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RESUMO

A busca de compostos alternativos para um emprego racional na conservacdo de alimentos a
fim de atender a demanda de consumidores por produtos mais seguros, naturais e com vida de
prateleira prolongada, tem atraido um grande interesse cientifico para a investigacdo de varias
espécies de plantas aromaticas, medicinais e condimentares, em fun¢do do seu potencial como
fonte de agentes naturais. Em especial, os dleos essenciais, tem recebido grande atengdo
devido a sua comprovada propriedade antimicrobiana. O objetivo deste estudo foi investigar a
composicdo quimica do dleo essencial de Croton rhamnifolioides Pax & Hoffm. e o efeito
inibitorio sobre o crescimento de cepas de bactérias de interesse em alimentos in vitro e em
matriz alimentar. A identificacdo e quantificacdo dos componentes do 6leo essencial foram
realizadas através de cromatografia gasosa — espectrometria de massa (CG-EM). A anélise
preliminar da atividade antimicrobiana foi realizada através da técnica de difusdo em meio
solido, a Concentragdo Inibitéria Minima-CIM foi determinada através da técnica de
macrodilui¢@o, enquanto a interferéncia de diferentes concentracdes do dleo essencial sobre a
viabilidade microbiana foi realizada através da contagem de células viaveis. Foi avaliado,
ainda, a efetividade do 6leo em inibir a microbiota do queijo minas frescal ao longo de 15
dias. A anélise de CG-EM mostrou 1,8-cineol (46,32%) como o composto prevalente no 6leo
essencial ensaiado, seguido por 1-felandreno (16,70%), p-cimeno (10,21%), sabineno (8,14%)
e trans-cariofileno (4,81%). Os valores de CIM e CBM do 6leo essencial oscilaram de 2,5 - 20
uL/mL e 5 - 40 pL/mL, respectivamente. O 6leo essencial de Croton rhamnifolioides em
concentracdes referentes ao CIM e CIM/2 afetou a viabilidade celular de todas as bactérias
ensaiadas ao longo de 12 horas. Quando inserido na composi¢do do queijo minas frescal, o
oleo essencial em concentracdes superiores a 1% mostrou capacidade de inibicdo da sua
microbiota, em relagdo ao controle. Estes resultados demonstram que o dleo essencial de
Croton rhamnifolioides apresenta atividade antibacteriana, o que o torna uma alternativa para
uso, em conjunto com outros métodos de conservagdo, no controle do crescimento de micro-
organismos patogénicos e deterioradores em alimentos.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana. Oleo essencial. Croton rhamnifolioides.



ABSTRACT

The search for alternative compounds to develop a rational use in food conservation in order
to answer to a customers’ demand for safer, more natural and resistant products has attracted a
massive scientific interested on the investigation of various medicinal and aromatic plants and
condiments due to their high potential as natural agents. In special, the essential oils have
received a great attention because of their proven antimicrobial property. The aim of this
study was to investigate the chemical composition of the essential oil Croton
rhamnifolioides Pax & Hoffm. and its inhibitory effect in the development of strains of
bacteria of interest in in vitro food and in food matrix. The identification and quantification of
the essential oil compounds was done through a gas chromatography — mass spectrometry
(CG-MS). The preliminary analysis of antimicrobial activity was done through the diffusion
in solid technique, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determined through the
technique of macrodilution while the interference of different concentrations of the essential
oil through the microbial viability was realized through the viable cell count. It was also
evaluated the effectiveness of the oil in inhibit the microbiota of fresh cheese during a fifteen-
day period. The CG-MS analysis presented 1,8-cineol (46,32%) as the prevailing compound
in this essential oil, followed by I-phellandrene (16,70%), p-cymene (10,21%), sabinene
(8,14%) and trans-cariophyllene (4,81%). The MIC and CBM values of the essential oil
oscillate from 2,5 - 20 pL/mL and 5 - 40 pL/mL, respectivelly. The essential oil of Croton
rhamnifolioides in concentration whose references are MIC and MIC/2 affected the cellular
viability of all bacteria tested along 12 hours. When inserted in the composition of the fresh
cheese, the essential oil in concentrations that were superior from 1% showed the inhibition
capacity of its microbiota related to its control. These results demonstrate that the essential oil
of Croton rhamnifolioides presents an antimicrobial activity that transforms it in a good
alternative for use, along with other conservation methods on the control of pathogenic and
deteriorative micro-organisms growth in food.

Keywords: Antimicrobial activity. Essential oil. Crofon rhamnifolioides.
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1 INTRODUCAO

Os alimentos se consolidam como um fator essencial e indispensavel para a vida
humana, uma vez que fornecem ao corpo a energia ¢ os materiais destinados a sua formagao e
funcionamento. No entanto, sua qualidade pode ser adversamente afetada por alteracdes
ocasionadas pela acdo de fatores fisicos, quimicos ou microbioldgicos. Dentre as alteracdes, a
microbioldgica € considerada a mais importante, pois a presenca de micro-organismos
indesejaveis nos alimentos pode, além de ocasionar perdas em decorréncia da deterioracao
microbiana, provocar doengas através do consumo de alimentos contaminados (FORSYTHE,
2002; BENKEBLIA, 2004).

As Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAs) estdo entre os maiores problemas de
saude publica no mundo contemporaneo, fato que preocupa cada vez mais os Orgaos
governamentais. Neste sentido, torna-se de grande importdncia a busca por
mecanismos/procedimentos que viabilizem a reducdo do numero de micro-organismos
indesejaveis, a diminui¢do da velocidade de crescimento e da sintese de suas toxinas em
alimentos (LEMAY et al., 2002).

Para o alcance dos objetivos relacionados a segurancga e estabilidade microbioldgica de
seus produtos ao longo de sua vida de prateleira, as industrias de alimentos tém feito o uso,
por longos anos, de conservantes quimicos. No entanto, frente ao conhecimento de que alguns
conservantes quimicos sdo suspeitos ou sdo toxicos aos consumidores, a sua utilizagdo
irracional, em soma as mudancgas nos padrdes nutricionais e aos beneficios creditados a uma
alimentagcdo saudavel, tem ocorrido uma pressdo sobre a indudstria alimenticia para uma
progressiva diminui¢do na utilizagdo de conservantes sintéticos, e consequente adogdo de
alternativas mais naturais para o alcance da seguranga microbiologica dos alimentos (SOUZA
et al., 2005; BARROS et al., 2009).

Cabe também ressaltar que, a capacidade de desenvolvimento de tolerancia por parte
de micro-organismos de interesse em alimentos decorrente da exposicdo a variados métodos e
agentes antimicrobianos, tem se apresentado como importante fator motivador de mudancas
nos procedimentos empregados em sistemas de conservagdo de alimentos (SOUZA;
STAMFORD; LIMA, 2006).

Neste cenario, tem se impulsionado a realizagdo de pesquisas em todo o mundo,

enfatizando a busca de compostos alternativos para um emprego racional de conservantes
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naturais na producio de alimentos, com a finalidade de atender as perspectivas de uma nova
demanda dos consumidores que buscam por alimentos de boa qualidade, livres de
conservantes sintéticos e com vida util longa (BURT, 2004; SOUZA; STAMFORD; LIMA,
2006).

Entre os variados compostos estudados com vistas a um potencial uso na conservacio
de alimentos, os Oleos essenciais, encontrados em plantas aromaticas, medicinais e
condimentares, t€ém recebido uma atencdo especial, nos ultimos anos, gragas as suas
propriedades antimicrobianas (BAKKALI et al., 2008; BUSATA et al., 2008).

O Brasil abriga em seu ecossistema uma grande biodiversidade, com um habitat
especifico para plantas medicinais e aromaticas ndo encontradas em outras regides do globo
(MAIA, 2004). No entanto, apesar de toda importancia atribuida as plantas, o seu potencial ¢
ainda pouco explorado, sendo considerdvel o nimero de plantas que ndo possui suas
propriedades conhecidas.

Croton rhamnifolioides Pax & Hoffm. ¢ uma espécie endémica do Nordeste do Brasil,
bastante utilizada na medicina popular, porém ainda pouco estudada. As espécies deste género
atraem o interesse para o seu estudo como fonte promissora de novos e interessantes
compostos naturais, devido a diversidade do seu uso popular, atividades bioldgicas e conteudo
relativamente rico em 6leo essencial, constituidos principalmente por compostos fenolicos e
terpendides, os quais sdo acreditados por possuirem propriedades antimicrobianas
(RANDAU, 2004; DOURADO; SILVEIRA, 2005).

Diante do exposto, tendo em vista a relevancia de pesquisas visando abranger esses
aspectos citados, este estudo objetivou avaliar o perfil quimico e a atividade antimicrobiana in
vitro e em matriz alimentar do dleo essencial de Croton rhamnifolioides frente a bactérias
patogénicas de interesse em alimentos. Para isto, foi realizado neste estudo: (i) extragdo e
caracterizacdo fisico-quimica do Oleo essencial obtido a partir das folhas do C.
rhamnifolioides; (i1) identificagdo dos fitoconstituintes; (iii) determina¢do da Concentrag¢do
Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM); (iv) andlise do efeito

inibitdrio do o6leo essencial sobre a viabilidade microbiana in vitro e em queijo minas frescal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONSIDERACOES SOBRE O GENERO Croton

O género Croton ¢ um dos maiores da familia Euphorbiaceae com aproximadamente
1.200 espécies, distribuidas, predominantemente, no continente americano, embora possua
também representantes na Africa, Asia e Oceania. O Brasil ¢ o pais que apresenta a maior
diversidade do género, com cerca de 350 espécies (GOVAERTS et al., 2000; BERRY et al.,
2005).

Muitas espécies deste género sdo odoriferas e apresentam contetido relativamente rico
em oOleo essencial, que esta distribuido em todos os orgdos da planta, principalmente nas
folhas e nas cascas do caule. Essas espécies mostram-se de potencial valor terapéutico em
virtude do amplo uso popular como plantas medicinais, na forma de chds, infusdes,
cataplasmas e laxativos (DOURADO; SILVEIRA, 2005).

Espécies de Croton atraem o interesse para o seu estudo devido a diversidade do uso
popular, atividades bioldgicas e como fonte promissora de novos e interessantes compostos
naturais bioativos (DOURADO; SILVEIRA, 2005). Os 6leos essenciais ¢ muitos de seus
constituintes ativos como terpendides, flavondides e alcaldides apresentam propriedades
terapéuticas comprovadas (FALCAO et al., 2005; SALATINO et al., 2007).

Estudos fitoquimicos realizados com algumas espécies de Crofon de ocorréncia
brasileira tém proporcionado o isolamento de 109 compostos pertencentes as mais variadas
classes estruturais tais como diterpenos (35,6%), alcaldides (24,8%) flavondides (12,8%) e
triterpenos (11%) (TORRES, 2008).

Os fenilpropandides, como anetol e derivados do eugenol, comuns nos 6leos de erva-
doce, cravo e manjericdo t€m sido relatados como os principais componentes dos dleos
essenciais de espécies de Crofon encontradas em diferentes partes do mundo, como por
exemplo, C. zehntneri e C. nepetaefolius, no Brasil (MORAIS et al., 2006); C. molambo e C.
cuneatus na Venezuela (SUAREZ et al., 2005); C. pseudonivenus e C. suberosus no México
(PEREZ-AMADOR; MONROY; BUSTAMANTE, 2007).

Muitas das espécies sdo utilizadas na medicina popular para os mais variados fins
(HEDBERG et al., 1983; MACEDO; FERREIRA, 2004). Dentre as atividades farmacologicas

experimentalmente comprovadas para o género Crofon colocam em destaque o seu potencial
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antiinflamatério (FALCAO et al., 2005; ROCHA et al., 2008), antiulcerogénico (ALMEIDA
et al., 2003), antidiabético (TORRICO et al., 2007), inibidores da enzima acetilcolinesterase
(BARBOSA-FILHO et al., 2006) entre outras (PALMEIRA JUNIOR, 2005; PERAZZO et al.,
2007).

2.1.1 Croton rhamnifolioides Pax & Hoffm

Croton rhamnifilioides Pax & Hoffm, conhecido popularmente como “quebra-faca” ou
“caatinga branca”, ¢ uma das plantas pertencente ao género Croton, bastante encontrada no
nordeste brasileiro. Tem a forma de um subarbusto ou arbusto e ¢ popularmente usada no
tratamento de ulceras, inflamagdes e hipertensio (RANDAU, et al., 2004). C.
rhamnifolioides, ¢ referido por Randau (2001) como util para dor de estdbmago, mal estar
gastrico, vomitos, diarréia, desinteria e para atenuar a febre.

Apesar de uma grande variedade de dados sobre espécies de Croton, o conhecimento
sobre C. rhamnifolioides é escasso. A luz do conhecimento atual, ainda é consideravel o
numero de plantas que ndo possui seus mecanismos de acdo compreendidos, € os estudos com
essas plantas, além de trazerem vantagens do ponto de vista terapéutico, também permitem a
reducdo de importagdo de drogas e o aumento do desenvolvimento econdmico (FERREIRA,

1998).
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Fonte: Ilustragdo do autor

Figura 2 - Croton rhamnifolioides Pax & Hoffm

2.2 PLANTAS AROMATICAS E MEDICINAIS

Desde seus primordios a humanidade faz uso das plantas aromaticas e medicinais para
sua sobrevivéncia, inicialmente com intuito de prover alimentacdo e, em seguida, no
tratamento de doengas (BANDONI; CZEPAK, 2008). Segundo Biazzi (2004), os primeiros
registros historicos da utilizacdo das plantas, como recurso terapéutico, datam de 5.000 anos
atras, com a utilizagdo de plantas como o louro e tomilho pelos sumérios, se constituindo,
portanto, um conhecimento milenar que faz parte da evolucdo humana, pois antes mesmo do
aparecimento da escrita as pessoas ja faziam o uso de plantas, ora como remédio, ora como

alimento.
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Sabe-se que as plantas constituem uma fonte inesgotdvel de compostos naturais
potencialmente ativos, sintetizadas a partir do seu metabolismo secundario, cujos metabdlitos
agem na preservacdo e integridade das plantas (CARDOSO et al., 2001). Durante muito
tempo, acreditou-se que os metabodlitos secundarios fossem produzidos sem uma fungdo
especifica, simplesmente como produtos finais das reagdes. Contudo, essa visdo mudou
radicalmente e a cada dia descobre-se um pouco mais sobre a funcdo desses compostos, sua
utilidade para o desenvolvimento fisioldgico das plantas e seu papel como mediadores das
interacdes entre as plantas e outros organismos (SANTOS et al., 2006).

Adicionalmente, os metabdlitos secundarios apresentam varias atividades bioldgicas,
muitas delas sendo de importancia tanto na industria farmacéutica quanto nas industrias
alimenticia, de cosméticos e agrondmica. Simdes et al. (2007), relataram que pesquisadores
da area de produtos naturais mostram-se impressionados pelo fato desses produtos
encontrados na natureza revelarem uma gama quase que inacreditavel de diversidades em
termos de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas.

No entanto, apesar de toda importancia atribuida as plantas, o seu potencial como
fonte de novos produtos naturais ¢ ainda pouco explorado. Segundo estimativas, o nimero de
espécies vegetais superiores pode chegar a 500.000, sendo que destas, apenas 15 a 17% foram
investigadas quanto a suas propriedades biologicas (BARROS, 2008). O Brasil abriga em seu
ecossistema, uma grande biodiversidade, com um habitat especifico para plantas medicinais e
aromaticas ndo encontradas em outras regides do globo (MAIA, 2004), no entanto, ainda ¢
consideravel o numero de plantas que ndo possui seus mecanismos de agdo terapéutica
estudados.

Dentre as atividades bioldgicas, a antimicrobiana vem sendo bastante estudada, devido
ao aumento progressivo da resisténcia a antimicrobianos. Neste sentido, a busca de novos
agentes antibacterianos derivados de produtos naturais de plantas poderia ser uma alternativa,
por terem uma diversidade molecular muito superior aquelas derivadas de produtos sintéticos
(OLIVEIRA et al., 20006).

Segundo Nascimento (2004), a descoberta de novos compostos antimicrobianos tem
despertado interesse da comunidade cientifica devido a um aumento na taxa de infecgdes
causadas por micro-organismos resistentes a diversos antibioticos. Nesse contexto, Salvat et
al. (2001) relatam que muitas pesquisas com substancias biologicamente ativas, isoladas de
plantas, tém sido fontes de agentes terapéuticos.

Dentre os compostos com a¢do antimicrobiana presente nas plantas aromaticas e

medicinais estdo: compostos fendlicos (quinonas, flavondides e taninos), alcaloides,
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saponinas, carotendides e, principalmente, os Oleos essenciais, (SIMOES et al., 2007;

RESCHKE, MARQUES, MAYWORM, 2007).

2.3 OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
odoriferas e liquidas produzidas pelo metabolismo secundidrio de plantas aromaticas,
formados em células especiais e armazenados em estruturas especializadas em secrecdo, tais
como glandulas e dutos. A sintese pode ocorrer nas flores, frutos, folhas, raizes, cascas,
sementes e madeira (SANTOS, 2004; ONOFRE et al., 2008).

Também podem ser chamados de 6leos volateis, 0leos etéreos ou esséncias, por serem
de aparéncia oleosa a temperatura ambiente, possuirem aroma agradavel e intenso, serem
soluveis em solventes organicos apolares e apresentarem solubilidade limitada em &agua.
Entretanto, sua principal caracteristica ¢ a volatilidade, diferindo, assim, dos Oleos fixos,
mistura de substincias lipidicas, obtidos geralmente de sementes (SIMOES et al., 2007;
GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008).

Sao geralmente incolores ou ligeiramente amarelados e em geral sdo muito instaveis,
principalmente na presenca de ar, luz, calor, umidade e metais. Além disso, a maioria dos
o6leos essenciais possui indice de refracdo e sdo opticamente ativos, propriedades essas usadas
na sua identificagdo e controle da qualidade (SIMOES; SPITZER, 2004).

Biologicamente, os 6leos essenciais realizam a fun¢do de assegurar a adaptacdo da
planta ao meio ambiente, atuando na defesa contra o ataque dos predadores, atracdo de
agentes polinizadores, e protecdo contra a perda hidrica e aumento de temperatura.
Economicamente, sdo utilizados como aromatizantes em alimentos, cosméticos e produtos de
limpeza industriais, bem como na medicina alternativa, devido as suas propriedades
bioldgicas (DORES et al., 2006; ONOFRE et al., 2008). Atuam como analgésicos, anti-
espasmodicos, antiviroticos, auxiliares na recuperagdo do tecido da pele, cicatrizantes,
desinfetantes, expectorantes ¢ relaxantes (FRANCO, 2000). No entanto, apesar das
caracteristicas benéficas, os efeitos toxicos destas substidncias ndo podem ser descartados, o
que poderia levar de uma simples reacdo da pele aos efeitos convulsivos e psicotropicos
(ONOFRE et al., 2008).

A composi¢do dos Oleos essenciais € determinada geneticamente e em geral ¢
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especifica para um determinado 6rgdo produtor. Dentre os fatores que podem influenciar na
composi¢do quimica do O6leo essencial estdo a sazonalidade, o ciclo de crescimento
vegetativo, a disponibilidade hidrica, a radiag@o ultravioleta, os nutrientes do solo, a altitude,
a poluicdo atmosférica, a indugdo por estimulos mecanicos e o ataque de patdgenos, além da
localizagdo geografica, tempo de colheita e o processo de obtengdo do 6leo (SIMOES et al.,
2007; GOBBO-NETO; LOPES, 2007; ONOFRE et al., 2008).

Adicionalmente, o ambiente em que o vegetal se desenvolve e o tipo de cultivo
influem na composi¢do quimica dos 6leos essenciais. A temperatura, a umidade relativa, a
duracdo total de exposi¢do ao sol e o regime de ventos exercem influéncia direta,
principalmente nas espécies que possuem estruturas histoldgicas de estocagem de o6leo na
superficie. Por outro lado, nos vegetais em que a localizagdo de tais estruturas ¢ mais
profunda, a qualidade dos 6leos € mais constante (VALBORMIDA et al., 2006).

Atualmente, ja foram identificados cerca de 2000 compostos ativos presentes em 6leos
essenciais. Sua maioria € constituida de derivados fenilpropandides e terpenoides,
preponderando este ultimo. Na mistura, os compostos apresentam-se em diferentes
concentracdes ¢ normalmente, um deles é o composto majoritario, existindo outros em
menores teores e alguns em baixissimas quantidades (tragos) (PICHERSKY; NOEL;
DUDAREVA., 2006; BAKKALLI et al., 2008).

Os fenilpropandides sdo caracterizados por apresentarem um anel benzénico com uma
cadeia lateral de trés carbonos (Figura 1-A). Sdo formados pela rota do acido chiquimico,
dando origem a fenilalanina e a tirosina, que pela acdo da enzima fenilalania amonialiase
(PAL), perde uma molécula de amonia, originando o acido cindmico e p-cumarico que sao os
precursores da maioria dos compostos classificados como fenilpropanoides (ROBBERS et al.,

1997; SIMOES et al., 2007).

4

A B

Figura 1 — Representacdo basica de um fenilpropanoide (A) e isopreno (B)

Os terpenoides sdo formados pela condensacido de duas ou mais unidades de isopreno
(2-metil-1,3-butadieno) (Figura 1-B); dessa forma, esses ultimos sdo classificados pelo

numero de unidades isoprénicas que possuem, sendo mais freqiientes os monoterpenoides
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(cerca de 90% dos 6leos) e os sesquiterpenos (Tabela 1) (TAIZ; ZEIGER, 2004; SIMOES;
SPITZER, 2004). Sdo sintetizados via mevalonato, o qual ¢ formado pela condensacdo
alddlica de duas unidades da acetoacetil-CoA, seguida de uma hidrdlise, originando a 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Esse sofre uma reagdo de reducdo catalizada pela
enzima HMGCoA-redutase a mevalonato. O mevalonato €, entdo, convertido em isopentil-

pirofosfato (IPP) ou isopreno ativo.

Tabela 1 — Condensagdo de unidades de isoprenos na formacao de terpendides

N N Férmula Esqueleto Nome ou
Unidades 4atomos Molecular classe
de C

1 5 CsHyo - Isopreno

2 10 CioHis |HNE Monoterpeno
3 15 Ci5Hoa _ Sesquiterpeno
4 20 CyoHso _ Diterpenos

5 25 Cys5Hyg hoaab oal s Sesterpenos
6 30 Cs3oHug Triterpenos
8 40 C4oHes Tetraterpenos
N N Cs,Hs, (A~ Polisoprenos

Fonte: Adaptado de Simdes (2004)

Os oleos essenciais podem ser obtidos através de diferentes processos, dependendo da
localizag@o no vegetal, da quantidade e das caracteristicas requeridas para o produto final. As
técnicas usuais sdo a prensagem ou expressdo, no caso de matérias primas ricas em Oleo
volatil e quando estdo em tecidos periféricos, como em casca de citros; extra¢cdo com solvente
organico ou com gorduras (“enfleurage” ou enfloracdo), para matérias-primas delicadas
como pétalas de flores; extracdo com fluido supercritico (EFS), no caso de interesse em
determinada fracdo de Oleo; e destilagdo por arraste de vapor, para substincias
termoresistentes (ARIDOGAN et al., 2002; PRABUSEENIVASAN; JAYAKUMAR;
IGNACIMUTHU, 2006).
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A destilacdo por arraste de vapor de agua é o método mais comumente utilizado a
nivel industrial e se caracteriza pela sua extrema simplicidade: o material a ser extraido ¢
colocado em um recipiente através do qual se faz passar uma corrente de vapor de dgua, com
ou sem pressdo. Como os Oleos essenciais tém pressdo de vapor mais elevada que a 4gua
acaba sendo arrastados pelo vapor de 4dgua e a mistura de vapores ¢ conduzida a um
condensador, onde os compostos sdo recolhidos em um separador (RODRIGUES, 2002). No
entanto, devido a labilidade dos constituintes de dleos volateis, a composi¢do dos produtos de
extracdo por vapor d’agua pode diferir da mistura inicial do constituinte. Durante o processo
de aquecimento, a acidez e a temperatura podem provocar hidrdlise dos ésteres, rearranjos,
1somerizagdo, racemizacdo e oxidacdo, com perdas significativas nos valores de tais
substancias (DORES et al., 2006).

Em escala laboratorial, a hidrodestilagdo ¢ o método mais utilizado. A extragdo ocorre
em aparelho denominado Clevenger e consiste em submergir o material vegetal diretamente
na agua, onde apds a ebuli¢do os compostos volateis existentes sdo carregados até o
condensador, onde sdo resfriados e separados na agua. (MECHKOVSKI; AKERELE, 1992).

Neste método pode-se medir o volume do o6leo destilado e facilmente calcular o
conteudo, expresso em teor de 6leo essencial (%v/m). Sua maior importancia reside no fato de
que as informagdes obtidas no processo servem de base para o desenvolvimento do processo
industrial de destilagdo por arraste a vapor. Por outro lado, essa metodologia pode
proporcionar degradacdo de alguns compostos presentes no 6leo essencial, visto que a matéria
prima permanece em contato com a dgua a elevada temperatura por longo periodo de tempo

(SERAFINI et al., 2002).

2.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE OLEOS ESSENCIAIS

A atividade antimicrobiana dos o6leos essenciais € clara, mas os mecanismos de acao
ainda ndo estdo completamente elucidados (FISHER; PHILLIPS, 2008). Considerando o
numero de diferentes grupos de compostos quimicos presentes nos 6leos essenciais, ¢ muito
provavel que a sua atividade antimicrobiana ndo seja atribuivel a um mecanismo especifico,
mas que existam varios alvos na célula (BURT, 2004).

Segundo Lambert et al. (2001), na composi¢do dos 6leos essenciais hd compostos

que apresentam maior atividade antimicrobiana, sendo que a mistura de dois ou mais
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compostos em quantidades adequadas, podem apresentar atividade antimicrobiana sobre
as bactérias mais resistentes. Estudos demonstram que a composi¢ao, estrutura, bem como
os grupos funcionais dos Oleos essenciais estdo diretamente envolvidos na atividade
antimicrobiana, sendo os componentes com estruturas fendlicas e terpenoides os mais efetivos
(DORMAN; DEANS, 2002; BEN ARFA et al., 20006).

Uma importante caracteristica dos 6leos essenciais € sua hidrofobicidade, fato este que
permite a particdo dos lipidios da membrana celular bacteriana perturbando sua estrutura e sua
funcdo. O efluxo de K’ geralmente € o primeiro sinal de dano e, muitas vezes, ¢ seguido pelo
extravasamento de constituintes citoplasmaticos incluindo ATP. A perda da permeabilidade
diferencial da membrana citoplasmatica € considerada a causa da morte celular (BURT, 2004;
BEN ARFA et al., 2006). Outro sitio de a¢do dos dleos essenciais ¢ a parede celular, pois
esses compostos podem acumular-se na parede e causar seu rompimento, € a inativacdo de
algumas enzimas (DORMAN; DEANS, 2002).

Cristani et al., (2007) afirmam que a interagdo membrana-composto ¢ um fendmeno
dindmico, bilateralmente controlado n3o s6 pela estrutura do componente quimico mas
também pela organizagdo da membrana, a qual pode ser afetada pela internalizagdo e
absor¢do do composto na interface membrana-agua e, por sua vez, podem ser modificadas
como consequéncia da incorporacdo desses compostos na estrutura da membrana.

Demais eventos que poderiam levar a disfun¢@o da célula microbiana sdo a inativacdo
do mecanismo enzimatico mitocondrial, inibindo o transporte de elétrons para produgdo de
energia, interrompendo a for¢a motriz de protons, a translocagdo protéica e a sintese de
componentes celulares e danos ao DNA, influenciando na sintese de material genético
(ULTEE; BENNINK; MOEZELAR, 2002; SANTIESTEBAN-LOPEZ; PALOU; LOPEZ-
MALO, 2007).

Cox et al. (2000) mostraram que o 6leo essencial, obtido de uma arvore
produtora de cha que continha terpinen-4-ol (um monoterpeno ciclico), inibiu a
respiracdo oxidativa em Echerichia coli, Staphylococcus aureus e leveduras, em sua
concentracdo minima inibitéria, além de causar danos a membrana e aumentar sua
permeabilidade.

Souza et al. (2010), avaliando a influéncia do 6leo essencial de Origanum vulgare L.
sobre a produgdo de enterotoxinas e da permeabilidade da membrana de Staphylococcus
aureus observaram que a supressdo da produgdo de enterotoxina ocorreu em concentragdes
subinibitéria do dleo essencial (0,3 e 0,15 pL/mL) e a perda de ions de potassio ocorreu logo

apods a adigdo do 6leo essencial. Paul et al. (2011) encontraram aumento na concentragdo de
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ATP extracelular, liberagdo de constituintes celulares e ions de potdssio apds o tratamento
com Oleo essencial de Trachyspermum Ami (L.), nas concentracdes inibitorias, contra
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurium, Enterobacter aerogens
e Staphylococcus aureus.

Turgis et al. (2009) ao avaliarem a ag@o do 6leo essencial de mostarda na membrana
celular de Escherichia coli O157: H7 e Salmonella typhi, verificaram que o 6leo essencial de
mostarda afetou a integridade da membrana de ambas bactérias e induziu uma diminui¢do da
concentracdo de ATP intracelular.

Oussalah et al. (2007) determinaram a concentra¢cdo minima inibitoria de um extenso
grupo de Oleos essenciais contra S. aureus, E. coli, Salmonella Typhimurium e Listeria
monocytogenes. Dos 28 O6leos testados, os extraidos de Corydothymus capitatus,
Cinnamomum cassia, C. verum, Satureja montana e Origanum heracleoticum apresentaram
maior atividade contra os quatro micro-organismos testados.

Embora haja exceg¢des na literatura, tem sido constatado que a a¢do antimicrobiana dos
oleos essenciais ¢, geralmente, mais efetiva contra bactérias Gram-positivas. Uma possivel
explicagdo para esta atividade pode estar relacionada a dificuldade dos 6leos essenciais em
difundir a membrana externa, pois existe uma barreira hidrofilica que impede a passagem de
macromoléculas e combinagdes hidrofobicas, embora ndo seja totalmente impermeavel.
Devido a isso, as bactérias Gram-negativas sdo relativamente resistentes a combinagdes de
antibidticos hidrofobicos e drogas toxicas (KALEMBA; KUNICKA, 2003; BAGAMBOULA
et al., 2004).

Entre as bactérias Gram-positivas geralmente sensiveis, as bactérias acido-laticas sio
mais resistentes. Sua habilidade de gerar ATP, pela sua fosforilagdo em nivel de substrato,
contribui para esta resisténcia (GILL et al., 2003). A maior capacidade de superar condi¢des
de stress osmotico e responder mais efetivamente ao efluxo de K causado por estes agentes
antimicrobianos, também exerce influéncia (HOLLEY; PATEL, 2003). Dentre as bactérias
Gram-negativas, as do género Pseudomonas sp., sdo as que apresentam maior resisténcia a
agentes antimicrobianos naturais (CAREAGA et al., 2003).

Pelissari, Pietro e Moreira (2010) analisaram a atividade antibacteriana do oleo
essencial obtido a partir de partes aéreas de M. divaricatum contra Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Shigella
sonnei ¢ Serratia marcescens. Os resultados obtidos monstraram que apenas as espécies
Gram-positivas (S. aureus e B. subtilis) foram sensiveis ao 6leo essencial, e as demais

espécies testadas ndo tiveram seu crescimento inibido.
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Mendonga, Onofre e Sideney (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leo da
resina de Copaifera multijuga, frente as linhagens Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa. Os resultados mostraram que o 6leo possui capacidade de inibir o

crescimento das trés bactérias avaliadas.

2.5 OLEOS ESSENCIAIS EM ALIMENTOS

O uso excessivo de conservantes quimicos, questionado em virtude de seu potencial
carcinogénico, atributos teratogénicos e toxicidade residual, tem levado a um aumento da
pressdo sobre os fabricantes de alimentos para substitui¢cdo destes agentes por técnicas
alternativas de preservagdo classificadas como naturais. Consequentemente, ha um interesse
consideravel na pesquisa da possibilidade do uso de produtos naturais como 6leos essenciais
(FRIEDMAN; HENIKA; MANDRELL, 2002; KOTZEKIDOU, GIANNAKIDIS;
BOULAMATSIS, 2007).

Alguns autores relatam que os oOleos essenciais apresentam duas principais e
importantes caracteristicas como agentes antimicrobianos para uso em sistemas de
conservagdo de alimentos: sua origem natural, o que significa mais seguranca para 0s
consumidores e para o meio ambiente; e sdo considerados como possuidores de baixo risco de
desenvolvimento de resisténcia microbiana. A segunda caracteristica citada toma como base o
fato de que os 6leos essenciais sdo compostos por uma grande variedade de constituintes, os
quais, aparentemente, apresentam diferentes mecanismos de atividade antimicrobiana,
tornando, desta forma, mais dificil uma possivel adaptacdo dos micro-organismos frente a sua
acdo (DAFERERA et al., 2003; BURT, 2004; SOUZA et al., 2007).

De acordo com Sacchetti et al. (2005) e Oussalah (2007) o uso de 6leos essenciais em
alimentos vem ganhando importancia por apresentarem componentes naturais evitando-se o
uso de aditivos sintéticos, deterioragdes, oxidagcdes e o ataque de micro-organismos
apresentando eficiéncia nas fungdes antioxidantes, antiradicais e antimicrobianas em
alimentos.

No entanto, para aplica¢do de 6leos essenciais em alimentos, o impacto sensorial deve
ser considerado, visto que concentragdes mais elevadas sdo necessarias para se obter o
mesmo desempenho antimicrobiano de dleos essenciais in vifro, em ensaios com matrizes

alimentares. Deste modo, se elevadas concentragdes, sdo necessarios, para atingir atividades
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desejadas, niveis inaceitaveis de sabor e aroma inapropriados podem ser percebidos
(GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008).

Para Shelef (1983), a concentracdo de oleo essencial para inibir a atividade microbiana
¢ de 1% a 5%, ao passo que, para fins culindrios, utilizam-se de 0,5 a 1% de ervas e
especiarias, o que ndo ¢ suficiente para inibir. Portanto, a determinacdo do equilibrio entre a
concentracdo ideal que exerga, simultaneamente, efeito antimicrobiano e realgador de sabor e
aroma dos alimentos ¢ primordial para a utilizagdo dos 6leos essenciais, em substitui¢do aos
aditivos sintéticos para alimentos.

A utilizagdo de Oleos essenciais no controle de micro-organismos patogénicos e
deterioradores em alimentos requer uma avaliacdo de sua eficacia nos varios tipos de
alimentos e nas matrizes que simulem sua composi¢do. Resultados de algumas pesquisas tém
sugerido que a eficidcia antimicrobiana dos Oleos essenciais pode ser minimizada pela
presenca ¢ interacdo de alguns constituintes das matrizes alimentares, em especial suas
macromoléculas (DORMAN; DEANS, 2000). Assim, tem sido admitido que determinados
componentes nutricionais, principalmente os lipidios e/ou proteinas, quando em altas
concentragdes, poderiam proteger as bactérias contra a agdo dos dleos essenciais e, a0 mesmo
tempo, possibilitar uma reparacdo mais rapida das células injuriadas pela maior
disponibilidade de nutrientes neste meio, quando comparada aos meios laboratoriais
(OUSSALAH, 2006; GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008).

Adicionalmente, outros fatores intrinsecos ao alimento, como conteido de sal,
carboidrato e valor de pH também poderiam interferir em algum grau na agdo destes agentes
antimicrobianos (HOLLEY; PATEL, 2005). Burt (2004) admite também que alguns fatores
extrinsecos ao alimento, como a temperatura do ambiente e/ou caracteristicas fisioldgicas
particulares do micro-organismo alvo, poderiam afetar adversamente a eficicia
antimicrobiana dos 6leos essenciais.

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais tem sido amplamente estudada nas
mais diversas matrizes alimentares, como salsichas (SINGH et al., 2003; BUSATTA et al.,
2008), carnes (SOLOMAKOS et al., 2008; DJENANE et al., 2011), presunto (GILL et al.,
2002), queijo (SMITH-PLAMER; STEWART; FYFE, 2001; MENON; GARG, 2001;
MENDONCA, 2004; ALARCON, 2007), iogurte (PENNEY et al., 2004; EVRENDILEK;
BALASUBRAMANIAM, 2011), alface (WAN, 1998; GUNDUZ; GONUL; KARAPINAR,
2010), cenoura (SINGH et al., 2002), chocolates (KOTZEKIDOU et al., 2007) e arroz
(ULTEE at al., 2000).
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Alguns autores tém proposto que resultados obtidos de ensaios em meios base de
alimentos (caldo carne, caldo vegetais, caldo leite) e em sistemas alimentares, podem ser mais
uteis como dados para posterior aplicacdo otimizada de 6leos essenciais como conservantes
em alimentos, quando comparados a resultados obtidos em meios laboratoriais (SMITH-
PLAMER; STEWART; FYFE, 2001; GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008).

Uma alternativa para minimizar os efeitos sensoriais negativos dos 6leos essenciais em
alimentos ¢ a utilizagcdo da tecnologia de obstaculos ou barreiras que envolve técnicas de
preservacdo multiplas simultaneas e tem sido realizada, com sucesso, no controle de
patégenos e na manutencdo da qualidade dos alimentos durante o armazenamento
(LEISTNER, 2000). Diversos sinergismos potenciais, entre componentes de dleos essenciais
e conservantes ou métodos de conservagdo de alimentos tém sido sugeridos: baixo pH, baixa
atividade de 4agua, agentes quelantes, tensdes de oxigénio reduzidas, tratamentos térmicos
moderados e elevagdo de pressdo. Para Brul, Coote (1999) e Santiesteban-Ldépez et al.
(2007), estas combinacdes de tratamentos de conservagdo permitem que um nivel exigido de
protecdo seja alcangado, a0 mesmo tempo em que se retém os atributos de qualidade
organoléptica do alimento como cor, sabor, odor, textura e contetido nutricional.

Em 2008, Gutierrez et al. estudaram a atividade antimicrobiana de dleos essenciais
derivados de ingredientes alimenticios, combinados e também as interagdes destes Oleos
essenciais com proteinas, carboidratos, lipidios e niveis de pH no alimento, a fim de otimizar
a aplicacdo destes compostos em alimentos. Foram utilizados os Oleos essenciais de
manjericdo (Ocimum basiculum L.), manjerona (Origanum majarona), orégano (Origanum
vulgare), alecrim (Lippia sidoides) e tomilho (Thymus vulgaris). De acordo com esse estudo a
combinagdo de 6leos essenciais pode reduzir as concentracdes aplicadas e, consequentemente,
minimizar qualquer efeito sensorial adverso no alimento. Os resultados também revelaram
que os Oleos essenciais podem ser mais eficientes contra bactérias patogénicas e formadoras
de esporos, quando aplicados em alimentos com alto grau de proteina e pH 4cido, assim como
baixos niveis de lipidios e carboidratos.

O sabor, odor e cor de carne picada, contendo 1% de 6leo essencial de orégano, foram
afetados, positivamente, durante a estocagem, sob atmosfera modificada e vacuo a 5 °C. As
altera¢des foram, praticamente, imperceptiveis apds o cozimento (SKANDAMIS; NICHAS,
2001). Oleos de tomilho e orégano, distribuidos na superficie de Robalo asiatico (0,05%),
imprimiram um odor de ervas que, durante o armazenamento por 33 dias/0-2 °C, tornou-
se mais pronunciado (HARPAZ et al., 2003). Ouattara et al. (2001) avaliaram os aspectos

sensoriais de aparéncia, odor e sabor de camardes irradiados e tratados com oOleo
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essencial de tomilho. Os aspectos sensoriais ndo foram afetados pela irradiacdo e adi¢do do
oleo a 0,9%, no entanto, a adi¢do de 6leo essencial de tomilho 1,8% resultou em reducao da
aceitabilidade.

Govaris et al. (2010) avaliaram o efeito antimicrobiano do 6leo essencial de orégano
(0,6 e 0,9%), nisina (500 ¢ 1000 Ul) e suas combinagdes contra Salmonella Enteritidis em
carne de cordeiro durante o armazenamento a 4 °C por 12 dias. Os autores encontraram uma
forte atividade antimicrobiana quando se utilizou a combinagdo do 6leo essencial (0,6%) com
a nisina (500 Ul), além disso a avalia¢do sensorial mostrou que a adi¢do do 6leo essencial de

orégano em 0,6 ou 0,9% em carne de carneiro picada foi organolepticamente aceitavel.

2.6 CONSIDERACAO SOBRE AS BACTERIAS TESTADAS

2.6.1 Aeromonas hydrophila

O género Aeromonas sofreu inimeras revisdes taxondmicas nos ultimos anos. Embora
inicialmente localizado como um género da familia Vibrionaceae, investigagdes filogenéticas
indicaram que o género Aeromonas ndo estd estreitamente relacionado a essa familia.
Atualmente, localizado em familia propria, Aeromonadaceae, o género Aeromonas &
composto por 24 espécies descritas por meio de caracteristicas bioquimicas e grupos de
hibridizagdo de DNA (UEHARA, 2008; BEAZ-HIDALGO et al., 2009; FIGUERAS et al.,
2010).

Dentre as espécies, Aeromonas hydrophila é a que mais preocupa em termos de
patogenicidade. Recentes trabalhos vém enfatizando sua emergéncia no cendrio
epidemioldgico mundial, pois esta espécie vem sendo relatada como agente etioldgico de uma
variedade de infec¢des, incluindo as gastrenterites (UEHARA, 2008; DASKALOV, 2006).

A. hydrophila se caracteriza como espécie Gram-negativa, anaerdbica facultativa, ndo
formadora de esporos, moével, catalase positiva, oxidase positiva e fermentadora de
carboidratos como glicose, frutose, maltose e trealose com produg¢do de acidos e gas
(ISONHOOD; DRAKE, 2002; LUCENA, 2007).

Sdo micro-organismos que apresentam 28 °C como temperatura Otima para seu

crescimento, no entando, sdo capazes de se desenvolver nas temperaturas empregadas na
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conservacdo de alimentos, como 4 ¢ 7 °C (MARCHAND et al., 2007). A. hydrophila revela
ser bastante sensivel quando submetido a pH abaixo de 5,5, no entanto, apresentam tolerancia
a salinidade (DELAMARE et al., 2000), o que lhes confere o potencial de manter elevada
viabilidade ou mesmo, crescer em concentragdes salinas comumente utilizadas na
conservagdo de produtos alimenticios de origem animal e vegetal (LUCENA, 2007). A
presenca de O, exerce pouca influéncia sob o seu crescimento, tendo este micro-organismo ja
sido isolado de alimentos embalados a vacuo (ISONHOOD; DRAKE, 2002).

A. hydrophila apresenta distribui¢do ubiqua no ambiente, podendo ser isoladas, com
variavel freqiiéncia, de diferentes alimentos de origem animal, ocorrendo principalmente em
peixes e frutos do mar como ostras, camardes, além de peixes defumados, de carne bovina,
suina, ovina, aves, produtos cdrneos como presunto, rds, ovos, leite cru, pasteurizado e
derivados como queijos, iogurtes, sorvetes e manteiga, bem como de vegetais como alface e
outras saladas leves (DASKALOV, 2006; PALU et al., 20006).

Estudos comprovaram que as Aeromonas podem atuar como organismos infecciosos
ou enterotoxigénicos, bem como patdogenos oportunistas ou primarios, resultando em sérias
conseqiiéncias para o ser humano (ISONHOOD; DRAKE, 2002).

Os principais fatores de viruléncia produzidos por A. hydrophila, ja elucidados, s@o
exotoxinas, citotoxinas, endotoxinas, sideroforos, invasinas, adesinas, camada — S e flagelos
(DASKALOV, 2006).

Algumas estirpes de A. hydrophila apresentam a capacidade de invadir células
epiteliais, desencadeando uma série de afecgdes, revelando-se de grande importancia para a
saude publica (COSTA; ROSSI JUNIOR, 2002), sendo a gastrenterite a infeccdo mais comum
(PALU et al., 2006).

Segundo Kirov (1993), para que haja o quadro de gastrenterite deve haver a
combinacdo de estirpes produtoras de fatores de viruléncia com condi¢des predisponentes,
como a idade e o estado imunologico do hospedeiro. Assim, a populagdo mais propensa ¢
aquela composta de pessoas imunocomprometidas, criangas com menos de dois anos e
adultos com mais de 50 anos (PEREIRA et al., 2004).

Os sintomas se manifestam geralmente no periodo de 22 a 34 horas apos a ingestdo do
alimento, caracterizando-se por nduseas, vomito, dor muscular e diarréia (DASKALOV,
20006). A. hydrophila pode causar também doengas graves como osteomielite, septicemia,
meningite, endocardite, infec¢des cutdneas, ulceras de cdrnea, peritonites e pneumonias

(SOLER et al., 2004, UEHARA, 2008; HAYES et al., 2007).
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O consumo de 4gua e/ou alimentos contaminados, assim como o contato direto da
agua com feridas e lesdes na pele sdo consideradas classicamente as vias de transmissao das
infec¢des cutaneas e gastrintestinais por Aeromonas (CASTRO-ESCARPULLI et al., 2003).
Kirov (1993) e Krovacek et al., (1995) consideram que as Aeromonas podem chegar até os
alimentos pela dgua contaminada, fezes de animais que alberguem as bactérias, ou ainda por
pessoas portadoras ou doentes que manipulem alimentos.

A presenga de A. hydrophila, na cadeia de leite e seus derivados, vém sendo
documentada. Para Khalil (1997), o leite pode ser facilmente contaminado por estes micro-
organismos em decorréncia da colonizacdo da gliandula mamaria, onde se multiplicam e
consequentemente sdo descarregados juntamente com o leite. Freitas (1993) afirma que, para
os derivados lacteos, a contaminacdo decorre da presenga do agente na matéria prima
utilizada para produg¢do ou devido a condi¢des higiénicas insatisfatérias durante o
processamento. A conservagdo pelo frio também permite o aumento da populagdo, visto a sua
capacidade de multiplicagdo sob refrigeragao.

Bulhoes e Rossi Junior (2002), ao estudarem a prevaléncia deste micro-organismo no
queijo minas frescal artesanal, detectaram sua presenca em 51,2% das amostras (82/160), em
quantidades que variaram entre 5,0 x 10° e 4,0 x 10° UFC/g. Segundo estes autores, as
precarias condi¢des de higiene no setor primario € o possivel uso de dgua ndo tratada seriam
pontos criticos a sua inser¢do na cadeia produtiva.

Freitas et al. (1993) apds analisarem 35 amostras de leite pasteurizado e 25 de queijo
frescal, comercializados em supermercados do Rio de Janeiro, detectaram a presenga de A.

hydrophila em 12,8% destes produtos.

2.5.2 Escherichia coli

Escherichia coli, pertencente a familia Enterobacteriaceae, ¢ um bacilo Gram-
negativo, anaerdbio facultativo, ndo esporulado que fermenta a glicose com formacdo de
acido e gas (LEVINE et al., 1987).

E. coli pode crescer em ambientes com pH entre 4,4 ¢ 9, porém, é conhecida sua
capacidade de tolerar ambientes acidos, que lhe permitem sobreviver no trato gastrintestinal.
A temperatura de crescimento varia entre 7° a 48 °C, sendo 37 °C a temperatura 6tima. No

entanto, diversos autores tém observado crescimento em alimentos de algumas cepas de E.
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coli a temperaturas menores, como 4 °C, por varios dias (ANANG et al., 2007; GONZALEZ-
MONTALVO et al., 2007). Apresenta condigdes 6timas de Aa (atividade de agua) de 0,95 e
sua resisténcia a salinidade segue até 8% de NaCl (HIRAMATSU et al., 2005).

Este micro-organismo faz parte da microbiota no trato gastrointestinal do homem e de
diferentes espécies de animais domésticos e selvagens (CAPRIOLI et al., 2005), e ¢ bastante
encontrado em diversos alimentos, tais como salames, leite cru, queijos, sucos ndo
pasteurizados, meldo e vegetais (GYLES, 2007, KARMALI; GANNON; SARGEANT,
2009).

E. coli inicialmente foi usada para indicar a contaminag@o da dgua por material fecal e,
consequentemente, alertar a presenga potencial de patdgenos entéricos. Da agua foram
estendidos aos alimentos, sem uma avaliagdo muito criteriosa da validade dessa aplicagdo em
diferentes produtos. Atualmente, a premissa de que altos numeros de E. coli, coliformes
termotolerantes, coliformes totais ou enterobactérias em alimentos estdo correlacionados com
contaminac¢do fecal ja ndo ¢ valida, por uma série de razdes: 1) Esses organismos nio sdo
habitantes obrigatorios do trato gastrointestinal de animais de sangue quente, ¢ podem ser
encontrados em reservatorios ambientais; 2) S3o comuns nos ambientes de manufatura de
alimentos, e podem tornar-se parte da microbiota residente, principalmente se as condi¢des de
limpeza sdo inadequadas; 3) Varias estirpes de E. coli, coliformes ou enterobactérias podem
crescer em alimentos refrigerados (DOWNES; ITO, 2001).

As principais aplicagdes desses micro-organismos como indicadores, na verdade sdo:
1) indicadores das condigdes de higiene dos processos de fabricacdo, porque sdo facilmente
inativados pelos sanitizantes e capazes de colonizar varios nichos das plantas de
processamento, quando a sanitizagdo ¢ falha; 2) indicadores de falha do controle de
contaminagdo pds-processo em alimentos pasteurizados, porque sdo facilmente destruidos
pelo calor e ndo devem sobreviver ao tratamento térmico e 3) E. coli pode ser usada como
indicador fecal em alimentos “in natura” (DOWNES; ITO, 2001).

Em fun¢@o das manifestagdes clinicas, fatores de viruléncia e mecanismos pelos quais
causam a doenga, os subgrupos de Escherichia coli diarreiogénicos podem ser subdivididos
em seis patotipos (Figura 3): E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli produtora de toxina de Shiga ou
verotoxigénica (STEC ou VTEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli difusamente
aderente (DAEC). H4 também patotipos ndo causadores de diarréia, mas que causam

infeccdes extra-intestinais (ExPEC) (RUSSO; JOHNSON, 2000), septicemia e meningite
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(MNEC) e, infecgdes extra-intestinais em unidades de tratamento intensivo (UPEC)
(CAPRIOLI et al., 2005; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

Estirpes de ETEC ¢ a principal causa de diarréia em criangas em processo de desmame
e da “diarréia do viajante”. Os principais fatores de viruléncia das bactérias deste patdtipo sao
as adesinas fimbriais, pois aderem e colonizam a mucosa do intestino delgado, e a produgdo
de toxinas termoldbil (LT) e termoestavel (ST), sendo a primeira semelhante a toxina colérica
(ZANG et al., 20006).

O patotipo EAEC forma um padrao agregativo de ades@o em células HEp-2 ou HeLa.
Provoca lesdes caracterizadas por hiperplasia moderada do ileo e ceco, edema das vilosidades
do intestino delgado e deposicdo de camadas de bactérias agregadas, empilhadas sobre o

epitélio (TRABULSI et al., 2008).
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Figura 3. Interacdo dos seis patotipos de Escherichia coli diarreiogé€nicas com a célula alvo.
Adaptado de Kaper et al., 2004.

Escherichia coli enteroinvasivas (EIEC) s3o patogénicas e sua viruléncia ¢ devida a

habilidade para invadir células epiteliais intestinais (SMITH et al., 2004). Apds a invasio,
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proliferam no interior dos enterdcitos e destroem o epitélio do célon, (GERMANO;
GERMANO, 2008).

Estirpes de EPEC sdo a principal causa de diarréia infantil nos paises em
desenvolvimento. Essas linhagens causam uma lesdo intestinal conhecida como A/E
(attaching and effacing), caracterizada por destruicdo das microvilosidades das células
epiteliais intestinais, pelo contato intimo entre a bactéria e a membrana da célula hospedeira e
na formacao dos pedestais (TRABULSI et al., 2008).

O patdtipo EHEC engloba linhagens que causam um tipo de diarréia sanguinolenta,
denominado colite hemorragica (HC), e a sindrome urémica hemolitica (HUS). O principal
fator de viruléncia desse patotipo € a toxina Stx, que inibe a sintese protéica (NAKANISHI et
al., 2009).

As DAEC aderem em um padrdo em que as bactérias sdo homogeneamente
distribuidas sobre a superficie da célula hospedeira, denominado adesdo difusa. Sao
associadas mais frequentemente a diarréia persistente e sua presenca ¢ considerada fator de

risco para quadro persistente (BARDHAN et al., 1998).

2.5.3 Listeria monocytogenes

O género Listeria, pertencente a familia Listeriaceae, ¢ dividido em seis espécies:
Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria innocua, Listeria
welshimeri e Listeria grayi. A principal espécie patogénica ao homem e animais é L.
monocytogenes, contudo L. ivanovii e L. seeligeri ja foram relacionadas a alguns casos de
infec¢do humana (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; JEMMI; STEPHAN, 2006;).

Treze sorotipos de L. monocytogenes capazes de causar infec¢do no homem ja foram
identificados, entretanto, somente trés (1/2a, 1/2b e 4b) sdo associados com a maioria do