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RESUMO

A contaminacdo de superficies processadoras de alimentos com microrganismos patogénicos é
uma ocorréncia de grande preocupacédo, pois reduzem a qualidades higiénico sanitaria dos
alimentos e consequentemente causam danos a salude do consumidor. No presente estudo
avaliou-se a acdo antibacteriana dos 0leos essenciais (OE) de orégano, canela e menta frente a
células de Salmonella Choleraesuis biotransferidas de cortes de peito de frango para superficies
de aco inoxidavel e polipropileno. Avaliou-se através da cromatografia gasosa com
espectrometria de massas (CG-EM) os constituintes majoritarios presentes nos OE. Atraves do
método de macrodiluicdo em caldo foi determinada a concentracéo inibitoria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM) para cada OE. O potencial de transferéncia de
S.Choleraesuis contaminada artificialmente na carne de frango para as superficies foi realizado
por 24 ha7°C +1 °C. A acdo sanitizante dos OE em concentra¢des encontradas na CIM sobre
células aderidas nas superficies de aco e polipropileno foram avaliadas apés diferentes tempos
de contato (2,5; 5; 10; 15 e 20 min). Os compostos majoritéarios identificados no sistema CG-
EM dos OE correspondem aos encontrados na literatura. S. Choleraesuis apresentou perfil de
resisténcia diferenciado de acordo com o OE testado. Cubos de peito de frango contaminados
com S.Choleraesuis foram capazes de transferir mais de 3 log UFC.cm™ para as superficies.
Todas as solugdes sanitizantes a base de OE reduziram totalmente as células aderidas no aco
inoxidavel em 5 min de contato. Enquanto que para o polipropileno, o OE de menta foi capaz
de reduzir totalmente as células aderidas e os demais OE reduziram apenas 1 ciclo log, em todos
os tempos avaliados. Os resultados encontrados no presente estudo sugerem que a utilizacéo de
sanitizantes a base de 6leos essenciais de orégano, canela e menta sdo uma alternativa ao uso

de sanitizantes convencionais.

Palavras-chave: Adesdo bacteriana. Contaminacdo cruzada. Sanitizantes naturais.

Concentracdo inibitoria minima.
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1. Introdugéo

O processo de higienizagdo em estabelecimentos processadores de alimentos €
realizado nas etapas de limpeza e desinfecdo. A limpeza consiste na remocdo de substancias
minerais e/ou organicas indesejaveis. Na desinfec¢do ou sanitizacdo, ocorre a reducdo por
método fisico ou quimico do numero de microrganismos a um nivel que ndo comprometa a
qualidade higiénico-sanitaria do alimento (BRASIL, 2004).

Falhas no procedimento de higienizagdo favorecem o acumulo de residuos de
alimentos em superficies e equipamentos na industria (ARAUJO, et al., 2013). Os
microrganismos se aderem a estas superficies e encontram condic¢Ges favoraveis para o seu
crescimento e formam uma massa celular rica em nutrientes, residuos e outros microrganismos
(BAGGE-RAVN, et al., 2003), que podem contaminar as superficies, reduzir a vida util dos
alimentos e causar maleficios a satde do consumidor.

Para a escolha de um sanitizante deve-se observar sua eficiéncia na remocao de
sujidades, o efeito causado nos equipamentos e superficies e os rejeitos langados nos efluentes
industriais (NASCIMENTO, et al., 2010).

A busca por produtos seguros e com menor impacto a0 meio ambiente e a salde
estdo sendo cada vez mais exigidos pelos consumidores (BEIRAO DA COSTA et al., 2014).
Para atender essa demanda, alternativas ndo convencionais de sanitiza¢do sdo fonte de estudo,
entre elas, a acdo antimicrobiana de compostos naturais.

Os 0leos essenciais de plantas sdo constituidos por moléculas biologicamente ativas
que possuem efeitos antimicrobianos comprovados e agem em sua maioria diretamente na
membrana citoplasmatica dos microrganismos, causando alteracdes nas estruturas celulares
(Holey e Patel, 2005; Devi et al.,2010)

Considerando o uso de 6leos essenciais como uma alternativa promissora para 0s
antimicrobianos utilizados na industria de alimentos, visto que reduzem o impacto negativo ao
meio ambiente e mantem a seguranca microbioldgica dos alimentos (BRUGNERA et al., 2011),
objetivou-se avaliar a acdo antibacteriana dos Oleos essenciais de Origanum vulgare,
Cinnamomum zeylanicum e Mentha piperita frente a células de Salmonella Choleraesuis

biotransferidas de cortes de peito de frango para superficies de aco inoxidavel e polipropileno.
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2. Objetivos especificos

Identificar os compostos majoritarios presentes nos 6leos essenciais de Origanum
vulgare, Cinnamomum zeylanicum e Mentha piperita;

Determinar a concentragdo inibitéria minima e a concentracéo bactericida minima
dos 0leos essenciais frente a Salmonella Choleraesuis;

Avaliar a biotransferencia de Salmonella Choleraesuis presentes em carne de peito
de frango nas superficies de aco inoxidavel e polipropileno;

Avaliar o efeito sanitizante dos 6leos essenciais nas superficies de aco inoxidavel e

polipropileno.

3. Metodologia
3.1.Microrganismo

O microrganismo avaliado foi a estirpe padrédo Salmonella Choleraesuis ATCC
10708 que faz parte da bacterioteca do laboratério de Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Agrérias (ICA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), campus Montes Claros,

Minas Gerais.

3.2.0btencao dos 6leos essenciais
Os 6leos essenciais (OE) de orégano, canela e menta foram adquiridos comercialmente
pela empresa FERQUIMA Industria e Comércio Ltda.

3.3.Analise dos constituintes majoritarios presentes nos 6leos essenciais por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)

As amostras de Gleos essenciais foram pesadas (2 mg) utilizando-se balanca
analitica da Shimadzu (Kyoto, Japdo) e solubilizadas em diclorometano (1 mL). Em seguida
foram transferidas para vials de 2 mL e analisadas.

As analises qualitativas dos 6leos foram realizadas por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), utilizando-se cromatografo a gas da
Agilent Technologies (GC 7890A) equipado com detector de ionizagdo por impacto de elétrons
(MS 5975C) e coluna capilar DB-5MS (Agilent Technologies, 30 m comprimento x 0,25 mm
diametro interno x 0,25 um espessura do filme). Hélio (99,999 % de pureza) foi utilizado como
gas de arraste a uma taxa de 1 mL min‘*. Utilizando um autoinjetor (CTC combiPaL), 1 pL da
amostra foi injetada no cromatdgrafo a uma razdo de Split 1:5. O injetor split/splitless foi

mantido a 220 °C. A coluna cromatografica inicialmente a 60 °C, foi aquecida a uma taxa de 3
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°C min até 240 °C permanecendo por 10 min. Apos a separacio dos compostos a temperatura
foi elevada até 300 °C e permanecendo por 3 minutos (post run) para limpeza do sistema. A
temperatura da interface foi mantida a 280°C, a ionizagéo realizada com impacto de elétrons a
70 eV. A fonte de ions mantida a 230 °C e a aquisi¢do de dados realizada pelo monitoramento
total de ions 45-550 (m/z).

A identificacdo dos constituintes majoritarios da amostra foi realizada através da
comparacdo dos espectros de massas da biblioteca NIST (banco de dados do equipamento).
Assim, o indice de similaridade entre os espectros foi utilizado para avaliar e identificar os
compostos nas amostras. Utilizou-se também o Indice de Retencdo Linear (IRL) como
parametro de identificacdo dos compostos presentes na amostra (VIEGAS e BASSOLL, 2007).

Para a determinagédo do IRL, uma solugdo de 20 pL.mL™ padrdo de n-alcanos
(C7 — Cx) foi utilizada para verificar o desempenho do sistema CG-EM e posteriormente
calcular o IRL de cada composto presente nas amostras. O padrdo dos referidos alcanos foi
injetado no sistema CG-EM operando nas mesmas condi¢fes descritas na analise dos
compostos no sistema CG-MS, (VIEGAS e BASSOLI, 2007).

Calculou-se o IRL através da equacdo 1 e comparou-se 0S IRLobtido COM 0s valores
IR L referencia Citados na literatura (ADAMS,2012).

Equacéo 1. Célculo para determinar o IRL.

(tc=tn)
(tn+1 - tn)

IRL =100 +n

Em que, IRL € o indice de retencdo linear, tc é 0 tempo de retencdo do composto de interesse,
th+1 € 0 tempo de retencdo do hidrocarboneto posterior, n é o n° de carbonos do hidrocarboneto

anterior.
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3.4. Determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragédo
Bactericida Minima (CBM)

A determinacdo da concentracdo minima necessaria para inibir o crescimento de
S.Choleraesuis foi realizada utilizando-se 0 método de macrodiluicdo em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) (NCCLS, 2003).

Para a CIM, ap6s padronizar as solugdes a concentracdo de 0,057 mg.mL™* para
os OE de orégano e canela e 0,912 mg,mL™* para o OE de menta, foram produzidas diluicoes
subsequentes, contento 2,5 mL e Tween 80 da concentracdo anterior e 2,5 mL do caldo BHlI,
obtendo-se as concentragdes finais de 0,0001; 0,0002; 0,0005; 0,001; 0,003; 0.007; 0,014;
0,028; 0,057 mg.mL™ para os 6leos de orégano e canela, para o 6leo de menta 0,001; 0,003;
0,007; 0,014; 0,028; 0,057; 0,114; 0,228; 0,456; 0,912 mg.mL ™.

Inoculou-se 12,5 pL da suspensdo do microrganismo em cada tubo contendo as
solucdes de OE previamente determinadas. Os controles dessas concentragdes foram incubados
sem 0 acréscimo da suspencdo de S.Choleraesuis. O controle positivo foi realizado com
acréscimo de 12,5 pL da suspensdo direta da bactéria e o controle negativo foi avaliado em
tubos sem o acréscimo da bactéria.

Todos os tubos foram homogeneizados em vortex por 1 min e incubados a 35 °C
por 24 h. Apés este periodo, adicionou-se nos tubos 125 pL do reagente cloreto de
tetrafeniltetrazélico (TTC) para avaliar o crescimento microbiano. Os tubos que apresentaram
coloracdo vermelha apds a adicdo do reagente indicavam o crescimento microbiano, aqueles
gue permaneciam com a coloracdo amarela indicavam auséncia microbiana.

Para a determinacdo da CBM, uma alcada da amostra dos tubos que ndo
apresentaram coloracdo vermelha foi transferida para placas contendo Agar Triptona de Soja
(TSA), as quais foram incubadas a 35 °C por 24 h para observacgao do crescimento microbiano.

3.5.  Teste de exclusdo microbioldgica dos peitos de frango

O peito de frango foi obtido comercialmente e armazenado em freezer a -18°C,
até o momento das analises. Em todas as amostras foram realizados testes de exclusdo
microbiologica para verificar a auséncia de contaminacao por Salmonella sp., espécie avaliada
nesse estudo. Utilizou-se o método de plaqueamento, seguido de testes bioquimicos para
determinacédo de Salmonella sp, na carne de peito de frango (ANDREWS et al., 2001). A partir
dos resultados negativos para Salmonella, as amostras de peito de frango foram utilizadas nas

etapas experimentais.
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3.6. Biotransferéncia de Salmonella Choleraesuis para as superficies de aco inoxidavel
e de polipropileno

Para avaliacdo do potencial de biotransferéncia, cubos de peito de frango com
10g+1g (2,0 x 2,0 cm) foram contaminados com 7 log UFC.g de S. Choleraesuis e colocados
em contato com cupons de aco inoxidavel AISI 304 #4 (2,0 cm x 2,0 cm x 0,1 cm) e de
polipropileno (2,0 cm x 2,0 cm x 0,2 cm) separadamente, por 24 ha 7 £ 1 °C. Os cupons foram
previamente higienizados e esterilizados (ROSSONI e GAYLARDE, 2000).

Para a quantificagdo das células bacterianas transferidas dos cubos de peito de
frango para cada superficie, os cupons foram imersos em 10 mL de solug&o de cloreto de “sodio
(NaCl) a 0,85 % (m/v) por 1 min a fim de retirar as células planctonicas (VALERIANO et al.,
2010); transferidos separadamente para 10 mL de solucdo NaCl a 0,85 % (m/v) e sonicados por
2 min utilizando-se banho de ultrassom (QUIMIS®), com frequéncia de 40 kHz, promover o
desprendimentp de células aderidas nas superficies dos cupons (MALHEIROS et al., 2012).
Posteriormente, foram realizadas dilui¢des decimais seriadas sucessivas, com plagueamento em
Agar Hektoen Entérico (HIMEDIA®) e incubacéo a 37 °C por 24h. Ap6s essas condigdes de
crescimento, as unidades formadoras de colonia (UFC) foram quantificadas e os resultados

expressos em UFC.cm, de acordo com Careli et al. (2009).

3.7.  Efeito sanitizante dos OE sobre as células aderidas

Para determinacdo do efeito antibacteriano dos OE frente a S. Choleraesuis
biotransferidas por 24 h a 7,0 £ 1,0 °C, os cupons de cada superficie foram submetidos a
tratamentos com solugdes sanitizantes nas CIM de cada OE. Para isso, cada cupom foi retirado
das solucbes com auxilio de pinca estéril e imerso em solugdo de NaCl a 0,85 % por 1 min para
a remocao de células plancténicas. Em seguida, foram imersos individualmente em frascos com
10 mL de solucdo sanitizante composta por solucdo de NaCl a 0,85%, Tween 80 e OE nas
concentragfes previamente estabelecidas através do teste de CIM. A acdo sanitizante das
solucBes contra as células aderidas as superficies dos cupons foram avaliadas apés 2,5; 5; 10;
15 e 20 min de contato a 25 + 2 °C sob condicdes estaticas. Além dos tratamentos com as
solugdes dos OE, foram utilizadas solucGes controle, compostas por solucdo de NaCl a 0,85%
e Tween 80, para efeito de comparacdo com a eficiéncia dos sanitizantes.

Os cupons foram transferidos, separadamente, para 10 mL de solugdo de NaCl a
0,85 % e sonicados por 2 min utilizando banho de ultrassom, com 40 kHz. Foram realizadas
diluigdes decimais sucessivas, com plaqueamento em Agar Hektoen Entérico (HIMEDIA®) e

incubagéo a 37 °C por 24 h. Apoés essas condi¢des de crescimento, as unidades formadoras de
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coldnia (UFC) foram quantificadas e os resultados expressos em UFC.cm™, de acordo com
Careli et al. (2009).

4. Anélise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados com trés repeti¢Oes por tratamento. Para
estimar a biotransferéncia bacteriana nas superficies de aco e polipropileno foi realizado o teste
t a5 % de probabilidade. Para a enumeracdo das células aderidas nos cupons de aco inoxidavel
e polipropileno apos o tratamento destes com solugdes sanitizantes em diferentes tempos de
contato, o delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 4x5,
constituido por quatro tratamentos (controle, OE de orégano, OE de canela e OE de menta) e
cinco tempos de contato (2,5 min, 5 min, 10 min, 15 min e 20 min). Os resultados foram
analisados pelo teste de Tukey. Todas as andlises estatisticas foram realizadas a 5% de
probabilidade e os resultados foram analisados com o auxilio do Statistical Analysis System -
SAS 9.0 (2009).

5. Resultados e Discusséo
5.1. Cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massa (CG-EM)

Através das andlises realizadas pelo sistema CG-EM, foi possivel identificar 31
compostos para 0 OE orégano (Tabela 1), 28 para o OE canela (Tabela 2) e 27 para o OE de
menta (Tabela 3), utilizando-se o sistema CG-EM, interpretacdo de espectros de massas (NIST)
e indice de retencdo linear. O IRL foi utilizado com o objetivo de auxiliar no processo de
caracterizacdo dos compostos. Para a maioria dos compostos identificados os valores de IRL
obtidos estdo coerentes com os valores descritos na literatura (ADAMS, 2012) aumentando a
confiabilidade dos compostos identificados. Os compostos que nao apresentam valores do IRL
descrito por Adams, 2012, foram identificados apenas pela biblioteca NIST, sendo necessario
a comparacdo através do uso de um padrdo externo.

Como representado na Figura 1, os compostos majoritarios encontrados no OE
de orégano, foram carvacrol (75,39%), o-Cimeno (6,35%), y-Terpineno (2,02%) e timol
(3,92%), totalizando 87,68% da composicao identificada (100,00%).

O eugenol (79,02%) foi o composto majoritario identificado no OE de canela
(FIGURA 2), seguido pelos compostos B-Cariofileno (3,76%), Benzoato de Benzila (3,49%),
Acetato de Eugenila (2,66%) e pB-Linalol (1,82%), totalizando 90,75% da composigédo
identificada (100%).
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Os compostos majoritarios identificados no OE de menta (FIGURA 3) foram
mentol (41,30%), mentona (25,57%), Acetato de Isometol (6,55%) e Eucaliptol (5,46%),
totalizando 78,88% da composicao identificada (100%).

Figura 1. Cromatograma de ions totais obtidos por CG-EM do 6leo essencial de orégano apresentando

0s principais compostos detectados na analise
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Figura 2. Cromatograma de ions totais obtidos por CG-EM do 6leo essencial de canela apresentando

0s principais compostos detectados na analise
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Figura 3. Cromatograma de ions totais obtidos por CG-EM do 6leo essencial de menta apresentando os

principais compostos detectados na anéalise
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Tabela 1. Composicdo Quimica dos constituintes presentes no 6leo essencial de orégano, determinada
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

Pico TR (min Composto IRL (obtido) IRL (referencia) Area (%)
1 5.631 1R-a-Pinene 932 932 0,439
2 6.076 Camfeno 948 946 0,154
3 6.848 L-B-Pineno 977 974 0,745
4 6.989 Octan-3-ona 982 982 0,076
5 6.989 B-Pinene 987 982 0,245
6 6.989 Octan-3-ol 995 NI 0,034
7 7.704 a-Felandreno 1006 1002 0,084
8 8.049 a-Terpineno 1016 1014 0,550
9 8.307 0-Cimeno 1023 1022 6,353
10 8.307 a-Limoneno 1027 1024 0,401
11 8.307 Eucaliptol 1031 NI 0,601
12 9.482 y-Terpineno 1056 1054 2,023
13 10.492 Terpinoleno 1084 1086 0,060
14 11.036 B-Linalool 1099 1095 1,543
15 12.936 Cénfora 1145 1141 0,614
16 13.956 Borneol 1169 1165 0,859
17 14.322 4-Terpineol 1178 1174 0,647
18 14.931 a-Terpineol 1193 NI 0,593
19 16.330  Formato de Bornila 1226 NI 0,019
20 16.759 Metil timil éter 1236 1232 0,245
21 16.898 Cuminaldeido 1239 1238 0,153
22 18.990 Timol 1288 1289 3,925
23 19.525 Carvacrol 1300 1298 75,386
24 21.516 Eugenol 1347 NI 0,765
25 22.565 Copaeno 1372 1374 0,073
26 24.357 B-Cariofileno 1415 NI 2,216
27 25.806 a-Humuleno 1450 1452 0,636
28 27.990 B-Bisaboleno 1504 1505 0,066
29 28.353 d-Cadineno 1513 NI 0,176
30 28.457 Calameneno 1515 NI 0,015
31 30.757 Oxido de 1575 NI 0,305

cariofileno
Total 100%

*NI (Né&o identificado)
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Tabela 2. Composi¢do Quimica dos constituintes presentes no 6leo essencial de canela, determinada

por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

Pico TR (min) Composto IRL (obtido) IRL (referencia) Area (%)
1 5.626 1R-a-Pinene 932 932 0,552
2 6.071 Canfeno 948 946 0,180
3 6.350 Benzaldeido 959 NI 0,135
4 6.848 B-Pineno 977 974 0,152
5 7.122 B-Mirceno 987 988 0,046
6 7.698 a-Felandreno 1006 1002 0,792
7 8.041 a-Terpineno 1016 1014 0,087
8 8.293 0-Cimeno 1023 1022 0,830
9 8.457 D-Limoneno 1027 1024 0,087
10 8.520 B-Felandreno 1029 1025 0,214
11 9.023 B-Ocimeno 1043 1044 0,020
12 9.473 y-Terpineno 1055 1054 0,026
13 10.488 Terpinoleno 1083 1086 0,072
14 11.029 B-Linalool 1098 1095 1,825
16 14.914 a-Terpineol 1192 NI 0,218
19 18.126 E)-Cinamaldeido 1268 1267 1,281
20 18.891 Safrol 1285 1285 1,387
21 19.302 Timol 1295 NI 0,015
22 19.593 Alcool Cinamilico 1302 1302 0,044
23 21.755 Eugenol 1353 1356 79,018
24 22.583 Copaeno 1372 1374 0,678
25 24.365 B-Cariofileno 1415 NI 3,757
26 25.404 Acetato de cinamila 1440 1443 1,411
27 25.806 a-Humuleno 1450 1452 0,609
28 28.220 Acetato de Eugenila 1510 NI 2,662
29 28.355 5-Cadineno 1513 NI 0,140
30 30.759 Oxido de cariofileno 1575 NI 0,274
31 37.524 Benzoato de Benzila 1758 1759 3,487

Total 100%

*NI (N4o identificado)
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Tabela 3. Composi¢do Quimica dos constituintes presentes no 6leo essencial de menta determinada por

cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massa

Pico TR (min) Composto IRL (obtido) LRI (referencia) Area (%)
1 5.632 1R-a-Pineno 932 932 0,754
2 6.685 Sabineno 971 969 0,360
3 6.852 f-Pineno 977 974 1,161
4 8.049 a-Terpineno 1016 1014 0,127
5 8.300 0-Cimeno 1022 1022 0,391
6 8.466 a-Limoneno 1027 1024 2,518
7 8.587 Eucaliptol 1031 NI 5,465
8 9.478 y-Terpineno 1055 1054 0,242
9 13.360 Mentona 1055 NI 25,568
10 13.609 Mentofurano 1061 NI 1,443
11 13.684 Isomentona 1063 NI 2,968
12 13.894 Isomentol 1068 NI 3,444
13 14.333 Mentol 1078 NI 41,298
14 14.678 Neoisomentol 1087 NI 0,566
15 14.932 a-Terpieol 1093 NI 0,252
16 16.718 Pulegona 1235 NI 1,151
17 17.373 Piperitona 1250 1249 0,598
18 18.225 Acetato de Mentila 1270 NI 0,278
19 18.987 Acetato de 1288 NI 6,547
Isomentol
20 22.886 B-Bourboneno 1379 NI 0,193
21 23.148 B-Elemeno 1386 1389 0,095
22 24.355 B-Cariofileno 1415 NI 3,313
23 25.621 y-Cadineno 1446 NI 0,130
24 25.802 a-Cariofileno 1450 NI 0,270
25 26.842 Germacrene D 1476 NI 0,514
26 27.546 v-Muuroleno 1493 NI 0,178
27 28.354 5-Cadineno 1513 NI 0,176
Total 100%

*NI (néo identificado)

Fonte: Do autor, 2018
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5.2. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM)

S. Choleraesuis ATCC 10708 demonstrou variacdes no perfil de resisténcia de
acordo com o tipo de OE. O crescimento da bactéria nas solu¢des dos OE de orégano e canela
foi inibido a 0, 00005 e 0,001 mg.mL, respectivamente. Enquanto foram necessarios 0,912
mg.mL? de OE de menta para inibicdo da cepa avaliada. Estas mesmas concentragGes foram
capazes de provocar a morte celular detectada no teste de CBM.

Iscan et al. (2002), analisou a composi¢do quimica de quatro marcas de 0leos de
menta adquiridas comercialmente e identificou 11 compostos, sendo mentol (27,5 a 42,3%) e
mentona (18,4 a 27,9%) 0s compostos majoritarios encontrados na amostra. O estudo avaliou
a acao antimicrobiana dos OE e seus componentes isolados em dezessete microrganismos,
sendo seis patdgenos de origem alimentar (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes e Bacillus
cereus). Para S. Typhimurium foram determinadas CIM de 1,25 a 2,5 mg.mL™ para as
diferentes marcas. Os valores de CIM para 0s compostos isolados mentol e mentona foram
0,625 e 5,0 mg.mL, respectivamente. Evidenciou-se que S. Typhimurium foi mais sensivel ao
composto mentol quando comparado a mentona.

Sartoratto et al. (2004), encontraram resultados inibitorios dos OE de O.vulgare,
frente a Salmonella Choleraesuis (CIM 0,6 mg.mL™). O timol foi o composto mais fragmentado
na amostra (38,0 %). Botrel et al, (2010), afirma que o carvacrol e timol sdo responsaveis pela
acao antimicrobiana do OE de O.vulgare e que a mistura de carvacrol e timol produzem efeito
sinérgico no OE de orégano.

Estudo realizado por Santurio et al. (2007) também demonstrou alta sensibilidade
de Salmonella enterica frente ao OE de orégano, com CIM e CBM consideravelmente baixas
(529 pg.mL* e 661 pg.mL™).

Trajano et al., (2010), identificou os constituintes do OE de C. zeylanicum,
adquirido comercialmente, através do sistema CG-EM, O eugenol (73,27%) foi o composto
mais abundante presente no Oleo, constando o efeito inibitério em cepas bacterianas
(Salmonella entérica, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli).

Aligiannis et al (2001), considera que a atividade antibacteriana de um OE é
forte quando apresenta valores de CIM entre 0,05 e 0,5 mg.mL*, CIM moderada entre 0,6 e 1,5
mg.mL e atividade fraca acima de 1,5 mg.mL*. Assim os OE de orégano e canela avaliados no
presente estudo demonstraram possuir forte atividade antimicrobiana e o OE de menta atividade

moderada.
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5.3.Biotransferéncia de Salmonella Choleraesuis para as superficies de aco inoxidavel e
polipropileno

No teste de exclusdo microbioldgica foram obtidos resultados negativos para a
presenca de Salmonella sp. nas amostras de peito de frango.

Cubos de peito de frango, artificialmente contaminados com cerca de 7 log
UFC.g? de S.Choleraesuis, foram capazes de transferir mais de 3log UFC.cm? quando
mantidos em contato com cupons de ago inoxidavel e polipropileno por 24h a 7 °C.

Observou-se diferenca significativa (P < 0,05) na quantidade de células aderidas
nos cupons de polipropileno (4,3 log UFC.cm™) em relacio ao aco inoxidavel (3,4 log UFC.cm
2), 0 que pode ser justificado pela maior rugosidade do polipropileno em relacio ao aco
inoxidavel (OH et al., 2009)

Rocha et al. (2014), avaliaram a adesdo bacteriana e formacao de biofilme em
superficies de polipropileno de bactérias Gram-negativos (Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella Choleraesuis e Escherichia coli) e Gram-positivo (Staphylococcus aureus). O
estudo demonstrou que S. Choleraesuis atingiu contagem média de 5 log UFC.cm™ de células
aderidas na superficie de polipropileno, resultado préximo ao obtido no presente estudo.

A contagem de microrganismos aderidos a uma superficie é fator determinante
para indicar se hd formacdo de biofilme maduro ou somente adesdo bacteriana (DALLA
COSTA, 2016). De acordo com Andrade, Bridgeman e Zottola (1998), para se considerar um
biofilme é necessario um niimero minimo de células de 7 log UFC.cm. Em comparagio com
o resultado encontrado neste estudo nédo foi observada a formacéo de biofilme maduro, contudo
ocorreu um processo de adesdo bacteriana.

E importante destacar que, mesmo que o nimero de células aderidas & superficie
esteja abaixo do numero minimo para se considerar um biofilme, existe o risco de contaminacgéo
microbioldgica direta do alimento (OLIVEIRA, 2010). Além disso, a contaminacdo pode
ocorrer de forma cruzada, como demonstrado por Soares et al. (2012). Esses autores
manusearam pele de frango contaminada com 5 log UFC.g™* de S. Enteritidis em superficies de
madeira, plastico tratado com triclosan, vidro e aco inoxidavel. Constatou-se que apos
procedimentos inadequados de higienizagdo, ocorreu contaminagcdo de outros alimentos

manipulados nessas superficies.
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5.4.  Efeito sanitizante dos 0leos essenciais sobre células aderidas nos cupons de aco
inoxidavel e polipropileno

As concentracdes utilizadas para o preparo de todas as solugdes sanitizantes
foram as determinadas no teste CIM.

Solugdes de OE de orégano e de canela provocaram o desprendimento das
células de S. Choleraesuis aderidas aos cupons de aco inoxidavel apés 5 min de contato.
Enquanto a solucdo de OE de menta foi capaz de remove-las em 2,5 min (Tabela 4).

Para a superficie de polipropileno as solugdes de orégano e canela demonstraram
apenas a reducdo de 1 ciclo logaritmo apds os tempos de contato avaliados, enquanto o OE de
menta foi capaz de reduzir todas as células aderidas (Tabela 5).

O fato das solugdes preparadas com os OE de orégano e canela promoverem apenas
a reducdo bacteriana na superficie de polipropileno pode ser explicado pela diferenca do tipo
de superficie, uma vez que superficies constituidas por polimeros apresentam fissuras, fendas
e rugosidades, que favorecem o aumento dos niveis de adesdo devido a protecdo das células

bacterianas no interior das irregularidades destas superficies (ARAUJO, et al., 2010).

Tabela 4. Numero de células aderidas em superficies de ago inoxidavel, expressas em log UFC.cm-2,
apos tratamento com solucgdes sanitizantes a base de OE e solucdo controle em diferentes tempos de

contato.
Tempo de Contato (minutos)
Oleo Essencial 2,5 5 10 15 20
Solucdo Controle 3,452 3,61% 3,28% 3,622 3,492
Orégano 2,75 0,00° 0,00° 0,00P 0,00°
Canela 3,592 0,00° 0,00° 0,00P 0,00°
Menta 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°

Fonte: Do autor, 2018
*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade em relag&o aos

tratamentos.
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Tabela 5. Namero de células aderidas em superficies de polipropileno, expressas em log UFC.cm-2,
apos tratamento com solucgBes sanitizantes & base de OE e solucdo controle em diferentes tempos de

contato.
Tempo de Contato (minutos)
Oleo Essencial 25 5 10 15 20
Solucdo Controle  4,20° 4,572 4,832 4,602 4,302
Orégano 3,33° 3,61° 2,47¢ 2,61° 2,74°
Canela 3,55° 3,18° 3,37° 2,39P 2,02¢
Menta 0,00° 0,00° 0,001 0,00° 0,00¢

Fonte: Do autor, 2018
Meédias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade em relagdo aos
tratamentos.

Valeriano et al. (2012), avaliaram a acdo sanitizante de solu¢6es formuladas com
Oleos esséncias de Mentha piperita e Cymbopogon citratos (capim limédo) sobre células de
Salmonela Enteritidis na superficie de aco inoxidavel AIS1 304. Os tempos de contato avaliados
foram 10, 20 e 40 min e a partir de 20 min ndo foi constatada contagem de células aderidas para
ambas solugdes (7,80 pL.mL™). Os autores ndo apresentaram dados de composigdo quimica
dos 6leos avaliados para efeito de comparacdo com o presente estudo.

Sugere-se que o efeito sanitizante do OE de orégano sobre a superficie de aco
inoxidavel avaliado nas condicBes desse estudo esta relacionado com o composto carvacrol.
Uchida et al. (2013), avaliaram o efeito sanitizante do carvacrol em superficies de aco
inoxidavel com biofilmes formados de S. Saintpaul. Apds 1 hora de contato da solucdo de
carvacrol (CIM 117 pg,mL"t) com a superficie, observou-se uma reducéao de aproximadamente
3 ciclos logaritimos na contagem de células.

Sanitizantes convencionais como os derivados do cloro demonstram efetividade
contra células bacterianas (JOSEPH et al. 2001). Porém, algumas células podem se tornar
resistentes, como demonstrado em estudo avaliado por Beraldo et al (2013). O Autor
demonstrou que ceélulas bacterianas (Staphylococcus aureus, Listéria monocytogenes,
Escherichia coli e Salmonella sp.), apresentaram menor sensibilidade frente ao hipoclorito de
sodio quando comparado com solugdes a base de OE (Cinnnamomum zeylanicum e Syzygium

aromaticum).
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A toxicidade dos subprodutos dos compostos clorados torna o processo menos
atrativo (SILVA et al., 2011), visto que a cloracdo conduz a formacdo de compostos
organoclorados, trihalometanos e acidos haloacéticos, que sdo mutagénicos, tdxicos e

carcinogénicos em agua, alimentos ou em superficies de contato (PRESTES, 2007).

6. Concluséo

O célculo do indice de retencdo linear (IRL) aumentou a confiabilidade na
identificacdo dos compostos dos Gleos essenciais através do sistema CG-EM. A atividade
antimicrobiana dos 6leos variou de acordo com o tipo de 6leo essencial testado. Essa variacao
esta relacionada com a composi¢do quimica de cada 6leo. A resisténcia bacteriana ao efeito
sanitizante variou de acordo com o tipo de superficie em que a bactéria estd aderida. Os
resultados encontrados no presente estudo sugerem que a utilizacdo de sanitizantes a base de
Oleos esséncias de orégano, canela e menta sdo uma alternativa ao uso de sanitizantes
convencionais. Contudo s&o necessarios testes toxicoldgicos, para a aplicacdo de sanitizantes a

base de 6leos essenciais na industria de alimentos.
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