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Resumo

Os ¢6leos essenciais (OE) possuem uma ampla variedade de compostos
bioativos contra microrganismos patogénicos e deterioradores de
alimentos (MPDA). Devido a tendéncia mundial de reduzir ou eliminar
0 uso de conservantes sintéticos em alimentos, vérios OE foram
testados como bioconservantes para aumentar a vida de prateleira

e seguranca de produtos alimenticios sob a forma de ingrediente ou
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adicionados em embalagens comestiveis. Neste sentido, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos

6leos de alecrim-pimenta (Lippia origanoides Kunt), alfavaca-cravo
(Ocimum gratissimum L.), capim-limao (Cymbopogon citratus (DC)
Stapf) e elixir-paregérico (Ocimum selloi Benth), nas formas livre e
incorporada a filmes de acetato de celulose (AC), sobre o crescimento
de MPDA. Os 6leos, previamente extraidos de folhas frescas por
hidrodestilacao, foram analisados por cromatografia a gas acoplada

a espectrometria de massas e deteccao por ionizacdao em chama.

Em seguida, os 6leos livres e seus respectivos filmes de AC foram
testados quanto a atividade antimicrobiana sobre Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella Enteritidis,
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger e Penicillium spp. pelo
método de difusdo em agar, usando-se diferentes concentracdes de

EO (0,78%; 1,56%; 3,12%; 6,25%; 12,50%; 25%; 50% e 100%).
Em geral, os OE apresentaram atividade antimicrobiana a partir da
concentracdo de 6,25%, exceto o 6leo O. selloi, que demonstrou baixo
efeito antimicrobiano em todos os ensaios. O 6leo O. gratissimum

foi o mais efetivo na inibicdo do crescimento microbiano para a

maioria dos microrganismos. Para S. cerevisiae, S. aureus, E. coli e
Salmonella Enteritidis, o referido 6leo exibiu efeitos antibacteriano

e antifungico a partir da concentracao de 3,12%. O 6leo C. citratus
inibiu L. monocytogenes em todas concentracoes avaliadas. O dleo

L. origanoides também apresentou potente acao inibitéria sobre S.
cerevisiae e Salmonella Enteritidis nas concentracdes de 3,12% e

6,25 %, respectivamente. Da mesma forma, filmes de acetato de
celulose incorporados com 10% e 20% dos 6leos C. citratus, L.
origanoides e O. gratissimum demonstraram eficiéncia antimicrobiana
semelhante, indicando potencial desse polimero como embalagem ativa
para alimentos.

Termos para indexacao: Cymbopogon citratus, Lippia origanoides,
Ocimum gratissimum, Ocimum selloi, filme antimicrobiano.



Essential Oils-Embedded Cellulose
Acetate Films with Activity against
Pathogenic and Food Spoilage
Microorganisms

Abstract

Essential oils (EO) have a wide variety of antimicrobial compounds
against pathogenic and food spoilage microorganisms (PFSM). Due

to the worldwide trend to reduce or eliminate the use of synthetic
preservatives in food, various EO have been tested as biopreservatives
to increase the shelf life and safety of food products, adding them
either directly or into edible packaging. In this sense, the aim of

this study was to evaluate in vitro antimicrobial activity of “alecrim-
pimenta” (Lippia origanoides Kunt), clove basil (Ocimum gratissimum
L.), lemon grass (Cymbopogon citratus (DC) Stapf) and “elixir
paregdrico” (Ocimum selloi Benth) oils, free and incorporated to
cellulose acetate films (CA), on the microbial growth of PFSM. The
oils, previously extracted from fresh leaves by hydrodistillation, were
analyzed through gas chromatography coupled with mass spectrometry
and flame ionization detection. Later on, EO were assayed for
antimicrobial activities against Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Salmonella Enteritidis, Saccharomyces
cerevisiae, Aspergillus niger and Penicillium spp. by agar diffusion
method, using different EO concentrations (0.78%; 1.56%,; 3.12%;
6.25%,; 12.50%, 25%, 50% and 100%). In general, OE presented
antimicrobial activity at the concentration of 6.25%, except O. selloi
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oil, which demonstrated low antimicrobial effect in all assays. The

0. gratissimum oil was the most effective in inhibiting the microbial
growth for the majority of microorganisms. For S. cerevisiae, S. aureus,
E. coli and Salmonella Enteritidis, this aforesaid oil exhibited antifungal
and antibacterial effects from the concentration of 3.12%. The C.
citratus oil inhibited L. monocytogenes in all tested concentrations.

L. origanoides oil also demonstrated potent inhibitory action against

S. cerevisiae and Salmonella Enteritidis at the concentrations of
3.12% and 6.25%, respectively. Likewise, CA films incorporated with
10% and 20% oil of C. citratus, L. origanoides and O. gratissimum
showed similar antimicrobial efficiency, indicating the potential of this
biopolymer as an active food packaging.

Index terms: Cymbopogon citratus, Lippia origanoides, Ocimum
gratissimum, Ocimum selloi, antimicrobial film.
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Introducéao

Os dleos essenciais (OE) possuem uma variedade de compostos com
atividade contra fungos e bactérias patogénicas contaminantes de
alimentos (CEYLAN; FUNG, 2004; RAHMAN; KANG, 2009; RUNYORO
et al., 2010). A atividade antimicrobiana dos OE ocorre ao nivel de
parede e membrana celular afetando o metabolismo do microrganismo.
Contudo, o efeito germicida dos 6leos varia também em funcao do
tipo de microrganismo, sendo fungos e bactérias Gram positivas

mais susceptiveis do que bactérias Gram negativas (BURT, 2004;
BOUKHATEM et al., 2013; HADDOUCHI et al., 2013).

Em razdo da demanda dos consumidores pela reducao ou eliminacéao
do uso de conservantes, sintetizados quimicamente, em alimentos,
muitos OE tém sido explorados como bioconservantes para aumentar
a seguranca e a vida de prateleira de produtos alimenticios (RAHMAN;
KANG, 2009; DJABOU et al., 2013; BOUKHATEM et al., 2013).

O emprego de OE na elaboracdo de embalagens ativas e filmes
comestiveis antimicrobianos tem sido explorado na conservacao de
alimentos como carne bovina resfriada (ZINOVIADOU et al., 2009),
peixe fresco (GOMEZ-ESTACA et al., 2010), peixe desidratado
(MATAN, 2012) e pizza pronta para consumo (BOTRE et al., 2010).
Estudos atribuem a atividade antimicrobiana, principalmente, aos
compostos fendlicos e monoterpenos; porém, o mecanismo de acao
nao foi ainda elucidado (TIWARI et al., 2009). Além dos aspectos
relacionados a atividade antimicrobiana desses compostos, as
pesquisas sobre a aplicacdo industrial de OE em alimentos devem
levar em conta os riscos desses aditivos a salde do consumidor, e os
efeitos sobre o sabor e aroma dos produtos em que eles estdo sendo
aplicados. Recentemente, OEs tém sido incorporados em filmes ativos
de base celulésica visando a sua futura utilizacdo na embalagem de
queijos (BASTOS et al., 2013), configurando-se como uma alternativa
para minimizar o nivel de deterioracdao dos alimentos em funcao das
tecnologias estabelecidas.



Filmes de Acetato de Celulose Incorporados de Oleos Essenciais com Atividade contra
Microrganismos Patogénicos e Deterioradores de Alimentos

Considerando que as embalagens ativas atuam como barreira para
agentes externos, assegurando a qualidade e prolongando a vida de
prateleira do produto, o presente estudo teve como objetivo avaliar

a atividade antimicrobiana in vitro dos 6leos essenciais de alecrim-
-pimenta, alfavaca-cravo, capim-limao e elixir-paregérico, livres e
incorporados a filmes de acetato de celulose, sobre o crescimento de
microrganismos patogénicos e deterioradores de alimentos.

Material e Métodos

Cultivo das plantas aromaticas

As mudas de capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), alecrim-
pimenta (Lippia origanoides Kunt), alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum
L.) e elixir-paregérico (Ocimum selloi Benth) foram cultivadas, sob
cultivo protegido, a partir de sementes e/ou estacas obtidas de plantas
matrizes pertencentes ao Horto de Plantas Medicinais e Aroméaticas

da Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza, CE. As mudas foram
preparadas em bandejas contendo substrato apropriado e, apds o
enraizamento, foram transplantadas para as condicoes de campo.
Para cada espécie, foram plantadas 30 plantas no espagcamento

de 1,0 m x 0,5 m. Ao longo do desenvolvimento das plantas, foram
adotadas praticas culturais tais como irrigacdes, capinas manuais e
controle fitossanitario quando necessario.

Extracao e analises quimicas dos dleos essenciais (OE)
No Laboratério Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais, os OEs
foram extraidos e analisados por cromatografia a gas (CG) acoplada

a espectrometria de massas (EM) e detector de ionizacdo em chama
(DIC), de acordo com o método descrito por Ribeiro et al. (2015).

As extracdes foram feitas por hidrodestilacdo, em aparelho do tipo
Clevenger, utilizando-se folhas frescas previamente maceradas e
pesadas. Apds 3 horas de extracdo, os 6leos obtidos foram recolhidos
em tubos de ensaio, centrifugados e tratados com sulfato de sédio
anidro.
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A andlise por CG-EM foi desenvolvida em um instrumento Varian
(Varian, modelo 450-GC/240-MS, Palo Alto, EUA) com ionizacéo por
elétrons a 70 eV, munido de coluna de polidimetilsiloxano VF-56MS
(30 m x 0,25 mm x 1,0 um). Aliguotas de 1 uL de amostra (OE diluido
em hexano 1:100) foram injetadas a 250 °C, no modo de injecdo com
divisao de fluxo de 1:30, durante toda a corrida (30,3 min). Hélio foi
utilizado como gas carreador (fluxo de 1,50 mL min'). As temperaturas
da linha de transferéncia e do detector foram fixadas em 250 °C e
200 °C, respectivamente. A separacao cromatografica foi conduzida
na seguinte programacéao térmica: temperatura inicial de 70 °C com
rampa de aquecimento de 4 °C min" até 180 °C por 27,5 min, seguida
por rampa de aguecimento de 25 °C min' até 250 °C, ao término

da corrida. Os espectros de massas foram adquiridos na faixa de m/z
25-500. A identificacdo dos compostos foi realizada pela comparacao
dos espectros de massas e indices de retencao obtidos por injecao de
uma mistura de uma série homéloga de alcanos C7-C22 com dados da
literatura (ADAMS, 2009; NIST, 2013).

A andlise por CG-DIC foi realizada em um instrumento Shimadzu
(Shimadzu, modelo GC-2010 Plus, Quioto, Japdo) equipado com uma
coluna de polidimetilsiloxano RTX-5 (30 m x 0,25 mm x 1,0 ym)
empregando-se as mesmas condicdes cromatograficas utilizadas
na CG-EM, exceto pelo uso de nitrogénio como gas carreador. A
contribuicdo de cada composto volatil na mistura foi dada pela area
relativa (%) do seu respectivo pico no cromatograma registrado por DIC.

Microrganismos

O estudo foi realizado com cepas de referéncias (Microbiologics, Sant
Cloud, EUA) de bactérias Gram negativas (Escherichia coli ATCC
10536, Sa/monella Enteritidis ATCC 10708), Gram positivas (Listeria
monocytogenes ATCC 33090, Staphylococcus aureus ATCC 6538P)
e levedura (Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763), além de fungos
filamentosos (Aspergillus niger e Penicillium spp.). Esses fungos

foram isolados de queijo de coalho, e identificados no Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Agroindustria Tropical. O cultivo de bactérias
foi realizado em caldo infuso de cérebro e coracao (Becton Dickinson,
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USA), enquanto levedura e fungos filamentosos foram cultivados em
caldo batata dextrose (Becton Dickinson, EUA). Apds o crescimento,

as cepas de bactérias e levedura foram adicionadas de 20% de glicerol
(v/v) e estocadas sob congelamento (-20 °C e -80 °C) e refrigeracao
(4 °C a 6 °C). Os fungos foram estocados apenas sob refrigeracao.

Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais

O efeito antimicrobiano dos OE foi avaliado pelo método de difusao
em agar de acordo com a norma de Desempenho para Testes de
Sensibilidade Antimicrobiana, recomendada pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2005). As bactérias foram crescidas

em caldo infuso de cérebro e coracao (BHI) a 35 °C por 24 horas.
Levedura e fungos filamentosos foram cultivados em caldo batata
dextrose (Becton Dickinson, EUA) a 25 °C por 48-72 horas. As
culturas de bactérias (10° células/mL) foram semeadas na superficie
de agar Mueller-Hinton (Becton Dickinson, EUA), mas levedura e
suspensao de fungos filamentosos (10° esporos/mL) foram inoculados
em agar batata dextrose (Becton Dickinson, EUA), com auxilio de um
swab. Apéds a inoculacao, o agar foi perfurado para obter pocos de
5 mm de didmetro, aos quais foram adicionados 25 uL das diferentes
concentracodes (0,78%, 1,56%, 3,12%, 6,25%, 12,50%, 25%, 50%
e 100%) de cada dleo, obtidas por diluicdo binaria em Tween 80 a 1%
(Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil). O didametro dos halos de inibicdo (mm)
foi determinado apés incubacao a 35 °C por 24 horas, para bactérias,
e 25 °C por 48-72 horas para levedura e fungos filamentosos.
Estabeleceu-se que as concentracoes de 6leos que apresentaram
halos com didmetros iguais ou superiores a 8 mm indicavam atividade
antimicrobiana. Como controle positivo, foram utilizadas solucdes

de amicacina (250 mg/mL, Laboratério Teuto, BR) para bactérias e
nistatina (100.000 Ul/mL, Laboratério Teuto, BR) para levedura e
fungos filamentosos. Solugao estéril de Tween 80 a 1% (Vetec®, Rio
de Janeiro, Brasil) foi utilizada como controle negativo.

Delineamento experimental e analise estatistica
A pesquisa foi baseada num experimento fatorial inteiramente
casualizado com 3 repeticoes e 3 fatores de tratamentos. Os
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tratamentos foram constituidos de 4 OE, 8 concentracdes de cada
um deles e 7 microrganismos descritos anteriormente. A andlise
estatistica consistiu da analise de variancia dos efeitos principais
(6leos, microrganismos, concentracdes e suas repectivas interacdes);
da comparacao das médias dos tratamentos constituidos pelos 6leos
e pelos microrganismos e de andlise de regressao das concentracoes
dos 6leos. As médias dos tratamentos (6leos e microrganismos) foram
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

As concentracodes reais dos 6leos que inibem o crescimento dos
microrganismos e os respectivos tamanhos dos halos no ponto de
eficacia da inibicao foram estimados pela analise de regressao.

Elaboracdo de filmes incorporados de dleos essenciais
Os filmes foram elaborados pelo método casting (SANTIAGO-SILVA

et al. 2009), com algumas modificacdes, tais como o espalhamento
da solucao filmogénica com barra de ferro de espessura conhecida e
secagem do filme a temperatura ambiente. Para a producao dos filmes,
foram usados acetato de celulose (Rhodia, Sao Paulo, Brasil) e acetona
(Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil). O acetato de celulose foi dissolvido

na acetona na proporcdo 1:2 (p/v), obtendo as solucdes filmogénicas.
A incorporacao dos 6leos de capim-limao, alecrim-pimenta e alfavaca-
-cravo as solucoes em concentracdes de 10% e 20% (v/v) foi realizada
conforme metodologia descrita por Bastos et al. (2013). Filme elaborado
sem adicao de OE foi utilizado como controle.

Atividade antimicrobiana de filmes

Para avaliacao qualitativa da bioatividade dos trés filmes elaborados,
discos de 1,5 cm de didmetro foram colocados sobre a superficie de
agar Mueller-Hinton (bactérias) e agar batata dextrose (levedura e fungos
filamentosos) inoculados com suspensdes de células (1 a 2 x 10°
UFC/mL) de Salmonella Enteritidis, S. aureus, E. coli, L. monocytogenes,
S. cerevisiae, A. niger. e Penicillium spp. As placas foram incubadas a
35 °C por 24 horas e 25 °C por 48-72 horas, para bactérias, levedura

e fungos filamentosos, respectivamente. A atividade antimicrobiana foi
verificada pela inibicdo de crescimento microbiano sob o disco dos filmes.
Como controle positivo, foi utilizado antibiético amicacina (250 mg/mL,
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Laboratério Teuto, BR), para bactérias, e nistatina (100.000 Ul/mL,
Laboratério Teuto, BR), para levedura e fungos filamentosos. Filme sem
adicao de 6leo foi utilizado como controle negativo.

Resultados e Discussao

Composicao quimica dos dleos essenciais

A composicdo quimica dos 6leos essenciais variou em funcao das
quatro espécies de plantas aromaticas, e os resultados podem ser
observados na Tabela 1. As andlises de CG-EM e CG-DIC permitiram
identificar 17 compostos no dleo de alfavaca-cravo, os quais
constituiram 96,53% da mistura volatil, sendo o eugenol (62%) e
eucaliptol (16 %) seus principais componentes.

Tabela 1. Composicao quimica de OE extraidos de folhas e inflorescéncias de
quatro espécies de plantas aromaticas determinada por CG-EM e CG-DIC.

C indice de Alfavaca: Capim-limdo Alecrim-pimenta Elixir-paregérico
omponente o .

retencdo linear b (%) (%)
o-tujeno 933 - - 0,64
oL-pineno 942 - - 0,30 .
Sabineno 980 - - 0,23 0,17
[3-pineno 984 0,59 - 0,10 -
{3-mirceno 993 0,67 8,01 1,13
0 -3-careno 1015 1,68 - 0,09
o.-terpineno 1022 - - 0,66
p-cimeno 1030 0,52 - 6,70 -
Limoneno 1035 0,38 - 0,41 0,18
Eucaliptol 1037 15,97 - 0,72 0,60
(E)-B-ocimeno 1053 - - 0,10 -
y-terpineno 1062 - 1,76
Hidrato de sabineno 1070 3,94 - -
4-thujanol 1072 - 0,18
Fenchona 1089 0,32 - -
Linalol 1101 0,09 0,23 0,08
endo-Fenchol 1120 - 0,76 -
Ipsidienol 1149 - - 0,29
Pinocarvona 1169 - 0,21 -
Umbellulona 1176 - 0,11 -
Terpinen-4-ol 1181 - - 0,89
o.-terpineol 1193 0,18 0,64 0,14

(Continua...)
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Tabela 1. Continuacao.

[ Alfavaca- L . .. L.
Indice de Capim-limdo Alecrim-pimenta Elixir-paregarico
Componente retencéo linear ' ¢ ("/:)) p(%)g
Metil-chavicol 1200 - - - 90,40
Verbenona 1206 - 1,16 - -
Eter metil-timol 1239 - : 0,84
Neral 1242 - 33,30 -
Geraniol 1256 - 2,47
Geranial 1271 - 48,69 -
Timol 1295 - - 75,07
Carvacrol 1302 - - 0,19
a.-cubebeno 1353 - 0,31 -
Eugenol 1363 61,96 -
Acetato de Nerila 1365 - 0,69 - -
oL-copaeno 1381 - - - 0,32
Acetato de geranila 1386 - 1,35 - -
[3-elemeno 1394 - - - 0,14
Cipereno 1399 - 0,91 - -
Metil-eugenol 1403 - - - 0,39
Isocariofileno 1409 - 0,24 - -
[B-cariofileno 1422 0,43 - 5,14 2,55
ai-trans-bergamoteno 1440 - - - 0,13
Aromadendreno 1445 - - 0,28 -
o-humuleno 1452 3,29 - 0,26 0,11-
Germacreno D 1483 - - 0,48 1,78
[3-selineno 1493 0,50 - -
a-selineno 1502 1,50 - -
Biciclogermacreno 1505 - 0,59 1,96
y-cadineno 1519 4,39 - -
Epi-at-selineno 1524 0,12 - -
o-cadineno 1526 - 0,09 0,16
Espatulenol 1584 - - - 0,14
Viridiflorol 1595 - - 0,91 -
Oxido de cariofileno 1613 - - 0,18 -
Total de compostos identificados (%) 96,53 99,08 98,45 98,92

Os 16 compostos identificados no OE de capim-limao foram
equivalentes a 99,08% da composicdo do 6leo, sendo o citral (33%

de neral e 49% de geranial) o seu constituinte majoritario. O éleo de
alecrim-pimenta foi constituido por 28 compostos, correspondendo a
98,45 % do total da mistura volatil, com predominéancia de timol (75%).
O dleo de elixir-paregérico apresentou uma composicao rica em metil-
chavicol (90,4%), contendo 14 compostos identificados (98,92%
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da mistura volatil total). Elevadas concentracdoes desses compostos
bioativos também tém sido relatadas em estudos anteriores (MORAES
et al., 2002; SACCHETTI et al., 2005; BARBOSA et al., 2008; VERAS
et al., 2012). O alto teor de metil-chavicol (90,4%) detectado no dleo
de elixir-paregérico inviabilizou sua utilizacdo em filmes para embalagem
de alimentos, pois estudos de toxicidade in vitro demonstraram sua
acao toxica para Artemia salina (SILVA et al., 2010), além de seus
efeitos genotéxicos e carcinogénicos (VINCENZI et al., 2000).

Atividade antimicrobiana de dleos essenciais

O potencial antimicrobiano dos éleos variou em funcéo da
concentracao, da espécie de planta e do microrganismo. No entanto,
observou-se que os halos de inibicao formados nas concentracdes
100% e 50% apresentaram tamanhos similares, indicando uma menor
difusao do 6leo puro no &gar (Figura 1). As diluicbes subsequentes
apresentaram formacao de halos proporcionais as concentracoes.

Os valores médios dos halos (mm) nas diferentes concentracdes
utilizadas (0,78%; 1,56%; 3,12%; 6,25%; 12,50%; 25%; 50%

e 100%) de cada 6leo sdo apresentados na Tabela 2. Em geral, os
6leos apresentaram maior efeito inibitério sobre o desenvolvimento de
levedura, seguida de fungos filamentosos, bactérias Gram positivas e
Gram negativas. O 6leo de alfavaca-cravo destacou-se como o mais
efetivo na inibicdo do crescimento microbiano para a maioria dos
microrganismos testados. O efeito foi seguido dos 6éleos de capim-limao
e alecrim-pimenta. Entretanto, o éleo de capim-limao apresentou-se
singnificativamente mais efetivo que o de alfavaca-cravo e o de alecrim-
-pimenta, na inibicdo de L. monocytogenes. O 6leo de elixir-paregérico,
por sua vez, demonstrou baixa atividade antimicrobiana, diferindo
significativamente dos demais ao nivel de p<0,05 de probabilidade,
pelo teste de Tukey. Os OEs demonstraram baixo potencial
antimicrobiano sobre o desenvolvimento de E. coli e Salmonella
Enteritidis. A baixa susceptibilidade dessas bactérias pode ser atribuida
aos lipopolissacarideos da membrana externa que envolve as células
desses microrganismos, 0s quais restringem a passagem de compostos
com caracteristica hidrofébica (BURT, 2004).
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C Figura 1. Halos de inibicdo (mm)

‘ de diferentes concentracdes do

6leo de alfavaca-cravo sobre o
crescimento de S. cerevisiae (A),

@ @ A. niger (B) e S. aureus (C).
&

Tabela 2. Valores médios dos halos de inibicdo do crescimento microbiano nas
diferentes concentracdes de 6leos essenciais.

Oleos essenciais/halos (mm)
Capim-limdo*  Alecrim-pimenta*  Alfavaca-cravo®  Elixir-paregorico™

Microrganismo

S. cerevisiae 13,94 ab A 13,58a A 1417 aA 3,81abB
A. niger 10,46 ab A 1296 a A 13,13aA 0,00cB
Penicillium 13,96 ab A 10,21aA 11,63aA 0,00cB
L. monocytogenes 15,33aA 741aB 4,46 b BC 1,44 bc C
S. aureus 12,02 ab A 7,71aB 11,54aA 7,04aB
E. coli 7,88bA 790aA 9,60 ab A 3,54 ab B
Salmonella Enteritidis 0,00cB 8,67aA 9,30abA 1,19 bc B

*Médias seguidas por letras mintsculas diferentes, na vertical e de mailsculas na horizontal diferem
significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A partir da concentracao de 6,25%, o 6leo de alfavaca-cravo apresentou
amplo espectro de inibicao antimicrobiana sobre S. cerevisiae (14,67 mm), A.
niger (11,00 mm), S. aureus (10,67 mm), E. coli (10,17 mm), Sa/monella
Enteritidis (10,00 mm), Penicillium (6,67 mm), exceto L. monocytogenes.
O crescimento de L. monocytogenes foi inibido a partir da concentragao
de 50%, evidenciando a resisténcia dessa cepa ao referido 6leo. Para

S. cerevisiae, S. aureus, E. coli e Salmonella Enteritidis, foi observada
também formacao de halos superiores a 8 mm a partir da concentracao de
3,12%. Vale destacar a potente atividade sobre as cepas de S. cerevisiae,
cujo ponto de inibicdo maxima ocorreu com a concentracao de 67,57%

e halo de 26,68 mm (Figura 2). A atividade antifingica desse 6leo para
cepa de A. niger ocorreu a partir da concentracao de 6,25%, com halo

a partir de 11,41 mm, cujo ponto de inibicdo maxima ocorreu com a
concentracdo de 73,00% e halo de 32,26 mm (Figura 3). Estudos sobre

a composicao quimica e atividade antimicrobiana do 6leo de alfavaca-
-cravo demonstraram que a inibicdo do crescimento de E. coli, S. aureus e
Salmonella foi atribuida, principalmente, a presenca de eugenol (58%), seu
principal componente bioativo (LEMOS et al., 2005; FRANCO et al., 2007;
SILVA et al., 2010).

Halo

" Figura 2. Estimativa da

12 concentracd@o (%) do d6leo de
alfavaca-cravo e do tamanho
o do halo (mm) de inibicao no
crescimento de S. cerevisiae.

Halo

Figura 3. Estimativa da

1 concentracéo (%) do d6leo de
alfavaca-cravo e do tamanho
o do halo (mm) de inibicdo no

o 10 20 30 40 50 60 70 80 % 100

Concentragéo crescimento de A. niger.
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O ¢6leo de capim-limao, a partir da concentracado de 12,5%, foi efetivo

na inibicdo do crescimento de Penicillium (17,00 mm), S. cerevisiae
(15,17 mm), A. niger (13,67 mm), L. monocytogenes (11,70 mm), S.
aureus (10,50 mm), E. coli (8,17 mm), exceto Salmonella Enteritidis,

que nao demonstrou susceptibilidade ao 6leo. Constatou-se potente
atividade inibitéria sobre levedura e fungos. Em todas as concentracoes
avaliadas, esse 6leo destacou-se entre os demais na inibicdo do
desenvolvimento de L. monocytogenes, com formacao de halos

entre 13,33 mm e 21,83 mm (Figura 4). O ponto maximo de inibicao
estimado para L. monocytogenes ocorreu na concentracado de 57,33%
e halo de 20,50 mm (Tabela 3). Esse resultado é interessante, pois
possibilita a elaboracao de filme antimicrobiano para alimentos,

o qual podera ser utilizado no controle da contaminacao por L.
monocytogenes, bactéria de alta patogenicidade que representa um
perigo a saude publica. O elevado potencial antimicrobiano apresentado
pelo 6leo de capim-limao pode ser atribuido a alta concentragao

de citral (82%) detectada na sua composicdo. Em outro estudo in
vitro com 6leo de capim-limao, também foi constatada potente acao
inibitéria sobre L. monocytogenes, S. aureus, E. faecaleis (BASSOLE
et al., 2011). Sacchetti et al. (2005) constatou potente inibicdo

desse 6leo sobre leveduras deterioradoras de alimentos. Esse OE é
considerado seguro para a saude (Substances generally recognized as
safe) conforme o Cdédigo Federal de Regulamentacao da Food Drug
Administration (FDA, 2014).

18] Figura 4. Estimativa
ERE da concentracao
o] (%) do oleo de

capim-liméo e do
tamanho do halo
(mm) de inibicao no
[ ‘ crescimento de L.

[ 10 Z‘D 30 4‘0 5‘0 6‘0 7‘0 80 9‘0 100 monocytogenes.

Concentragéo
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O dleo de alecrim-pimenta, a partir da concentracao de 12,5%, foi
efetivo na inibicdo do crescimento de S. cerevisiae (13,67 mm), A.
niger (12,33 mm), E. coli (9,83 mm), S. aureus (9,77 mm), Salmonella
Enteritidis (9,33 mm), exceto L. monocytogenes e Penicillium, pois
apresentaram halo de inibicdo inferior a 8 mm. O 6leo também
demonstrou potente atividade inibitéria sobre o desenvolvimento de S.
cerevisiae com formacao de halo de 9,00 mm a partir da concentracao
3,12% e Salmonella Enteritidis com halos de 9,17 mm a partir da
concentracao de 6,25%. A acdo inibitéria desse 6leo também foi
constatada sobre cepas de S. aureus e E. coli isoladas de queijo minas
artesanal (CASTRO et al., 2011). Da mesma forma, Veras et al. (2012)
observaram maior sensibilidade de cepas Gram positivas (S. aureus) em
relacdo a Gram negativas (P. aeruginosa).

A estimativa da concentracao (%) dos 6leos e tamanho de halos (mm)
para inibicdo maxima do crescimento microbiano sado apresentados na
Tabela 3. O 6leo de capim-limao demonstrou ponto de inibicdo maxima
para L. monocytogenes na concentracdo 57,33% com halo de
20,50 mm, destacando-se entre os demais 6leos. Para A. niger, o éleo de
alecrim-pimenta indicou o ponto maximo na concentracao de 74,41% com
halo de 36,28 mm, enquanto, para o 6leo de alfavaca-cravo, esse ponto
foi similar, com concentracdo 73,00% e halo 32,27 mm.

Tabela 3. Estimativa das concentracdes (%) dos 6leos essenciais e tamanho de
halo (mm) para inibicdo méxima do crescimento microbiano.

Oleos essenciais

Microrganismo Capim-limao Alecrim-pimenta Alfavaca-cravo Elixir-paregdrico

Conc. Halo Conc. Halo Conc. Halo Conc. Halo
S. cerevisiae 7519 29,42 8240 2848 67,57 26,69 201,29 2222
A. niger 70,79 26,14 74,71 36,28 7300 3227 50,39 000"
Penicillium 6808 3727 8179 3127 7060 30,73 5039 0,00*
Salmonella Enteritidis 50,39 0,00* 74,00, 1486 6695 1476 2339 -0,60
E. coli 7483 13,22 7085 1625 7459 1522 86,74 11,98
S. aureus 81,73 1875 71,27 1935 80,18 1646 6225 1577

L. monocytogenes 57,33 2050 6576 2334 70,30 1285 2339 0,72

* Ponto estacionario estd em um achatamento. Conc. = concentragéo.
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Atividade antimicrobiana de filmes incorporados com OE
Os resultados da avaliacdo qualitativa da acdo antimicrobiana dos filmes
incorporados com 10% e 20% dos 6leos de capim-limao, alecrim-pimenta
e alfavaca-cravo sobre o crescimento dos microrganismos testados podem
ser observados na Tabela 4. Esses 6leos foram selecionados devido a

sua acao inibitdéria sobre o crescimento microbiano, a qual proporcionou
formacao de halos superiores a 8 mm a partir da concentracao de
6,25%, bem como a interacdo deles com a solucao filmogénica. Com
base nesses resultados, as concentracdes de 10% e 20% desses 6leos
foram selecionadas para elaboracao dos filmes de acetato de celulose.
Bastos et al. (2015) observaram que filmes incorporados com os éleos de
capim-limao, alecrim-pimenta e alfavaca-cravo promoveu o aumento da
barreira ao vapor de agua e a flexibilidade, porém reduziu a transparéncia
dos filmes, sugerindo sua utilizacdo na embalagem de alimentos que sao
sensiveis a luz e aos que requerem altas trocas de vapor de agua.

Tabela 4. Atividade antimicrobiana de filmes incorporados com OE sobre
crescimento de diferentes microrganismos.

i it Capim-limao Alecrim-pimenta Alfavaca-cravo
10% 20% 10% 20% 10% 20%
S. cerevisiae + + + + + +
A. niger + + + + + +
Penicillium + + + + + ¥
S. aureus + + + ¥ + o
L. monocytogenes + +
E. coli - - . . P o
Salmonella Enteritidis . - - . + ¥

+ Presenca de crescimento microbiano.
- Auséncia de crescimento microbiano.

A acédo antimicrobiana dos filmes seguiu a mesma tendéncia dos testes
realizados com d6leos livres. Os filmes incorporados com os 6leos de
capim-limao, alecrim-pimenta e alfavaca-cravo inibiram o crescimento
microbiano somente na superficie de contato com o meio de cultura.
Possivelmente, esse resultado foi devido a interacdo do 6leo com a
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matriz do filme, nao permitindo sua difusdao no agar em torno do disco.
Os filmes apresentaram inibicdo sobre o crescimento de levedura,
fungos filamentosos e S. aureus. Apenas o filme de alfavaca-cravo foi
eficiente no controle das bactérias Gram negativas, E. coli e Salmonella
Enteritidis, enquanto o filme incorporado com 6leo de capim-limao foi
efetivo na inibicdo do desenvolvimento de L. monocytogenes. Esses
resultados sdo de grande importancia, pois possibilitam a obtencéao

de filmes antimicrobianos para embalagem de alimentos visando a
prevencao da contaminacdo do produto por esses patdégenos. O filme
sem adicao dos 6leos nao afetou o desenvolvimento microbiano,
conforme ja era previsto, sendo observado crescimento sobre a
superficie de contato com o filme (Figura 5). Imran et al. (2010)
avaliaram um filme antimicrobiano a base de derivado de celulose
adicionado de glicerol e nistatina e, também, verificaram inibicdo do
crescimento microbiano apenas na superficie de contato com o filme,
sem verificar a migracdao dos compostos ativos em torno dos discos.

Figura 5. Efeito antimicrobiano de filmes
incorporados com OE sobre o crescimento de
microrganismos.

(A) E. coli; L. origanoides. (B) Aspergillus
niger; O. gratissimum. (C) S. cerevisiae;
C. citratus.



22

Filmes de Acetato de Celulose Incorporados de Oleos Essenciais com Atividade contra
Microrganismos Patogénicos e Deterioradores de Alimentos

A incorporacao dos 6leos de capim-limao, alecrim-pimenta e alfavaca
cravo em filmes de acetato de celulose proporcionou a obtencao de
um biopolimero com propriedades fisicas, mecénicas, barreiras ao
vapor de agua (BASTOS et al., 2013) e antimicrobiana satisfatérias,
indicando seu potencial como embalagem ativa visando ampliar a vida
de prateleira dos alimentos.

Conclusoes

Os ¢6leos essenciais apresentam atividade antimicrobiana a partir da
concentracdo de 6,25% para a maioria dos microrganismos, exceto o
6leo de elixir-paregérico, que demonstra baixo efeito antimicrobiano. Os
Oleos de alfavaca-cravo, capim-limao e alecrim-pimenta sdo mais efetivos
na inibicdo do crescimento de S. cerevisiae, A. niger e Penicillium. Os
6leos de alfavaca-cravo e alecrim-pimenta apresentam potencial inibitério
sobre o desenvolvimento de todos os microrganismos avaliados, exceto
L. monocytogenes. O 6leo de capim-limao destaca-se na inibicdo do
crescimento das cepas Gram positivas, L. monocytogenes e S. aureus.
A acdo antimicrobiana dos filmes de acetato de celulose seguiu a mesma
tendéncia dos testes realizados com 6leos livres, mostrando-se efetivo
com concentracdes de 6leo iguais ou superiores a 10%. Esse resultado
indica o potencial desse biopolimero como embalagem ativa para
alimentos.
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