g) e adicionados os antimicrobianos na
concentracdo de 0,5% (6leos essenciais de orégano e tomilho e 0s conservantes nisina e
natamicina), sendo os tratamentos T1= controle (sem tratamento antimicrobiano, somente
indculo), T2= nisina, T3= natamicina, T4= zeina pura, T5= sinergismo com zeina, T6=
OE de orégano, T7= OE de tomilho, T8= OE sinergismo, T9= OE de orégano com zeina
e T10= OE de tomilho com zeina. Os queijos foram armazenados em recipientes plasticos
(4 cm x 2,5 cm x 2 cm) perfurados para a saida do soro durante 12 horas em refrigeracédo
(4 °C). Posteriormente foram desenformados e armazenados em recipientes de
polipropileno tampados e submetidos ao armazenamento (4 °C) durante o periodo de 14
dias (RIBEIRO, 2015). Os queijos pesaram aproximadamente 16 gramas com dimensdes

de 4 cm de largura por 3 cm de altura.

2.7 Analise fisico quimica do queijo

Os valores de pH foram determinados com eletrodo medidor de pH (MS
Tecnopon, mPA210), mergulhando o eletrodo de vidro em trés pontos das amostras. Para
essa andlise 5 gramas da amostra foram diluidas em 25 mL de &gua deionizada.

A andlise da acidez total titulavel foi realizada por titulacdo. Para essa analise
10 gramas da amostra foi transferida para um béquer de 150 mL e adicionados 50 mL de
agua deionizada, agitou-se com bastdo de vidro até dissolucao possivel, esta mistura foi
transferida para baldo volumétrico de 100 mL e seu volume foi completado com agua
deionizada. Uma aliquota de 20 mL dessa solucdo foi transferida para um erlenmeyer de
150 mL, 5 gotas de solucdo alcodlica de fenolftaleina a 1% foram adicionadas e a titulacéo
foi realizada utilizando solucédo de hidroxido de sddio 0,1 M até coloragéo rosea.
Equacéo 1:
Calculo acidez titulavel: % em acido latico = (V x f x 0,9/m)

V: volume da solucdo de hidréxido de sédio 0,1M gasto na titulacdo em mL;
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f: fator de correcédo da solugéo de hidréxido de sddio 0,1M;
0,9: fator de conversdo do &cido latico;

m: massa da amostra na aliquota em gramas.

2.8 Contagem de Staphylococcus aureus em queijo minas frescal

Os queijos foram submetidos a contagem de células microbianas de S. aureus
em tempos diferentes: 7 e 14 dias. Para cada tratamento, uma quantidade de 10 g de
amostra foi adicionada a 90 mL de 4gua peptonada estéril a 0,1%, esta solugdo formada
foi denominada de diluicdo 10+, posteriormente diluicGes seriadas de até 10+ foram
utilizadas para realizar as analises. Para a identificacdo e contagem de S. aureus, foram
semeados 100 pl de cada diluicdo na superficie do &gar Baird-Parker, em triplicata.
Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 48 h e realizadas as

leituras e os resultados apresentados em Log UFC/g (SILVA et al., 2021).

2.9 Analise estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos
através da média + desvio padrdo e analisados por analise de variancia unidirecional
(ANOVA) seguido pelo teste de Tukey (p < 0,05) para determinar se ha diferenca
estatisticamente significativa entre os resultados obtidos. A anélise foi realizada
utilizando o software Sisvar 5.6.
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3 RESULTADOS

3.1 Atividade antibacteriana pelo método de microdilui¢cdo em caldo

Os Oleos essenciais de orégano e tomilho foram submetidos a analise da
concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM), e os
resultados foram apresentados na Tabela 1.

A CIM do ¢6leo essencial de orégano variou de 0,10 a 0,31 mg/mL se
mostrando mais eficiente contra B. cereus (0,10 mg/mL) e dleo essencial de tomilho com
variagdo de 0,15 a 0,52 mg/mL sendo mais eficiente para S. aureus e P. aeruginosa (0,15
mg/mL). Sorbato de potéssio, nisina e natamicina utilizados como controle, apresentaram
CIM com variacéo de 6,25 a >50,00 mg/mL, de 6,25 a >25mg/mL e de 12,5 a >25mg/mL,
respectivamente. Para S. aureus, o 0leo essencial de tomilho e orégano foram 333 vezes
mais ativos do que o sorbato de potéssio e 166 vezes mais ativos que a nisina e a
natamicina. Para P. aeruginosa o 6leo essencial de tomilho e orégano foram 166 vezes
mais ativos que o sorbato de potassio e 83 vezes mais ativos que a nisina e a natamicina.
Para B. cereus o 0leo essencial de orégano foi 62,5 vezes mais ativo que o sorbato de
potassio, 250 vezes mais ativo que a nisina e 125 vezes mais ativo que a natamicina, ja o
6leo essencial de tomilho foi 12 vezes mais ativo que o sorbato de potassio, 48 vezes mais
ativo que a nisina e 240 vezes mais ativo que a natamicina. Para Salmonella Typhi o 6leo
essencial de tomilho e orégano foram 161 vezes mais ativos que o sorbato de potassio, 40
vezes mais ativos que a nisina e 80 vezes mais ativos que a natamicina. Para E. coli o 6leo
essencial de tomilho foi 121 vezes mais ativo que o sorbato de potéssio, 60 vezes mais
ativo que a nisina e 15 vezes mais ativo que a natamicina, ja o 6leo essencial de orégano
foi 333 vezes mais ativo que o sorbato de potassio, 166 vezes mais ativo que a nisina e
41 vezes mais ativo que a natamicina. Para L. monocytogenes o 6leo essencial de tomilho
e orégano foram 161 vezes mais ativos que o sorbato de potéssio e 80 vezes mais ativos

gue a nisina e a natamicina.
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Tabela 1. Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM)
(mg/mL) dos 6leos essenciais de orégano e tomilho e dos controles Sorbato de Potassio, Nisina e

Natamicina.

Tomilho Orégano Sorbato de Nisina Natamicina
Bactérias Potéssio
CIM CIM CIM CIM CIM
CBM CBM CBM CBM CBM
Staphylococcus 0,15+0,00-  0,15+0,00: 50,00+0,00¢ >25,00+£0,00 >25,00+0,00
aureus 0,31+0,00+  0,31+0,00¢ >50,0040,00 >25,0040,00 >25,00+0,00
Pseudomonas 0,15+0,00:  0,15+0,00: 25,00+0,00- 12,5+0,00: 12,540,000
aeruginosa 2,504£0,00¢  0,62+0,00¢ >50,0040,00 6,25+0,00r  >25,00+0,00
Bacillus cereus 0,52+0,1¢  0,10£0,04- 6,25+0,00: 25,00+0,00¢ 12,5+0,00°
>10,00£0,00  0,15+0,00~ >50,00+0,00 12,5+0,00:  >25,00+0,00
Salmonella 0,31+0,00  0,31+0,00° >50,00+0,00 12,5+0,00: >25,00+0,00
entérica subsp. >10,00+£0,00  1,25+0,00° >50,00+0,00 12,5+0,00¢ >25,00+0,00
enterica Typhi
Escherichia coli 0,41+0,18:  0,15+0,00: >50,00+0,00 >25,00+0,00 6,25+0,00:
10,00+0,00c  1,25+0,00° >50,00+0,00 >25,00+£0,00 >25,00£0,00
Listeria 0,31+0,00  0,31+0,00 50,00+0,00¢ >25,00+£0,00 >25,00+0,00
monocytogenes 10,0040,00c  1,25+0,00° >50,00+0,00 >25,00£0,00 >25,00+0,00

* Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de
Tukey 5%. Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si pelo

teste de Tukey 5%.

3.2 Efeito sinérgico dos 6leos essenciais

Fonte: Autoria propria

O efeito sinérgico dos dleos essenciais de orégano e tomilho foi avaliado para

S. aureus, L. monocytogenes, E. coli e S. Typhi. A CIM isolada do éleo essencial de

tomilho foi de 0,31 mg/mL, e para orégano foi de 0,15 mg/mL para S. aureus. Para E.

coli a CIM do tomilho foi de 0,078 mg/mL e orégano 0,15 mg/mL, para S. Typhi e L.

monocytogenes a CIM do 6leo essencial de tomilho e orégano foi de 0,31 mg/mL. A

concentracdo inibitoria fracional (FIC) teve como resultado 0,09 para S. aureus, 0,07 para

S. Typhi e L. monocytogenes e 0,27 para E. coli, indicando sinergismo entre os 6leos

conforme isobologramas apresentado na Figura 1.



62

Figura 1. Isobologramas do sinergismo dos 6leos essenciais de orégano e tomilho (A)
Staphylococcus aureus, (B) Salmonella Typhi, (C) Listeria monocytogenes e (D)
Escherichia coli.
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(-) indica a atividade de adic¢do teorica e (¢) CIMs curva cOncava, caracteristica do
sinergismo (FIC < 0,5).
Fonte: Autoria prépria

3.3 Encapsulacéo dos 6leos essenciais

Os resultados da CIM dos 6leos encapsulados com zeina estdo dispostos na
Tabela 4, a qual variaram de 2,08 mg/mL a 5,00 mg/mL para o 6leo essencial de orégano
e de 2,08 mg/mL a >10,00 mg/mL para o 6leo essencial de tomilho. A CIM do 6leo
essencial de tomilho para B. cereus foi de 2,08 mg/mL e para P. aeruginosa CIM de 2,08
mg/mL com o 6leo essencial de orégano. O 6leo essencial de orégano teve CIM de até
4,8 vezes mais baixas para P. aeruginosa quando comparado ao 6leo de tomilho. Quando
comparados aos 6leos sem encapsulacdo pode-se observar que 0s 6leos encapsulados com
zeina apresentaram CIM e CBM maiores, isto pode ter ocorrido devido ao fato da

encapsulacdo promover a lenta liberacdo dos compostos bioativos dos 6leos essenciais.
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Tabela 2- Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima

(CBM) (mg/mL) para 6leos essenciais de tomilho e orégano encapsulados com zeina.

Tomilho Orégano
Bactérias
CIM CIM
CBM CBM
Staphylococcus aureus 10,00+0,00¢ 5,00+0,00
>10,00+0,00 >10,00£0,00
Pseudomonas aeruginosa >10,00+0,00¢ 2,08+0,72:
>10,0040,00 >10,00£0,00
Bacillus cereus 2,08+0,72: 4,1745,05
>10,00+0,00 >10,00£0,00
Salmonella enterica subsp. enterica Typhi 10,00£0,00¢ 5,00+0,00
>10,00+0,00 >10,00+0,00
Escherichia coli >10,00+0,00- 5,00+0,00¢
>10,0040,00 >10,00£0,00
Listeria monocytogenes 10,00+0,00¢ 5,00+0,00:¢
10,00+0,00~ 10,00+0,00~

* Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey 5%. Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey 5%.

Fonte: Autoria propria

3.4 Caracterizacgao dos 6leos essenciais encapsulados

3.4.1 Andlises térmicas

As andlises térmicas foram utilizadas para avaliar a estabilidade térmica das

diferentes amostras. A Figura 2 exibe a analise termogravimétrica (TGA) dos 6leos

essenciais encapsulados com zeina, da mistura fisica de 6leo essencial e zeina, dos 6leos

essenciais sem encapsulacao e da zeina pura. Os 6leos essenciais sem o revestimento com

zeina tiveram o inicio da degradacéo térmica na faixa de temperatura entre 60 a 120 °C,

com massa residual de 0%, enquanto para os 6leos essenciais encapsulados, mistura fisica

e zeina pura ocorreu conforme o aumento da temperatura, com massa residual variando

de 13 a 18%. Este fato demonstra que a zeina, matriz polimérica utilizada como material
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de parede, aumenta a estabilidade térmica, sendo capaz de proteger 0os compostos

presentes nos 6leos essenciais.

Figura 2. Caracterizagdo dos Oleos essenciais encapsulados por analise
termogravimétrica (TGA). (A) 6leo essencial de orégano, (B) dleo essencial de tomilho e
(C) sinergismo dos 6leos essenciais livres e encapsulados.
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Figura A: F- OEO (6leo essencial de oréegano sem encapsulacdo), E-OEO (6leo essencial
de orégano encapsulado com zeina), PM- OEO (mistura fisica do 6leo essencial de
orégano com zeina). Figura B: F- OET (6leo essencial de tomilho sem encapsulacdo), E-
OET (6leo essencial de tomilho encapsulado com zeina), PM- OET (mistura fisica do
6leo essencial de tomilho com zeina). Figura C: F- SOT (sinergismo dos 6leos essenciais
de orégano e tomilho sem encapsulacdo), E-SOT (sinergismo dos 6leos essenciais de
orégano e tomilho encapsulados com zeina), PM- SOT (mistura fisica do sinergismo dos
6leos essenciais de orégano e tomilho com zeina).

Fonte: Autoria propria

A andlise de calorimetria de varredura diferencial (DSC), esta disposta na
Figura 3. Os resultados indicam que a encapsulagdo proporciona estabilidade aos 6leos

essenciais. Os 6leos essenciais sem encapsulagdo com zeina apresentaram alteracdo em
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sua estabilidade na faixa de temperatura de aproximadamente 80 °C, e os Oleos
encapsulados a aproximadamente 320 °C. Deste modo nota-se que a encapsulacdo foi

efetiva, podendo ser submetida também em processos com elevadas temperaturas.

Figura 3. Caracterizacdo dos Oleos essenciais (OE) encapsulados por analise de
calorimetria de varredura diferencial (DSC).
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Fonte: Autoria propria

Na Figura 4 sao apresentados os espectros de absorbancia no infravermelho
(FTIR) obtidos para os 6leos essenciais de orégano e tomilho livres, para o sinergismo
dos dleos essenciais, para 0s 0leos essenciais encapsulados com zeina e para uma mistura
fisica de zeina e Gleo essencial. Em todos os espectros foram identificadas bandas
caracteristicas de OH, que aparecem na regiao entre 3600 e 3200 cm:, bem como bandas
CH em aproximadamente 2900 cm-, outras bandas encontradas em todos os espectros
foram em aproximadamente 1600 cm: referentes as ligagdoes C=0 que estao relacionadas
com ligagoes de amida, entre 1500 e 1100 cm: verifica-se bandas CN relacionadas a

ligagdes de aminas e na faixa de 800 cm- bandas CH caracteristicas de aromaticos.
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Figura 4. Andlises de espectros de absorbancia no infravermelho (FTIR). (A) oleo
essencial de orégano, (B) 6leo essencial de tomilho e (C) sinergismo dos 6leos essenciais
livres e encapsulados.
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Figura A: F- OEO (6leo essencial de orégano sem encapsulacéo), E-OEO (6leo essencial
de orégano encapsulado com zeina), PM- OEO (mistura fisica do 6leo essencial de
orégano com zeina). Figura B: F- OET (bleo essencial de tomilho sem encapsulacéo), E-
OET (6leo essencial de tomilho encapsulado com zeina), PM- OET (mistura fisica do
6leo essencial de tomilho com zeina). Figura C: F- SOT (sinergismo dos dleos essenciais
de orégano e tomilho sem encapsulacdo), E-SOT (sinergismo dos Gleos essenciais de
orégano e tomilho encapsulados com zeina), PM- SOT (mistura fisica do sinergismo dos
0leos essenciais de orégano e tomilho com zeina).
Fonte: Autoria propria

A anélise dos componentes principais estd disposta na Figura 5. A Figura 5
(A) expde o gréfico com a porcentagem de variancia explicada para os primeiros cinco
componentes principais e a Figura 5 (B) mostra o grafico entre os dois primeiros
componentes principais (PC1 76,9% e PC2 20,5%), permitindo distinguir as trés

categorias de materiais: Oleos essenciais livres (padrdo sombreado em listras pretas),
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oleos encapsulados com zeina (padréo sombreado em listras vermelhas) e misturas fisicas
entre zeina e 0Oleos essenciais (padrdo sombreado em listras azuis). Através da analise
multivariada dos componentes principais (PCA), ficou evidente que a zeina atua na
preservacao dos constituintes dos 6leos essenciais, seja por meio da encapsulagao ou por
mistura fisica, explicada pelas variacdes na posi¢do no sistema de coordenadas geradas
pelo PCA.

Figura 5. Analise do componente principal, (A) porcentagem de variancia explicada para
0s primeiros cinco componentes principais e (B) grafico dos dois primeiros componentes
principais para os 6leos essenciais.
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Fonte: Autoria prépria

3.5 Analise fisico-quimica do queijo

A Tabela 5 apresenta os resultados das analises de pH e acidez titulavel. Os
resultados indicam que a adicao dos 6leos essenciais (puros ou encapsulados) no queijo
ndo promoveu alteragdes nas caracteristicas fisicas quimicas quando comparados a

amostra controle.
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Tabela 3- Analise de pH e acidez titulavel do queijo minas frescal durante o periodo de

armazenamento.
Analise Fisico Amostra 0 7 14
Quimica

pH Controle 6,75+0,01~ 6,74+0,01~ 6,74+0,01~
Nisina 6,78+ 0,01~ 6,78+0,01~ 6,76+0,01~
Natamicina 6,79+0,01~ 6,78+0,01~ 6,76+0,01~
Zeina Pura 6,78+0,01~ 6,78+0,01~ 6,76+0,01~
Zeina + Sinergismo 6,78+0,01~ 6,77+0,01~ 6,77+0,01~
Oleo essencial de Orégano  6,78+0,01~ 6,76+£0,01~ 6,76+0,01~
Oleo essencial de Tomilho  6,77+0,01~ 6,75+0,01~ 6,75+0,01~
Oleo essencial Sinergismo ~ 6,78+0,01~  6,77+0,01~  6,75+0,01~
Oleo essencial de Orégano ~ 6,77+0,01~  6,78+0,01~ 6,77+0,01~

) + Zeina
Oleo essencial de Tomilho  6,76+0,01~ 6,77+0,01~ 6,75+0,01

+ Zeina
Acidez titulavel Controle 0,17+0,00~ 0,17+0,00~ 0,17+0,00~
Nisina 0,18+0,00~ 0,18+0,00~ 0,18+0,00~
Natamicina 0,18+0,00~ 0,18+0,00~ 0,18+0,00~
Zeina Pura 0,18+0,00~ 0,18+0,00~ 0,18+0,00~
Zeina + Sinergismo 0,18+0,00~ 0,18+0,00~ 0,18+0,00~
Oleo essencial de Orégano  0,18+0,00~  0,18+0,00~ 0,18+0,00~
Oleo essencial de Tomilho  0,18+0,00~ 0,18+0,00~ 0,18+0,00~
Oleo essencial Sinergismo  0,18+0,00~ 0,18+0,00~ 0,18+0,00~
Oleo essencial de Orégano  0,18+0,00«  0,18+0,00~  0,18+0,00~

) + Zeina
Oleo essencial de Tomilho  0,18+0,00~ 0,18+0,00~ 0,18+0,00~

+ Zeina

* Médias seguidas pela mesma letra (maitscula) na coluna ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey 5% na andlise de cada tempo entre as amostras. Médias seguidas pela mesma
letra (mindsculas) nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5% na anélise dos
tratamentos nos diferentes tempos.

Fonte: Autoria propria
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3.6 Contagem de Staphylococcus aureus em queijo minas frescal

O resultado da analise da contagem bacteriana em queijo minas frescal esta
disposto na figura 6. As amostras de queijos minas frescal foram intencionalmente
contaminadas com S. aureus e no dia 0 todas as amostras apresentaram a contagem de
6,17 Log UFC/g. As analises foram realizadas em 7 e 14 dias de armazenamento. No
sétimo dia de armazenamento, o tratamento T4 (sinergismo dos 6leos essenciais de
orégano e tomilho sem zeina) promoveu a reducéo de 1,17 Log UFC/g (6,17 para 5,0 Log
UFC/g) em comparagéo ao controle (sem antimicrobiano) que apresentou aumento (6,17
para 7,32 Log UFC/g). No décimo quarto dia, todos os tratamentos obtiveram a contagem
bacteriana inferior ao tratamento T1 (sem antimicrobiano) de 9,11 Log UFC/g, com
destaque para o tratamento T6 (6leo essencial de orégano) 6,32 Log UFC/g comprovando

a efetividade dos tratamentos.

Figura 6. Contagem de Staphylococcus aureus em queijo minas frescal com adicéo de
6leos essenciais de tomilho e orégano livres e encapsulados, sinergismo de 6leos
essenciais sem encapsular, sinergismo de 6leos essenciais encapsulados com zeina,
Controle (sem antimicrobiano), zeina, Natamicina e Nisina, e controle (sem
antimicrobiano) durante o armazenamento de 14 dias.
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Fonte: Autoria prépria
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4 DISCUSSAO

A atividade antibacteriana dos Oleos essenciais estd associada aos seus
constituintes que atuam sinergicamente para exercer seus efeitos (ALVAREZ-
MARTINEZ etal., 2021). Sua atuagio pode ser atribuida & capacidade de romper a parede
celular bacteriana e a membrana citoplasmatica, pois na presenca desses compostos Sao
forcadas a alterar a sintese de &cidos graxos e proteinas de membrana para sobreviver,
modificando a permeabilidade de sua parede celular afetando sua propagagdo (SAKKAS
et al., 2018).

No presente trabalho, o éleo essencial de tomilho apresentou os seguintes
valores de CIM para S. aureus e P. aeruginosa (0,15 mg/mL), L. monocytogenes e S.
Typhi (0,31 mg/mL), B. cereus (0,52 mg/mL) e E. coli (0,31 mg/mL). Radunz et al.
(2020) relataram que o dleo essencial de tomilho teve CIM de 0,1 mg/mL para S. aureus,
L. monocytogenes, S. Typhi e E. coli. Gongalves et al. (2017), analisaram o 0Oleo de
tomilho e a CIM foi de 0,125 mg/mL para S. aureus e 0,60 mg/mL para Enterococcus
faecium. Em contrapartida, os resultados da CIM do tomilho no trabalho de Lages et al.
(2021), para S. aureus e E. coli, foram de 9,17 mg/mL.

No trabalho de Granata et al. (2021), os 6leos essenciais de orégano e tomilho
foram encapsulados com quitosana pela técnica de gelificacdo iénica. Os valores de CIM
para S. aureus com o Gleo essencial de tomilho foram de 0,06 mg/mL com encapsulacéo
e 2 mg/mL sem encapsulacéo, para E. coli 0,12 mg/mL com encapsulagdo e 2 mg/mL
sem encapsulacdo; e para L. monocytogenes 0,03 mg/mL com encapsulacdo e 1 mg/mL
sem encapsulacdo. Enquanto que para o 6leo essencial de orégano os valores de CIM para
S. aureus foram 0,03 mg/mL com encapsulacdo e 4 mg/mL sem encapsulacéo, para E.
coli 0,06 mg/mL com encapsulacdo e 4 mg/mL sem encapsulacdo e para L.
monocytogenes 0,03 mg/mL com encapsulacéo e 2 mg/mL sem encapsulagdo. Os autores
concluiram que o sistema de nanoencapsulacdo foi eficaz para aumentar a atividade
antimicrobiana dos éleos essenciais, pois facilitam a difusdo dos mesmos pela membrana
celular bacteriana.

Os 6leos essenciais de tomilho e orégano em combinacdo no presente estudo
apresentaram atividade antibacteriana sinérgica em S. aureus, L. monocytogenes, E. coli

e S. Typhi. O sinergismo é uma alternativa para reduzir a concentracdo utilizada,
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minimizando possiveis alteracdes indesejadas nas caracteristicas sensoriais dos alimentos
como as alteragdes no aroma e sabor. (BATISTA et al., 2019).

O efeito combinado de alguns compostos individuais pode aumentar sua
atividade antibacteriana (BASAVEGOWDA,; BAEK, 2021). Em muitos casos a atividade
antibacteriana é resultante da interacdo, ou seja, do sinergismo entre as diferentes classes
de compostos presentes nos Gleos essenciais como fenois, aldeidos, cetonas, alcoois,
ésteres, éteres e hidrocarbonetos. Os 6leos essenciais que possuem aldeidos, fendis, citral,
carvacrol, eugenol ou timol como componentes principais, apresentaram a maior
atividade antibacteriana, seguidos pelos que possuem alcoois terpenos (BURT, 2004).

Lee et al. (2020), confirmaram que a combinacdo de Oleos essenciais de
orégano e tomilho apresentou uma atividade antibacteriana sinérgica frente a Leuconostoc
citreum em suco de tomate com FIC de 0,37 e CIM de 1,25 pL/mL. No presente trabalho
a concentracdo inibitoria fracional teve como resultado 0,09 para S. aureus, 0,07 para S.
Typhi e L. monocytogenes e 0,27 para E. coli, indicando sinergismo entre os 0leos.

As analises térmicas realizadas para caracterizagdo dos Oleos essenciais
encapsulados mostraram que a encapsulacdo com zeina foi eficiente, protegendo o éleo
essencial e aumentando sua estabilidade. Segundo Froiio (2019), a encapsulacdo dos
Oleos essenciais aumenta a estabilidade dos seus compostos ativos. De acordo com 0s
resultados da analise termogravimétrica (TGA), os 6leos essenciais sem 0 revestimento
com zeina tiveram o inicio da degradacdo térmica na faixa de temperatura entre 60 a 100
°C, e os encapsulados por volta de 270 °C. No trabalho de Radunz et al. (2020), o dleo
essencial de tomilho sem encapsulacdo apresentou perda de massa em temperaturas
préximas a 200 °C e o encapsulado acima de 300 °C. Hajjari et al. (2021) relataram a
degradacao da zeina entre 250 e 450 °C e a relacionaram com a degradac¢ao de ligagOes
covalentes internas.

Em relacdo aos espectros de absorbancia no infravermelho (FTIR) foram
identificadas bandas caracteristicas de OH, que aparecem na regiao entre 3600 e 3200
cm-1. Rasteh et al. (2024), atribuiram a largura do pico de 3.500 a 2.500 cm-1a liga¢do de
hidrogénio intermolecular, alegando que a zeina torna essa ligacdo mais proeminente.
Bandas CH em aproximadamente 2900 cm-1, também foram encontradas em todos os
espectros, e segundo Peixoto et al. (2023) as bandas CH em aproximadamente 2900 cm-

1 estdo relacionadas a grupos alifaticos presentes na estrutura da zeina. Outras bandas
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evidenciaram-se na faixa de 1600 a 1100, e de acordo com Alsakhawy et al. (2022) os
picos em torno de 1700 e 1200 cm-1 sdo caracteristicos da vibracdo de estiramento C=0
e CO de terpenos oxigenados. O espectro também identificou o pico de 800 cm-1 bandas
CH caracteristicas de anéis aromaticos. Rasteh et al. (2024) associaram o0 pico na faixa
de 810 cm-1 a presenca do timol nos 6leos essenciais.

A adicdo de dleos essenciais encapsulados em alimentos vem sendo
amplamente estudada. Rosa et al. (2020), adicionaram nanocapsulas de orégano e tomilho
revestidas por zeina em pdo, as nanocapsulas apresentaram alta resisténcia térmica,
protegendo os 0leos essenciais da degradacao durante o processo de cozimento a 200 °C
garantindo sua estabilidade, sendo capazes de promover a auséncia de bolores e leveduras
no periodo de armazenamento de 21 dias. Wu, Luo e Wang (2012), demonstraram que 0
encapsulamento de Oleos essenciais em nanoparticulas de zeina pode aumentar sua
solubilidade em agua em até 14 vezes, facilitando a aplicacdo dos 6leos essenciais em
alimentos, contribuindo para a atividade antibacteriana. A adi¢do dos 6leos essenciais
encapsulados no queijo, promoveu a redugdo do odor caracteristico dos 6leos essenciais
quando comparados aos queijos com a adi¢do dos 6leos essenciais sem encapsulacao.

Bilenler et al. (2015), analisaram as propriedades antibacterianas do 6leo
essencial de tomilho livre e encapsulado com zeina, e obtiveram as CIM para: S. aureus
(0,125-250 mg/mL), B. cereus (0,0625-125 mg/mL); Enterococcus faecalis (0,125-250
mg/mL), E. coli (0,25-500 mg/mL), Shigella flexneri (0,25-500 mg/mL) e Salmonella sp.
(0,5-1000 mg/mL). Makimori et al. (2020), avaliaram o 6leo essencial de canela, a CIM
do oleo livre foi encontrada entre 125-250 mg/mL, engquanto encapsulado foi de 220,5-
440,5 mg/mL, deste modo chegaram ao mesmo resultado do presente trabalho onde a
encapsulagdo aumentou a concentracdo inibitéria minima. Segundo Makimori et al.
(2020) o aumento da concentracdo inibitoria minima se deve ao fato de a encapsulacao
promover a liberacdo controlada dos 6leos essenciais, levando mais tempo para sua acao

Na analise antibacteriana em queijo minas frescal, no sétimo dia de
armazenamento, a adicdo dos Oleos essenciais de orégano e tomilho em sinergismo (sem
encapsulacdo) promoveu a reducéo de 1,17 Log UFC/g (de 6,17 para 5,0 Log UFC/g) em
comparagao ao controle (6,16 Log UFC/g). No décimo quarto dia, o tratamento com 6leo
essencial de orégano teve a contagem de 6,32 Log UFC/g enquanto a amostra controle

(sem antimicrobiano) 9,11 Log UFC/g. Artiga-Artigas et al. (2017), avaliaram a atividade
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antibacteriana do 0leo essencial de orégano encapsulado com alginato de sodio e fibra de
tangerina, a contagem de S. aureus teve diminuicéo de 6,0 para 4,6 Log UFC/g no décimo
quinto dia de armazenamento.

A adicdo do 0leo essencial de orégano em queijo minas foi avaliada por
Campos et al. (2022), a qual a adi¢édo de 0,02% (v/v), inibiu S. aureus e E. coli durante o
armazenamento de 30 dias, proporcionado a reducdo de 7 Log UFC/g na contagem de S.
aureus na primeira hora ap6s sua adi¢do ao queijo. Os valores de CIM obtidos foram
0,06% (v/v) para E. coli e 0,31% para S. aureus,

Carvalho et al. (2015) tiveram reducdo na contagem de L. monocytogenes de
aproximadamente 1 Log UFC/mL ap0s 24 h da adi¢édo de 1,25 mL/mL de 6leo essencial
de tomilho em queijo. Fernandes et al. (2017), avaliaram o efeito da adi¢do de 6leo
essencial de alecrim microencapsulado com inulina e isolado proteico de soro de leite em
queijo minas frescal e relataram que houve reducédo de 1,36 log UFC/g na contagem de
bactérias mesofilas em 3 dias e 0,73 log UFC/g no final de 15 dias. Melo et al. (2020),
adicionaram o 6leo essencial de capim limdo microencapsulado com goma arabica e
maltodextrina em queijo coalho, as quais promoveram a inibi¢cdo do crescimento de
microrganismos e coliformes em 1,18 log UFC/g por 21 dias de armazenamento.

Com isso nota-se que os 6leos essenciais de orégano e tomilho possuem
atividade antibacteriana e efeito sinérgico, e a encapsulacdo pode facilitar a insercdo

destes em matrizes alimentares sendo promissores como conservantes naturais.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A combinacdo dos 6leos essenciais de orégano e tomilho mostrou efeito
sinérgico, caracteristica importante para a reduzir a concentracdo, que juntamente com a
técnica de encapsulacdo favorece a aplicabilidade dos Oleos essenciais em alimentos
reduzindo possiveis alteragdes sensoriais. Os queijos adicionados dos 6leos essenciais
encapsulados com zeina apresentaram reducdo do odor quando comparados aos queijos
adicionados dos 6leos essenciais sem encapsulacao.

As anélises térmicas realizadas para caracterizacdo dos Oleos essenciais
encapsulados mostraram que a encapsulacdo com zeina foi eficiente, protegendo o éleo
essencial e aumentando sua estabilidade térmica.

No décimo quarto dia de armazenamento do queijo minas frescal, todos 0s
tratamentos demonstraram contagens inferiores de células viaveis de S. aureus
comparados a amostra controle (somente com indculo, sem tratamento antimicrobiano),
demonstrando a efetividade dos conservantes analisados.

Tendo em vista o futuro promissor da utilizacdo de Oleos essenciais na
industria de alimentos, os 6leos essenciais de orégano e o tomilho apresentam-se como
alternativa, pois sdo conhecidas como plantas condimentares, empregadas com o objetivo
de aumentar a aceitabilidade e melhorar o sabor dos alimentos e a combinacéo desses
6leos essenciais aumentou o espectro de acdo antibacteriana, podendo promover melhor

efeito conservante em alimentos.
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CAPITULO IV

Combinacéo de 6leos essenciais, Sorbato de Potassio e Nisina frente a bactérias
patogénicas e aplicacdo em puré de tomate

RESUMO

A contaminacdo microbiana € um inconveniente nas industrias alimenticias, podendo
ocasionar doencas de origem alimentar, deste modo o uso de aditivos conservantes se faz
necessario para evitar a proliferagdo de microrganismos patogénicos. Portanto, devido a
busca dos consumidores por alimentos mais saudaveis, procura-se diminuir cada vez mais
0 uso de aditivos sintéticos. Considerando a demanda por novos produtos naturais para
controle de microrganismos, este estudo teve como objetivo analisar a atividade
antibacteriana e sinérgica dos conservantes sorbato de potassio e nisina e dos 6leos
essenciais de orégano e tomilho e aplicar em puré de tomate. A atividade antibacteriana
e sinérgica foram avaliadas frente a bactérias patogénicas de origem alimentar pelo
método de microdiluicdo em caldo. Preparo do puré de tomate com adicdo de tratamentos
F1: controle (somente indculo - sem conservantes); F2: sorbato de potassio 50% + 0leo
essencial de tomilho 50%; F3: sorbato de potassio 50% + dleo essencial de orégano 50%;
F4: 6leo essencial de orégano; F5: 6leo essencial de tomilho e F6: sorbato de potéssio
para anélise da viabilidade de células microbianas de Salmonella enterica subsp. enterica
sorovar Typhi ATCC 19214. No teste de sinergismo foi verificado que a associacao do
6leo essencial de orégano 50% com sorbato de potassio 50% apresentou melhor atividade
antibacteriana, com CIM de 2,08/0,21 para Escherichia coli. Na analise da atividade
antibacteriana em puré de tomate, todos os antimicrobianos foram efetivos contra
Salmonella Typhi quando comparados a amostra controle (somente com inoculo, sem
conservantes). Sendo assim, conclui-se que ha sinergismo entre 0s antimicrobianos
sintéticos e o0s oleos essenciais, indicando uma possibilidade para que as industrias de
alimentos reduzam o uso dos aditivos sintéticos com 0 uso dessas associagdes em seus
produtos.

Palavras-Chave: Aditivos. Origanum vulgare. Thymus vulgaris. Solanum lycopersicum.
Sinergismo.
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1 INTRODUCAO

As doengas transmitidas por alimentos (DTAS) representam um desafio a
salide publica mundial. Problemas relacionados a qualidade da matéria-prima, etapas da
fabricacdo, bem como o armazenamento do produto podem favorecer a proliferacéo de
microrganismos patogénicos alimentares (MORAIS et al., 2018). Segundo a Organizacgao
Panamericana da Saude (OPAS), as DTAs geram perdas anuais de US$ 7.4 milhdes,
sobrecarregando os sistemas de salde e reduzindo o desenvolvimento econdmico (OPAS,
2022). A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) estima que cerca de 600 milhGes de
pessoas em todo o mundo sdo acometidas por DTASs e que aproximadamente 420.000
vém a obito (OMS, 2019).

As principais bactérias associadas as doengas transmitidas por alimentos sdo
Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Shigella spp. e
Staphylococcus aureus (GALLO et al., 2020).

Para evitar a contaminacdo e ampliar o tempo de vida util dos alimentos,
utilizam-se conservantes antimicrobianos sintéticos, porém estes podem causar
toxicidade, dependendo da susceptibilidade do organismo e da quantidade ingerida
(BENSID et al., 2020). Acido sorbico: efeitos irritantes sobre a pele; Acido benzéico:
irritacOes gastricas e desordens de natureza neurologica; Didxido de enxofre: irritante do
aparelho digestivo; Metabissulfito de sodio: irritacdo gastrica, devido a libertagdo do
acido sulfuroso, reacbes alérgicas na pele e reducdo dos teores de tiamina; Nitrito e
nitrato: potencialmente carcinogénicos (ASAE, 2025). Desta forma, novas estratégias
vém sendo exploradas, buscando antimicrobianos naturais eficazes e que contribuam para
a seguranca do produto, como os 6leos essenciais (FREDERICO et al., 2023).

Os Gleos essenciais sdo provenientes do metabolismo secundario das plantas,
volateis, possuem odor e sabor marcantes e apresentam compostos bioativos que exercem
atividades conservantes. A maioria dos Oleos essenciais de plantas medicinais e
especiarias como orégano e tomilho sdo geralmente reconhecidos como seguros (GRAS)
para utilizacdo em alimentos pelo Food and Drug administration (FDA) (Food and Drug
administration/CRF21, 2016).
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Thymus vulgaris (tomilho) e Origanum vulgare (orégano) pertencem a
familia Lamiaceae e apresentam atividades antibacteriana e antioxidante, caracteristicas
importantes na conservacao de alimentos (LEE et al., 2020). O tomilho é uma planta
aromatica perene, apresenta subarbustos de 10-40 cm de altura com caules avermelhados,
folhas cinza-esverdeadas ovais pequenas, cachos de flores brancas, rosa ou roxas durante
o final da primavera e inicio do verdo (POSGAY et al., 2022). O orégano, uma erva
rizomatosa e perene atingindo no maximo, 1 metro de altura, seus ramos sao eretos e
ramificados, suas folhas sdo ovaladas, suas flores se encontram em espigas, podem ser
verdes, avermelhadas ou arroxeadas (CORDEIRO, 2020).

O sorbato de potassio € utilizado como conservante alimentar, apresenta
atividade antimicrobiana contra bolores, leveduras e bactérias (DE ALMEIDA et al.,
2023). Inibe o crescimento microbiano induzindo alterages na morfologia, integridade e
funcdo das membranas celulares, € reconhecido com GRAS (geralmente reconhecidos
como seguros) (EFSA, 2015).

O tomate (Solanum lycopersicum L.) é uma fruta climatérica com producéo
mundial anual de aproximadamente 182 milhdes de toneladas, altamente valorizado pela
abundancia de compostos nutricionais que contribuem para seu sabor agridoce, podem
ser consumidos de diversas formas, fruto, molho, sopa, suco, tomate enlatado, ketchup e
bebidas (KHALID et al., 2024).

Concentrado de Tomate é o produto resultante da concentracdo da polpa de
frutos maduros, sdos e limpos do tomateiro (Lycopersicum esculentum), através de
processos de concentracdo, com ou sem homogeneizagao, devendo conter no minimo 6%
de solidos solveis naturais de tomate. O produto pode conter sal e ou aglcares (BRASIL,
2003).

Produtos derivados do tomate sdo suscetiveis & contaminacao por Salmonella
sp. devido a possivel presenca desse microrganismo no solo e na dgua (GURTLER etal.,
2018). Deste modo o sorbato de potassio € adicionado como conservante em extratos e
molhos de tomate (BRASIL, 2013).

O sinergismo dos 6leos essenciais com 0s conservantes sintéticos promove a
potencializacdo da atividade por meio da associacdo entre eles, sendo uma alternativa
para reduzir a concentracdo do conservante sintético associado negativamente a efeitos

toxicos, bem como a reducdo da concentracdo do 6leo essencial utilizada, minimizando


https://www.unirio.br/ccbs/ibio/herbariohuni/glossario-da-colecao-didatica-do-canto-das-flores
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possiveis alteragdes indesejadas nas caracteristicas sensoriais dos alimentos (BATISTA
et al., 2019). Sinergismo, ocorre quando a combinacdo de duas ou mais substancias
promovem um efeito desejado mais efetivo, em comparacao aos efeitos individuais da
substancia (BRITO et al., 2021).

Batista et al. (2019) aplicaram o composto isolado carvacrol em combinacéo
com sorbato de potassio em extrato de tomate, porém até 0 momento existem poucos
trabalhos realizados utilizando o sinergismo de éleos essenciais e aplicacdo em produtos
derivados do tomate. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi analisar o potencial
sinergismo entre os Oleos essenciais de orégano e tomilho com conservantes sintéticos
frente a bactérias associadas a doencas transmitidas por alimentos e aplicar em puré de

tomate.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencao dos 0leos essenciais

Os 6leos essenciais de orégano e tomilho foram obtidos da empresa Ferquima
Industria e Comércio LTDA (Vargem Grande - Sdo Paulo).

Oleo essencial de orégano: Lote: 240, Fabricagdo: julho de 2021, Validade:
julho de 2023. Componentes principais: carvacrol 72%, p-cimeno 5%, y- terpineno 4,8%,
linalol 3%, B-cariofileno 3%. Oleo essencial de tomilho: Lote: 197, Fabricacdo: julho de
2021, Validade: julho de 2024. Componente principal: timol 47,57%

2.2 Atividade antibacteriana dos 6leos essenciais
2.2.1 Microrganismos e preparo do inoculo

As espécies bacterianas usadas na pesquisa foram Escherichia coli ATCC
25922, Salmonella enterica subsp. sorovar Typhi ATCC 19214, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Listeria monocytogenes ATCC 7644. Os microrganismos foram
provenientes do Laboratorio de Biotecnologia de Produtos Vegetais e de Microrganismos
da Universidade Paranaense. Para 0s ensaios, as células bacterianas foram cultivadas por
24 horas. A concentracdo do inoculo foi ajustada para 0,5 na escala de McFarland (1,5 x
10¢ UFC mL-+) com solucdo salina estéril (0,85%) sendo confirmada a concentracdao
medindo a absorbancia a 625 nm em um espectrofotdmetro (Spectra Max Plus). Em
seguida, a suspensdo foi diluida 1:10 em caldo Mueller-Hinton para obter densidade

celular de 1,5 x 10 UFC mL+, e o in6culo foi utilizado nos ensaios (CLSI, 2015).

2.2.2 Atividade antibacteriana pelo método de microdilui¢cdo em caldo

Foi realizado um screening para a determinagdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM) de cada microrganismo frente aos conservantes e 6leos essenciais por meio
da técnica de microdiluicdo em caldo em série usando microplacas de 96 pogos. A CIM
foi determinada de acordo com o método de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2015)
modificado para produtos naturais. Foi utilizada uma concentracéo inicial de 200 mg/mL
para o conservante sorbato, 100 mg/mL para o conservante nisina e 20 mg/mL para 6leos
essenciais dissolvidos em polisorbato 80 a 2 %. Foram adicionados 50 pL de meio de
cultura caldo Muller Hinton e posteriormente os 6leos essenciais ou conservantes, sendo
realizadas a diluicdo seriada 1:2. Ap6s a diluicdo seriada, 50 uL do inoculo foi adicionado

a cada poco e submetido a incubagéo por 35 °C por 24 h. A leitura foi realizada com a
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adi¢@o de 20 ul de revelador 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (Reatec®) a 1,0% em cada
poco seguida de incubacao das microplacas a 35 °C por 20 min. O CIM foi definido como
a menor concentracdo que resultou na inibicdo do crescimento visual. Concentragédo
bactericida minima foi determinada pelo subcultivo de 10 pL de cada po¢o em &gar

Muller Hinton. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 h e realizadas a leitura.

2.3 Desenvolvimento do puré de tomate

O puré de tomate foi preparado com tomates do tipo rasteiros maduros
adquiridos no comércio local de Umuarama-PR. Foram selecionados manualmente,
descartando-se os frutos que apresentavam danos mecanicos e fungos. Em seguida, os
tomates foram lavados e sanitizados com hipoclorito de sédio a 100 ppm. Apos, 0S
tomates foram colocados em agua fervente por 1 minuto para facilitar a remocao da casca.
As sementes do tomate também foram removidas. Os tomates sem casca e sem semente
foram triturados em liquidificador doméstico e peneirados. A polpa obtida da trituracdo
foi transferida para uma panela de aco inoxidavel e levada para cozimento e evaporacao
até que atingisse 9° Brix. Ndo foram adicionados sal e condimentos no puré para que ndo
ocorressem interferéncias desses com os conservantes antimicrobianos analisados.

Apos o preparo, 20 mL de puré de tomate foi acondicionado em frascos de
vidro estéreis e levados a pasteurizacdo em fogdo industrial por 20 minutos. Os
conservantes foram adicionados ao puré de tomate pasteurizado em ambiente estéril,
sendo homogeneizados com bastéo de vidro esterilizado.

Foram testadas as seguintes formulagdes F1: controle (somente inéculo - sem
conservantes); F2: sorbato de potassio 50% + 0Oleo essencial de tomilho 50%; F3: sorbato
de potassio 50% + 6leo essencial de orégano 50%; F4: dleo essencial de orégano; F5:
6leo essencial de tomilho e F6: sorbato de potassio. Posteriormente em cada frasco das
formulagdes, foram adicionados 10: UFC/mL de indculo (preparado previamente em
solucdo salina 0,85% estéril). Os purés foram armazenados em temperatura ambiente por
7 dias.

2.4 Analise microbioldgica do puré de tomate
Os purés de tomate foram submetidos a contagem de células microbianas de
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhi ATCC 19214 apés 7 dias de

armazenamento. Para cada tratamento, 10 g de amostra foi adicionada a 90 mL de agua
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peptonada esteril a 0,1%, sendo denominada de diluicdo 10+, posteriormente dilui¢ces
seriadas de até 10+ foram utilizadas para realizar as analises. Para a identificacdo de
Salmonella enterica subsp. enterica Typhi ATCC 19214, e semeados 100 pL de cada
diluicdo na superficie do 4&gar EMB (Agar Eosina Azul de Metileno), em triplicata.
Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa a 35 °C por 24h e realizadas as
leituras e os resultados apresentados em Log UFC/g (SILVA et al., 2021).

Para a contagem de bolores e leveduras, foram semeados 100 pL de cada
diluicdo na superficie do agar batata em triplicata. Posteriormente, as placas foram

incubadas em estufa a 28 °C por 5 dias e realizadas as leituras (SILVA et al., 2021).

2.5 pH do puré de tomate

Para caracterizacdo do produto elaborado, os valores de pH foram
determinados com eletrodo medidor de pH (MS Tecnopon, mPA210), mergulhando o
eletrodo de vidro em trés pontos das amostras. Para essa analise 5 gramas da amostra
foram diluidas em 25 mL de &gua deionizada.

2.6 Analise estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos
através da média + desvio padrdo e analisados por analise de variancia unidirecional
(ANOVA) seguido pelo teste de Tukey (p < 0,05) para determinar se ha diferenca
estatisticamente significativa entre os resultados obtidos. A analise foi realizada
utilizando o software Sisvar 5.6.
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3 RESULTADOS

3.1 Atividade antibacteriana pelo método de microdilui¢cdo em caldo

Os oleos essenciais de orégano e tomilho e 0s conservantes nisina e sorbato
de potéssio foram submetidos a analise da concentragdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM), e os resultados estdo apresentados na Tabela 1
e 2. Os bleos essenciais de orégano e tomilho apresentaram CIM com variacdo de 0,15 a
0,41 mg/mL e CBM variando de 0,31 a >10,0 mg/mL, dentre as combinacGes de dleo
essencial com antimicrobianos. O dleo essencial de orégano com sorbato de potéssio

apresentou melhor atividade antibacteriana frente a todas as cepas bacterianas analisadas.

Tabela 1. Concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima
(CBM) (mg/mL) do dleo essencial de orégano (OEQ) e o0s conservantes nisina e sorbato
de potassio isolados e combinados.

50% Sorbato 50% Nisina
Sorbato Nisina OEO + +
Bactérias 50% OEO 50% OEO
CIM CIM CIM CIM CIM
CBM CBM CBM CBM CBM
>50+00 >25+0» 0,15+0- 2,08+1,73/0,21+0,09: 6,25+0/0,625+0:
E.coli >50+0: >25+0 1,25+0: 6,25+0/0,625+0: 6,25+0/0,625+0:
S. aureus 50+0: >25+0 0,15+0: 2,60+2,43/0,26+0,09> 16,67+7,22/1,67+0,72¢
>50+0: >2520 0,31+0¢ 12,5+0/1,25+0 6,25+0/0,625+0:

L. monocytogenes >50+0> >25+0- 0,31+0> 4,16+4,51/0,42+0,18: 16,67+7,22/1,67+0,72

>50+0- >25+0 1,25%0 6,25+0/0,625+0: 25+0/2,5+0
S. Thypi >50+0- 12,5+0- 0,31+0- 8,33+3,60/0,83+0,36° 10,42+3,61/1,04+0,36"
>50+0- 12,50 1,25%0: 6,25+0/0,625x0: 25+0/2,5%0

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5%
Fonte: Autoria propria
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Tabela 2. Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima
(CBM) (mg/mL) do 6leo essencial de tomilho (OET) e os conservantes nisina e sorbato
de potassio isolados e combinados.

50% Sorbato 50% Nisina

Sorbato Nisina OET + +

Bactérias 50% OET 50% OET
CIM CIM CIM CIM CIM
CBM CBM CBM CBM CBM

E.coli >50+00 >25+0» 0,41+0,18< 8,33+3,60/0,83+0,3> 4,16+4,51/0,42+0,18:
>50+0: >25+0> 10,00+0,00¢ 6,25+0/0,625+0: 6,25+0/0,625+0:

S. aureus 50+0: >25+0¢ 0,15+0: 6,25+0/0,625+0:  16,67+7,22/1,67+0,72¢
>50+0: >25+0 0,31+0: 12,5+0/1,25+0¢ 7,83+7,21/2,08+0,72¢

L. monocytogenes >50+0- >25+0>  0,31+0-  10,42+3,61/1,04+0,36¢ 10,42+3,61/1,04+0,36¢

>50+0- >25+0 10,00+0,00° 2520/2,5£0¢ 12,5+0/1,25+0¢
S. Thypi >50+00 12,5+0- 0,31+0» 12,5+0/1,25+0¢ 12,5+0/1,25+0¢
>50+£0: 12,5+0- >10,00+0,00- 25+0/2,5£0¢ 25x0/2,5+0¢

* Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5%
Fonte: Autoria propria

3.2 Contagem microbiana em puré de tomate

As analises microbiologicas do puré de tomate estdo dispostas na Tabela 3.
Todos os tratamentos foram efetivos. Na contagem bacteriana de Salmonella
enterica Thypi do sétimo dia de armazenamento todas as amostras apresentaram auséncia
bacteriana, enquanto a amostra controle (somente inéculo) apresentou contagem de 8,03
Log/UFC g. Para bolores e leveduras a contagem foi de 7,74 Log/UFC g para a amostra

controle (somente in6culo), e para os demais tratamentos a contagem foi ausente.
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Tabela 3. Contagem de Salmonella enterica Thypi € bolores e leveduras em Log UFC/g no
puré de tomate contaminado com Salmonella enterica Thypi e com tratamentos
antimicrobianos durante 0 armazenamento de 7 dias.

Tempo F1 F2 F3 F4 F5 F6

S. thypi 0 6,00 6,00 6,00 6,00 6,0 6,0

7 8,03 0 0 00 0 0

Bolores e leveduras 0 6,00 6,00 6,00 6,00 6,0 6,0

7 7,74 O 0: o 0 O
F1: controle (somente indculo); F2: sorbato de potassio 50% + 6leo essencial de tomilho
50%; F3: sorbato de potassio 50% + 0leo essencial de orégano; F4: Oleo essencial de
orégano; F5: oleo essencial de tomilho; F6: sorbato de potassio
* Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5%
Fonte: Autoria propria

3.3 pH do puré de tomate
A andlise do pH demonstrou que os tratamentos ndo ocasionaram alteracdes

do pH no produto final.

Tabela 4. pH do puré de tomate no dia 0 com tratamentos antimicrobianos

Amostra  pH
F1 4,47
F2 4,50
F3 4,49
F4 4,47
F5 4,48
F6 4,49:

F1: controle (sem antimicrobiano); F2: sorbato de potassio 50% + Gleo essencial de
tomilho 50%; F3: sorbato de potassio 50% + 6leo essencial de orégano; F4: 6leo essencial
de orégano; F5: 6leo essencial de tomilho; F6: sorbato de potassio.
* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5%

Fonte: Autoria prépria
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4 DISCUSSAO

A atividade antibacteriana dos Oleos essenciais estd associada aos seus
constituintes que atuam em sinergismo, estes compostos podem se inserir na bicamada
lipidica ou se ligar a ela com grande afinidade, causando alteragdes estruturais que levam
ao aumento da permeabilidade, resultando em vazamento ou alteracdo da homeostase
bacteriana (ALVAREZ-MARTINEZ et al., 2021).

O timol composto majoritario presente no 6leo essencial de tomilho € capaz
de desintegrar a membrana externa das células microbianas, induzir mudangas na
composicgdo de acidos graxos e fosfolipidios, influenciar a sintese de material genético,
permeabilizar e despolarizar a membrana citoplasmatica e causar o vazamento de ions
potassio, prétons e ATP, levando a perda do potencial de membrana e ao
comprometimento do metabolismo energético (POSGAY et al., 2022). Wang et al.,
(2022) relaciona o modo de agdo antimicrobiano do 6leo essencial de orégano a alteragédo
na sintese de proteinas, danificacdo das membranas, reducdo do contetdo de ATP
intracelular e vazamento de proteinas e desestabilizacédo das vias metabolicas (WANG, et
al., 2022).

Batista et al. (2019), avaliaram a inibicdo de Salmonella enterica sorovar
Typhimurium por carvacrol combinado com sorbato de potassio (carvacrol 78 pg/mL e
sorbato de potassio 39 ug/mL) in vitro e em extrato de tomate. O carvacrol e sorbato de
potéssio apresentaram concentragdo inibitéria minima in vitro de (312 pg/mL e 1250
pg/mL) e concentragdo bactericida minima (312 pg/mL e 10.000 pg/mL), na pasta de
tomate esta combinac&o inibiu completamente o crescimento bacteriano no terceiro dia
de armazenamento (BATISTA et al., 2019).

Cattelan et al., (2018), observaram os efeitos combinados do 6leo essencial
de orégano e do sal no crescimento de Escherichia coli em molho para salada. Vérias
combinacdes de dleo essencial de orégano e sal foram analisadas, porém a combinagéo
de 1,30% de sal e 0,2% de 6leo essencial de orégano promoveu a contagem de 5,8 UFC/g,
enguanto a combinacéo de 1,30 % de sal e 0,4 % de 6leo essencial de orégano conferiu a
contagem de aproximadamente 6,7 UFC/g (CATTELAN et al., 2018).

No presente estudo a combinacdo entre 6leo essencial de orégano e sorbato
de potéssio foi mais efetiva quando comparada as outras combinagdes, com CIM variando

de 2,08 a 8,33 mg/mL e CBM entre 6,25 a 12,5 mg/mL. Na anélise realizada em puré de
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tomate todos os tratamentos foram efetivos, levando a inibi¢do do crescimento bacteriano
no sétimo dia de armazenamento. Deste modo, observa-se que o sinergismo é uma
alternativa para reduzir a concentracdo de conservantes associados negativamente a
possiveis efeitos toxicos ao organismo humano, como o sorbato de potassio que pode
ocasionar reacdes de hipersensibilidade, como urticaria, asma e alergia (EFSA, 2015;
SOUZA et al., 2019).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os oOleos essenciais apresentaram sinergia antibacteriana quando avaliados
com 0s antimicrobianos comerciais como sorbato de potassio e nisina.

Dentre os sinergismos avaliados neste trabalho, o de maior relevancia foi a
combinacdo do 6leo essencial de orégano e sorbato de potassio, apresentando melhor
atividade antibacteriana frente a todas as cepas bacterianas analisadas.

Os achados do presente estudo reforcam que a mistura de 6leos essenciais e
agentes conservantes comerciais sintéticos podem ser uma alternativa promissora para

melhorar a conservacdo dos alimentos.
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