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RESUMO

Hortalicas minimamente processadas sdo produtos prontos para consumo que foram
submetidos a processos de modificacdo fisica como corte, descascamento e fatiamento, mas
que preservam as caracteristicas de um alimento fresco. Quando processados sob condi¢des
higiénico-sanitarias insatisfatorias, esses produtos podem representar risco microbioldgico e,
portanto, a sanitizacdo € uma etapa critica do processamento. No presente estudo foi avaliado
o efeito da aplicagdo dos 0Oleos essenciais de Origanum vulgare L. - orégano (OEQV) e
Rosmarinus officinalis L. - alecrim (OERO), isolados e combinados em concentragdes sub-
inibitérias, contra as bactérias patogénicas contaminantes de hortalicas minimamente
processadas Listeria monocytogenes, Escherichia coli e Salmonella Enteritidis. A
identificacdo dos constituintes dos Oleos essenciais (OEs) foi realizada por meio de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS). Os efeitos inibitorios
foram avaliados pela determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM), indice de
concentracdo inibitéria fracional (FICI) e avaliacdo de contagens de células viaveis em caldo
vegetal e em vegetais frescos artificialmente contaminados. Timol e eucaliptol foram os
compostos majoritarios detectados no OEOV e OERO, respectivamente. O valor da CIM do
OEQV foi de 0,6 pL/mL frente as cepas teste em indculo simples e misto, enquanto o valor da
CIM do OERO foi de 5uL/mL frente L. monocytogenes e E. coli e 10 pL/mL frente S.
Enteritidis em inoculo simples e 10 pL/mL contra o inoculo misto. O ICIF dos OEs
combinados foi de 0,5 frente o indculo bacteriano misto, sugerindo interagdo sinérgica. A
incorporacdo do OEOV e OERO isolados (CIM) ou em diferentes concentracdes sub-
inibitorias no caldo vegetal resultou em diminuicdo de contagens de células viaveis de todas
as cepas de teste ao longo de 24 h. Uma reducao > 3 ciclos log na contagem de células viaveis
de L. monocytogenes, E. coli e S. Enteritidis foi observada apds a exposi¢cdo a CIM do OEOV.
Quando expostas a CIM do OERO, essa reducdo foi observada para as células de L.
monocytogenes e E. coli, enquanto S. Enteritidis apresentou menor reducéo (até 1,7 ciclos log)
na contagem de células viaveis. A incorporacdo de OEOV e OERO combinados em
concentracdes sub-inibitorias resultou em reducdo da contagem inicial de células viaveis de
todas as cepas ensaiadas, embora 0 tempo necessario para estabelecer esta diminuicdo variou
de acordo com a cepa e quantidade de cada OE na combinacdo. Da mesma forma, OEs
aplicados isoladamente ou em combinacao reduziram as contagens de células viaveis de todas
as cepas teste quando ensaiadas em vegetais frescos artificialmente infectados. No entanto, a
exposicdo dos vegetais aos OEs isolados e em combinacdo durante 10 minutos causou uma
maior reducdo nas contagens de células viaveis quando comparado aos resultados obtidos
ap0s 5 minutos de exposicdo. Em ambos 0s ensaios observou-se que os efeitos inibitorios dos
OEs variaram de acordo com o tempo e o tipo de cepa. Esses achados reforcam a utilizacéo
racional dos OEOV e OERO combinados em concentracdes sub-inibitorias para garantir a
seguranca e prolongar a vida de prateleira de vegetais frescos. Sugere-se ainda a realizacao de
pesquisas cientificas voltadas para o estudo da toxicidade em animais e/ou com células
humanas, de modo a assegurar a inocuidade destes OEs quando aplicados em alimentos.

Palavras-chave: vegetais minimamente processados; Oleo essencial; orégano; alecrim;
populacdo bacteriana mista; aplicacdo combinada.



ABSTRACT

Minimally processed vegetables are ready-to-eat products that undergo to a physical
modification processes such as cutting, peeling and slicing, but preserve characteristics of a
fresh food. When processed under unsatisfactory sanitary conditions, these products may
represent microbiological risk and, therefore, sanitation becomes a critical step processing. In
the present study the effects of the application of the essential oils (EOs) from Origanum
vulgare L. — oregano (OVEQ) and Rosmarinus officinalis L. — rosemary (ROEQ), alone or
combined at sub-inhibitory concentrations were assessed against the pathogenic bacteria
contaminants of minimally processed vegetables, Listeria monocytogenes, Escherichia coli
and Salmonella Enteritidis. The identification of the EOs’ constituents was performed by gas
chromatography—mass spectrometry (GC-MS). The inhibitory effects were evaluated by
determination of minimum inhibitory concentration (MIC), fractional inhibitory concentration
index (FICI) and assessment of viable cell counts in vegetable broth and artificially infected
vegetable over time. Thymol and eucalyptol were the major compounds identified in OVEO
and ROEO, respectively. MIC value of OVEO was 0.6 puL/mL against the test strains either in
single and mixed inoculum. MIC value of ROEO was 5 puL/mL against L. monocytogenes and
E. coli and 10 pL/mL against S. Enteritidis in single inocula, while it was 10 pL/mL against
the mixed inoculum. FICI of the combined EOs was 0.5 against the mixed bacterial inoculum,
suggesting synergic interaction. The incorporation of OVEO and ROEO alone (MIC) or at
different sub-inhibitory concentrations in vegetable broth resulted in decrease of viable cell
counts of all test strains along the 24 h. A > 3 log cycles reduction in viable cell count of L.
monocytogenes, E. coli and S. Enteritidis was observed after exposure to OVEO at MIC.
When exposed to ROEO at MIC, the same reduction was observed for cells of L.
monocytogenes and E. coli, while S. Enteritidis presented smaller decrease (up to 1.7 log
cycles) in viable cell counts. The incorporation of OVEO and ROEO combined at sub-
inhibitory concentrations resulted in a decrease in initial viable counts of all strains tested,
although the time requested to stablish this decrease varied according to the strain and amount
of each EO in combination. Likewise, the EOs applied alone or in combination reduced the
viable cell counts of all test strains when essayed in artificially infected vegetables. However,
the exposure of vegetables to EOs for 10 minutes caused a greater reduction in viable cell
counts compared to results obtained after 5 minutes of exposure. In both essays was observed
that the inhibitory effects of the EOs varied according to the time and strain. These findings
reinforce the rational use of OVEO and ROEO combined at sub-inhibitory concentrations to
guarantee the safety and extend the shelf-life of fresh vegetables. It is also suggested carrying
out scientific researches aimed to study the toxicity in animals and /or human cells, in order to
ensure the health safety of these oils when used in food.

Keywords: minimally processed vegetables; essential oil; mixed bacterial population,
combined application.
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1 INTRODUCAO

Os consumidores tém modificado seus habitos alimentares de forma progressiva,
tornando-se mais conscientes dos beneficios que uma alimentacdo saudavel pode trazer a
salde. Essas mudancas nas tendéncias de consumo tém impulsionado, de forma paralela, a
industria de alimentos na busca do desenvolvimento de novas tecnologias atrativas para este
emergente perfil de consumidores, dentre as quais se destaca o processamento minimo de
vegetais.

Nos ultimos anos, as hortalicas minimamente processadas (HMP) ganharam
grande aceitacdo por parte dos consumidores, fato que pode ser atribuido, principalmente, ao
desejo dos consumidores por produtos frescos, com apelo de promocédo de saude e reduzido
tempo de preparacdo (MILLAN-SANGO; MCELHATTON; VALDRAMIDIS, et al., 2015;
ZHOU et al., 2004; ODUMERU et al., 2002). HMP sdo aquelas hortalicas que sofreram
qualquer tipo de alteracéo fisica, mas que oferecem ao consumidor conveniéncia, sabor e alto
valor nutritivo, conservando as caracteristicas de frescor do produto original. Além disso, séo
produtos prontos para consumo, pois ndo requerem nenhum tipo de tratamento adicional antes
de serem consumidos (processamento ou cocc¢do) (FDA, 2008; IFPA, 1999). Dentre as
hortalicas comumente encontradas na forma minimamente processada, podem ser citadas
acelga, alface, rucula, repolho e couve (MORETTI, 2007).

Entretanto, esses produtos podem ser contaminados com micro-organismos
patogénicos em todas as etapas, desde o seu crescimento até o consumo, por meio de diversos
fatores como o solo, adubo, &gua, insetos, meio ambiente, manejo pds-colheita, lavagem,
corte e transporte (LEHTO et al., 2011; FDA, 2008; BHAGWAT; MATTHEWS, 2006;
BEUCHAT, 2002). Assim, a crescente associacdo de surtos com HMP intensificou as
preocupacbes com a seguranca dos consumidores ao consumir este tipo de produto
(SANT'ANA et al., 2012a). Entre os patdgenos classicos considerados ameacas para a
seguranca da HMP, Salmonella spp. e Escherichia coli sdo os principais micro-organismos
apontados, no entanto, bactérias patogénicas emergentes, como Listeria monocytogenes,
Yersinia enterocolitica e Aeromonas hydrophila, também tém sido citados como agentes
etiologicos de surtos associados ao consumo de HMP (CDC, 2013; ETHELBERG et al.,
2010; JOHNSEN et al., 2010; FRIESEMA et al., 2008; FRIESEMA et al., 2007; SAGOO et
al., 2003).
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O processo de higienizacdo de HMP, que inclui a sanitizacdo, se faz necessario
para a remocdo de sujeira e residuos de pesticidas, como também visam reduzir as populagdes
microbianas a niveis aceitaveis que ndo causem riscos aos consumidores. Portanto, a lavagem
e a sanitizacdo sdo consideradas etapas criticas no processamento e na promocao da seguranca
microbiol6gica desses alimentos (SAPERS, 2003; SAGOO et al., 2003; BERBARI;
PASCHOALINO; SILVEIRA, 2001).

Uma variedade de sanitizantes, incluindo cloro, perdxido de hidrogénio, acidos
organicos e 0zonio, tem sido aplicada para reduzir a populacdo bacteriana inicial em vegetais
(SUWA; OIE; FURUKAWA, 2013; GIL et al, 2009; BEUCHAT, 1998). O cloro ¢&,
provavelmente, o sanitizante mais utilizado para a sanitizacdo de vegetais frescos. No entanto,
alguns estudos mostraram que as concentracdes de cloro (50-200 ppm) tradicionalmente
utilizados no processo de sanitizacdo ndo sdo eficazes para reduzir satisfatoriamente a carga
de patogenos em vegetais (LEE; BAEK, 2008; DELAQUIS et al., 2002; BEHRSING et al.,
2000).

Atualmente, ha uma crescente pressao dos consumidores para a substituicdo de
antimicrobianos quimicamente sintetizados por alternativas mais naturais para alcance da
seguranca microbioldgica de alimentos (SIROLI et al. 2015; GYAWALI; IBRAHIM, 2014;
XU et al., 2007). Dentre as alternativas propostas, destacam-se os 0leos essenciais (OEs) de
plantas, que s@o considerados produtos “Geralmente Reconhecidos como Seguros” (GRAS)
nas doses normalmente utilizadas em alimentos (BURT, 2004) e aprovados pela Food and
Drug Administration (FDA) para uso como flavorizantes em alimentos e bebidas (FDA,
2002). Estudos realizados anteriormente demonstraram que os OEs de Origanum vulgare L. -
orégano (OEOV) e de Rosmarinus officinalis L. - alecrim (OEROQO) apresentaram atividade
antimicrobiana de amplo espectro frente a micro-organismos patogénicos e/ou deteriorantes
contaminantes de alimentos (AZEREDO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2010; BARROS et
al., 2009).

Torna-se importante ainda destacar que um alimento abriga uma populacdo mista
de micro-organismos, incluindo diferentes espécies de bactérias, onde as caracteristicas desta
populacdo diferem em muitos aspectos de uma populacdo isolada. Portanto, a avaliacdo das
propriedades antimicrobianas dos OEs, a partir da execucdo de experimentos laboratoriais
incluindo culturas mistas, pode permitir a obtencdo de resultados mais fidedignos do
comportamento microbiano das cepas teste frente a acdo do antimicrobiano ensaiado
(OLIVEIRA et al., 2015).
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Considerando esses aspectos, este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o
efeito inibitério do OEQV e OERO, isolados ou em combinacdo, frente a uma cultura mista
de Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Salmonella enterica sorovar Enteritidis (S.
Enteritidis), por meio da determinacdo da concentracdo inibitéria minima, indice de
concentracdo inibitoria fracional e avaliacdo da viabilidade celular das bactérias teste quando
cultivadas em caldo vegetal e em vegetais folhosos frescos, na perspectiva de disponibilizar
informacdes cientificas sobre a potencialidade antimicrobiana de produtos naturais de
possivel uso em alimentos frente a bactérias de importancia em HMP.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HORTALICAS MINIMAMENTE PROCESSADAS

As hortalicas minimamente processadas séo vegetais que sofreram qualquer tipo
de alteracdo fisica, mas que oferecem ao consumidor alto valor nutritivo, conveniéncia e
sabor, mantendo ainda o estado fresco original. As etapas do processamento minimo
envolvem pré-selecdo, classificacdo, lavagem, corte, sanitizacdo, enxague, centrifugacéo,

embalagem e armazenamento refrigerado (Figura 1) (IFPA, 1999).

[ COLHEITA E TRANPORTE DA MATERIA-PRIMA ]

y

[ INSPECAO E SELECAQ ]

PREPARO
(Lavagem / Descascamento / Corte / Sanitizacdo / Enxdgue / Centrifugacio

y

[ EMBALAGEM ]

{

[ ARMAZENAMENTO REFRIGERADO ]

{

[ DISTRIBUICAO ]

Figura 1. Etapas do processamento minimo de frutas e hortalicas (Adaptado de Berbari,
Paschoalino e Silveira, 2001).

Os produtos minimamente processados estdo disponiveis no mercado norte-
americano desde a década de 30, quando saladas embaladas comecaram a ser comercializadas
em quitandas e pequenos mercados dos Estados Unidos (IFPA, 1999). Entretanto, foi nos
anos 50, com o surgimento das redes de fast-food, que essa atividade apresentou crescimento

acelerado. No Brasil, o inicio da pratica do processamento minimo ocorreu no final da década
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de 70, com a chegada das redes de lanches rapidos aos estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo
(MORETT]I, 2007; ODUMERU et al., 2003). Dentre as hortalicas comumente encontradas na
forma minimamente processada, podem ser citadas as hortalicas folhosas como alface, rucula,
agrido, couve, repolho, espinafre; raizes como cenoura, beterraba, batata-doce; frutos como
pepino, feijdo-vagem, pimentdo, tomate; e inflorescéncia como brécolis e couve-flor
(MORETTI, 2007).

As hortalicas séo consideradas componentes essenciais da dieta humana, fontes de
nutrientes indispensaveis, como vitaminas, minerais e fibras. Nos ultimos 30 anos tem
crescido o nimero de evidéncias sugerindo que o consumo regular e em quantidades
suficientes desses alimentos, além de promover a nutricdo basica, pode melhorar as funcbes
fisiologicas, incrementar a salde e bem-estar, reduzindo riscos de doencas cronico-
degenerativas, tais como doengas cardiovasculares e cancer (PALEKAR et al, 2015; LUO et
al., 2015; ZHANG et al., 2013; NEGRI et al., 1991).

Diante disso, o alimento deixou de ser uma parte da vida cotidiana, antes aceita de
forma inconsciente, para tornar-se alvo de maior atencdo dos consumidores (SANTOS;
JUNQUEIRA, 2012). A comercializacdo de hortalicas tem mudado consideravelmente nos
altimos anos, de modo que a qualidade dos produtos, assim como sua apresentacdo ao
consumidor, sdo caracteristicas marcantes nessa mudanca. Para o consumidor, os alimentos
devem ser saudaveis, seguros e praticos. Essas alteracbes no padrdo de consumo tém criado
uma demanda para a industria de alimentos na busca de novas tecnologias de producédo de
alimentos que atendam esta perspectiva de consumo dos individuos, a exemplo da adog¢éo do
processamento minimo de vegetais, cujo propdsito € fornecer ao consumidor um produto com
vida 0til prolongada e livre de qualquer contaminagdo inaceitavel de natureza bioldgica,
quimica ou fisica que possa causar dano a saude ou a integridade do consumidor (CORTEZ-
VEGA et al., 2013; SANTOS; JUNQUEIRA, 2012; OMS-OLIU et al., 2010; SANT’ANA et
al., 2002).

Entretanto, ndo é simples preservar os atributos naturais dos vegetais, pois,
diferente da maioria das técnicas de processamento que buscam a estabilizacdo e o
prolongamento da vida atil dos alimentos, o processamento minimo pode aumentar a
perecibilidade desses produtos. As injurias provocadas no tecido vegetal durante o
processamento minimo aumentam a exposicdo dos tecidos, provocando alteracdes
fisiologicas, quimicas e microbioldgicas (PINHEIRO et al., 2005; SANTOS; JUNQUEIRA,
2012).
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A qualidade microbioldgica e seguranga de HMP tem sido motivo de preocupagéo
nas Ultimas décadas, devido a sua maior associacdo com surtos de doengas transmitidas por
alimentos (GURLER, 2015; MENG; DOYLE, 2002). Desde as etapas de pré-colheita, as
hortalicas estéo sujeitas a diversos fatores de estresse, 0s quais podem influenciar de forma
significativa a atividade de micro-organismos nestes substratos. Durante a producédo agricola,
a contaminacdo pode ser oriunda do solo, da agua de irrigacdo, do adubo organico ou de fezes
animais. Na colheita, armazenamento e transporte, pode ocorrer a contaminagdo cruzada com
0s operadores, equipamentos e containers (SHEEN; HWANG; JUNEJA, 2011; BEUCHAT,
2002). As operacOes de descascamento e corte, por sua vez, promovem a liberacdo de fluidos
nutritivos, tornando um ambiente propicio ndo somente a penetracdo de micro-organismos da
superficie para o interior do vegetal, mas principalmente ao seu crescimento e proliferacdo
(IFT e FDA, 2001). Por fim, as condicGes de distribuicdo (temperatura, umidade relativa,
composicdo atmosférica e tempo de exposicdo) também contribuem para a senescéncia e
perda da resisténcia a deterioracio (ARTES et al., 2007). Em suma, diversas s3o as causas que
levam ao curto tempo de vida atil das HMP, que vdo desde o numero e tipo de micro-
organismos contaminantes, até as condi¢cdes de acondicionamento e armazenamento desses
vegetais.

Diante deste panorama, em 2006, o Ministry of Agriculture, Food and Rural
Affairs — Ontario/Canada (OMAFRA, 2006), publicou o Minimally Processed Fruits and
Vegetables — Good Manufacturing Practices Guidebook, que fornece diretrizes para uma série
de praticas de seguranca alimentar. Por sua vez, no ano de 2008, a Food and Drug
Administration (FDA) lancou o Guide to minimize microbial food safety hazards of fresh-cut
fruits and vegetables, que se trata de um documento de orientacdo destinado a todas as
empresas de processamento minimo de alimentos e determina medidas mais rigorosas de
controle na cadeia produtiva desses produtos. Esse documento aborda principalmente os
riscos microbiologicos e as medidas de controle adequadas para esses perigos, em face dos
constantes surtos de doencgas por contaminacdo microbioldgica que vém ocorrendo nesse
mercado.

Neste novo cenario de mudangas nos habitos alimentares, a conveniéncia e a
praticidade ndo devem estar dissociadas da finalidade maior a que se destina um alimento
minimamente processado, que € promover a saude e 0 bem-estar a quem 0 consome
(AZEREDO, 2011).
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2.2 MICRO-ORGANISMOS PATOGENICOS DE IMPORTANCIA EM HORTALICAS
MINIMAMENTE PROCESSADAS

Com o advento do processamento minimo, as hortalicas passaram a figurar no
cenario de alimentos envolvidos em surtos de doengas transmitidas por alimentos. A
ocorréncia do elevado nimero de surtos veiculados por esses alimentos se da, principalmente,
pelo fato das hortaligas serem consumidas cruas, ndo havendo nenhum tipo de tratamento
térmico que possa assegurar a inativagdo dos micro-organismos presentes na matéria-prima
e/ou aqueles adquiridos durante o processamento (SANT’ANA et al., 2012b; OMAFRA,
2006).

No caso das HMP, a contagem microbiana total ap0s o processamento varia de
30 a 6,0 log UFC/g e inclui, em sua maioria, micro-organismos dos grupos
Pseudomonadaceae e Enterobacteriaceae, além de bactérias laticas e leveduras. Podem ainda
ser contaminadas com patdgenos humanos presentes na matéria-prima ou inseridos durante ou
apos a colheita (RAGAERT; DEVLIEGHERE; DEBEVERE, 2007). Na Tabela 1 sao

listados alguns estudos que relatam a ocorréncia de bactérias patogénicas em HMP.

Tabela 1. Estudos que relatam a ocorréncia de micro-organismos patogénicos em hortalicas
minimamente processadas.

Autor Micro-organismos isolados
Gurler et al., 2015 L. monocytogenes, E. coli e Salmonella spp.
Sant’ana et al., 2012b L. monocytogenes
Song et al., 2015 Staphylococcus aureus
Skockovaa et al., 2013 E. coli
Oliveira et al., 2011 L. monocytogenes, E. coli e Salmonella spp.
Verhoeff-bakkenes et al., 2011 Campylobacter spp.
Xanthopoulos et al., 2010 Yersinia entercolitica

Meldrum et al., 2009 E. coli e S. aureus
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Bactérias patogénicas, como Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Shigella,
Escherichia coli me Bacillus cereus, sdo de grande importancia para a satde publica e estdo
relacionados com surtos de origem alimentar em razdo do consumo de frutas e hortaligas
frescas contaminadas (PEREZ-RODRIGUEZ, 2014; BEUCHAT, 2002). O uso de
temperatura baixa, que constitui um importante fator para retardar a deterioracdo de produtos
minimamente processados, ndo € um processo seguro para impedir o crescimento de alguns
desses agentes, uma vez que diversos patdgenos sdo psicrotréficos, ou seja, sdo capazes de
crescer e se multiplicar sob condicdes de refrigeracdo (VANETTI, 2000). Os demais
patégenos, mesmo que ndo crescam nas condi¢es de estocagem do produto refrigerado,
podem sobreviver e, quando ingeridos, podem causar danos a satde do consumidor.

Entre as bactérias psicrotréficas, se destaca L. monocytogenes, considerado um
patogeno emergente. Segundo Skovgaard (2007), a emergéncia ocorre quando um micro-
organismo passa a habitar em um determinado produto alimenticio onde até entdo ndo havia
sido previamente isolado. L. monocytogenes é o agente etioldgico da listeriose, uma infecgéo
de origem alimentar que tem grande impacto sobre a saude publica (GANDHI; CHIKINDAS,
2007). Em individuos saudaveis, pode causar gastroenterite febril, 0 que é geralmente leve e
auto-limitada. Entretanto, em mulheres gravidas, pode causar aborto e em criancas, idosos e
individuos imunodeprimidos pode levar a septicemia e meningite (NOORDHOUT et al.,
2014).

Salmonella é uma bactéria conhecida mundialmente como agente causador de
infeccdes alimentares em seres humanos (LAN; REEVES; OCTAVIA, 2009). Atualmente
esse género é dividido em duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella bongori.
Salmonella enterica é subdividida em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae e indica. Em cada subespécie sdo reconhecidos diferentes sorovares,
com base na caracterizacdo de seus antigenos somaticos (O) e flagelares (H), totalizando na
atualidade 2.610 sorovares (GUIBOURDENCHE et al., 2010). Estudos estimam que existam
aproximadamente 80,3 milhdes de casos anuais de doencas de origem alimentar relacionada
com Salmonella em todo o mundo e S. Enteritidis tem sido considerado o sorovar mais
comum em casos de infecgdes em seres humanos (MAJOWICZ et al., 2010; KOTTWITZ et
al., 2010; KANG et al., 2009; CDC, 2007; FERNANDES et al., 2003). Alimentos como frutas
e hortalicas minimamente processados também podem ser veiculos de Salmonella, sendo a
contaminacdo decorrente do controle inadequado da temperatura, da ado¢do de praticas de
manipulagdo incorretas ou por contaminagdo de alimentos crus em contato com alimentos
processados (SHINOHARA et al., 2008; SANT’ANA et al., 2011).
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A presenga de E. coli em alimentos crus é considerada um fator de contaminagao
fecal, além disso, indica a possivel presenca de patdgenos entéricos, como por exemplo
Salmonella spp. Ha diversas categorias de cepas de E. coli que podem carrear diferentes
fatores de viruléncia. Algumas ndo séo invasivas, mas produzem uma toxina que pode causar
diarreia aquosa. Outras invadem a parede intestinal, causando inflamacdo, febre e disenteria.
Ainda existem linhagens que causam inflamacdo do co6lon, com sangramento profuso e
sindrome hemolitico-urémica (TORTORA et al., 2005).

Varios estudos tém relatado a presenca de Salmonella spp., L. monocytogenes e E.
coli em HMP. Ao analisar um total de 151 amostras de HMP, Santos et al. (2012)
encontraram contagens para micro-organismos psicrotréficos entre 6,2 e 7,6 log UFC/g, com
um valor médio de contagem para enterobactérias de 5,44 log UFC/g. Também foi detectada a
presenca de E. coli (4 amostras), Listeria spp. (duas amostras), A. hydrophila (11 amostras) e
B. cereus (34 amostras).

Um estudo realizado por Maistro et al. (2012) na cidade de Campinas - SP,
avaliou um total de 172 amostras de HMP para bactérias aerdbias-mesofilas, coliformes
totais, E. coli, Salmonella spp. e L. monocytogenes. Todas as amostras apresentaram
populacdes de micro-organismos aerobios mesofilos e coliformes totais acima de 4 log UFC/g
e 3,4 log UFC/g, respectivamente. Em algumas das amostras analisadas foi detectada a
presenca de E. coli (10 amostras), Salmonella spp. (01 amostra) e L. monocytogenes (02
amostras).

Um total de 162 amostras de HMP, comercializadas em Ribeirdo Preto — SP,
foram avaliadas por Oliveira et al. (2011). Bactérias psicrotréficas foram encontradas em
96,7% das amostras com contagens acima de 5 log UFC/g, enquanto os coliformes totais e
termotolerantes estavam presentes, respectivamente, em 132 (81,5%) e 107 (66%) amostras.
E. coli foi isolada de 86 (53,1%) amostras, Listeria spp. de 6 (3,7%) amostras e Salmonella
spp.de 2 (1,2%) amostras. Sant’Ana et al. (2011) avaliaram a qualidade microbiologica de
512 amostras de HMP comercializadas na cidade de Sao Paulo e constataram a presenca de
Salmonella spp. em quatro amostras. Os sorovares detectados foram Salmonella
Typhimurium (trés amostras) e S. Enteritidis (uma amostra). Quatorze amostras apresentaram
contagens de E. coli acima do limite maximo estabelecido pela legislagdo brasileira (102
UFC/g).

Embora a legislacdo brasileira ndo estabeleca padrGes microbioldgicos para

vegetais minimamente processados, € comum utilizar a Resolu¢gdo RDC n° 12 de 02 de janeiro
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de 2001 (BRASIL, 2001) como referéncia para garantir a sanidade desses produtos, uma vez
que essa Resolucdo prevé padrbes microbioldgicos para hortaligas e frutas frescas in natura.

Diante disso, torna-se imprescindivel que a industria de HMP controle os aspectos
higiénico-sanitarios da matéria-prima durante o processo de producdo por meio da
implementacdo de programas de qualidade baseados em fundamentos tecnoldgicos
comprovadamente eficientes, os quais podem garantir a disponibilizacdo de produtos ao
consumidor que sejam possuidores de qualidade microbioldgica satisfatéria (OLIVEIRA et
al., 2011).

2.3 SANITIZACAO DE HORTALICAS MINIMAMENTE PROCESSADAS

A lavagem e a sanitizacdo sdo duas etapas criticas durante o processamento
minimo de hortalicas, sendo necessarias para a remocdo de sujeira, residuos de pesticidas e,
principalmente, para eliminacdo dos micro-organismos responsaveis pela deterioracao e perda
da qualidade desse tipo de produto. Esses processos reduzem também o risco de doencas
transmitidas por alimentos devido ao controle do crescimento de bactérias patogénicas nestes
substratos (ALLENDE et al., 2008; SAPERS, 2003; BERBARI; PASCHOALINO;
SILVEIRA, 2001).

Segundo Moretti (2007), reducgdes significativas da populacdo microbiana em
HMP podem ser obtidas por meio da aplicacdo de compostos sanitizantes. Entretanto, a
eficacia desses compostos depende de fatores que atuam de maneira isolada ou em conjunto,
tais como pH, temperatura da agua, tempo de contato, natureza da superficie dos produtos e
carga microbiana inicial (GIL et al, 2009).

A maioria dos sanitizantes empregados na industria de alimentos, principalmente
em produtos frescos, apresenta-se formulada a base de cloro (ALVARO et al., 2009). A
facilidade do uso, o baixo custo e completa dissolugdo em agua, sdo alguns dos fatores que
fazem com que os agentes clorados sejam frequentemente utilizados como desinfetantes na
industria de frutas e hortalicas (ALLENDE et al., 2008).

O uso de sanitizantes para hortalicas frescas e minimamente processadas, como
por exemplo, hipoclorito de sodio, dioxido de cloro, peréxido de hidrogénio, acido
peroxiacético e ozonio, foi aprovado pela FDA (FDA, 2002). Entretanto, dados sugerem que

quaisquer dos métodos disponiveis, incluindo alguns dos mais novos agentes de desinfeccao,
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como dioxido de cloro, 0z6nio e acido peracético, ndo foram capazes de reduzir a populagdo
microbiana em mais de 90 ou 99 % (SAPERS, 2003). Soma-se a isso o fato de que esses
compostos podem afetar negativamente a qualidade nutricional e sensorial do produto e o
questionamento acerca dos aspectos de seguranca alimentar de preservativos sintéticos, uma
vez que tais substancias tém sido citadas como responsaveis pelo desencadeamento de efeitos
carcinogénicos, bem como de toxicidade residual (SKANDAMIS; NYCHAS, 2000).

O hipoclorito de sddio tem sido o sanitizante mais utilizado em alimentos para o
controle de micro-organismos, sendo de uso rotineiro na lavagem de HMP (LEE; BAEK,
2008; ARTES et al., 2007). Contudo, o cloro tem um efeito limitado na reducéo de micro-
organismos em superficies de hortalicas, alcancando uma reducdo de um a dois ciclos
logaritmicos na populagdo microbiana, aléem de possuir a desvantagem de formar compostos
clorados com potencial efeito carcinogénico (PARK et al., 2009; ALLENDE et al., 2008;
SAPERS, 2001). O uso de compostos a base de cloro leva a possibilidade de ocorréncia de
hipercloracdo da agua residual que, associada ao alto conteudo de carbono organico, pode
resultar em concentragdes elevadas de trihalometanos (THM) e cloroférmio (CHCIs),
subprodutos indesejaveis suspeitos de serem potenciais carcinogénicos (RUIZ-CRUZ et al.,
2007). As concentracdes recomendadas de cloro residual livre para a sanitizagdo de frutas e
hortalicas variam de 50 a 200 mg/L em um tempo de contato de 1 a 30 minutos (RUIZ-CRUZ
et al., 2007). No entanto, em razdo dos sistemas de lavagem com solucdes a base de cloro
resultar em subprodutos nocivos e, em razdo da eficacia restrita na reducdo de contaminantes,
sanitizantes alternativos e inocuos tém sido investigados e pesquisados (GOMEZ-LOPEZ,
2013; OLMEZ; KRETZSCHMAR, 2009).

O dioxido de cloro (CIOy) é um gas estavel dissolvido, com maior poder de
penetracdo do que o hipoclorito de sodio, sendo mais eficaz contra os esporos. Ataca
bactérias, pois reage com substancias organicas da célula bacteriana, impedindo a ocorréncia
de diversas reacOes bioldgicas. As principais desvantagens do uso de CIO, sdo a sua
instabilidade e a formacdo de subprodutos inorganicos, como cloretos e cloratos (SADIQ;
RODRIGUEZ, 2004). Embora o uso do CIO, em alimentos seja permitido, existem poucos
relatos sobre 0 uso em HMP. Rodgers et al. (2004) demonstraram que uma solucao de 5 ppm
de CIO, foi eficaz para inibir L. monocytogenes em alface. Lopez-Galvez et al. (2010),
comparando a acdo sanitizante de hipoclorito de sddio e didxido de cloro, observaram que na
dose de 3 mg/L o CIO, foi tdo eficaz quanto o hipoclorito, ndo causando qualquer efeito
negativo sobre a qualidade sensorial e sem levar & formacdo de THM. No entanto, diante da

falta de conhecimento sobre a toxicidade dos subprodutos do CIO; e do seu impacto sobre a
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microbiota natural apds a lavagem e armazenamento das HMP, fazem-se necessarios mais
estudos.

O peroxido de hidrogénio (H,0,) é classificado como um composto GRAS pela
FDA para uso em alimentos como agente alvejante, oxidante, redutor e antimicrobiano. O
principal objetivo do tratamento de frutas e vegetais com perdxido de hidrogénio é estender a
vida de prateleira pela reducdo da populacdo de micro-organismos deterioradores na
superficie do produto (SAPERS; SIMMONS, 1998). Residuos em hortali¢as tratadas com
peréxido de hidrogénio podem ser eliminados passivamente pela acdo da enzima catalase do
préprio vegetal, ou, ativamente, pelo enxague imediatamente apds o tratamento, para evitar
reacOes entre o peroxido de hidrogénio e constituintes do alimento que poderdo afetar a
qualidade ou a seguranca do produto. O H,0O; isolado ndo é comumente utilizado como agente
descontaminante, pois tanto sua acdo sanitizante como sua eficiéncia sdo lentas
(KOIVUNEN; HEINONEN-TANSKI, 2005). Geralmente, é aplicado em associacdo com
acido peracetico. Comercialmente faz parte da composicdo das solugdes de é&cido
peroxiacético, apresentando  propriedade antimicrobiana importante (WAGNER,;
BRUMELIS; GEHR, 2002).

O acido peroxiacético € uma combinacdo de é&cido peracético (CH3CO3H) e
peréxido de hidrogénio (H,O,), geralmente comercializado como um liquido, também
utilizado para a limpeza de superficies e dos alimentos (FDA, 2002). Devido a sua tolerancia
a varios fatores tais como temperatura, pH, dureza, contaminacdo do solo e presenca de
matéria organica a sua aplicacdo principal € no setor de produtos horticolas processados
(ARTES et al., 2007). Sua acdo antimicrobiana primaria esta relacionada com a producéo de
espécies reativas de oxigénio, causando também desnaturacdo de proteinas e enzimas, além de
aumento da permeabilidade da parede celular (SMALL et al., 2007).

O FDA aprovou o uso de acido peracético para a sanitizacao de produtos vegetais
em concentracdes que ndo ultrapassem 80 mg/L (RUIZ-CRUZ et al., 2007). Entretanto, o
acido peracético possui desvantagens, as citar instabilidade em altas concentracdes (15%) e
alto custo quando comparado com outros sanitizantes tradicionais (KUNIGK; ALMEIDA,
2001). O ozbnio (O3), reconhecido como potente agente oxidante, tem-se mostrado mais
eficaz que o cloro na eliminacdo de micro-organismos em produtos vegetais. Este composto
estabelece sua acdo antimicrobiana por meio da oxidacdo dos componentes vitais da célula,
evitando o crescimento microbiano e permitindo a extensdo da vida de prateleira dos vegetais
(PARISH et al., 2003).
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Atualmente, hd um forte debate quanto & seguranca dos conservantes quimicos,
uma vez que muitos destes produtos sdo considerados como possuidor de propriedades
carcinogénicas e teratogénicas, além de toxicidade residual (GOMEZ-LOPEZ, 2013;
SCHOENY, 2010; OLMEZ; KRETZSCHMAR, 2009; MOREIRA et al., 2005). Garantir a
seguranga e, a0 mesmo tempo, atender a demanda para a conservacdo de atributos nutricionais
e de qualidade, tém resultado na crescente busca de conservantes naturais com potencial
aplicacdo em alimentos, que possam ser utilizados de forma isolada ou em combinagdo com
outra tecnologia. Entretanto, a escolha do antimicrobiano deve ser baseada na sua
compatibilidade quimica e sensorial com o alimento de aplicagdo, na sua efetividade contra
micro-organismos indesejaveis, seguranca, dentre outras caracteristicas de interesse
(SETTANNI; CORSETTI, 2008).

Entre as tecnologias emergentes de conservacdo de alimentos, o uso de agentes
antimicrobianos naturais esta se tornando uma medida de controle reconhecida mundialmente,
seja de forma isolada ou combinada com outras tecnologias de preservagdo (SILVA-
ANGULO, 2014). A aplicagédo de conservantes naturais com objetivo de aumentar a vida de
prateleira de alimentos é considerada um método promissor devido as suas propriedades
antioxidantes e antimicrobianas. Acredita-se ainda que estes novos conservantes possam
diminuir os custos de processamento e sdo ainda acreditadas por reduzirem o surgimento de
micro-organismos resistentes ou mesmo apresentarem efetividade na inibicdo de micro-
organismos resistentes as tecnologias classicas de uso no controle de micro-organismos em
alimentos (GYAWALLI; IBRAHIM, 2012). Nesse cenario, destacam-se os 0leos essenciais
(OEs) de plantas, considerados produtos naturais GRAS, pois possuem amplo espectro de
atividade antimicrobiana, apresentando eficacia no controle de bactérias patogénicas e
deteriorantes de importancia em vegetais prontos para o consumo (AZEREDO et al. 2011;
GUTIERREZ et al., 2008; OUSSALAH et al., 2006; BURT, 2004).

2.4 POTENCIAL ANTIMICROBIANO DOS OLEOS ESSENCIAIS

As plantas produzem uma grande diversidade de metabolitos secundarios com
propriedades bioldgicas, tais como citotoxicidade, atividades antiparasitaria e antimicrobiana
(WINK, 2012). Muitos desses compostos naturalmente presentes em plantas, ervas e

especiarias tém demonstrado possuir efeito inibitorio frente agentes patogénicos de origem
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alimentar, de modo que a atividade antimicrobiana destas substancias depende da sua
composicao quimica (BADAWY; ABDELGALEIL, 2014; ESPINA et al., 2011). Os extratos
obtidos de uma diversidade de plantas tém sido utilizados ha séculos com objetivo de conferir
sabor e aroma aos alimentos, como medicamentos e como agentes conservantes de alimentos
(KIM et al., 2011).

OEs sdo metabolitos secundarios de plantas sintetizados em estruturas glandulares
das células vegetais, podendo estar concentrados em diversas regides (flores, brotos, folhas,
sementes, frutos, raizes, galhos, cascas e caule) ou armazenados em células secretoras,
cavidades ou células epidérmicas e consistem em misturas complexas de compostos organicos
de baixo peso molecular com diferentes potenciais de atividade antimicrobiana (BAJPAI,;
BAEK; KANG, 2012; AIT-OUAZZOU et al, 2011; BAKKALI et al.,, 2008). Esses
compostos, ou constituintes de OEs como geralmente sdo designados, podem ser divididos de
acordo com sua estrutura quimica em quatro grupos: terpenos, terpendides, fenilpropenos e
outros (Figura 2) (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012)
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©/\)L CH3O@/\/
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/\\/ :\\CQS \\/\S/Sv\\\
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Figura 2. Estrutura quimica dos principais constituintes dos 6leos essenciais (Adaptada de
Hyldgaard; Mygind; Meyer, 2012).
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Os terpenos mais comuns S80 0S monoterpenos e sesquiterpenos, no entanto,
hemiterpenos, diterpenos, triterpenos e tetraterpenos também podem estar presentes na
composicdo de OEs. Alguns terpenos sdo hidrocarbonetos, porém quando possuem um
oxigénio em sua estrutura (&lcoois, aldeidos ou cetonas) sdo chamados de terpendides
(BAKKALI et al., 2008).

Alguns autores tém atribuido o potencial antimicrobiano dos OEs aos
constituintes presentes em maior quantidade, entretanto 0s componentes presentes em
quantidade inferiores podem exercer efeito sinérgico e/ou aditivo com 0s constituintes
majoritarios (BAJPAI; BAEK; KANG, 2012). A eficacia antimicrobiana dos OEs ndo pode
ser baseada em um mecanismo de acdo especifico, tendo em vista que essas substancias
consistem em uma mistura de componentes quimicos que irdo agir em diferentes alvos na
célula microbiana (Figura 3) (BURT, 2004). Supde-se, que essa caracteristica possa dificultar
0 desenvolvimento de tolerancia bacteriana aos OEs (SKANDAMIS et al., 2008).

Forga motriz de
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Proteina de < D
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Figura 3. Representacdo dos alvos da célula bacteriana sugeridos como sitios de acdo dos
6leos essenciais e seus constituintes (Adaptada de Burt, 2004).
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Como citado anteriormente, atribui-se a atividade antimicrobiana de OEs
principalmente aos terpenos presentes em sua composi¢cdo. Segundo Turina et al. (2006), os
possiveis mecanismos de acdo dos OEs sdo: alteracdo da bicamada lipidica da membrana
celular microbiana, com aumento da permeabilidade e posterior liberagdo de constituintes
intracelulares vitais, além de danos causados nos sistemas enzimaticos do microrganismo.
Acredita-se, que estes compostos se dissolvam na membrana microbiana e, desta forma,
penetrem na célula onde podem interagir com mecanismos essenciais para 0 metabolismo
celular (MARINO; BERSANI; COMI, 2001). Os danos causados a integridade celular podem
interferir na manutencdo do estoque energético das células e, consequentemente, nos
processos dependentes de energia, tais como transporte de solutos, regulacdo do metabolismo,
sintese de macromoléculas, como toxinas extracelulares; e motilidade (SILVA et al., 2010;
COXetal., 2001; TRUMPOWER; GENNIS, 1994).

Dentre os OEs investigados quanto a atividade biologica, aquele obtido das folhas
de orégano (Origanum vulgare L.) tem se revelado como possuidor de destacaveis
propriedades antioxidantes (CASTILHO et al, 2012; ALBANO; MIGUEL, 2011),
antibacteriana (SILVA et al., 2013; SOUZA et al., 2010; MOREIRA et al., 2005; NOSTRO et
al., 2004), antifngica e antimutagénica (FARIAS et al., 2010; FIGIEL et al., 2010; OZBEK
et al., 2008; YANISHLIEVA; MARINOVA; POKORNY, 2006). Souza et al. (2007) em
estudo inicial sobre o potencial antimicrobiano de diferentes OEs de especiarias de origem
brasileira,, encontrou uma destacavel propriedade antimicrobiana do dleo essencial de O.
vulgare L. (OEOV) sobre uma variedade de bactérias patogénicas e deteriorantes, como
também de espécies leveduriformes de interesse em alimentos. O OEOV consiste em uma
fonte rica de monoterpenos lipofilicos, dos quais os principais responsaveis por sua atividade
antimicrobiana sdo os isdmeros carvacrol e timol (SILVA et al., 2010).

Um aspecto importante a ser considerado para a aplicacdo do OEOV como
antimicrobiano natural em alimentos consiste no seu impacto sensorial sobre os produtos. Se
altas concentracdes forem necessarias para garantir a atividade antimicrobiana em matrizes
alimentares, as alteracdes no sabor e odor dos alimentos podem exceder os limites aceitaveis.
Com vistas a evitar os efeitos indesejaveis sobre os atributos sensoriais, pesquisas vém sendo
realizadas com a combinacdo de doses subinibitorias desse 6leo essencial (OE) com outros
agentes ou processos antimicrobianos (AZEREDO et al., 2011; DIMITRIJEVIC et al., 2007).

Neste sentido, o 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L. (alecrim) (OERO),
que embora ndo faca parte do grupo de OEs possuidores de elevado poder antimicrobiano,

tem em suas moléculas grupos funcionais com propriedades bioldgicas, as quais podem, de
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maneira aditiva ou sinérgica, interagir com os componentes presentes no OEOV. Seu uso tem
sido voltado para a area medicinal, em virtude de suas constatadas propriedades anti-
inflamatodria, neuroprotetora (BENINCA et al., 2011; IZUMI et al., 2007; PENG et al., 2007),
hepatoprotetora (SOTELO-FELIX et al., 2002), antioxidante (PEREZ-FONS; GARZN;
MICOL, 2010), antimutagénica e antimicrobiana (OLUWATUY1; KAATZ; GIBBSONS,
2004). Este conjunto de propriedades confere a essa especiaria um atrativo funcional para
uma possivel aplicacdo em industrias de alimentos.

A atividade antimicrobiana do alecrim é atribuida a presenca de flavondides,
acidos fendlicos e da fracdo OE. Entretanto, 0 OERO quando comparado aos de outras
especiarias (orégano, salvia e tomilho) tem se mostrado menos efetivo na inibicdo do
crescimento de diversas espécies microbianas. Acredita-se que a baixa atividade aconteca
quando ocorre no OERO a presenga majoritaria de a-pineno, um hidrocarboneto
monoterpénico sem nucleos aromaticos e grupos funcionais polares (PORTE e GODOY,
2001). A diminuida atividade do a-pineno em relacdo a de outros constituintes do OERO foi
confirmada por Jiang et al. (2011), quando realizaram estudo a fim de comparar a atividade
antimicrobiana do OERO com a de alguns de seus compostos isolados, incluindo o a-pineno e
1,8-cineol. Os autores verificaram que o OE foi 0 que apresentou maior atividade, seguido
pelo 1,8-cineol.

A atividade antimicrobiana dos OEs em matrizes alimentares tem sido avaliada
em diversos estudos. No entanto, essa atividade em sistemas de alimentos é, em geral,
reduzida quando comparado aos testes in vitro, devido a influéncia de gorduras, carboidratos,
proteinas, sais e pH sobre a eficacia desses agentes (BURT, 2004). Segundo Gutierrez, Barry-
Ryan e Bourke (2008) esses componentes poderiam proteger as bactérias contra a acéo de OE.
Os autores também relatam a possibilitar de reparacdo mais rapida das células injuriadas em
alimentos, o que se relaciona a maior disponibilidade de nutrientes nestes substratos, quando
comparada aos meios laboratoriais.

Outro fator importante a ser ressaltado em relacdo a atividade antimicrobiana de
OEs é que a acdo combinada de OEs e/ou constituintes individuais pode causar uma
potenciacdo do efeito antimicrobiano. 1sso se estende ainda a mistura de OESs com outros tipos
de antimicrobianos (SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA NOVALES, 2011). Gutierrez,
Barry-Ryan e Bourke (2008) e Lambert et al. (2001), quando combinaram o0 OEOV com o OE
de tomilho detectaram um efeito antimicrobiano aditivo frente a bactérias contaminantes de
alimentos. No estudo realizado por Azerédo et al. (2011) verificou-se efeito sinérgico entre o

OEQV e OERO, cujos componentes majoritarios sdo, respectivamente, carvacrol e 1,8-cineol,
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frente a A. hydrophila, L. monocytogenes e Y. enterocolitica, e efeito aditivo contra P.
fluorescens.

Em estudo in vitro, Dimitrijevi¢ et al. (2007) detectaram efeito sinérgico entre o
acido latico e os OEs de alecrim ou tomilho, quando usados em concentra¢fes subinibitorias.
Fu et al. (2007) também investigaram a possivel interacdo entre os OEs de cravo e alecrim em
concentracgdes subinibitorias, e verificaram que o efeito antimicrobiano foi influenciado ndo
apenas pela proporcdo entre os OEs, mas foi, sobretudo, microrganismo-dependente. Os
autores verificaram efeito antimicrobiano aditivo contra S. epidermidis, S. aureus, B. subtilis,
E. coli, P. vulgaris e P. aeruginosa, e efeito sinérgico contra Candida albicans e antagdnico
para Aspergillus niger. Apostolidis, Kwon e Shetty (2008) verificaram que embora haja um
teor mais elevado de compostos fendlicos no OEOV quando aplicado isoladamente, a eficacia
antimicrobiana ocorreu de forma mais intensa quando o este OE foi aplicado em combinacéo
com o extrato de cranberry. Isto implica que o perfil qualitativo dos compostos fendlicos pode
ser mais importante do que a sua quantidade total

Estes resultados suportam a ideia de que, quando usados em combinacdo, as
concentragcdes requeridas podem ser menores, minimizando assim o impacto sobre o0s
atributos sensoriais. Os efeitos benéficos dessas combinagdes, sejam de natureza aditiva ou
sinérgica, sdo de interesse industrial, uma vez que menores concentracdes seriam utilizadas

em sistemas de conservacgao de alimentos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Oleos essenciais

Os OEs de Origanum vulgare L. (lote ORETUG679; densidade a 20°C: 0,90, indice
de refraccdo a 20°C: 1,49) e Rosmarinus officinalis L. (lote ROSTUNO4; densidade a 20°C:
0,94, indice de refraccdo a 20°C: 1,51) foram obtidos da empresa Laszlo Aromaterapia
Industria e Comércio Ltda. (Minas Gerais, Brasil). Este fornecedor extrai OEs em escala
industrial por destilacdo a vapor. Os OEs foram ensaiados em concentragdes que variaram de
40-0,03 pL/mL. As emulsdes destes 6leos foram preparadas em Caldo BHI (Himedia, india),
utilizando-se agar bacteriolégico (0,15 % p/v) como agente estabilizador (DE SOUZA et al.,
2010).

3.1.2 Hortalicas

As hortalicas, alface (Lactuca sativa L.), e acelga (Beta vulgaris L. var. cicla),
foram obtidas em supermercados da cidade de Jodo Pessoa - PB, tomando-se o cuidado em
escolher aquelas que ndo apresentavam quaisquer sinais de alteracdo de causa biologica,
quimica e/ou fisica. Os vegetais foram adquiridos nos dias dos experimentos, sendo

transportados em caixas isotérmicas para o Laboratdrio, onde foram realizadas as analises.

3.1.3 Micro-organismos

Os micro-organismos utilizados nos ensaios antimicrobianos foram cepas tipo
padrdo de L. monocytogenes (ATCC 7644), E. coli (UFPEDA 224) e S. Enteritidis (UFPEDA

414), gentilmente cedidas da Colecdo de Micro-organismos do Departamento de Antibidticos
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da Universidade Federal de Pernambuco, Recife/PE. As cepas foram mantidas em Caldo

Brain Heart Infusion (BHI) adicionado de 15% de glicerol e armazenadas a -20°C.

3.2 METODOS

3.2.1 Identificacao dos constituintes dos 6leos essenciais

Os componentes que formam o OEOV e OERO foram identificados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) (CGMS-QP2010 Ultra
Shimadzu). A analise por GC-MS foi realizada sob as seguintes condic¢des: coluna capilar
RTX-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm); temperatura programacéo: 60-240 ° C (3°C / min);
Temperatura do injector: 250°C; temperatura do detector: 220°C; gas carreador: hélio
ajustado a 0,99 mL / min de velocidade; energia ionizante: 70 eV; faixa de massa (m/ z): 40-
500. Para a identificacdo dos constituintes individuais essenciais petroleo foi utilizado o banco
de espectros prépria biblioteca de GC / MS, NIST / EPA / NIH Mass Spectral Banco de
Dados (Versdo 1.7). A quantificacdo dos componentes foi obtida pelas areas de cada um dos

componentes detectados e expressa em area percentual (%).

3.2.2 Padronizacéo do inoculo microbiano

A padronizacdo do inoculo bacteriano foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por McMahon et al. (2008) (Figura 4). Cada cepa foi estriada em placa de Petri
contendo agar BHI, incubadas a 35°C por 18 - 24 horas (overnight) e, posteriormente,
cultivadas em 10 mL de Caldo BHI a 35°C por 17 horas sob agitacdo (150 rpm). Em seguida,
a massa celular dos cultivos foi coletada por centrifugacdo (5200 rpm/ 15 min / 4°C), lavada
duas vezes em solucédo salina (NaCl a 0,85% p/v) e ressuspensa em 10 mL de solucdo salina.
As suspensdes microbianas foram diluidas seriadamente (10™ a 10®) e foi realizada a leitura
da Densidade Optica de cada diluicio em espectrofotdmetro a 625 nm (DOgys), utilizando-se
solucdo salina como branco. Para a determinacdo do nimero de unidades formadoras de

colénia (UFC) em cada leitura, foram semeados 0,1 mL de cada diluicdo em placas de Petri
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contendo agar BHI. As placas foram incubadas por 24 horas a 35°C e, ap6s o periodo de
incubacdo, foram submetidas a contagem do numero de colénias formadas. A partir do
nimero de coldnias obtido em cada diluicdo, correlacionou-se a contagem bacteriana
(UFC/mL) & leitura da DOgzs. A DO do indculo utilizado nos ensaios foi de 0,1 (~10°
UFC/mL). Ap6s a padronizacdo do indculo de cada cepa, foi realizada a mistura dos in6culos
na proporcdo de 1:1:1, para formagdo do indculo misto, o qual foi utilizado nos ensaios
antimicrobianos (OLIVEIRA et al., 2015).
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Figura 4. Fluxograma para padronizagdo do indculo bacteriano.

3.2.3 Preparacao do caldo vegetal

Uma mistura (1:1) das amostras contendo 60 g de hortalicas foi triturada com 400
mL de &gua destilada usando um misturador doméstico e filtrada em vacuo utilizando papel
de filtro Whatman n°1. O material obtido foi esterilizado por filtragdo em Millipore 0,22 pm.
O caldo filtrado foi armazenado a -20°C em aliquotas de 50 mL, e quando requerida uma
aliquota foi descongelado sob refrigeracéo (7 + 1°C) e utilizados para ensaios (AZEREDO et
al., 2011).
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3.2.4 Ensaios de atividade antimicrobiana

3.2.4.1 Determinagdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A Concentragdo Inibitéria Minima dos compostos testados foi determinada
através da técnica de macrodiluicdo em caldo (NOSTRO et al., 2001). As emulsbes dos OEs
foram preparadas em caldo BHI adicionado de agar bacteriolégico (0,15 % p/v) como agente
emulsestabilizador da emulsdo e o indculo microbiano (~10" UFC/mL) foi preparado como
descrito no item 3.2.2. Quatro mililitros de caldo BHI foi inoculado com 1 mL do in6culo
bacteriano (simples ou misto), misturado com 5 mL da emulsdo de OEOV ou OERO e
homogeneizados vigorosamente durante 30 segundos utilizando um vortex. O sistema foi
estaticamente incubado durante 24 h a 35°C (Figura 5). A CIM foi definida como a menor
concentracdo de cada OE necessaria para prevenir o crescimento bacteriano visivel. Frascos
sem a adicdo de OE foram testados de forma semelhante como controle (NOSTRO et al.,
2001).

Z 0000 qo0ut

(4 mL)
1,25 0,62 0,31 0,15
uLImL uL/mL uLImL uL/mL uL/mL uL/mL puL/mL puL/mL uL/mL uL/mL

Incubagao por
24h a 35°C

1,25 0,62 0,31 0,15
uLImL uL/mL uLImL uLImL uLImL uL/mL uL/mL uL/mL uL/mL uL/mL

Figura 5. Fluxograma para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima dos 6leos
essenciais de Origanum vulgare L. e Rosmarinus officinalis L. frente indculo simples e misto.
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3.2.4.2 Avaliacéo do efeito da agdo combinada dos 6leos essenciais

Para avaliar o efeito sinérgico dos OEs frente ao in6culo misto, foi realizada a
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Fracional (CIF) pelo método de Checkerboard. As
emulsdes dos OEs foram preparadas em caldo BHI adicionado de agar bacterioldgico (0,15 %
p/v) como agente estabilizador da emulsdo e o indculo microbiano foi preparado como
descrito no item 3.2.2. Foram utilizadas concentragdes finais iguais a CIM x 2, CIM, '/, CIM,
1, CIM, /g CIM e /15 CIM, que foram de 1,2 a 0,038 pL/mL e 10 a 0,31 uL/mL para o
OEOV e OERO, respectivamente. Os antimicrobianos foram associados como no esquema da
Figura 6.

Foram adicionados 45 pL de cada emulséo de 6leo e em seguida 10 pL do inoculo
misto. Na horizontal, o OEQV foi adicionado a cada poc¢o, da esquerda para direita, de forma
crescente. Na vertical, o OERO foi adicionado, de cima para baixo, de forma decrescente.
Apos a adicdo do inoculo, as microplacas foram incubadas a 35°C por 24h e ap0Os esse
periodo foi realizada a leitura adicionando-se 30 pL do revelador resazurina (100 pg/mL),

utilizado como indicador de crescimento bacteriano.
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Figura 6. Fluxograma para avaliacdo do efeito sinérgico dos 6leos essenciais de Origanum
vulgare L. e Rosmarinus officinalis L. frente in6culo misto.
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Para a avaliacdo da interacdo entre os diferentes tratamentos foi calculado o indice

de concentracdo inibitoria fracionada (ICIF) de acordo com a seguinte formula:

ICIF = CIF (OEOV) + CIF (OERO)

ICIF = (CIM OEOV na combinacio) + (CIM OERO na combinacdo)
(CIM do OEOQV) (CIM do OERO)

Os resultados obtidos foram interpretados como sinergismo (FIC < 0.5), adigcdo
(0.5 < FIC < 1); indiferenca (1 < FIC < 4) e antagonismo (FIC > 4) (GUTIERREZ et al.,
2008; SCHELZ; MOLNAR; HOHMANN, 2006).

3.2.5 Influéncia dos 6leos essenciais sobre a viabilidade das cepas bacterianas

Os ensaios de interferéncia dos OEs (isolados e em combinacdo) sobre a
viabilidade das cepas bacterianas foram realizados pelo método de contagem de células
viaveis. Para isso, 4 mL de caldo vegetal foi inoculado com 1 mL da suspensdo bacteriana
(inéculo misto), em seguida adicionado 5 mL da emulsdo dos OEs isolados (CIM OEQV e
CIM OERO) ou em combinaco (*/, CIM OEOQV + */, CIM OERO; */, CIM OEQV + Y/, CIM
OERO; '/, CIM OEOQV + '/, CIM OERO:; */, CIM OEOQV + !/, CIM OERO).

Por fim, o sistema foi agitado por 30 segundos e incubado sob temperatura de
refrigeracdo a 7°C. Em diferentes intervalos de tempos (0, 2, 4, 8, 12 e 24 horas) uma aliquota
de 1 mL da suspensdo foi seriadamente diluida (1:10 v/v) de 10™ a 10® em solucéo salina e
uniformemente inoculada em placas de Petri estéreis contendo meio seletivo estéril para 0s
micro-organismos testes: Listeria Agar Base seletivo + Suplemento seletivo para Listeria Il
para L. monocytogenes; Salmonela-Shigela Agar para S. Enteritidis e Eosyne-Metilen-Blue
(EMB) Agar para E. coli, sendo entdo incubadas por 24-48 h a 35°C (Azeredo et al, 2011;
Sousa et al, 2012). Sistemas sem a adi¢cdo das emulsdes de OE foram utilizados como

controle.
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3.2.6 Efeito dos OEs na sobrevivéncia de bactérias patogénicas em hortalicas

minimamente processadas

Porces de 90 g de um pool de alface e acelga (em uma proporgdo de 1:1),
previamente lavadas com agua destilada, foram cortadas utilizando as méos cobertas por luvas
descartéaveis estéreis, e inoculadas com as cepas teste de acordo com o procedimento a seguir:
a porcéo de hortalicas foi submersa em 900 mL do indculo bacteriano (L. monocytogenes, S.
enteritidis e E. coli em uma proporcéo de 1:1:1, aproximadamente 10" UFC/mL), suavemente
agitado com um bastdo de vidro estéril por 5 min, para assegurar uma boa inoculacao e secas
durante 1 h em uma cabine de biosseguranca. Apds esse periodo, as hortalicas foram
submersas em 250 mL das emulsdes dos OEs isolados (CIM OEOV e CIM OERO) e em
combinacdo (*/, CIM OEQV + '/, CIM OERO; '/, CIM OEQV + !/, CIM OERO).

Em seguida, uma amostra de 25 g das hortalicas foi tomada de forma asséeptica e
transferida para um saco Stomacher estéril contendo 225 mL de 4gua peptonada estéril (1 g/L)
e homogeneizada por 60 segundos. Posteriormente, uma série de diluicdes decimais (10 - 10
°) foi realizada no mesmo diluente e a enumeracdo de bactérias foi determinada pela
inoculacdode 0,1 mL de cada diluicdo da amostra em agar seletivo estéril: Listeria Agar Base
seletivo + Suplemento seletivo para Listeria Il para L. monocytogenes; Salmonela-Shigela
Agar para S. Enteritidis e Eosyne-Metilen-Blue (EMB) Agar para E. coli, sendo entfo
incubadas por 24-48 h a 35°C (Azeredo et al, 2011; Sousa et al, 2012). Frascos isentos das

emulsdes de OE foram utilizados como controle.

3.3 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos
como uma média dos ensaios. A andlise estatistica foi realizada para determinar diferencas
significativas (p <0,05), utilizando ANOVA seguido pelo teste post hoc de Tukey com o
software Sigma Stat 3.5 (Jandel Scientific Software, San Jose, California), enquanto para

confeccdo dos gréficos foi utilizado o software Prisma versao 6.
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oils for the control of Escherichia coli, Listeria monocytogenes and

Salmonella Enteritidis in fresh vegetables

Running title: Synergism of oregano and rosemary essential oils

Abstract

This study assessed the effect of the combined application of essential oils (EOs) from
Origanum vulgare L. — oregano (OVEOQ) and Rosmarinus officinalis L. — rosemary (ROEOQ),
alone or in combination at sub-inhibitory concentrations, against three pathogenic bacteria
that are associated with fresh vegetables: Listeria monocytogenes, Escherichia coli and
Salmonella Enteritidis. The inhibitory effects were evaluated by determining the minimum
inhibitory concentration (MIC) and the fractional inhibitory concentration index (FICI) and
assessing the viable cell counts in the vegetable broth and artificially infected vegetables over
time. The MIC value of OVEO was 0.6 pL/mL against the test strains either in single and
mixed inoculum. The MIC value of ROEO was 5 pL/mL against L. monocytogenes and E.
coli and 10 pL/mL against S. Enteritidis in single inocula, whereas it was 10 pL/mL against
the mixed inoculum. The FICI of the combined EOs was 0.5 against the mixed bacterial
inoculum, which suggested a synergic interaction. The incorporation of OVEO and ROEO
alone (MIC) or combined at different sub-inhibitory concentrations in vegetable broth resulted
in a decrease in the viable cell counts of all test strains over 24 h. Similarly, the EOs alone or
in the tested combinations reduced the viable cell counts of all test strains in experimentally
infected fresh vegetables. These findings reinforce the rational for the use of OVEO and
ROEO in combination at sub-inhibitory concentrations to guarantee the safety and extend the

shelf life of fresh vegetables.
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1. Introduction

Demographic changes related to population aging and new life style trends have
brought an increasing demand for ready-to-eat (RTE) foods. This demand has changed the
status of foodborne diseases worldwide and had an important economic and social impact
(Oliveira et al., 2015). In recent years, minimally processed vegetables (MPV) gained
significant acceptance by consumers, which could be attributed to an increased consumer
desire for fresh vegetables with reduced preparation times (Millan-Sango, McElhatton &
Valdramidis, 2015; Zhou et al., 2004; Odumeru et al., 2002). Prior to their sale, MPV are
submitted to simple operations such as washing, peeling, slicing, shredding, sanitization,
rinsing, drying and packaging to extend their shelf life and preserve their nutritive value while
retaining the characteristics of fresh food (FDA, 2008).

Fresh vegetables are no longer considered a low-risk food in terms of safety. Fruits and
vegetables can be contaminated with pathogens during all stages, from growth until
consumption. The sources of contamination include the soil, manure (from humans and other
animals), water, insects, post-harvest handling, washing, cutting and transportation (Bhagwat
& Matthews, 2006; Beuchat, 2002). Sanitization is crucial to decrease the occurrence of
microbial hazards in MPV because minimal processing is not an end-point preservation
treatment (Sagoo et al., 2003). The increased association of MPV with foodborne outbreaks
has intensified consumers’ concerns regarding the safety of these products (Sant’ana et al.,
2012). Among the classical pathogens that are considered threats to the safety of MPVs,

Salmonella spp. and pathogenic Escherichia coli have been particularly concerning (CDC,
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2013); however, emerging pathogens, such as L. monocytogenes, have more recently been
linked to outbreaks associated with the consumption of fresh vegetables worldwide (Ethelberg
et al., 2010; Johnsen et al., 2010; Friesema et al., 2008; Friesema et al., 2007; Sagoo et al.,
2003). The decontamination methods used for vegetables aim to reduce the microbial
populations of the processing system without necessarily eliminating them. A variety of
disinfectants, including chlorine, hydrogen peroxide, organic acids and ozone, have been used
to reduce the initial bacterial populations on vegetables (Suwa, Oie & Furukawa, 2013; Gil et
al., 2009; Beuchat, 1998). Chlorine and chlorine-based compounds, such as hypochlorite, are
probably the most widely used sanitizer for the treatment of fresh vegetables. However, some
studies have shown that the chlorine concentrations (50—200 ppm) that are traditionally used
for decontamination are not effective in successfully reducing pathogen loads on vegetables
(Lee & Baek, 2008; Delaquis et al., 2002; Behrsing et al., 2000). Considering that fresh
vegetables have the potential to harbor pathogenic bacteria, the development of new and
effective sanitizing procedures has received much attention (Oliveira et al.; 2015; Sousa et al.,
2013; Azerédo et al., 2011).

There has been increasing pressure to replace chemically synthesized antimicrobials
with natural alternatives in the food industry (Xu et al., 2007). This pressure has led to a
particularly increased interest in the use of essential oils (EOs) as natural sanitizers for fresh
vegetables. EOs from Origanum vulgare L. — oregano (OVEO) and Rosmarinus officinalis L.
- rosemary (ROEO) have been found to be effective in inhibiting a variety of bacteria,
including those that contaminate RTE vegetables (Azerédo et al., 2012; Sousa, et al., 2012).
Many EOs and their individual constituents are considered to be ‘Generally Recognized as
Safe’ (GRAS) at the doses typically used in foods (Burt, 2004) and have been approved by

the Food and Drug Administration (FDA) for use in edible products (FDA, 2002).
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Therefore, this study was performed to assess the inhibitory effects of OVEO and
ROEO alone or in combination against a mixed culture of bacteria associated with the
contamination of fresh vegetables, namely E. coli, L. monocytogenes and Salmonella
Enteritidis. The effects were measured by determining the minimum inhibitory concentration
and fractional inhibitory concentration index and assessing cell viability in vegetable broth

and in fresh vegetables over time.

2. Materials and methods
2.1 Materials

The OVEO (batch ORETUG679; density at 20°C: 0.90; refractive index at 20°C: 1.49)
and ROEO (batch ROSTUNO4; density at 20°C: 0.94; refractive index at 20°C: 1.51) were
purchased from Laszlo Aromaterapia Industria e Comércio Ltda. (Minas Gerais, Brasil). Their
quality parameters are described in an accompanying technical report. This supplier extracts
essential oils on an industrial scale by steam distillation. The EOs were assayed at
concentrations ranging from 80 to 0.03 pL/mL. EO emulsions were prepared in brain-heart
infusion (BHI) broth (Himedia, India) using bacteriological agar (1.5 g/L) as a stabilizing
agent (de Souza et al., 2010).

Listeria monocytogenes ATCC 7644, Escherichia coli UFEPEDA 224 and Salmonella
enterica Serovar Enteritidis UFEPEDA 414 used as test microorganisms were gently
provided by the Microorganism Collection, Department of Antibiotics, Federal University of
Pernambuco (Recife, Brazil). An inoculum of each test bacterium was obtained by preparing
suspensions in sterile saline solution (NaCl 0.85% p/v) from overnight cultures grown in BHI
agar at 37 °C. Each strain was grown in BHI broth at 37°C for 18 h (late exponential growth
phase), harvested by centrifugation (4500 g, 15 min, 4°C), washed twice in sterile PBS and

re-suspended in sterile PBS to obtain standard cell suspensions, for which the OD reading at
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625 nm (ODsg25) was 0.1, to provide viable cell counts of approximately 8 log colony forming
unit per milliliters - CFU/mL (McMahon et al., 2008). A mixed inoculum was obtained by
mixing the different bacterial suspensions at a ratio of 1:1:1. This level of inoculum was used
because vegetable decontamination studies require high numbers of cells in the inoculum to
enable the measurement of several log reductions in colony forming unities per gram - CFU/g
(Beuchat et al., 2001).

Time-Kkill assays were performed using a vegetable broth composed of iceberg lettuce
(Lactuca sativa L.) and chard (Beta vulgaris L. var. cicla) as the substrates for bacterial
cultivation. The leafy vegetables were purchased from a local wholesale market in Jo&o
Pessoa (Brazil) on the day of harvest and transported for less than 30 min under refrigerated
conditions. A mixture (1:1) of the samples containing 60 g of each leafy vegetable was
mashed with 400 mL of distilled water using a domestic blender. The mixture was then
vacuum filtered using Whatman no. 1 filter paper. The obtained material was sterilized by
filtration using a Millipore 0.22 pum filter unit (Azerédo et al., 2011). The filtered broth was
stored at -20 °C in 50-mL aliquots, and when required, an aliquot was thawed under

refrigeration (7 £ 1 °C) and used for the assays.

2.2 ldentification of the EO constituents

The constituents of OVEO and ROEO were identified by gas chromatography coupled
with mass spectrometry — GC-MS (CGMS-QP2010 Ultra Shimadzu, Kyoto, Japan). GC-MS
analysis was performed under the following conditions: a RTX-5MS capillary column (30 m
x 0.25 mm x 0.25 pum); temperature programing: 60—240 °C (3°C/min); injector temperature:
250 °C; detector temperature: 220 °C; carrier gas: helium adjusted to 0.99 mL/min speed;
ionizing energy: 70 eV; mass range (m/z): 40-500. To identify the individual EO constituents,

the spectra bank of the GC/MS, NIST/EPA/NIH Mass Spectral Database (Version 1.7) was
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used. The quantification of the constituents was obtained by normalizing the areas of each

detected constituent and expressed the result in terms of the percentage area (%).

2.3 Determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

The MIC values of OVEO and ROEO against a single and mixed inoculum of the test
strains were determined using macrodilution in broth (Nostro et al., 2001). Four milliliters of
double strength BHI broth (Himedia, India) was inoculated with 1 mL of bacterial inoculum
(single or mixed), mixed with 5 mL of the solution of OVEO or ROEO and vigorously mixed
for 30 s using a vortex. The system was statically incubated for 24 h at 35 °C. The MIC was
defined as the lowest concentration of each EO required to prevent visible bacterial growth

(Nostro et al., 2001). Control flasks without the EOs were tested in a similar process.

2.4 Determination of the Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI)

The checkerboard method was performed using macrodilution in broth to obtain the
FICI for the combined application of OVEO and ROEO using a mixed inoculum of the test
strains (Oliveira et al., 2015). The FICI was calculated as follows: (MIC of OVEO in
combination with ROEO/MIC of OVEO alone) + (MIC of ROEO in combination with
OVEO/MIC of ROEO alone). The OVEO and ROEO were assayed at the MIC x 2, MIC, 1/2
MIC, 1/4 MIC, 1/8 MIC and 1/16 MIC with different combinations of each different
concentration of each EO. The results were interpreted as synergy (FIC < 0.5), addition (0.5 <
FIC < 1), indifference (1 < FIC < 4) and antagonism (FIC > 4) (Gutierrez, Barry-Ryan &

Bourke, 2008; Schelz, Molnar & Hohmann, 2006).

2.5 Effects of the tested EOs on the survival of bacteria in vegetable broth
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The effect of EOs alone (MIC) and in combination (1/2 MIC OVEO + 1/2 MIC ROEOQ;
1/2 MIC OVEO + 1/4 MIC ROEO; 1/4 MIC OVEO+ 1/2 MIC ROEO; 1/4 MIC OVEO + 1/4
MIC ROEO) on the survival of bacterial strains in mixed inoculum in vegetable broth was
evaluated using the viable cell count procedure. For this test, 4 mL of vegetable broth was
inoculated with 1 mL of the bacterial inoculum. Then, 5 mL of the single or combined EO
solutions was added to the system and gently shaken for 30 s to produce a final viable cell
count of each bacteria of approx. 7 log CFU/mL. The system was incubated at 7 °C. At
different time intervals (2, 4, 8 12 and 24 h), 1 mL of the suspension was serially diluted (10
—10®) in a sterile saline solution (NaCl 0.85 g/100 mL) and inoculated onto media selective
for each bacteria. The selective media were Listeria selective agar + Listeria Selective
Supplement Il (Himedia, India) for L. monocytogenes, Eosyne-Metilen-Blue (EMB) agar
(Himedia, India) for E. coli and Salmonella — Shigella agar (Himedia, India) for S. Enteritidis
for 24 — 48 h at 37 °C (Azéredo et al., 2011; Sousa et al., 2012). Control flasks without the
EOs were similarly tested. The plates inoculated with aliquots collected from broth containing
the EOs were always incubated for 24 h longer at adequate temperature than were those
collected from the control systems. The results were expressed as the log of the survival

fraction in relation to the initial bacterial population (CFU/mL at time zero).

2.6 Effects of the EOs on bacterial survival in fresh vegetables

The effect of the EOs alone (MIC) or in combination (1/2 MIC OVEO + 1/2 MIC
ROEO; 1/2 MIC OVEO + 1/4 MIC ROEOQO) on the survival of the bacterial strains in the
mixed inoculum on fresh vegetables was evaluated using the viable cells count procedure. For
this procedure, portions (90 g) of a pool of iceberg lettuce and chard (at a rate of 1:1) that
were previously washed with sterile distilled water were shredded aseptically and inoculated

with the bacteria according to the following procedure: the vegetable sample were submerged
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in 900 mL of mixed inoculum, gently rotated with a sterile glass stem for 5 min to ensure
effective inoculation and air-dried for 1 h in a bio-safety cabinet. Subsequently, the vegetables
were submerged in 250 mL of OVEO or ROEO solutions either alone or in combination for 5
or 10 min at 25 °C. Then, a 25-g sample of the vegetables was aseptically obtained,
transferred into a sterile stomacher bag containing 225 mL of sterile saline solution (0.85
g/100 mL) and homogenized for 60 s. Subsequently, a decimal dilution was made in the same
diluent, and bacterial counting was performed by spread-plating 0.1 mL of the appropriate
sample dilution on sterile selective agar (Listeria selective agar + Listeria Selective
Supplement Il (Himedia, India) for L. monocytogenes, EMB agar for E. coli (Himedia, India)
and Salmonella — Shigella agar (Himedia, India) for S. Enteritidis (Azéredo et al., 2011; Sousa
et al., 2012) for 24 — 48 h at 37°C (Xu et al., 2007)). Control flasks containing sterile distilled
water were tested in the same way. Plates inoculated with aliquots collected from systems
containing the tested EOs were always incubated for 24 h longer at adequate temperatures
than were those collected from control systems. The results were expressed as the log of

survival fraction (log CFU/mL) in relation to the counts detected in control systems.

2.7 Reproducibility and statistics

All assays were performed in triplicate in three independent experiments, and the results
were expressed as an average of the assays. Statistical analysis was performed to determine
significant differences (p < 0.05) using ANOVA followed by a post hoc Tukey test in the

Sigma Stat 3.5 software (Jandel Scientific Software, San Jose, California).

3. Results

3.1 Identification of the EO constituents
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As shown in Table 1, the GC-MS analysis identified six compounds at concentrations
greater than 1 g/100 g of the total mass in both OVEO and ROEO (Table 1). Thymol (69.3 %)
was the most prevalent compound in OVEO, followed by p-cymene (13.1 %) and y-terpinene
(6.01 %). The compounds myrcene (1.1 %), linalool (2.71 %) and a-pinene (1.6 %) were
found in minor amounts. For ROEO, the compounds detected at higher amounts were
eucalyptol (35.75 %), camphor (28.7 %) and limonene (24.88 %). Other compounds (viz. a-

pinene, p-cymene and y-terpinene) were found in the range of 1.29 — 1.97 % in ROEO.

3.2 MIC values and the checkerboard assay

The MIC value obtained for OVEO was 0.6 pL/mL against L. monocytogenes ATCC
7644 (L. monocytogenes), E. coli UFEPEDA 224 (E. coli) and S. Enteritidis UFEPEDA 414
(S. Enteritidis) either in the single and mixed inoculum (Table 2). The MIC value of ROEO
was 5 pL/mL against L. monocytogenes and E. coli and 10 pL/mL against S. Enteritidis in
single inoculum. The MIC value of ROEO was 10 pL/mL against the mixed inoculum. The
FICI for the combined application of OVEO and ROEO against the mixed inoculum was 0.5,
which suggested a synergistic interaction. The OVEO and ROEO inhibited the bacterial
growth when tested up to a combination of 1/4 MIC + 1/4 MIC. The test strains had the
ability to grow at the tested subinhibitory concentrations of both OVEO and ROEO when

applied alone (data not shown).

3.3 Effects on cell viability of bacteria in vegetable broth

The effects of OVEO and ROEO alone at the MIC or in different combinations of 1/4
MIC and 1/2 MIC on the survival of a mixed population of L. monocytogenes, E. coli and S.
Enteritidis cultivated in vegetable broth were assessed. A sharp drop (p < 0.05) in the viable

cell counts of all tested strains was observed over the assessed time intervals when either
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OVEO or ROEO was incorporated into the vegetable broth, with the exception of S.
Enteritidis exposed to ROEO at its MIC (Fig. 1A — 1C). The decrease in the initial viable cell
counts of L. monocytogenes and E. coli exposed to OVEO at MIC > 3 log CFU/mL cycles (>
99.99% reduction) occurred as early as 2 and 4 h of exposure, respectively. When ROEO was
assayed at its MIC, a decrease of > 3 log cycles in the viable counts of L. monocytogenes and
E. coli was observed after 4 and 8 h, respectively (Fig. 1A — 1B). For S. Enteritidis, a> 3 - log
cycles decrease in the viable cells count was observed after 8 h in the OVEO-treated cells.
Cells of S. Enteritidis treated with ROEO at MIC were found to have a smaller decrease (up to
1.7 CFU/mL log cycles; > 90% reduction) in the viable counts early in the assessed time
intervals (after 1 — 4 h of exposure). However, a slight and linear recovery was noted in the
cell counts observed later during the assessed time intervals (Fig. 1C).

The incorporation of OVEO and ROEO in vegetable broth in combinations of 1/2 MIC
OVEO + 1/2 MIC ROEO, 1/2 MIC OVEO + 1/4 MIC ROEO and 1/4 MIC OVEO + 1/2 MIC
ROEO resulted in a > 3 log CFU/mL cycles-decrease in the initial viable count of L.
monocytogenes and E. coli, although the time required to establish this decrease varied
according to the target strain and the amount of combined EOs. The combination of 1/2 MIC
OVEO + 1/2 MIC ROEO caused similar reductions in the L. monocytogenes and E. coli
viable counts after 4 and 8 h of exposure, respectively. For the combination of 1/4 MIC
OVEO + 1/2 MIC ROEDO, this reduction was noted after 24 h in both strains. The decrease in
the viable counts of E. coli and L. monocytogenes treated with 1/4 MIC OVEO + 1/4 MIC
ROEO were near to 2.5 log CFU/mL cycles (> 99.9% reduction) after 24 h of exposure. Only
the combination of 1/2 MIC OVEO + 1/2 MIC ROEO could cause a > 3 log CFU/mL cycles-
decrease in the S. Enteritidis count. The other tested combinations caused decreases in the

range of 1.5 to 2.7 log cycles (> 90% to > 99.9% reduction) at the end of the assessed
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exposure time. Over the evaluated time interval, the systems containing OVEO and/or ROEO

showed lower (p < 0.05) viable cells counts than the control systems.

3.4 Effects on the cell viability of bacteria on artificially infected fresh vegetables

Regarding the results obtained in the vegetable broth, the combinations of 1/4 MIC
OVEO + 1/2 MIC ROEO and 1/4 MIC OVEO + 1/4 MIC ROEO were not assayed in fresh
vegetables because they did not cause a > 3-log cycles-decrease in the viable cell counts over
the assessed time period or because the time periods required to establish this effect were
longer than those observed for the other combinations tested.

The application of OVEO and ROEO to fresh vegetables, either alone or in combination
at different subinhibitory concentrations, caused a reduction (p < 0.05) in the initial viable cell
counts of all assayed strains in mixed inoculum (Fig. 2A- 2F). After a 5-min treatment, only
OVEO at its MIC caused a > 3-log cycles-decrease in the initial counts of all strains. The
reductions caused by the other treatments were in a range of 1.5 to 2.8 log cycles (> 90% to >
99.9%). After 10 min of treatment, either OVEO or ROEO at their respective MICs or the
combination 1/2 MIC OVEO + 1/2 MIC ROEO caused a similar decrease in the viable cell
counts of L. monocytogenes and E. coli (Fig. 2C and Fig. 2E). The decrease in the viable
counts of S. Enteritidis exposed to ROEO alone or to the tested combinations was in the range
of 1.5 to 2.5 log cycles (Fig. 2E and 2F). Overall, the exposure of the EOs for 10 min caused a
greater decrease (p < 0.05) in the viable cell counts in comparison to 5 min. Viable cell counts
in the control systems (5 min and 10 min) were always close to 7 log CFU/mL, and these
counts were higher (p < 0.05) than those found when the strains were treated with OVEO
and/or ROEO.

In both assays using vegetable broth and fresh vegetables, L. monocytogenes was found

to be most sensitive to the EOs alone or in combination, whereas S. Enteritidis was found to
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be the least sensitive. Furthermore, the inhibitory effects of the EOs occurred in a time-

dependent manner.

4. Discussion

This study showed the inhibitory effects of OVEO and ROEO alone at MIC or in
combination at different subinhibitory concentrations on the survival of L. monocytogenes, E.
coli and S. Enteritidis in single or mixed inocula. These results are interesting because studies
testing the effects of EOs (or their individual constituents) on pathogenic or spoiling bacteria
in mixed culture are still scarce. The low available number of studies with candidate
compounds for use as antimicrobials in foods using mixed populations of target bacteria is
somewhat conflicting because the use of multispecies inocula (or even multi-strain inocula)
has been recommended in studies that have used specifically defined conditions that limit the
growth or survival of the bacterial species (Romero et al., 2010). Some researchers have
stated that the response of mixed cultures of bacteria to challenge with EOs or their individual
constituents could provide more realistic information regarding the antimicrobial efficacy of
these compounds on food substrates (Kurekci et al., 2015; Oliveira et al., 2015).

OVEO showed stronger inhibitory effects against all test bacteria in both single and
mixed inocula than did ROEO, based on their respective MIC values (the MIC of OVEO was
16-fold lower than that of ROEQO). S. Enteritidis was most tolerant to ROEO, and the MIC
value against this bacterium was one-fold greater than the MIC values for the other test
bacteria. Still, this greater tolerance of S. Enteritidis may have had some influence on the
higher MIC value (a one-fold increase) observed in ROEO against the bacterial strains in the
mixed inoculum. The low observed MIC value of OVEO against the test strains (< 1 puL/mL,
VanVuuren, 2008) reinforced the noteworthy antibacterial effects of this EO, in contrast to the

high MIC value showed by ROEO. The difference in the inhibitory effects of OVEO and
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ROEO (considering their often-detected MIC values) has been related to their particular
profile of major constituents (Carovi¢-Stanko et al., 2010). An approximate general ranking of
the individual constituents of the EOs possessing the highest antimicrobial effects is as
follows: phenols > aldehydes > ketones > alcohols > ethers > hydrocarbons (Ballester-Costa
et al., 2013). This finding reinforced the consistency of the low MIC values found for OVEO,
as thymol — THY (phenolic) was found to be its major constituent, whereas eucalyptol - EUC
(1,8 — cineole) (terpene hydrocarbon) was found to be the major constituent of ROEOQ.

Although ROEO has often been found to have high MIC values against food-related
bacteria, this EO is still considered a potential substance for antimicrobial use in foods,
particularly vegetable products, given its beneficial impact on sensory aspects, primarily when
applied in combination with EOs that could adversely affect the sensory acceptance of foods
(de Sousa et al., 2013; Azerédo et al., 2011). Though OVEO (which often has high amounts
of THY or carvacrol — CAR) has been reported to produce a changeable “warmly pungent
flavor” in food during storage, ROEO (which often contains high amounts of EUC) produces
a changeable “distinctive but pleasant mint-like flavor” in the amounts that are usually
proposed for use in foods. The combined application of OVEO and ROEO in vegetables
could exploit a possible synergistic interaction and produce desirable antibacterial effects
without causing undesirable changes to the food flavor and/or aroma.

The FICI for the combined application of OVEO and ROEO was 0.5 against the mixed
inoculum of L. monocytogenes, E. coli and S. Enteritidis, thus demonstrating a synergic
interaction of these EOs. A synergistic interaction occurs when the combination of
antimicrobials at sub-inhibitory concentrations (< 1/4 MIC) produces a greater inhibitory
effect against the target organisms when compared to the inhibition caused by these
antimicrobials when tested individually or at higher concentrations (Oliveira et al., 2010).

Regarding the general interpretation of the FICI assays, synergy could occur at a FICI < 1
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(combination of < 1/2 MIC); however, because the dilution method can present a + 1 error,
the dilution convention suggests that synergy is < 0.5. However, a minor synergy (i.e., up to
an FICI 1) may still be of practical importance (Gould et al., 1991). This was considered when
choosing the sub-inhibitory concentrations of OVEO and ROEO (1/2 MIC and 1/4 MIC of
each EO in different combinations) to use in assays of bacterial survival over time.

A previous study noted the same FICI (0.5) for the combined application of OVEO and
ROEO against Aeromonas hydrophila, L. monocytogenes and Pseudomonas fluorescens in
single populations (Azerédo et al., 2011), whereas the combination of CAR and CIN showed
a FICI of 0.25 against the same bacteria in a mixed population (Oliveira et al., 2015). The
authors stated that the enhanced inhibitory effects observed for OVEO and ROEO in
combination could be partially explained by differences in the chemical structures of their
major constituents (CAR/THY and EUC). These differences were predicted to result in
distinct interactions with the target cell structures, which are primarily related to the
antimicrobial activity of the tested EOs (Sousa et al., 2015; Azerédo et al., 2012).

Ultrastructural studies of bacterial cells treated with CAR and EUC have suggested that
the oxygenated groups present in EUC disturb the bacterial membrane structures, even when
EUC is present in the growth media at sub-inhibitory concentrations; therefore, EUC could
allow CAR to be more easily transported into the bacterial cells, where it can interact with
different intracellular targets (Sousa et al., 2015; de Sousa et al.; 2013). Overall, the presence
of EUC in the growth media was found to decrease the required amount of CAR needed to
promote antimicrobial effects. CAR is a THY-isomer presenting structural differences due to
the position of its hydroxyl group (OH group); however, CAR and THY have similar
mechanisms of action against bacterial cells (Lambert et al., 2001).

The FICI assay was used in combination with the time-kill studies given the availability

of information about the kinetic of microbial inactivation, resulting in a dynamic picture of
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the antimicrobial interactions (Mackay, Milne, & Gould, 2000). The time-kill curves of
bacteria exposed to OVEO and ROEO alone or in combination at the selected subinhibitory
concentrations in vegetable broth revealed a significant decrease (> 99% to > 99.999%) in the
viable counts over time, with a distinct behavior of S. Enteritidis challenged with ROEO at
MIC. However, for most of the interactions, the highest reductions (> 3 log cycles; 99.99%)
were found in OVEO and ROEO at MIC and at the combinations 1/2 MIC OVEO + 1/2 MIC
ROEO and 1/2 MIC OVEO + 1/4 MIC ROEO.

The OVEO and ROEO, alone or in combination at the selected subinhibitory
concentrations, effectively decreased the counts of L. monocytogenes, E. coli and S.
Enteritidis in artificially infected fresh vegetables after a 5- or 10-min treatment, although the
effects were more pronounced as the exposure time increased. The antimicrobial effects of the
EOs either alone or in combination was lower in the fresh vegetables than in the vegetable
broth. This lower level of bacterial inactivation observed on the vegetables following
treatment with the EOs could be because the bacteria attach or infiltrate into the protective
structures of the vegetables (lenticels, cuticle cells, broken trichomes and bruises), thereby
impairing the contact with the individual constituents of the EOs (Azéredo et al., 2011;
Burnett & Beuchat, 2001). Overall, the type of chemical agent, contact time, temperature,
microbial load and chemical and physical properties of the vegetable surface could all have an
influence on the bacterial response to sanitizers (Lee and Baek, 2008; Delaquis et al., 2002;
Behrsing et al., 2000).

Given the obtained data, the following ranking of bacterial tolerance to the EOs tested
was S. Enteritidis > E. coli > L. monocytogens. This is not surprising because Gram-negative
bacteria are generally less sensitive to EOs than Gram-positive bacteria (Mazzarrino et al.,
2015; Hyldgaard, Mygind & Meyer, 2012). In Gram-negative bacteria (such as S. Enteritidis

and E. coli), this greater tolerance is due to the presence of the outer membrane, which limits
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the diffusion of hydrophobic compounds (such as the individual EO constituents) through
lipopolysaccharide coverage (Vaara, 1992). Thus, the EO concentrations must be sufficient to
allow diffusion through the external membrane and the lipid bilayer to reach the bacterial
membrane for antibacterial effects to be established (de Oliveira, de Araltjo Soares & Piccoli
et al., 2013).

It is noteworthy that to successfully demonstrate sanitizing efficacy of any product
intended for the treatment of food-contact surfaces, the product must demonstrate a 99.999%
reduction (5 log cycles) in the pathogen (of concern) counts in suspension following a 30-s
exposure to a pre-selected concentration (AOAC, 2013). However, to the best of our
knowledge, no criteria regarding the inactivation level are currently available to substantiate
the efficacy of sanitizers in vegetables and fruits. The treatment of raw vegetables in water
containing chlorine (traditionally used as a sanitizer of fruits and vegetables) at concentrations
of 50 — 250 ppm and with exposure times of 1 - 10 min can effectively decrease the
population of pathogenic bacteria (including L. monocytogenes, E. coli and Salmonella spp.),
aerobic microorganisms, psychrotrophic microorganisms, yeast and molds by 90 — 99.9% (1 -
3 log cycles) (FAO/WHO, 2008). Based on the available studies, the combinations of OVEO
and ROEO at the selected subinhibitory concentrations were predicted to sanitize fresh
vegetables infected with L. monocytogenes, E. coli and S. Enteritidis because they could
reduce the initial population by 99 — 99.99% (2 - 3 log cycles) after 10 min of exposure.
These results are also promising because products capable of establishing a > 99.99 % killing
effect (> 3 log cycles reductions) are considered to possess bactericidal effects (LaPlante,

2007).

5. Conclusions
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The results obtained revealed a synergistic interaction between OVEO and ROEO, as
the combination of these EOs at subinhibitory concentrations were effective in inhibiting the
survival of the pathogenic bacteria associated with fresh vegetables in mixed inoculum. When
tested alone or in combination at sub-inhibitory concentrations, these EOs decreased the
survivor cells of L. monocytogenes, E. coli and S. Enteritidis in vegetable broth and in fresh
vegetables. Overall, these findings support the use of OVEO and ROEO at sub-inhibitory
concentrations as alternatives to guarantee the safety and extend the shelf life of fresh and

RTE vegetables.
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Fig. 1 Reduction cycles (Logio CFU/mL) in the initial viable cell counts of L. monocytogenes
ATCC 7644 (A), E. coli UFEPEDA 224 (B) and S. Enteritidis UFEPEDA 414 (C) in vegetable
broth (7 °C) as a function of different concentrations of the essential oils from Origanum
vulgare L. (OVEO) and Rosmarinus officinalis L. (ROEO) alone or in combination. (x)
Control; (o) MIC OVEOQO: 0.6 uL/mL; (o): MIC ROEO: 10 uL/mL; (m): 1/2 MIC OVEO: 0.3
uL/mL + 1/2 MIC ROEO 5 pL/mL; (e): 1/2 MIC OVEO: 0.3 uL/mL + 1/4 MIC ROEO: 2.5
pL/mL; (A): 1/4 MIC OVEO: 0.15 uL/mL + 1/2 MIC ROEO: 5 pl/mL; (¢): 1/4 MIC OVEO:

0.15 pL/mL + 1/4 MIC ROEO: 2.5 pL/mL.

Fig. 2 Reduction cycles (Logio CFU/mL) in the initial viable cell counts of L. monocytogenes
ATCC 7644 (A - B), E. coli UFEPEDA 224 (C - D) and S. Enteritidis UFEPEDA 414 (E - F) in
fresh-cut vegetables (28 °C) as a function of different concentrations of the essential oils from
Origanum vulgare L. (OVEO) and Rosmarinus officinalis L. (ROEQ) alone or in combination,
after a 5-min (A, C, E) and 10-min (B, D, F) treatment (white bars: reduction caused by OVEO
at its MIC: 0.6 uL/mL; grey bars: reduction caused by ROEO at its MIC: 10 pL/mL; diagonal
dashed bars: reduction caused by 1/2 MIC OVEO: 0.3 pL/mL + 1/2 MIC ROEO: 5 pL/mL;
vertical dashed bars: reduction caused by at 1/2 MIC OVEO: 0.3 pL/mL + 1/4 ROEO: 2.5

pL/mL); black bars: control.
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Table 1. GC-MS analysis of the essential oils from Origanum vulgare L. (OVEO) and

Rosmarinus officinalis L. (ROEO)

Constituents*

Percent of essential oil total mass

OVEO
thymol 69.3
p-cymene 13.1
y-terpinene 6.01
myrcene 11
linalool 2.71
a-pinene 1.6

ROEO

eucalyptol 35.75
camphor 28.7

limonene 24.88
a-pinene 1.97
p-cymene 1.67
y-terpinene 1.29

* constituents detected in amounts > 1 %
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Table 2. Minimum inhibitory concentration (MIC) of the essential oils from O. vulgare L.

(OVEO) and R. officinalis L. (ROEQ) against L. monocytogenes, E. coli and S. Enteritidis in

single and mixed inoculum.

MIC values (uL/mL)

Strains
OVEO ROEO
Single inoculum
L. monocytogenes ATCC 7644 0.6 5
E. coli UFEPEDA 224 0.6 5
S. Enteritidis UFEPEDA 414 0.6 10
Mixed inoculum 0.6 10




