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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria

USO DE OLEOS ESSENCIAIS DE ESPECIARIAS PARA CONTROLE
DE COLIFORMES EM LINGUICA TOSCANA

AUTORA: DEISE FLORES SANTURIO
ORIENTADORA: LEADIR LucY MARTINS FRIES
Santa Maria, 17 de julho de 2015.

A deterioracdo de produtos alimentares, especialmente aqueles derivados de carne, por
microrganismos patogénicos ¢ um grande problema na industria. Escherichia coli é uma
bactéria anaerdbia facultativa de origem intestinal, e € um motivo de preocupacao no setor de
carnes. Neste contexto, os 6leos essenciais com suas propriedades antimicrobianas, seriam
uma forma natural de contribuirem com a reducéo da deterioracdo. Neste estudo avaliou-se a
atividade antimicrobiana de Oleos essenciais e seus componentes, in vitro, frente a 20
espécies de Escherichia coli de origem entérica, pertencente a colecdo de bactérias do
Laboratdrio de Pesquisas Micoldgicas da UFSM, usando a técnica de microdilui¢do de acordo
com o protocolo M31-A3. O oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris), e timol, 6éleo
essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum), e cinamaldeido e 6leo essencial de orégano
(Origanum vulgare) e carvacrol, foram os 6leos essenciais e seus componentes majoritarios
utilizados. Nestes testes, 0s 6leos essenciais apresentaram melhores resultados em relacdo aos
seus respectivos compostos. As médias geométricas de CIMs (concentracfes inibitorias
minimas) e CBMs (concentragdes bactericidas minimas) para os 6leos essenciais de orégano,
canela e tomilho ndo evidenciaram diferenga significativa (p > 0,05). Ainda avaliou-se a
atividade antimicrobiana dos mesmos, nas concentracdes de 8000 pg.ml™, 3200 pug.ml™?, 400
ug.ml™, 200 ug.ml* adicionados em massa de linguica Toscana , inoculada com Escherichia
coli ATCC 25922 (103 UFC. mI™). Aa anélises foram realizadas no periodo de 0, 10, 15, 20 e
30 dias, usando a técnica 3M Petrifilm placa para contagem de E.coli e coliformes (AOAC
991.14). Nos 30 dias de armazenamento da massa de linguica Toscana, houve uma reducéo na
contagem de coliformes totais e coliformes termotolerantes com adi¢do dos 6leos essenciais
em diferentes concentracdes. Os 0leos essenciais de canela e tomilho foram eficientes no
controle de coliformes a partir da concentracdo de 1600 pg.ml™?, enquanto que o 6leo
essencial de orégano foi eficiente desde a concentragdo de 200 pg.ml™ A analise sensorial
demonstrou que a linguiga Toscana adicionada do 6leo essencial de canela e 6leo essencial de
orégano nas concentragbes de 200 pg.ml™ e 400 pg.ml™, foi considerada aceitavel pelos
consumidores.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Escherichia coli. Linguica. Antimicrobiano. Alimentos.
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The food products deterioration by pathogenic microorganisms is a major problem especially
in meat industries. Escherichia coli is a facultative anaerobic bacteria of intestinal origin, and
is a cause of concern in the meat industry. The use of essential oils as inhibitors of growth of
spoilage and pathogenic microorganisms is a good natural choice contributing for the
reduction of food deterioration. This study aimed to evaluate twenty (20) in vitro activities of
E. coli strains retrieved from the collection of bacteria of Laboratério de Pesquisas
Micoldgicas of the Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). The microdilution
methodology was applied following the M31-A3 technique protocols. Thymol and the
essential oil of thyme (Thymus vulgaris), cinnamaldehyde and the essential oil of cinnamon
(Cinnamomum zeylanicum), carvacrol and the essential oil of oregano (Origanum vulgare)
were the main oils used along with their components. In these tests, the essential oils
presented better results than its constituents. Besides, in vitro tests had been carried out with
the same isolate in order to evaluate the antimicrobial activity of the thyme, cinnamon and
oregano essential oils. The geometric means of the MIC (minimum inhibitory concentration)
and MBC (minimal bactericidal concentration) for the essential oils of oregano, cinnamon and
thyme did not show relevant differences (p > 0.05). Afterwards, the activities of these oils
were evaluated against the growth of coliforms in the Toscana sausage mass. The samples
(Toscana sausage mass added with the essential oils) to the concentrations of 8000 pg.ml™,
3200 pg.ml™, 400 pg.ml™, 200 ug.ml™, with the addition of the strain (Escherichia coli) 10°
UFC/m. The samples were stored at 5°C and the analysis occurred in the periods of 0, 10, 15,
20 e 30 days using the 3M technique Petrifilm dish for counting the E.coli and coliforms
(AOAC 991.14). During the 30 days storage of the Toscana sausage mass, there was a
reduction in the counting of total coliforms and the thermotolerant coliforms with addition of
essential oils in different concentration levels. The sensory analysis of the Toscana sausage
added with the essential oils of cinnamon and oregano in the concentration of 200 pg.ml™ and
400 ug.ml™ were considered as acceptable by the consumers.

Keywords: Essential oils. Escherichia coli. Sausage. Antimicrobial. Food.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos 50 anos vem sendo usados procedimentos quimicos e fisicos como
protecdo contra esporos e patdgenos de alimentos (BENKEBLIA, 2004). Conservacdo de
alimentos tem sido um desafio, devido ao aparecimento de novos alimentos no mercado, que
requerem estabilidade na estocagem e protecdo contra microrganismos (MARINO et al.,
2001, BURT, 2004). A conservacao da carne envolve a aplicacdo de medidas para retardar ou
prevenir alteracbes microbioldgicas, quimicas ou fisicas que a tornam impropria para o
consumo ou que reduzem alguns aspectos da sua qualidade. Apesar de 0s varios tipos de
alteracdes serem significativos, a deterioragdo microbiolégica € a mais importante e
geralmente precede os outros tipos de deterioragdo da carne (KINSMAN et al., 1994). A
Escherichia coli patogénica pode ser veiculada por meio de alimentos contaminados, sendo
capaz de ocasionar desde leve diarreia até doencas graves como a sindrome urémica
hemolitica, dependendo do sorogrupo incriminado. Os manipuladores de alimentos podem
desempenhar importante papel na transmissdo de enfermidades veiculadas por alimentos,
tanto por habitos inadequados de higiene pessoal, ou por serem portadores de microrganismos
patogénicos. Os equipamentos e utensilios mal higienizados, assim como 0s vetores e pragas,
também contribuem para a contaminacdo dos produtos industrializados (FRANCO et al.,
2010). Tal como ocorre com todas as bactérias, a sobrevivéncia e crescimento de E. coli em
alimentos € dependente da interacdo de varios parametros intrinsecos e extrinsecos, tais como
temperatura, irradiacdo, pH, atividade de agua, ingredientes de cura e competicdo com outros
microrganismos (VARNAM & EVANS, 1996; BUCHANAN; DOYLE, 1997).

As linguicas constituem os derivados carneos fabricados em maior quantidade no
Brasil, pois sua elaboracdo, além de ndo exigir tecnologias sofisticadas, utiliza poucos e
baratos equipamentos. Por ser um produto frescal, a linguica ndo sofre tratamento térmico que
reduza a sua microbiota e, aliada a sua alta atividade de &gua, possui pequeno prazo de
validade comercial, apesar da utilizacdo do frio para sua conservacdo (TERRA, 1998;
BEZERRA et al., 2007). Consumidores tém exigido alimentos naturais caracterizados por
terem baixos niveis ou serem livres de aditivos quimicos e baixo impacto no ambiente
(BURT, 2004).

Nesse contexto, o uso alternativo de produtos naturais obtidos de plantas tem tido mais

atencdo, principalmente porque esses produtos possuem propriedades funcionais adicionais.
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Entre antimicrobianos naturais, os Gleos essenciais vem sendo muito estudados. Esses
possuem acgdo contra microrganismos esporulados e patogenos de alimentos (BAKKALI
et al., 2008; BURT, 2004). A atividade antimicrobiana de 6leos de plantas e extratos tem tido
muitas aplicacbes, incluindo conservacdo de alimentos crus e processados, produtos

farmacéuticos, medicina alternativa e terapias naturais (HAMMER et al., 1999).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antibacteriana dos 0leos essenciais de orégano (Origanum vulgare), canela
(Cinnamomum zeylanicum), tomilho (Thymus vulgaris) sobre o patdgeno Escherichia coli

inoculado em massa de linguica Toscana.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar a concentracao inibitéria minima, a partir de microdiluicdo em caldo,
dos 6leos essenciais de orégano, canela, tomilho e trés componentes encontrados
em Oleos essenciais timol, carvacrol, cinamaldeido sobre Escherichia coli in vitro.

e Determinar a concentracdo bactericida minima dos 6leos essenciais de orégano,
canela e tomilho e de trés componentes encontrados em 6leos essenciais timol,
carvacrol, cinamaldeido sobre Escherichia coli in vitro.

e Avaliar a atividade de 6leos essenciais de orégano, canela e tomilho frente a
Escherichia coli, inoculada em massa de linguica Toscana, durante o
armazenamento deste 5°C em 30 dias.

e Realizar a identificacdo e quantificacdo dos compostos presentes nos o0leos
essenciais de orégano, canela e tomilho.

e Avaliar sensorialmente a linguica Toscana adicionado dos 6leos essenciais de

orégano e canela.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Escherichia coli: Aspectos microbiol6gicos

Escherichia coli é a espécie predominante entre os diversos microrganismos
anaerdbios facultativos. Esse microrganismo pertence a familia Enterobacteriacea e entre
suas principais caracteristicas destacam-se: bacilos Gram-negativos, ndo esporulados capazes
de fermentar glicose com producéo de acido e gas. A maioria fermenta também a lactose, com
producdo de &cido e de gas, embora alguns sejam anaerogénicos (FRANCO; LANDGRAF,
2003).

Escherichia coli patogénica pode ser veiculada por meio de alimentos contaminados,
sendo capaz de ocasionar desde leve diarreia até doencgas graves como a sindrome urémica
hemolitica, dependendo do sorogrupo incriminado. Os manipuladores de alimentos podem
desempenhar importante papel na transmissdo de enfermidades veiculadas por alimentos,
tanto por habitos inadequados de higiene pessoal, ou por serem portadores de microrganismos
patogénicos. Os equipamentos e utensilios mal higienizados, assim como o0s vetores e pragas,

também contribuem para a contaminacéo dos produtos industrializados (FRANCO, 2010).

3.2 Oleos essenciais

De acordo com a Resolugdo CNNPA, n° 12, de 1978, condimentos ou temperos séo
produtos constituidos de uma ou diversas substancias sapidas, de origem natural, com ou sem
valor nutritivo, empregados nos alimentos com o objetivo de modificar ou exaltar o seu sabor
(Resolugio CNNPA n°12 de 1978). Oleos essenciais, conforme a ISO 9235:1997
(International Standard Organization), sdo produtos obtidos de partes de plantas através de
destilagdo por arraste com vapor d’agua, bem como os produtos obtidos pelo processamento
mecénico dos pericarpos de frutos citricos. De forma geral, s&o misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas, normalmente odoriferas e liquidas (ISO 9235, 1997). A
grande maioria dos Oleos essenciais é constituida de derivados fenilpropanoides ou de

terpenoides, sendo estes preponderantes (SIMOES et al., 1999).
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A atividade antimicrobiana de 6leos de plantas e extratos tem tido muitas aplicacoes,
incluindo conservacdo de alimentos crus e processados, produtos farmacéuticos, medicina
alternativa e terapias naturais (HAMMER et al., 1999). A maior parte da atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais de especiarias e ervas aromaticas parece estar associada
com compostos fendlicos (DAVIDSON & NAIDU, 2000). O efeito antimicrobiano esta
relacionado, principalmente, a alteracdo da permeabilidade e integridade da membrana celular
bacteriana (LAMBERT et al., 2001).

3.3 Composicao dos 6leos essenciais

Os oOleos essenciais sdo constituidos por misturas quimicas muito complexas. Os
componentes quimicos dos 6leos essenciais variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois
simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, esteres, acidos organicos fixos, em diferentes
concentragdes, onde, um composto farmacologicamente ativo é majoritario (SIMOES &
SPITZER, 2000). Destilacdo a vapor é o método mais comum usado para extracdo de 6leos
essenciais. Extracdo por meio de dioxido de carbono liquido sobre baixa temperatura e alta
pressdao produz um perfil organoléptico mais natural, mas ¢ uma técnica de alto custo
(MOYLER, 1998).

A diferenca no perfil organoléptico indica uma diferenca na composicdo de 6leos
essenciais obtidos por extracdo por solvente em oposi¢do por destilacdo e isso pode também
influenciar nas propriedades antimicrobianas. Isso é confirmado pelo fato dos 6leos essenciais
extraidos por hexano terem mostrado melhor atividade antimicrobiana do que éleos essenciais
extraidos por destilacdo a vapor (PACKIYASOTHY; KYLE, 2002). O teor de 6leo essencial
de diferentes plantas é muito variavel, dependendo de qual parte da planta é obtido (planta
inteira, flores, sementes, folhas, etc), da variedade, época de collheita e 0 método de cultivo.
Uma planta definida botanicamente pode de acordo com seu biotipo sintetizar componentes
ativos diferentes, com diferentes atividades terapéuticas e toxicidade (COSTA et al., 1990).

De modo geral, ¢leos essenciais produzidos de ervas colhidas durante ou
imediatamente apds florescer possuem forte atividade antimicrobiana (McGIMPSEY et al.,
1999; MARINO et al., 2001). Os compostos fendlicos sdo 0s principais responsaveis pelas
propriedades antimicrobianas dos OEs (COSENTINO et al., 1999).
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Os principais componentes antimicrobianos de alguns temperos e seus 6leos essenciais
sdo eugenol em cravo, aldeido cindmico e eugenol em canela e carvacrol e timol em orégano.
A atividade antimicrobiana de alguns componentes de 6leos essenciais contra patdégenos de

origem alimentar vem sendo testados (ULTEE et al., 2000).

3.4 AplicacGes dos 6leos essenciais

Oleos essenciais e extratos de plantas tém sido usado por uma ampla variedade de
propdsitos a milhares de anos (JONES,1996). Por volta do século XIII os éleos essenciais
comecaram a ser comercializados por farmécias e seus efeitos farmacoldgicos descritos em
farmacopeias (BAUER et al., 2001). Algumas propriedades farmacolégicas de diversos 6leos
essenciais ja estdo bem estabelecidas, como por exemplo as a¢Bes carminativa (funcho, erva-
doce, coentro, menta), antiespasmodica (camomila, marcela), estimulante de secrecdes do
sistema digestorio (gengibre), estimulante (6leos essenciais contendo canfora) ou depressora
(melissa, capim-limédo) do sistema nervoso central, secretolitica sobre o aparelho respiratorio
(eucalipto, anis-estrelado), anestésico local (cravo da india), anti-inflamatéria (camomila,
salsdo) e anti-séptica, entre outras. Compostos presentes em 0leos essenciais, como o citral, 0
geraniol, o linalol e o timol possuem elevada atividade antisséptica (SIMOES et al., 1999).

Alguns dos compostos fendlicos das plantas tem demonstrado excelente atividade
antimicrobiana, assim como reduzindo a atividade do oxigénio, inibindo a peroxidagéo
lipidica, estabilizando a gordura presente em alimentos, consequentemente extratos tem sido
usados para este fim (MASAKI et al., 1995; DIGRAK et al., 2001).

O uso dos oleos essenciais em bens de consumo devera aumentar no futuro devido ao
aumento do consumismo verde, que estimula o uso e desenvolvimento de produtos derivados

de plantas. Isto aplica-se aos setores de alimentos cosméticos e medicamentos (BURT, 2004).

3.5 Atividade antibacteriana dos 6leos essenciais

Testes da atividade antimicrobiana podem ser classificados por difuséo, dilui¢do, ou

métodos bioautograficos (BURT, 2004). A inexisténcia de uma técnica internacionalmente
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padronizada para avaliacdo de Oleos essenciais e extratos vegetais permite que diferentes
protocolos sejam utilizados, 0 que compromete as comparacbes de resultados
(VIUDA-MARTOS et al., 2008; SMITH-PALMER et al., 1998).

Smith-Palmer et al. (1998) e Hoferl et al. (2009) relataram importante atividade
antimicrobiana do OE de orégano frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas,
incluindo E. coli. Burt et al. (2003) observaram que os 0leos essenciais de orégano e tomilho
possuem significativa atividade bacteriostatica e bactericida frente E. coli O157:H7, isoladas
de fezes de bovinos. Os compostos fendlicos carvacrol e timol, enquanto fracdes majoritarias,
garantem tais atividades. Essa atividade também tem sido relatada frente a fungos
leveduriformes sensiveis e resistentes aos antimicoticos (POZZATTI et al., 2010).
SANTURIO et al. (2011) evidenciaram gque os 6leos essenciais de alecrim, salvia, manjericao
e gengibre ndo apresentaram atividade antimicrobiana frente a E.coli isoladas de aves e
bovinos. Todavia, Viuda-Martos et al. (2008) e Delamare et al. (2007) relataram atividade
antimicrobiana dos Oleos essenciais de salvia e alecrim frente a Staphylococcus spp,
Enterobacter gergoviae, E. amnigenus, Lactobacillussake, e L. curvatus. Si et al. (2008)
relataram a atividade do 6leo essencial de orégano sobre E. coli ESBL resistentes a multiplos
antibacterianos. Frente a Candida, sensiveis e resistentes ao fluconazol, Pozzatti et al. (2010)
descreveram atividade antifingica dos OES independentemente do perfil de resisténcia dos
microrganismos.

Mahboubi e Bidgoli (2010) relataram que o Oleo essencial de Zataria multiflora
(condimento iraniano semelhante ao tomilho) composto por timol (38%), carvacrol (15,3%) e
p-cimene (10,2%) apresentou atividade antimicrobiana similar frente a isolados de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) e sensiveis (MSSA).

3.6 Aplicagéo dos 0leos essenciais em carnes e produtos carneos

Nos ultimos 50 anos vém sendo usados procedimentos quimicos e fisicos como
protecdo contra esporos e patdgenos de alimentos (BENKEBLIA, 2004). Conservagdo de
alimentos tem sido um desafio, devido ao aparecimento de novos alimentos no mercado, que
requerem estabilidade na estocagem e protegdo contra microrganismos (MARINO et al.,
2001; BURT, 2004). A conservacao da carne envolve a aplicagcdo de medidas para retardar ou

prevenir alteracBes microbioldgicas, quimicas ou fisicas que a tornam imprépria para o
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consumo ou que reduzem alguns aspectos da sua qualidade. Apesar de os Varios tipos de
alteracbes serem significativos, a deterioracdo microbiolégica é a mais importante e
geralmente precede os outros tipos de deterioracdo da carne (KINSMAN et al., 1994).
Consumidores tém exigido alimentos naturais caracterizados por terem baixos niveis ou serem
livres de aditivos quimicos e baixo impacto no ambiente (BURT, 2004).

Nesse contexto, 0 uso alternativo de produtos naturais obtidos de plantas tem tido mais
atencdo, principalmente porque esses produtos possuem propriedades funcionais adicionais.
Entre os antimicrobianos naturais, os 0leos essenciais vém sendo muito estudados. Esses
possuem acdo contra microrganismos esporulados e patdgenos de alimentos (BAKKALI
etal., 2008; BURT, 2004). De acordo com Gutierrez et al. (2008) a aplicacdo dos Oleos
essenciais para o controle de patdgenos e bactérias de deterioracdo de alimentos exige a
avaliacdo de uma série de aspectos : os efeitos sobre as propriedades organolépticas, o grau de
atividade contra os organismos de preocupacéo para o produto e os efeitos da composic¢do do
alimento sobre a atividade antimicrobiana.

Bussatta et al. (2008) encontraram atividade bacteriostatica sobre Escherichia coli do
Oleo essencial de manjerona (Origanum majorana) em baixas concentracfes aplicado em
linguica frescal. Viuda-Martos et al. (2009) constataram que a adigdo de fibra de laranja e
6leo essencial de orégano ou tomilho como ingredientes na massa de carne para producao de
mortadela tipo Bologna aumenta a estabilidade oxidativa do produto, sendo uma alternativa
para reduzir os niveis de nitrito do produto.

Um dos grandes desafios da industria alimenticia € o controle da contaminacdo e
propagacao de Listeria monocytogenes em produtos carneos prontos para 0 cConsumo uma vez
que este microrganismo pode sobreviver no ambiente das plantas de processamento e em
temperaturas de refrigeracdo (MYTLE et al., 2006). Menon e Garg (2001) pesquisaram o 6leo
de cravo e acharam atividade antilistérica do mesmo, embora em altas concentragcdes 0
mesmo pode alterar as caracteristicas organolépticas do produto. Lopez et al. (2005),
estudaram a atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais do cravo e canela sobre diversos
microrganismos contaminantes de alimentos e observaram que ambos o0s 6leos apresentaram
uma excelente acdo antibacteriana e antifingica. Esses autores também observaram que 0s
Oleos tiveram uma poténcia maior para os fungos, seguido das bactérias Gram positivas,
sendo P. aeruginosa a bactéria que apresentou maior resisténcia ao 6leo essencial.

Deans e Svoboda (2006) em um estudo sobre a atividade antimicrobiana do 6leo de O.
majorana sobre 25 bactérias e cinco espécies fungicas, mostraram um poder inibitério sobre

consideravel nimero de bactérias, como S. aureus. A salmonelose, causada por Salmonella
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spp., é a principal das doencas transmitidas por alimentos contaminados, ocupando posi¢do
destacada no campo da satde publica pelas suas caracteristicas de morbidade e, em particular,
pela dificuldade de seu controle.

Silva et al. (2010) avaliaram a interferéncia da origem e do teor de compostos
fendlicos de dleo essencial de orégano de cinco marcas comerciais provenientes de diferentes
regides do mundo na atividade inibitoria frente a Salmonella enteritidis. Os autores
concluiram que a multiplicacdo desta bactéria pode ser inibida pelo 6leo essencial de orégano,
cuja acdo antimicrobiana aparentemente independe da regido produtora de orégano ou da
época do ano. No entanto, 6leos essenciais de orégano que possuem p-cimeno, gama-
terpinemo e carvacrol podem ter seu efeito antimicrobiano frente a Salmonella enteritidis
potencializado.

Careaga et al. (2003), avaliaram a atividade antibacteriana de um extrato de pimentéo
sobre Salmonella typhimurium e Pseudonomas aeruginosa em carne bovina moida e
observaram que a concentracdo de 1,5% (v/p) do extrato foi capaz de inativar Salmonella,
enguanto a concentracdo de 0,3% foi bacteriostatica para P. aeruginosa. Busatta et al. (2007),
encontraram resultados promissores em andlises microbioldgicas e sensoriais de linguica

fresca adicionada de pequenas concentracdes de 6leo essencial de orégano.

3.7 Mecanismo de a¢ao antimicrobiana dos 6leos essenciais

Geralmente os mecanismos de acdo de compostos naturais sdo desintegracdo da
membrana citoplasmaética, desestabilizacdo da forga proton motriz (FPM), fluxo de elétrons,
transporte ativo e coagulacdo do conteudo da célula. Nem todos os mecanismos de acdo agem
em alvos especificos, podendo alguns sitios serem afetados em consequéncia de outros
mecanismos (BURT, 2004).

Entende-se que a inibicdo do crescimento microbiano pelos 6leos essenciais seja
devido ao dano causado a integridade da membrana celular pelos componentes lipofilicos do
oleo essencial, o que acaba por afetar a manutencdo do pH celular e o equilibrio de ions
inorganicos (COWAN, 1999; PETER, 2004).
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3.8 Embutidos frescais

Linguica é o produto carneo industrializado, obtido de carnes de animais de agougue,
adicionados ou ndo de tecidos adiposos, ingredientes, embutido em envoltério natural ou
artificial e submetido ao processo tecnoldgico adequado (BRASIL, 2000).

Ao longo da histdria, foram se desenvolvendo novos produtos, com sabores e texturas
caracteristicos, de certa forma, como exposta as necessidades de cada zona geogréafica; assim,
0s produtos cozidos desenvolveram-se na Europa, onde as condic¢des climaticas permitiam sua
conservagdo e sSeu armazenamento, enquanto os embutidos crus curados sdo mais
caracteristicos da Europa meridional, jA que sdo produtos mais estaveis a temperaturas
moderadas. Atualmente a elaboracdo de produtos carneos € considerada uma tecnologia
altamente sofisticada, na qual as inovagdes na engenharia mecénica, a imaginacdo do
fabricante e a pesquisa de institui¢des, tanto publicas como privadas, fazem desses produtos
um setor de grande futuro (ORDONEZ, 2007).

As linguicas constituem os derivados carneos fabricados em maior quantidade no
Brasil, pois sua elaborag¢do, além de ndo exigir tecnologias sofisticadas, utiliza poucos e
baratos equipamentos. Por ser um produto frescal, a linguica ndo sofre tratamento térmico que
reduza a sua microbiota e, aliada a sua alta atividade de &gua, possui pequeno prazo de
validade comercial, apesar da utilizacdo do frio para sua conservacdo (TERRA, 1998;
BEZERRA et al., 2007).

As provaveis fontes de contaminagcdo compreendem as carnes, as tripas ou envoltorios,
0s temperos ou condimentos, bem como a &gua utilizada em todas as aplicacfes de limpeza e
manutencdo (MANHOSO, 1996). Dentre os principais pontos criticos da comercializagdo de
embutidos frescais estdo as precérias condigdes fisicas e higiénicas das feiras livres, a falta de
treinamento dos produtores/proprietarios dos estabelecimentos e os produtos fora do prazo de
validade (MARTINS et al., 2006).

Como sua fabricacdo requer uma serie de etapas de manipulagdo, elevam-se as
possibilidades de contaminacdo por diversas espécies de microrganismos patogénicos ou
deterioradores, o que pode comprometer a qualidade microbiologica do produto final
(MARQUES et al., 2006). O processo de abate dos animais permite a contaminacdo dos
tecidos, antes estéreis, por microrganismos como bactérias gram negativas, Escherichia coli,
Samonella, Pseudomonas e Achromobacter, associados com o trato intestinal ou meio

ambiente. O estado microbioldgico inicial da carne utilizada na elaboragdo de produtos
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derivados é de importancia critica na qualidade microbiologica desses produtos, por
conseguinte, sobre sua vida atil. Apesar da incidéncia de patdgenos ser alta, os embutidos
frescais sdo geralmente seguros, pois sdo cozidos antes do consumo. Entretanto, as
toxinfeccdes alimentares podem ocorrer pelo consumo do produto insuficientemente cozido
ou contaminado apds o cozimento (VARNAM & SUTHERLAND, 1998).
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ABSTRACT

Background: The deterioration of food products, especially of those derived from meat, by pathogenic microorganisms
is a major problem in industries. Escherichia coli is a facultative anaerobic bacteria of intestinal origin, and is a cause of
concern in the meat industry. The use of essential oils as inhibitors of growth of spoilage and pathogenic microorganisms
is a good choice for replacement of chemical additives in foods. This study was aimed at evaluating the in vitro activity
of the essential oil of thyme (Thymus vulgaris) and thymol, against E. coli strains, by using a microdilution methodology
based on the M31-A3 technique.

Materials, Methods & Results: In this study the antimicrobial activities of the essential oil of Thymus vulgaris (thyme) and
of the thymol compound were evaluated against 20 E. coli strains obtained from poultry and pigs. The strains are part of the
collection of bacteria of the Laboratério de Pesquisas Micoldgicas of the Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).
The essential oil of thyme and its constituent, thymol, were commercially acquired (Sigma-Aldrich). Gas chromatogra-
phy mass spectrometry (GC/MS) was realized on a Agilent chromatograph Model HP 6890 series CG, equipped with a
mass selective detector 5973 with electron impact (CG-MS-EI) and identified p-cymene (23.71%), thymol (13.86%) and
y-terpinene (8.55%) as the major substances present in the thyme essential oil. The essential oil constituents were identi-
fied by comparing their mass spectra with those from the National Institute of Standards and Technology. The minimum
inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC) were determined for each isolate by using
the broth microdilution technique based on the M31-A3 protocol. The geometric means of the MICs and MBCs against
E. coli strains were of 627.7 pg.mL! and 990.2 pg.mL"! for the thyme essential oil and of 2786 pg.mL! and 2540 pg.mL!
for the thymol. These results show that the essential oil of thyme is a potential antimicrobial, and deserves further studies
to be safely used as a preservative in foods.

Discussion: The use of condiments, accompanied the process of civilization of humankind, which assures very low or no
toxicity. These essential oils contain major components with significant antimicrobial activity. In this context, therefore,
targeted studies are relevant to determine which essential oils are more active. Nonetheless, the inexistence of an interna-
tional standardized technique for the evaluation of essential oils and vegetable extracts allows the use of different protocols,
hampering the comparison of the results. The M31-A3 protocol used in our experiment is the most recommended among
the techniques found in the literature. In this study, the essential oil of T. vulgaris and its major compound thymol showed
bacteriostatic and bactericidal activities against E. coli strains in vitro. Nonetheless, the activity of the essential oil was
superior to the compound alone. Such finding is explained by the fact that the high antimicrobial activity showed by some
essential oils results from the synergism of the major components The use of essential oils is a viable and alternative option
to replace chemical additives in food. Notwithstanding, more studies on the components of the essential oils are required
to ensure their safety in food. The sensorial analysis is also an important item to be evaluated to estimate consumer ac-
ceptance of the product.

Keywords: Escherichia coli, thymol, thyme, Thymus vulgaris, antimicrobial activity, essential oil.
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INTRODUCTION

Escherichia coli is the predominant species
among facultatively anaerobic intestinal bacteria. The
ability to ferment glucose and lactose and to produce
acid are amongst the characteristics of this gram
negative bacillus of the family Enterobacteriaceae [9].
The conservation of meat products usually involves
measures to retard or prevent microbiological, chemi-
cal and physical alterations, which would impact on
organoleptic quality or make them inappropriate for
consumption. Indeed, microbiological deterioration
is the most important and often precedes other meat
alterations [11]. On the other hand, consumers have
demanded safer products, i.e., not only free of harm-
ful biological agents but virtually free of chemical
compounds [3].

In this context, the essential oils obtained from
condiment and seasoning plants such as basil, cinna-
mon, oregano, rosemary, sage and thyme have been
object of study, because besides their organoleptic
properties these compounds have further functional
properties. Since the major constituents of these essen-
tial oils are terpene hydrocarbons, alcohols, aldehydes,
ketones, phenols, esters and organic acids, at different
concentrations and with a major pharmacologically
active component [15], they possess inhibitory activ-
ity against food-borne pathogens [1,3]. Among these
substances, the phenolic compounds are the main
responsible for the antimicrobial properties of the es-
sential oils [6].

This study was aimed at evaluating the in
vitro activity of the essential oil of thyme (Thymus
vulgaris) and its major constituent, thymol, against
E. coli strains, by using a microdilution methodology
based on the M31-A3 technique [5].

MATERIALS AND METHODS

Microorganisms

Twenty E.coli enteric strains obtained from
pigs and poultry were used. The strains had been previ-
ously identified by PCR and are part of the collection
of bacteria of the Laboratério de Pesquisas Micolégicas
of the Universidade Federal de Santa Maria.

Gas chromatography mass spectrometry (GC/MS) analy-
sis of the essential oil

The essential oil of thyme and its major con-
stituent, thymol, were commercially acquired'. GC/MS

analysis of the essential oil of thyme was determined on
a Agilent chromatograph (Model HP 6890 series CG),
equipped with a mass selective detector 5973 with
electron impact (CG-MS-EI) and a capillary column
DB-5MS (30 m x 320 mm x 0.25 pm). Helium (carrier
gas; 99.999%) flowed at a constant rate of 22.7 mL/
min. The oven temperature program consisted of ramp-
ing up from 60°C to 325°C. Ionization was achieved
by electron impact using an emission current of 70eV
at an interface temperature of 310°C. The essential
oil constituents were identified by comparing their
mass spectra with those from the National Institute of
Standards and Technology.

Determination of minimum inhibitory concentrations
(MICs) and minimum bactericidal concentrations (MBCs)
One gram of the thyme oil and of thymol were
diluted first in methanol to the concentration of 640
mg mL™! (solution I) and then in Mueller-Hinton (MH)
broth3 to the concentration of 6400 pg mL! (solution
II). Thereafter, 100 pL of the solution II were added
by serial dilution to 96-well plates containing 100 pL.
of MH broth, according to the CLSIM31-A3 guidance
[5]- The concentration for both substances ranged from
3200 to 100 pg mL. The strains of E. coli grown in
MH agar were suspended in 0.85% saline to achieve
0.5 McFarland (1 x 108 CFU.mL™"). Then 10 pL. (1x10°
CFU.mL™") of this inoculum were added to each well
of the microdilution plates, which were incubated
at 35°C for 24h. The MIC was defined as the lowest
concentration of compound at which no growth was
evident compared to positive control (broth only). Im-
mediately after the MICs were determined, the MBCs
were assayed by transferring 10 pL. from each culture
with a compound concentration equal to or greater than
the established MIC to MH agar plates. The MBC was
defined as the lowest drug concentration at which no
growth could be observed after 24 h of incubation at
35°C. All of the assays were performed in duplicate.

Statistical analysis

The non-parametric Mann-Whitney test was
used to compare data between the two groups (P <0.05).

RESULTS

Chromatographic analysis identified p-cymene
(23.71%), thymol (13.86%) and y-terpinene (8.55%)
as the major substances present in the thyme essential
oil (Table 1).
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Table 1. Chemical composition and yield percentage of the essential oil of thyme.

Compound Percentage
p-Cymene 23.71%
Thymol 18.39%
y-Terpinene 8.55%

Linalool 6.5%

1-R-a-pinene 5.04%
Camphor 3.24%
Borneol 2.15%
Carvacrol 2.15%
Caryophyllene 3.51%

The geometric means (GMs) of the MICs and
MBCs against E. coli strains were of 627.7 pg.mL-1
and 990.2 pg.mL™" for the thyme essential oil and of
2786 pg.mL* and 2540 pg.mL! for the thymol com-

pound, respectively (Table 2). The significant lower
MIC and MBC GMs (P < 0.05) showed that the es-
sential oil of thyme had better activity than its major
component thymol used alone.

Table 2. Antimicrobial activity (ug.mL") of thymol and of the essential oil of thyme against 20 Escherichia coli strains.

MBC MIC
Range GM MIC50 MICS0 Range GM
Thymol  3200-1600 27864 3200 3200 6400-1600 25401
Thyme 3200-400 627.78 800 800 6400-400 990.28

MIC: minimum inhibitory concentration; MBC: minimum bactericidal concentration; MIC50: lowest concentration able to
inhibit 50% of the isolates; MIC90: lowest concentration able to inhibit 90% of the isolates; GM: geometric mean of MIC.
Different superscript letters in a column indicates statistically difference (P < 0.05; Mann-Whitney test).

DISCUSSION

The inexistence of an international standard-
ized technique for the evaluation of essential oils and
vegetable extracts allows the use of different protocols,
hampering the comparison of the results [16,17]. The
M31-A3 protocol [5] used in our experiment is the
most recommended among the techniques found in
the literature.

In this study, the essential oil of T: vulgaris and
its major compound thymol showed bacteriostatic and
bactericidal activities against E. coli strains in vitro.
Nonetheless, the activity of the essential oil was supe-
rior to the compound alone. Such finding is explained
by the fact that the high antimicrobial activity showed
by some essential oils results from the synergism of
the major components [8].

The antimicrobial activity of the thyme es-
sential oil and of thymol has been evaluated in other
studies. Ivanovic et al. [10] reported significant activ-
ity of the extract and essential oil of thyme against

E. coli and Salmonella strains, with MIC of 640 ug mL".
Such activity was attributed to the high concentration
of thymol in the extract (39.7%) and in the essential oil
(48.49%). It was also reported antimicrobial activity of
the essential oil of thyme against E. coli 5% (V/V) and
other food bome bacteria [14]. An important role of
bacteriostatic and bactericidal activity of the essential
oils of thyme and oregano against E. coli O157:H7
isolated from bovine feces has also been observed [4].
The phenolic compounds carvacrol and thymol are
responsible for the activity of these oils.

The essential oil of thyme has also been re-
ported to show activity against yeasts susceptible and
resistant to antifungal drugs [13]. Interestingly, Klaric
et al. [12] found three-times stronger inhibition of
pure thymol against different mould species than the
thyme oil, which was constituted mainly of p-cymene
(36.5%), thymol (33%) and 1,8-cineole (11.3%). The
results differ from our study, where the activity of
the essential oil of thyme was superior to its major
compound thymol. In another study, Baskaran et al.
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[2] investigated the antimicrobial activity of plants to the compound alone. This finding also highlights the
containing trans-cinnamaldehyde, eugenol, carvacrol  potential use of the essential oil of thyme as a substitute
and thymol, and found trans-cinnamaldehyde as the for artificial inhibitors of food spoilage and pathogenic
compound with the best activity against the main  microorganisms.
pathogens of mastitis, including E. coli. MANUFACTURERS

'Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA.

’Hewllet Packard, Palo Alto, CA, USA.

It was showed that the essential oil of thyme  *Merck, Darmstadt, Germany.

and the corppound thymOI_ have antimicrobial activity Declaration of interest. The authors report no conflicts of
in vitro against E. coli strains. The MIC and MBC val- interest. The authors alone are responsible for the content and
ues obtained showed that the essential oil was superior  writing of the paper.
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RESUMO

A deterioracdo de produtos alimentares, especialmente aqueles derivados de
carne, por microrganismos patogénicos € um grande problema na industria. Escherichia
coli é uma bactéria anaerdbia facultativa de origem intestinal, e € um motivo de
preocupacdo no setor de carnes. A utilizacdo de 6leos essenciais como inibidores do
crescimento de microrganismos patogénicos e deterioracdo é uma boa escolha para a
substituicdo de aditivos quimicos nos alimentos. Este estudo teve como objetivo avaliar
a atividade in vitro dos 0leos essenciais de canela (Cinnamomum zeylanicum), orégano
(Origanum vulgare), cinamaldeido e carvacrol contra cepas de Escherichia coli, usando
uma metodologia de microdiluicdo com base na técnica M31-A3. Os 06leos essenciais de
Cinnamomum zeylanicum e Origanum vulgare e os compostos cinamaldeido e
carvacrol apresentaram atividade bactericida frente aos isolados de Escherichia coli. Os
CIMs e CBMs mostraram que o OE de canela e o OE de orégano obtiveram atividade
antimicrobiana superior em relagdo aos seus respectivos compostos majoritarios. Logo,
os 6leos essenciais poderiam uma alternativa ao uso de conservantes gquimicos nos
alimentos, porém maiores estudos Sd0 necessarios para gque essas substancias sejam

usadas com seguranga.
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orégano, carvacrol.

ABSTRACT

The food products deterioration , especially of those derived from meat, by pathogenic
microorganisms is a major problem in industries. Escherichia coli is a facultative
anaerobic bacteria of intestinal origin and is a concern in the meat industry. The use of
essential oils as inhibitors of growth of spoilage and pathogenic microorganisms could
be a good choice for replacement of chemical additives in foods. This study aimed to
evaluate the in vitro activity of the essential oil of cinnamon (Cinnamomum
zeylanicum), oregano (Origanum vulgare), cinnamaldehyde and carvacrol against
Escherichia coli strains, by using a microdilution methodology based on the M31-A3
technique.

KEYWORDS: Escherichia. coli; essential oils; cinamaldehyde; cinnamon, oregano,

carvacrol

INTRODUCAO

Escherichia coli € a espécie predominante entre as bactérias intestinais
anaerobicas facultativas e ndo esporuladas, pertencendo a familia Enterobacteriaceae,
sendo um bacilo Gram-negativo fermentador da glicose e lactose com producdo de
acido e gas, dentre alguns atributos Gteis na sua identificacdo (ITO, 2007).

Os principais microrganismos envolvidos nos processos de contaminagdes de
alimentos sdo as bactérias, pois atuam sobre numerosos tipos de substratos, com
diferentes temperaturas, pH e condicdes do meio ambiente. Tendo em vista aos
problemas de resisténcia de microrganismos a antibidticos e desinfetantes
convencionais e diante da atual tendéncia do mercado de utilizar produtos
ecologicamente seguros, 0 emprego de 6leos essenciais para a conservagdo de alimentos
e controle fitossanitario vem sendo muito estudado, propiciando o desenvolvimento de
técnicas que procuram reduzir os efeitos negativos de oxidantes, radicais e
microrganismos causadores de grandes prejuizos as industrias alimenticias (PEREIRA
et al., 2008; SACCHETTI et al., 2005).
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Oleos essenciais (OEs) sdo liquidos gordurosos obtidos de material de plantas
(flores, brotos, sementes, folhas, galhos, cascas, ervas, madeira, frutas e raizes). Podem
ser obtidos por expressdo, fermentacdo ou extragdo, mas o método de destilacdo a vapor
¢ 0 mais usado comercialmente para producdo de OEs (VAN de BRAAK and
LEIJTEN, 2009). Os 6leos essenciais possuem agdo contra microrganismos esporulados
e patégenos de alimentos (BAKKALI et al., 2008; BURT et al., 2004). A estrutura
quimica dos componentes individuais do dleo essencial afetam no seu modo de acéo e
atividade bacteriana (DORMAN and DEANS, 2000).

O orégano pertence a familia Lamiaceae, é originaria dos paises mediterraneos,
também conhecida como manjerona brava. As propriedades medicinais sao
expectorantes, antioxidante, diurética, antiséptica, calmante e tonico digestivo. Seu 6leo
essencial é rico em carvacrol, timol e terpineol (CACERES, 1999). Canela é
tradicionalmente cultivado em paises asiaticos. Possui atividade antibacteriana,
antifingica, inseticida e propriedades antioxidantes. O principal constituinte do dleo
essencial de canela, cinamaldeido, exibe atividade antimicrobiana contra diversos
microrganismos (SANLA-EAD et al., 2012).

Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro dos 0leos essenciais de canela (Cinnamomum zeylanicum),
orégano (Origanum vulgare) e dos compostos cinamaldeido e carvacrol contra 20

isolados de Escherichia coli.
MATERIAL E METODOS
Microrganismos
Foram avaliadas 20 amostras de Escherichia coli de origem entérica do
Laboratorio de Pesquisas Micoldgicas (LAPEMI) da Universidade Federal de Santa

Maria (UFSM), sendo as mesmas provenientes de animais sadios.

Oleos essenciais
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Foram avaliados os OEs (6leos essenciais) de canela, orégano e 0s compostos
cinamaldeido e carvacrol. Foram adquiridos comercialmente lacrados em frascos ambar
(Merck).

Andlise GC-MS do 6leo essencial

A andlise qualitativa do Oleo essencial foi determinada utilizando o
cromatografo HP 6890 Série CG system com detector seletivo de massas HP 5973 com
Impacto de elétrons (CG-MS-EI) coluna capilar DB-5MS Agilent Technologies (30m x
320mm x 0,25um). O gés de arraste utilizado foi Helio (99,999% de pureza) na
velocidade de 22,7 ml/min. A rampa de aquecimento do forno variou de 60°C a 325°C.
A energia de ionizacdo utilizada foi de 70 eV e a temperatura de interface foi de 310°C.
Os componentes do 6leo essencial foram identificados por comparacao de espectro de

massas pela biblioteca NIST (National Institute of Standards and Technology).

Determinacdo das concentracdes inibitérias minimas (CIMs) e concentracfes

bactericidas minimas (CBMs)

Apos pesagem de 1g, cada 6leo essencial foi diluido com metanol até atingir a
concentracdo de 640mg. ml™ (solucdo ). A seguir, foi diluido na proporcdo de 1:100
em Caldo Muller-Hinton, obtendo-se a concentragio de 6400pug ml™ (solucéo 11). Com
base no documento M31-A3 (CLSI, 2008), volumes de 100ul de caldo Muller-Hinton
eram distribuidos nos pocos de uma placa de microtitulagdo. Em seguida, 100ul da
solucdo Il eram acrescidos ao primeiro poco e, ap6s homogeneizacao, transferia-se para
0 segundo e assim sucessivamente, obtendo-se concentragdes finais de 3200, 1600, 800,
400, 200, 100pg ml™. As coldnias de Escherichia coli foram desenvolvidas no Agar
Muller-Hinton, suspensas em solucdo salina 0,085% obtendo-se uma turvacao
equivalente ao tubo 0,5 da Escala Mac Farland (1x10® UFC.mI™). Desta suspenséo,
inoculava-se 10ul (1x10° UFC.mI™) em cada pogo ja contendo os 6leos essenciais. As
microplacas eram incubadas durante 24h/35°C, em condicGes de aerobiose. A CIM
consistiu na menor concentracdo do oOleo essencial capaz de causar inibicdo total do
crescimento bacteriano. Esses ensaios foram realizados em triplicata.

As CBMs foram determinadas a partir dos pocos onde, apds 24hs de incubagao

ndo havia crescimento bacteriano visiveis. Destes transferia-se uma aliquota de 10ul
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para a superficie do agar Muller-Hinton. Apds 24hs de incubacéo a 35°C, registrava-se
a menor concentracdo dos 0leos essenciais, nos quais ndo se evidenciava crescimento
bacteriano. Esses ensaios foram também realizados em triplicata. A CBM foi definida

como a menor concentracdo do 6leo essencial capaz de causar a morte do indculo.

Andlise Estatistica

Os dados foram analisados através do teste de Dunn com nivel de significancia
de (p < 0,05).

RESULTADOS

As analises cromatograficas dos 6leos essenciais de canela e orégano utilizados

neste estudo estdo expressos nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Cromatograma do 6leo essencial de canela

Composto quimico Porcentagem
benzaldehyde 1,89%
trans- cinnamaldehyde 64,98%
cynnamy| acetate 5,89%
cinnamaldehyde 15,65%

Tabela 2. Cromatograma do 6leo essencial de orégano

Composto quimico Porcentagem
p-cimene 16,58%
(-)-B-pinene 2,09%
a-Terpinene 2,24%
1,4-cyclohexadiene 8,48%
B-Linalool 2,77%
caryophyllene 3,73%
carvacrol 43,36%

thymol 13,86%
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A atividade antimicrobiana (pg.ml™) dos 6leos essenciais de orégano e canela e
compostos cinamaldeido e carvacrol contra Escherichia coli spp encontra-se na Tabela
3. As médias geométricas (MGs) das Concentra¢Bes Inibitorias Minimas CIMs e
Concentracfes Bactericidas Minimas (CBMs) dos OEs contra isolados de Escherichia
coli foram: Cinnamom zeylanicum [CIM = 828,21 pug. mL™ e CBM = 2011,21 pg.mL™*
], Origanum vulgare [CIM = 672,72 ug. mL™ e CBM = 2039,30 pg. mL™ ] e dos
compostos cinamaldeido [CIM = 3091 pg.mL™* e CBM = 5198,42 pg.ml™] e carvacrol
[CIM = 242515 pug. mL™* e CBM = 3429,68 pug. mL™].

Neste estudo as médias geométricas das CIMs indicaram que o OE de canela e
OE de orégano obtiveram mesma atividade antimicrobiana frente aos isolados e foram

mais ativos (P < 0,05), em relacdo aos compostos.

Tabela 3. Atividade antimicrobiana (pg.ml™) dos 6leos essenciais de orégano e canela e compostos
cinamaldeido e carvacrol contra Escherichia coli spp.

CIM —— CBM
Variagdo MG Variagdo MG
Cinamaldeido  3200-1600 3091* 6400-3200  5198,42"
Carvacrol 3200-1600 2425,15" 6400-1600  3429,68 *®
Orégano 3200-400 672,72° 6400-800 2039,30 °
Canela 3200-400 828,21° 6400-800 2111,21°

CIM = concentracdo inibitéria minima, CBM = concentragcdo bactericida minima, MG = médias
geométricas onde letras iguais na mesma coluna significam mesma atividade antimicrobiana. Para
comparac6es entre CIMs e CBMs da MG foi usado o Teste de Dunn (P < 0.05).

DISCUSSAO

As propriedades antimicrobianas dos 0leos essenciais de plantas aromaticas séo
reconhecidas desde a Antiguidade (SIMOES; SPITZER, 2012). Neste estudo avaliou-se

a atividade antibacteriana dos 6leos essenciais de canela e orégano e dos compostos
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cinamaldeido e carvacrol frente a isolados de Escherichia coli. Testes da atividade
antimicrobiana podem ser classificados por difusdo, diluicdo, ou métodos
bioautograficos. A inexisténcia de uma técnica internacionalmente padronizada para
avaliacdo de Oleos essenciais e extratos vegetais permite que diferentes protocolos
sejam utilizados, o0 que compromete as comparacdes de resultados (VIUDA-MARTOS
et al., 2008; SMITH-PALMER et al., 1998). A atividade antimicrobiana do 0leo
essencial de canela e do cinamaldeido confirmou estudos anteriores. Andrade et al.
(2012) avaliou a atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais de citronela, canela e
gengibre, dentre estes, o Oleo essencial de canela foi 0 mais efetivo na inibicdo de
bactérias Gram negativas e Gram positivas, entre estas, Escherichia coli ATCC 11229
com CIM = 1562 pg.mL™, este resultado pode estar relacionado pela presenca do
componente majoritario aldeido cinamico em elevada concentracdo (77,72%), quando
comparada com as outras plantas estudadas. Obtendo resultados semelhantes Moarefiani
et al. (2013) encontraram atividade antimicrobiana e antioxidante do Cinnamonum
zeylanicum apresentando (CIMs e CBMs 0.130mg/mL, 0.259 mg/mL) contra
Escherichia coli. De acordo com o estudo de Si et al. (2005) o 6leo essencial de canela
obteve atividade antimicrobiana com CBMs de 133 pg.ml™ para E. coli K88 e E. coli
0157:H7. NANASOMBAT and WIMUTTIGOSOL (2011) pesquisaram atividade
antimicrobiana de alguns dleos essenciais de especiarias dentre estes, Cinnamom
Zeylanicum apresentou mais alta atividade, e entre as bactérias a mais sensivel foi
Bacillus cereus com CIM de 0,5 mg/mL. Oliveira et al. (2012) diferente ao presente
estudo, encontraram atividade antimicrobiana do OE de Cinnamomum cassia de 0,73 %
(v/ v) para Escherichia coli EPEC e 0,6% (v/ v) de atividade antimicrobiana para o
mesmo microrganismo, porém com o composto cinamaldeido, este apresentou melhor
atividade antimicrobiana em relacdo ao OE. Semelhante ao presente estudo outros
autores estudaram a atividade antimicrobiana para o 6leo de orégano e carvacrol. Edwin
et al. (2006) encontraram atividade antimicrobiana do composto carvacrol contra
Escherichia coli [MIC = 1,2mM e MBC = 1,3Mm] e S. aureus [MIC = 1,7mM e
MBC = 18mM ], assim como Baskaran et al. (2009) estudaram atividade
antimicrobiana de carvacrol e outros compostos contra Escherichia coli, sendo que
carvacrol apresentou os valores de MIC e MBC de 0,8% e 1,2% respectivamente. Burt
et al. (2003) observaram que 0s Oleos essenciais de orégano e tomilho possuem
significativa atividade bacteriostatica e bactericida frente E. coli O157:H7, isoladas de

fezes de bovinos. Os compostos fenolicos carvacrol e timol, enquanto fragdes
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majoritarias, garantem tais atividades. Essa atividade também tem sido relatada frente a
fungos leveduriformes sensiveis e resistentes aos antimicéticos (POZZATTI et al.,
2010). Em fungos filamentosos, como Aspergillus flavus CECT 2949, Manso et al.
(2011) encontraram atividade antifingica do orégano (Origanum vulgare) nas seguintes
concentragdes MIC = 400 ppm e MFC = 800 ppm.

Apresentando resultados diferentes ao presente estudo, Castilho et al. (2012)
relataram melhor atividade antimicrobiana do carvacrol em relagdo ao orégano coletado
de quatro regides diferentes da Ilha da Madeira, Portugal, contra Escherichia coli
apresentando valores de MIC > 200 pg.ml™ para orégano e MIC = 100 pg.ml™ para
carvacrol. Segundo Hoferl et al. (2009) o fato de alguns 6leos essenciais possuirem alta
atividade antimicrobiana comparada com 0s seus principais compostos € devido ao

efeito do sinergismo entre os principais constituintes do 6leo essencial.
CONCLUSAO

Este estudo permitiu concluir que os Oleos essenciais de Cinnamomum
zeylanicum e Origanum vulgare e os compostos cinamaldeido e carvacrol apresentaram
atividade bactericida frente aos isolados de Escherichia coli. Os CIMs e CBMs
mostraram que o OE de canela e o OE de orégano obtiveram atividade antimicrobiana
superior em relacdo aos seus respectivos compostos majoritarios. Os resultados também
permitem inferir que os Gleos essenciais seriam uma alternativa ao uso de aditivos
quimicos nos alimentos. Porém os 6leos essenciais e alimentos requerem maiores

estudos para essas substancias sejam usadas com seguranca.
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4.3 Artigo 3. Atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais de orégano, canela e

tomilho in vitro e em Linguica Toscana contra coliformes totais e termotolerantes.
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RESUMO

A deterioracdo de produtos alimentares, especialmente aqueles derivados de carne, por
microrganismos patogénicos € um grande problema na industria. Neste contexto, 0s
6leos essenciais com suas propriedades antimicrobianas, seriam uma forma natural de
contribuirem com a reducéo da deterioracdo. Este estudo teve como objetivo avaliar a
atividade antimicrobiana in vitro dos 0leos essenciais de orégano (Origanum vulgare),
canela (Cinnamomum zeylanicum) e tomilho (Thymus vulgaris) contra 20 isolados de
Escherichia coli e ap0s, avaliar a atividade dos mesmos em linguica Toscana,
adicionada de coliformes. As médias geométricas de CIMs e CBMs para 0s 06leos
essenciais de orégano, canela e tomilho ndo obtiveram diferenga significativa (p < 0,05).
Nos 30 dias de armazenamento da massa de lingui¢ca Toscana, houve uma redugdo na
contagem de coliformes totais e coliformes termotolerantes com adi¢édo dos mesmos em
diferentes concentracdes.

Palavras-chave: Linguica toscana. Oleo essencial. Atividade antimicrobiana.

Escherichia coli.
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ABSTRACT

The deterioration of food products, especially those derived from meat by pathogenic
microorganisms is a major problem in the industry. In this context, essential oils to their
antimicrobial properties, would be a natural way to contribute to reducing deterioration.
This study aimed to evaluate the in vitro antimicrobial activity of essential oils from
oregano (Origanum vulgare), cinnamon (Cinnamomum zeylanicum) and thyme (Thymus
vulgaris) against 20 isolates of Escherichia coli and after evaluating the activity of the
same against the increase of coliforms the mass of Toscana sausage. The geometric
mean MICs and MBCs for the essential oils from oregano, cinnamon and thyme did not
obtain significant difference (p <0.05). Within 30 days sausage mass storage Toscana,
there was a reduction in total coliforms and fecal coliforms by adding them in different
concentrations.

Keywords: Toscana sausage. Essential oil. Antimicrobial activity. Escherichia coli.

1 INTRODUCAO

Linguica é o produto carneo industrializado, obtido de carnes de animais de
acougue, adicionados ou ndo de tecidos adiposos, ingredientes, embutido em envoltorio
natural ou artificial , e submetido ao processo tecnolégico adequado (BRASIL, 2000).
A conservagdo da carne envolve a aplicacdo de medidas para retardar ou prevenir
alteracfes microbioldgicas, quimicas ou fisicas que a tornam impropria para 0 consumo
ou que reduzem alguns aspectos da sua qualidade. Apesar de os varios tipos de
alteracbes serem significativos, a deterioracdo microbiolégica € a mais importante e
geralmente precede os outros tipos de deterioracdo da carne (KINSMAN et al., 1994).

As linguigas constituem os derivados carneos fabricados em maior quantidade

no Brasil, pois sua elaboracdo, além de ndo exigir tecnologias sofisticadas, utiliza
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poucos e baratos equipamentos. Por ser um produto frescal, a linguica ndo sofre
tratamento térmico que reduza a sua microbiota e, aliada a sua alta atividade de agua,
possui pequeno prazo de validade comercial, apesar da utilizacdo do frio para sua
conservacao (TERRA, 1998).

Escherichia coli é a espécie predominante entre as bactérias intestinais
anaerobicas facultativas e ndo esporuladas, pertencendo a familia Enterobacteriaceae,
sendo um bacilo Gram-negativo fermentador da glicose e lactose com producdo de
acido dentre alguns atributos Uteis na sua identificacdo (ITO et al., 2007). Alimentos de
origem animal submetidos a algum processo, tem sido identificados como importante
veiculo de transmissdo de E. coli do sorotipo O157:H7 e outras STEC (E. coli
produtora de toxina Shiga), isoladas de toxinfeccGes alimentares no homem (GRIFFIN
& TAUXE, 1991). Tendo em vista aos problemas de resisténcia de microrganismos a
antibidticos e desinfetantes convencionais e diante da atual tendéncia do mercado de
utilizar produtos ecologicamente seguros, o emprego de Oleos essenciais para a
conservagdo de alimentos e controle fotossanitario vem sendo muito estudado,
propiciando o desenvolvimento de técnicas que procuram reduzir os efeitos negativos
de oxidantes, radicais e microrganismos causadores de grandes prejuizos as industrias
alimenticias (PEREIRA et al., 2008; SACCHETTI, et al., 2005).

Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana
in vitro dos Oleo essenciais de orégano, canela e tomilho frente a isolados de
Escherichia coli, também avaliar a atividade antimicrobiana dos mesmos em massa de

linguiga Toscana e ainda avaliar a aceitabilidade da linguiga Toscana.

37



38
2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao dos 0leos essenciais

Os 6leos essenciais de orégano (Origanum vulgare), canela (Cinnamonum
zeylanicum) e tomilho (Thymus vulgaris) foram comercialmente adquiridos lacrados em

frascos ambar (Merck).

2.2 Determinacdo da composicao dos 6leos essenciais

2.2.1 Anélise CG-MS dos 0leos essenciais

A andlise qualitativa dos 0leos essenciais de orégano, canela e tomilho foi
determinada utilizando o cromatografo HP 6890 Série CG system com detector seletivo
de massas HP 5973 com Impacto de elétrons (CG-MS-EI) coluna capilar DB-5MS
Agilent Technologies (30m x 320mm x 0,25um). O gas de arraste utilizado foi Helio
(99,999% de pureza) na velocidade de 22,7 ml/min. A rampa de aquecimento do forno
variou de 60°C a 325°C. A energia de ionizacdo utilizada foi de 70 eV e a temperatura
de interface foi de 310°C. Os componentes dos 6leos essenciais foram identificados por
comparacgado de espectro de massas pela biblioteca NIST (National Institute of Standards

and Technology).



2.3 Atividade antimicrobiana in vitro dos o6leos essenciais de orégano, canela e

tomilho

2.3.1 Microrganismos
Foram avaliadas 20 amostras de Escherichia coli de origem entérica de suinos e
aves, e “classificadas através das técnicas moleculares de PCR” da colecdo Laboratorio

de Pesquisas Micologicas (LAPEMI) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

2.3.2 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentragao
Bactericida Minima (CBM)

Apds pesagem de 1g, cada 6leo essencial foi diluido com metanol até atingir a
concentracdo de 640mg. ml™ (solucdo ). A seguir, foi diluido na proporcdo de 1:100
em Caldo Muller-Hinton, obtendo-se a concentragio de 6400pug ml™ (solucéo 11). Com
base no documento M31-A3 do CLSI (2008), volumes de 100l de caldo Muller-Hinton
foram distribuidos nos pogos de uma placa de microtitulagdo. Em seguida, 100ul da
solucdo Il foram acrescidos ao primeiro pogo e, ap6s homogeneizacao, transferia-se
para o segundo e assim sucessivamente, obtendo-se concentragdes finais de 3200, 1600,
800, 400, 200, 100ug ml™. As colénias de Escherichia coli foram desenvolvidas no
Agar Muller-Hinton, suspensas em solucdo salina 0,085% obtendo-se uma turvacao
equivalente ao tubo 0,5 da Escala Mac Farland (1x10® UFC.mI™). Desta suspenséo,
inoculava-se 10ul (1x10° UFC.mI™) em cada poco ja contendo os 6leos essenciais. As
microplacas foram incubadas durante 24h/35°C, em condigdes de aerobiose. A CIM
consistiu na menor concentracdo do 6leo essencial capaz de causar inibicdo total do
crescimento bacteriano. Esses ensaios foram realizados em triplicata.

As CBMs foram determinadas a partir dos pogos onde, apos 24hs de incubacéo

ndo havia crescimento bacteriano visiveis. Destes transferia-se uma aliquota de 10ul
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para a superficie do agar Muller-Hinton. Ap6s 24hs de incubacdo a 35°C, registrava-se
a menor concentracdo dos 0leos essenciais, nos quais ndo se evidenciava crescimento
bacteriano. Esses ensaios foram também realizados em triplicata.

A CBM foi definida como a menor concentragdo do 6leo essencial capaz de causar a

morte do inoculo.

2.3.3 Andlise estatistica

Foram utilizados os métodos estatisticos ANOVA seguido dos testes de Dunett

ou Tukey com limite de tolerancia de 0,05.

2.4 Elaboracéo da massa do embutido

Os lotes experimentais da massa de embutido da linguica Toscana foram

elaborados de acordo com a formulagdo de Terra (1998) (Tabelas 1) e adicionada dos

0leos essenciais.

Tabela 1. Formulacdo da Linguica Toscana (controle)

Matéria Prima kg %
Retalho Suino (magro) 84 73,6842
Retalho Suino (60% G.) 16 14,0351
Ingredientes

Agua/Gelo 10 8,7719
Sal 0,6 0,5263
Condimentos para linguica Toscana 297-A 1 0,8772
Kura gel 1 0,8772
Fixa gel 1 0,8772
Alho moido 0,2 0,1754
Pimenta Branca moida 0,1 0,0877
Manjerona Seca 0,05 0,0439
Glutamato 0,05 0,0439

Total 114,00 100




Nos tratamentos foram adicionados os 6leos essenciais de orégano, canela e
tomilho nas concentracdes de 200pg.ml™, 400 pg.ml™, 1600 pg.ml™, 3200 ug .ml™,

8000 pg.ml™.

2.5 Preparo do indculo

O inbculo foi preparado a partir da cultura ativa de Escerichia coli ATCC
25922, diluida em solucdo salina 0,85% a uma concentracdo de aproximadamente
10°UFC.mlI™*, comparavel & solucdo padrdo de Mc Farland 0,5, verificada
espectrofotometricamente a 625nm. A suspensdo foi diluida a aproximadamente 10°
UFC .ml™, em solucéo salina e adicionada 1ml da mesma em sacos plasticos estéreis

com 25g de massa de linguica Toscana, finalizando com inéculo de 10°UFC .ml™.

2.5.1 Analises microbiolégicas

A massa céarnea foi pesada em porcdes de 25g em sacos plasticos estéreis,
identificados e armazenados durante 30 dias, a 5°C.

As anélises microbioldgicas de coliformes totais e termotolerantes foram
realizadas nos dias 0,10,15,20 e 30 dias em triplicata no Laboratério de Anélises
Micoldgicas (LAPEMI). Para preparacdo das amostras foram coletadas 25g da massa de
linguica Toscana e homogeneizadas com 90 ml de 4gua peptonada em Bag Mixer por 2
minutos. Apos homogeneizagdo foram feitas as diluigOes sucessivas utilizando-se agua
peptonada 0,1% e pipetadas aliquotas de 1 ml de indculo em placas de Petrifilm 3M.
Apbs as placas foram armazenadas com temperatura propria de cada analise,

devidamente identificadas. Método Oficial AOAC® 991.14/3M.



2.6 Andlise sensorial

Para realizagdo da analise sensorial foram elaborados novos lotes de Linguica
frescal Toscana adicionadas do 6leo essencial de orégano e de canela nas concentracoes
de 400 pg.ml™ e 200 pg.ml™ e embutidas em tripa natural suina, acondicionada em
porgGes de 500g para cada tratamento, em sacos plésticos sob vacuo, por 7 dias a
temperatura de —15 °C. A anélise sensorial da linguica assada foi realizada por 50
julgadores ndo treinados, através do teste de escala hedonica. Os pardmetros avaliados
foram: cor, odor, sabor, textura, utilizando-se uma escala estruturada de sete pontos em
que 1 equivalia a""desgostei muitissimo™ e 7 a “"gostei muitissimo”™”. A realiza¢do da
anélise sensorial foi previamente aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pro-

Reitoria de Pesquisa e Extensdo da Universidade Federal de Santa Maria .

2.7 Andlise Estatistica

Os dados obtidos em todas a analises realizadas foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) para cada dia de analise, com nivel de significancia de (p < 0,05).
As diferencas entre as médias foram determinadas pelos Testes de Dunnet e Tukey

(p < 0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicao dos 6leos essenciais

Os Oleos essenciais usados no presente estudo foram caracterizados por
cromatografia gasosa (CG-MS). Os compostos quantificados de cada 6leo essencial

estdo apresentados nas tabelas 2,3,4.
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Tabela 2. Cromatograma do OE de canela

Composto quimico Porcentagem
trans- cinnamaldehyde 64,98%
cynnamy! acetate 5,89%
Benzaldehyde 1,89%
cinnamaldehyde 15,65%

Tabela 3. Cromatograma do OE de orégano
Composto quimico Porcentagem
p-cimene 16,58%
(-)-B-pinene 2,09%
a-Terpinene 2,24%
1,4-cyclohexadiene 8,48%
B-Linalool 2,77%
Caryophyllene 3,73%
Carvacrol 43,36%
Thymol 13,86%
Tabela 4. Cromatograma do OE de tomilho
Composto quimico Porcentagem
1-R-a-pinene 5,04%
p-Cimene 23,71%
y-Terpinen 8,55%
Linalool 6,50%
Camphor 3,24%
borneol 2,15%
thymol 18,35%
carvacrol 2,15%
Caryophyllene 3,51%

3.2 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima

(CBM)

O 6leo essencial de orégano apresentou média de 672,71 pg.ml™ para os valores
de CIM. Semelhante a este estudo, Hoferl et al. (2009), encontraram forte atividade do
oleo essencial de O. vulgare contra Escherichia coli. Silva et al. (2010) relataram que o

oleo essencial de orégano proveniente do Mediterraneo com p-cimeno e y-terpineno

43



além de carvacrol, apresentou maiores halos de inibicdo para Salmonella enteritidis que
os 0Oleos essenciais de orégano de outras regides. O 0leo essencial de canela obteve CIM
média = 828 ,21 pg.ml™. Diferente a este estudo Hoferl et al. (2009), encontraram fraca
atividade do C. zeylanicum frente a bactérias gram-negativas. Usando a técnica de

disco-difusao.

Tabela 5. Atividade antimicrobiana (pg.ml™) dos 6leos essenciais de orégano,
canelatomilho contra isolados de Escherichia coli

OE CIM CBM
Variagdo MG Variagao MG
Orégano  3200-400 672,71 6400-400 2039,29
Canela 3200-400 828,21 6400-400 2039,29
Tomilho ~ 3200-400 627,66 6400-400 1902,73

OE=0leo essencial, CIM = concentracdo inibitéria minima, CBM = concentracao
bactericida minima, MG = média geométrica

Trajano et al. (2009) relataram que C. zeylanicum inibiu bactérias isoladas de
alimentos com formacao de halos de inibicdo de até 30mm de diametro.

Gutierrez et al. (2009) encontraram que o orégano e tomilho foram os mais
efetivos Gleos essenciais para inibi¢do de Listeria spp. Pozzatti et al. (2008) avaliaram o
6leo essencial de tomilho e 0 mesmo apresentou atividade antifingica frente adiversas
cepas de Candida spp. com CIMs variando de 400-3200 pg.ml™. Hammer et al. (1999)
relataram a atividade do tomilho contra C. albicans , S. aureus e E.coli apresentando a

concentragdo inibitéria minima de 0.03% (v/v) para 0s microrganismos citados.
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3.3 Aplicacéo do 6leo essencial de canela , 6leo essencial de orégano e 6leo essencial

de tomilho em massa de linguica frescal

3.3.1 Andlises microbioldgicas
As contagens de coliformes totais e coliformes termotolerantes ao longo do

periodo de armazenamento sob refrigeracéo estdo apresentadas nas tabelas 6 e 7.

Tabela 6. Contagem média de coliformes totais (UFC/g) na massa de linguica frescal e
adicionadas dos 6leos essenciais nas concentragdes de 200 a 8000 pg.ml™ durante o
periodo de armazenamento a 5°C

Concentracéo (pg/ml)

Dias Oleo Controle
200 400 1600 3200 8000
Canela 4,91b 4,780 4,57c,* 4,49¢,* 3,65b,*
0 Orégano 49 2,65a,* 2,74a,* 2,63a,* 2,62a,* 2,67a,*
Tomilho 4,86b 4,85h 3,26b,* 3,28b,* 2,78a,*
Canela 3,45a 3,15a 0,48a,* 0,3a,* 0,83a,*
10 Orégano 3,7 2,85a,* 2,77a,* 2,64ab,* 2,45b,* 2,08b,*
Tomilho 3,52a 2,99a,* 2,72b,* 2,67b,* 2,43b,*
Canela 2,83a,* 0,89a,* 0a,* Oa,* Oa,*
15 Orégano 4,7 2,45a,* 2,45b,* 2,11¢c,* 2,08c,* 2b,*
Tomilho 6,11b,* 5,26¢c,* 0,36b,* 0,23b,* 0,67b,*
Canela 6,36b,* 5,72b,* 0,11b,* 0a,* 0a,*
20 Orégano 5,32 2,23a,* 0,95a,* 2c,* 2,15h,* 0a,*
Tomilho 7,4¢,* 5,67b 0a,* 0a,* Oa,*
Canela 6,98c,* 6,81c,* 0a,* 0a,* Oa,*
30 Orégano 5,6 2,32a,* 2,28a,* 2,2b* Oa,* 0a,*
Tomilho 6,23b,* 5,85h,* 0a,* 0a,* 0a,*

As médias foram transformadas em log;o antes de serem analisadas. *P < 0,05, em
comparacado aos respectivos controles (0 pg/ml de 6leo) (ANOVA seguido pelo teste de
Dunnett). Médias com letras diferentes na coluna dentro do mesmo dia séo
estatisticamente diferentes (ANOVA seguido pelo teste de Tukey; P < 0,05)

O tratamento controle apresentou um crescimento de coliformes totais durante o

periodo de 30 dias de armazenamento (tabela 6). Quanto a aplicacdo dos Oleos

essenciais, observou-se que a adicdo do o6leo de tomilho em linguica Toscana

45



apresentou atividade antimicrobiana somente a partir da aplicacdo de 1600, 3200 e 8000
ng.ml™, apresentando um decréscimo na contagem de coliformes totais até 15° dia de
armazenamento. ApoOs este periodo, a aplicagdo de Oleo de tomilho foi eficiente,
eliminando a contaminagdo destes microrganismos. Ivanovic et al. (2012) relataram
significativa atividade antibacteriana de extrato de tomilho e 6leo essencial de tomilho
contra bactérias Gram- negativas (Eschericha coli e Salmonella) obtendo valores de
concentracdo inibitéria minima de 640ug/ml. Essa alta atividade antimicrobiana foi
atribuida a alta quantidade de timol no extrato (39,7%) e no 6leo essencial (48,49%).
Silva et al. (2013) também relataram atividade antimicrobiana do OE de Thymus
vulgaris contra Escherichia coli 5% (V/V) além de outras bactérias de origem
alimentar. Observa-se que o 6leo essencial de canela ndo foi eficiente no controle do
desenvolvimento destes microrganismos nas concentracdes de 200 e 400 pg.ml™.
Entretanto, a partir da concentracdo de 1600 pg.ml™ até a maior concentracdo (8000
ng.ml™), o éleo de canela foi eficiente tanto no decréscimo da contagem aos 10 dias de
armazenamento como a completa eliminagdo desses microrganismos nos dias 15, 20 e
30. Semelhante a esses valores de inbi¢cdo, Moarefian et al. (2013) encontraram
atividade antimicrobiana e antioxidante do Cinnamonum zeylanicum apresentando
(CIMs e CBMs 0.130mg/mL, 0.259 mg/mL) contra Escherichia coli. O 6éleo de
orégano foi eficiente em controlar o desenvolvimento de coliformes totais nas
concentracdes de 200, 400 e 1600 pg.ml™ durante todo o periodo de armazenamento,
reduzindo levemente a contaminagdo por esses microrganismos. Na concentracdo de
3200 pg.ml?, o 6leo de orégano foi muito eficiente somente no 30° dia de
armazenamento da linguica Toscana, quando eliminou completamente a presenca destes
microrganismos, o que também ocorreu aos 20 e 30 dias, quando da aplicacdo de 8000

ug.ml™. Logo, de modo geral, a presenca do 6leo de orégano na linguica Toscana foi
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eficiente em controlar a contaminag&o inicial por coliformes totais nas condi¢des deste
trabalho. A eficiéncia antimicrobiana do 6leo essencial de orégano foi observada em
outros estudos como Bussata et al. (2007), onde pesquisaram a atividade antimicrobiana
do 6leo essencial de orégano com 11.66 % de carvacrol para diversos patégenos de
origem alimentar, dentre estes, Escherichia coli e Salmonella, ambos apresentaram
MIC = 0,46mg.ml™ sendo que Staphylococcus aureus MIC = 0,23 mg.ml™.

Na tabela 7 encontram-se os resultados da contagem de coliformes termo
tolerantes na massa de linguica Toscana adicionada dos 6leos essenciais de tomilho,
canela e orégano, nas concentragdes de 200 a 8000 pg.ml™ durante o periodo de 30 dias

com armazenamento a 5°C.

Tabela 7. Contagem de coliformes termotolerantes na massa de linguica frescal e
adicionadas dos 6leos essenciais nas concentragdes de 200 a 8000 pg.ml™ durante o
periodo de armazenamento a 5°C

Concentragéo (pg/ml)

Dia Oleo  Controle

200 400 1600 3200 8000

Canela 4,66a 4,52b 4,23c 4,11b 2,92b

0 Orégano 3,77 3,54a 2,11a,* 2,67b,* 2,36a,* 2,86b

Tomilho 4,51a 4,61b 0,83a,* 0,83a,* 0a,*
Canela 3,2b 0,83a,* 0,52a,* 0,3a,* 0,83a,*

10 Orégano 3,38 0a,* 0a,* 0a,* 0a,* 0a,*
Tomilho 3,2b 0,83a,* 0,52a,* 0a,* 0,52a,*

Canela 0,83a,* Oa,* Oa,* Oa,* Oa,*

15 Orégano 3,56 0a,* 0a,* 0a,* 0a,* 0a,*
Tomilho 5,86h,* 5,15h,* 0,52a,* 0a,* 0,83a,*

Canela 5,43b 3,52a,* 0a,* 0a,* 0a,*

20 Orégano 4,78 0a,*> 0a,* 0a,*> 0a,* 0a,*

Tomilho 6,28a,* 5,2b 0a,* 0a,* 0a,*

Canela 5,6b 5,72b 0a,* 0a,* 0a,*

30 Orégano 5,43 Oa,* Oa,* Oa,* Oa,* Oa,*

Tomilho 6,18b,* 5,63b 0a,* 0a,* 0a,*

As medias foram transformadas em logio antes de serem analisadas. *P < 0,05, em
comparagao aos respectivos controles (0 pg/ml de 6leo) (ANOVA seguido pelo teste de
Dunnett). Médias com letras diferentes na coluna dentro do mesmo dia séo
estatisticamente diferentes (ANOVA seguido pelo teste de Tukey; P < 0,05).
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As concentracdes de 200 e 400 pg.ml™ de tomilho e canela, quando adicionadas
na massa de linguica Toscana, ndo foram eficientes no controle dos coliformes termo
tolerantes durante os 30 dias de armazenamento. Entretanto, quando adicionadas as
concentracdes de 1600, 3200 e 8000 pg.ml™, observou-se uma forte atividade
antimicrobiana destes 0leos, reduzindo drasticamente a contagem destes
microrganismos durante todo o periodo de armazenamento. O 6leo essencial de orégano
foi o mais eficiente no controle da contaminagdo de coliformes termotolerantes em
todas as concentragdes aplicadas na massa de linguica Toscana , onde ja no 10° dia de
armazenamento eliminou a presenca destes microrganismos e manteve assim até o final
dos 30 dias. Pesquisas semelhantes com Oleos essenciais foram realizadas como
Viuda - Martos et al. (2010) que avaliaram o efeito da adi¢do de fibra de laranja e 6leo
essencial de orégano em mortadela, e verificaram uma redugdo na contaminagdo do
produto adicionado de fibra e de 6leo essencial, comparativamente ao controle. Ao final
do periodo de armazenamento de 24 dias, a amostra controle atingiu uma contagem total
de mesofilos de 6 log UFC/ g, ao passo que o produto contendo o aditivo natural ainda
ndo havia atingido este nivel de contaminacdo. Careaga et al. (2003), avaliaram a
atividade antibacteriana de um extrato de pimentdo sobre Salmonella Typhimurium e
Pseudonomas aeruginosa em carne bovina moida observaram que a concentracdo de
1,5% (v/p) do extrato foi capaz de inativar Salmonella, enquanto a concentragéo de
0,3% foi bacteriostatica para P. aeruginosa.

Em outro estudo, Bussata et al. (2008) observaram que ao final do
armazenamento de 25 dias da linguica adicionada de inéculo Escherichia coli 1x10°
NMP / g, esta apresentou contagem de 1,1 x10° NMP/ g, enquanto que a linguica
adicionada de indculo e 6leo essencial de manjerona nas concentragdes de 2,3 mg/ g e

5,75 mg/ g apresentaram contagem de 9,3x10° NMP/ g, reducdo esta atribuida a
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presenca do composto terpinen - 4 - ol no 6leo essencial de manjerona. Também com
relacdo a inibigdo de coliformes, Hac — Szymanczuk et al. (2011) verificaram que o 6leo
essencial de alecrim (1,0%) aplicado em uma massa a base de carne suina e agua
armazenada a 4 - 6 °C por 7 dias foi capaz de reduzir a contaminagdo pelos mesmos. De
acordo com Gutierrez et al. (2008) a aplicagdo dos Oleos essenciais para o controle de
patdgenos e bactérias de deterioracdo de alimentos exige a avaliacdo de uma série de
aspectos entre estes os efeitos da composicdo do alimento sobre a atividade

antimicrobiana.

3.3.2 Andlise sensorial
Os resultados obtidos na andlise sensorial das linguicas adicionadas do 6leo
essencial de orégano e 6leo essencial de canela nas concentracdes de 200 pg.ml™ e 400

png.ml™ estdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8. Médias das notas atribuidas para as cinco amostras de linguica pelo teste
afetivo da escala heddnica

Caracteristicas sensoriais

Atributos C OR 200 OR 400 CAN 200 CAN 400
Cor 5.14° 5.68° 5.342 5.50° 5.42°
Odor 5.10%° 5.50° 5.28% 4.64°° 4.24°
Sabor 5.45° 5.20° 5.10° 4.26° 4.06°
Textura 5.712 5.62° 5.60° 5.48° 5.40°

Valores apresentados como meédias. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. Escores: 1 = desgostei muitissimo; 2 =
desgostei muito; 3 = desgostei moderadamente; 4 = nem gostei/nem desgostei; 5 =
gostei moderadamente; 6 = gostei muito; 7 = gostei muitissimo. C = controle; OR 200 =
leo essencial de orégano 200 pg.ml™; OR 400 = 6leo essencial de orégano a 400
pg.ml™; CAN 200 = 6leo essencial de canela a 200 pg.ml™; CAN 400 = 6leo essencial
de canela a 400 pg.ml™.

A andlise de variancia demonstrou que ndo houve diferenca (p <0,05) entre as

amostras nos atributos cor e textura, com as médias entre “gostei moderadamente” e

49



“gostei muito”. Ja o atributo sabor ndo houve diferenca entre o controle e a linguica
adicionada do 6leo essencial de orégano nas concentragbes de 200 ug.ml? e
400 pg.ml™, com médias entre “gostei moderadamente” e “gostei muito”, mas esses
diferindo das médias da linguica adicionada do O6leo essencial de canela nas
concentracdes de 200 pg.ml™ e 400 pg.ml™?, onde essas tiveram menores médias,
indicando menor aceitacdo do publico.

Os resultados obtidos na analise sensorial permite concluir que a adigdo do 6leo
essencial de orégano e de canela nas concentracdes de 200 pg.ml™ e 400 pg.ml™ na
linguica obtiveram aceitagdo do consumidor. Todos os atributos pontuaram com médias
superiores a 4, ou seja, nenhuma média com a opinido “desgostei”.

Esta nossa avaliagdo concorda com autores que também aferiram a aceitacdo
positiva do publico na adi¢do de 6leos essenciais em produtos carneos. Bussata et al.,
2008 encontraram aceitacdo de linguica adicionada de 6leo essencial de manjerona
(Origanum majorana) em concentracdes que obtiveram resultados com atividade
bacterioestatica. Moarefian et al., 2013 estudaram as propriedades antimicrobianas de
linguica adicionada de ¢leo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum) nas
concentracfes de 40 ppm e 60 ppm, onde estas na analise sensorial obtiveram maiores
médias nos itens sabor e odor em relacdo ao controle. Também Rattanachaikunsopon &
Phumkachorn; 2010 mediram o efeito antimicrobiano do 6leo essencial de manjericao
(Ocimum basilicum) contra Salmonella enteritidis em alimentos e a analise sensorial de
presunto cru adicionado do 6éleo de manjericdo na concentracdo de 100 ppm obteve
médias semelhantes ao controle, acima de 6 caracterizando satisfacdo do consumidor.

Mas é necessario frisar que este nosso experimento avaliou pela primeira vez o
uso de oOleos essenciais e orégano, canela e tomilho sobre bactérias termotolerantes em

linguica Toscana frescal.
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51
4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que o0s Oleos essenciais de
orégano, canela e tomilho obtiveram atividade antimicrobiana in vitro e adicionados na
massa de linguica Toscana. Estes resultados sugerem que estes Oleos essenciais
adicionados em produtos carneos podem aumentar a vida Util de prateleira e diminuir a
contaminacdo de coliformes termotolerantes. O uso dos 6leos essenciais de orégano e
canela, nas concentragdes de 200 ug.ml™, e 400 ug.ml™, agradou ao paladar de 50

pessoas em um teste as cegas.
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5 CONCLUSAO GERAL

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris) e o
composto timol, in vitro, contra isolados de Escherichia coli, foi avaliada utilizando a
técnica de microdiluicdo conforme CLSI M31-A3. A partir dos resultados obtidos,
pode-se afirmar que, o Oleo essencial de tomilho obteve melhor atividade
antimicrobiana que o timol, com menores médias de CIM (concentragdo inibitoria
minima) e CBM (concentragdo bactericida minima).

A atividade antimicrobiana, in vitro, do 6leo essencial de orégano (Origanum
vulgare) e oOleo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum) e 0S compostos
carvacrol e cinamaldeido contra isolados de Escherichia coli, utilizando a mesma
técnica citada acima, evidenciou que o 6leo de orégano e o 6leo de canela obtiveram
melhor atividade antimicrobiana em relagdo aos compostos.

Os resultados do capitulo 4 itens 4.1 e 4.2 sugerem que os 0leos essenciais de
tomilho, orégano e canela podem reduzir o uso de antimicrobianos artificiais em
alimentos, ja& que a deterioracdo de produtos alimentares, especialmente aqueles
derivados de carne por microrganismos, entre estes Escherichia coli, é um grande
problema na industria. Este uso apds maiores estudos com relacdo a interacdo dos 6leos
essenciais com os alimentos e a aceitacao pelos consumidores.

O item 4.3 deste trabalho estudou a atividade antimicrobiana dos oOleos
essenciais de orégano (Origanum vulgare), canela (Cinnamomum zeylanicum) e tomilho
(Thymus vulgaris) in vitro contra 20 isolados de Esherichia coli. Os 6leos essenciais
obtiveram igual atividade antimicrobiana, ndo havendo diferenca (p > 0,05) entre as
médias geomeétricas dos CIMs e CBMs dos mesmos. Estes entdo foram aplicados em
massa de linguica Toscana adicionada de indculo de Escherichia coli (1x10° UFC / g)
nas mesmas concentracoes testadas in vitro e armazenadas a 5°C durante 30 dias. Neste
periodo foram realizadas contagens de coliformes totais e coliformes termotolerantes.
Houve reducéo tanto de coliformes termotolerantes como de coliformes totais neste
tempo de armazenamento com a adicdo dos Oleos essenciais de orégano, canela e
tomilho. Os Oleos essenciais de orégano e tomilho foram testados sensorialmente na
linguica Toscana adicionada dos mesmos nas concentracdes de 200 pg.ml™ e 400 ug.ml™,

havendo aceitacdo pelo publico. Os resultados obtidos permitem concluir que estes



Oleos essenciais adicionados em produtos carneos podem aumentar a vida util de
prateleira e diminuir a contaminagdo de coliformes no produto. Porém os componentes
dos 6leos essenciais e alimentos requerem maiores estudos para essas substancias serem

usadas com seguranca.
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