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RESUMO

Objetivou-se neste estudo determinar as concentragdes minimas inibitorias (CMI) e as concentragdes
bactericidas minimas (CBM) pela técnica de macrodiluicdo em caldo do o6leo essencial (OE) de
Rosmarinus officinalis L. sobre as cepas padroes de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella
Choleraesuis e Pseudomonas aeruginosa. Avaliou-se também a acdo antibacteriana de solu¢des do OE
sobre estes micro-organismos aderidos, por 12 h a 37 °C sob agitagdo, em superficie de polipropileno
utilizada para corte de alimentos. As solugdes sanitizantes de OE foram formuladas com base nos valores
encontrados nas CBM, para cada estirpe bacteriana separadamente. A ag@o sanitizante da solugdo contra
as células aderidas a superficie foi avaliada ap6s 20 e 40 minutos de contato. Para E. coli, S. Choleraesuis
e P. aeruginosa, o tempo de 20 minutos de contato foi suficiente para a remocao total das células aderidas,
e para S. aureus houve redugao significativa para ambos os periodos avaliados. O OE de alecrim pode ser
considerado como alternativa natural para realizar o controle de bactérias patogénicas e contaminantes
na inddstria de alimentos.

Palavras-chave. adesdo bacteriana, bactérias patogénicas, polipropileno, 6leos volateis, sanitizantes
naturais, contaminacdo de alimentos.

ABSTRACT

The objective of this study was to determine the minimum inhibitory concentrations (MIC) and the
minimum bactericidal concentrations (MBC) by using broth macro-dilution method in essential oil
(EO) of Rosmarinus officinalis L. on the standard strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella Choleraesuis and Pseudomonas aeruginosa. The antibacterial activity of EO solutions on
these bacteria adhered to the polypropylene surface used for cutting food was also evaluated, after 12 h at
37 °C under shaking on. The sanitizers EO solutions were formulated based on MBC findings, separately
for each bacterial strain. The sanitizing action of the solutions on the bacterial cells-adhered surface
was evaluated after being contacted for 20 and 40 min. For E. coli, S. Choleraesuis and P. aeruginosa,
the contact for 20 min was sufficient for inducing complete elimination of adhered cells, and S. aureus
populations were significantly reduced at both evaluated periods of time. The EO of R. officinalis may
represent as natural alternative form to carry out the pathogenic and contaminants bacteria control in food
industry.

Keywords. bacterial adhesion, pathogenic bacteria, polypropylene, volatile oils, natural sanitizers, food
contamination.
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INTRODUCAO

A contamina¢do microbiana em superficies
de contato é relevante na indudstria de alimentos. Em
condic¢des favoraveis, células bacterianas podem aderir e
reproduzirem e, quando ndo completamente removidas,
podem contribuir para a formacéo de biofilmes, os quais
comprometem a qualidade e seguranca dos alimentos'>.

Na industria de alimentos, os micro-organismos
podem estar aderidos a residuos orgénicos e inorgéanicos
presentes na superficie de equipamentos e utensilios,
quando o processo de higienizagdo dos materiais nao
seja aplicado corretamente. Células sésseis, presentes
no biofilme, além de reduzir a eficiéncia e a vida dtil
de equipamentos, sdo mais resistentes ao processo de
desinfeccdo. Além disso, as células podem se desprender
e contaminar alimentos, promovendo prejuizos
econdmicos e risco de toxinfecces alimentares®.

A sanitizacdo de equipamentos processadores de
alimentos é importante para o controle da contaminacio
cruzada durante a produgdo. Limpeza e desinfec¢do sao
procedimentos que devem ser realizados regularmente,
visto que eliminam grande parte dos micro-organismos
contaminantes do equipamento. Todas as superficies de
processamento de alimentos sio ambientes potenciais
para a adesdo bacteriana, que pode ocorrer até mesmo
quando programas de higiene e sanitizagio sdo
corretamente aplicados. Desse modo, a escolha de
um agente antimicrobiano deve ser cuidadosamente
realizada, levando-se em conta os contaminantes
microbianos potenciais e tipos de superficies®.

O  crescente interesse em  compostos
antimicrobianos naturais tem aumentado devido a
mudangas nas atitudes dos consumidores em relagdo ao
uso de agentes sintéticos de preservagdo de alimentos,
detergentes e sanitizantes que possam causar impacto
negativo ao ambiente®. A busca por novas substancias
capazes de controlar o crescimento bacteriano é
atualmente uma area de pesquisa essencial para garantir
a seguranca alimentar.

A utiliza¢do de dleos essenciais (OE) tem sido uma
alternativa promissora aos antimicrobianos utilizados na
industria de alimentos’. Os OE sdo compostos volateis,
naturais, complexos, caracterizados por um forte odor e
sdo formados por plantas aromaticas como metabdlitos
secundarios. Caracterizados como lipofilicos, sio
capazes de atravessar a parede celular bacteriana e a
membrana citoplasmatica, rompendo a estrutura das

diferentes camadas de polissacarideos, acidos graxos e
fosfolipidios®.

Tem-se destacado a utilizacdo de substancias
naturais como o OE de alecrim (Rosmarinus officinalis L.)
para controle de contaminacio microbiana. Essa planta
é um arbusto aromatico perene, pertencente a familia
Labiatae, com um metro de altura, ramas jovens que se
tornam lenhosas ao maturar, e flores pequenas, agrupadas
em densos ramos terminais. Os principais produtores
sao Italia, Iugoslavia, Espanha, Grécia, Turquia, Franga,
Portugal, Egito e norte da Africa. Apesar de cultivada
em quase todo o territério brasileiro e importada como
condimento para o consumo interno, poucos estudos tém
sido realizados sobre essa importante planta medicinal
para o controle de bactérias contaminantes de alimentos’.

As propriedades antioxidantes do alecrim
podem ser atribuidas a presenca de rosmanol, diterpenos
rosmaridifenol e rosmariquinona, enquanto que as
propriedades antimicrobianas parecem estar relacionadas
com a presenca de borneol, pinenos, cineol e canfora’.

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade
antibacteriana de solu¢des de OF de Rosmarinus officinalis
L. para os micro-organismos Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella Choleraesuis e Pseudomonas
aeruginosa aderidos em superficie de polipropileno
utilizada para corte de alimentos.

MATERIAL E METODOS

As estirpes bacterianas avaliadas fazem parte da
bacterioteca do laboratério de Microbiologia Aplicada do
Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Minas Gerais: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli
ATCC 8739 e Salmonella Choleraesuis ATCC 10708. O
OE de Rosmarinus officinalis L. foi extraido na empresa
Ferquima Industria e Comércio Ltda., sendo que de
acordo com o fornecedor, os componentes majoritarios
desse 6leo foram 1,8-cineol (45,8 %), canfora (13,9 %) e
a-pineno (12,4 %).

Determinagdo da concentragio minima inibitéria
(CMI) e da concentra¢ido bactericida minima (CBM)
A determinagdo da CMI e da CBM do OE de R.
officinalis L. foi realizada pelo método de macrodilui¢ao
em caldo, de acordo com a norma dos testes de
sensibilidade a agentes antimicrobianos por dilui¢ao
para bactéria de crescimento aerdbio'®. A CMI refere-
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se a menor concentracdo do produto sanitizante capaz
de inibir o crescimento do micro-organismo, enquanto
a CBM, a menor concentracdo capaz de causar a morte
do micro-organismo''. Foram preparados 2,5 mL de
solugdes contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI),
Tween 80 a 0,8 % (v/v) e OE de R. officinalis L. com
concentragoes de 960, 480, 240, 120, 60, 30, 15, 7,5
pL.mL'. Em seguida, 12,5 pL da suspensdo de cada
micro-organismo em cultura pura foram inoculadas
em cada tubo com as concentrac¢des testadas, sendo em
seguida, homogeneizados e incubados a 35 °C por 24 h.
Apés o periodo de incubagao, uma algada da amostra
dos tubos que ndo apresentaram turvagéo foi transferida
para placas contendo agar caseina de soja (TSA), as quais
foram entdo incubadas a 35 °C por 24 h para observacio
de crescimento microbiano'.

Adesdao bacteriana e formac¢io de biofilmes em
polipropileno

Cupons de polipropileno, provenientes de placas
utilizadas para corte de alimentos, com dimensdes de
2,0 x 2,0 x 0,3 cm, foram previamente higienizados a 25
+ 2 °C antes dos testes de adesdo bacteriana e formacao
de biofilme: os cupons foram lavados em dgua potavel e
detergente neutro, posteriormente enxaguados com agua
destilada, sanitizados com dalcool etilico 70 % (v/v), secos
a 60 °C por 2 h e esterilizados a 121 °C por 15 min°.

Cinco cupons foram transferidos a erlenmeyer
que continha 100 mL de caldo nutriente inoculado com
cada suspensdo bacteriana com populacéo inicial de 10°
UFC.mL™. Esse sistema foi mantido por 12 h a 37 °C sob
agitacdo a 50 rpm".

Avaliacao de células planctonicas em suspensio

Para verificar o crescimento bacteriano em caldo
nutriente ap6s o final do tempo de adesao, realizou-
se a quantificacdo das células planctonicas, portanto,
nio aderidas aos cupons de polipropileno. Para tanto,
aliquotas de 1000 pL de cada amostra foi submetida a
dilui¢des decimais seriadas, sendo que aliquotas de 100
uL foram plaqueadas por espalhamento superficial em
TSA, eincubadas a 37 °C por 24 h, segundo Compendium
of Methods for the Examination of Foods".

Efeito antibacteriano do OE sobre células bacterianas
sésseis
Apos o periodo de adesdo bacteriana de 12
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h, os cupons com células sésseis, ou seja, aderidas ao
polipropileno, de cada estirpe bacteriana foram tratados
com solugoes de OE de alecrim. Com o auxilio de pinga
esterilizada, os cupons foram retirados da suspensdo em
caldo nutriente e imersos separadamente em solu¢do
salina 0,85 % para a remoc¢do de células planctonicas'.
Em seguida, foram imersos individualmente em solugao
contendo solu¢do salina 0,85 % (m/v), Tween 80 a
0,8 % (v/v) e OF na concentracdo equivalente a CBM,
previamente determinada. As solugdes controle foram
compostas pelos diluentes descritos acima sem o OE.
A agdo sanitizante da solucdo foi avaliada apos 20 e 40
min de contato a 25 °C sob condi¢oes estaticas. Apos o
tratamento, as células bacterianas sobreviventes foram
quantificadas.

Quantifica¢ao de células aderidas

O procedimento para quantificacdo das células
sésseis nos cupons foi realizado apds 12 h de adesao e
também apds o tratamento com as solu¢oes de OE por
20 e 40 min. Cada cupom foi imerso separadamente
em solucio salina 0,85 % (m/v) para retirar as células
plancténicas ou os residuos da solugdo sanitizante'.
Em seguida, foram transferidos separadamente para
10 mL de solucéo salina 0,85 % (m/v) e sonicados por
2 min em banho de ultrassom Altsonic Clean 3IA (Alt)
com 40 kHz, para a remogao de células sobreviventes
aderidas nas superficies dos cupons'. A partir de 1000
uL dessa solugdo, foram realizadas diluigoes decimais
seriadas sucessivas, as quais foram plaqueadas em TSA e
incubadas a 37 °C por 24 h. Ap6s o periodo de incubacio,
foi realizada a contagem da populagdo bacteriana
presente e os resultados foram expressos em UFC.cm?,
segundo Careli et al*®.

Analises dos resultados

O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado com trés repeticoes por
tratamento. Para verificar o efeito antibacteriano do
OF sobre as células sésseis, os valores de UFC.cm™
foram covertidos em escala logaritmica para atender a
pressuposicio de normalidade. Esse experimento foi
realizado em esquemas de parcelas subdivididas, onde
as solugdes sanitizantes corresponderam as parcelas e os
tempos de contato representaram as subparcelas. Todas
as analises foram realizadas a 5 % de probabilidade com
o auxilio do pacote estatistico Statistical Analysis System
(SAS)"Y.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Concentra¢ao minima inibitoria (CMI) e concentragio
bactericida minima (CBM)

Verificou-se que o crescimento de S. aureus foi
inibido pela menor concentragao do OE testada, 7,5
uL.mL" (Tabela 1). O OE apresentou efeito bactericida
sobre todas as estirpes testadas, sendo necessdrias
concentragoes de 15 pL.mL", 120 pL.mL" e 120 pL.mL"
para eliminar totalmente células de Staphylococcus
aureus, Salmonella Choleraesuis e Escherichia coli,
respectivamente. Pseudomonas aeruginosa teve popula¢ao
eliminada quando submetida a solugdo a 960 pL do
OE.mL" (Tabela 1), sendo este o micro-organismo que
apresentou maior resisténcia as diferentes concentragoes
do OE de alecrim.

O potencial lipofilico dos componentes do OE
desempenha importante papel sobre a camada lipidica
da membrana celular bacteriana, causando perda da
organizagdo estrutural e integridade'. De acordo com
Cox et al”®, as diferencas na sensibilidade ao OE entre
os micro-organismos podem ser atribuidas a variagdo
na taxa de penetragdo das amostras através da parede da
célula e nas estruturas da membrana celular.

Jiang et al*® avaliaram a atividade antimicrobiana
do OE de alecrim contra bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus epidermidis, S. aureus e Bacillus subtilis),
bactérias Gram-negativas (Proteus vulgaris, P. aeruginosa
e E. coli) e fungos (Candida albicans e Aspergillus niger).
O OE de alecrim foi mais ativo contra todas as cepas
bacterianas e também apresentou atividade antifingica
contra C. albicans. Os mesmos autores avaliaram as
taxas de sobrevivéncia e alteragoes morfologicas de S.
aureus apds tratamento com diferentes concentragoes

de OE por citometria de fluxo (FCM) e microscopia
de for¢a atomica (AFM). Os resultados indicaram
que o OE em concentragdes mais baixas, em contato
com a superficie das células bacterianas, provocou
irregularidades no formato celular tornando a
superficie concava. Foi constatado também que com o
aumento da concentragao do OE, as paredes celulares
foram danificadas gradualmente e, em seguida,
ocorreu extravasamento do conteudo celular. Em
estudo realizado por Gachkar et al*, o OE de alecrim
apresentou atividade antimicrobiana sobre as estirpes
E. coli, S. aureus e Listeria monocytogenes, sendo S.
aureus o micro-organismo mais resistente a agdo do OE.

Adesio bacteriana e formacido de biofilme em
superficies de polipropileno

O indculo inicial de cada estirpe bacteriana
em caldo nutriente apresentou 5 log UFC.mL' a
temperatura ambiente, sendo que todas as estirpes
bacterianas cresceram até 3 ciclos logaritmicos, obtendo-
se concentragdo média de 8 log UFC.mL" ap6s o tempo
final de adesdo bacteriana.

A carga microbiana presente nas superficies
utilizadas na industria de alimentos é um parametro
importante, capaz de determinar se hd formagéo
de biofilme maduro ou somente adesdo bacteriana.
Segundo Andrade et al*’, para ser considerado biofilme,
¢ necessario no minimo 10 UFC aderidas.cm™ de
superficie. Neste estudo, constatou-se que P. aeruginosa
e S. aureus apresentaram a mesma capacidade de formar
biofilme em polipropileno, com contagens médias de
7,41 log UFC.cm™ e 7,23 log UFC.cm?, respectivamente.
Entretanto, o niimero de células de E. coli e S. Choleraesuis
aderidas em polipropileno atingiram contagens médias
de 5log UFC.cm? (Figura 1).

Tabela 1. Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentra¢ao Bactericida Minima (CBM) do dleo essencial de alecrim (Rosmarinus

officinalis L.)

Concentragao Minima Inibitdoria

Micro-organismos

Concentragao Bactericida Minima

(uL.mL™) (uL.mL™)
Salmonella Choleraesuis 60 120
Escherichia coli 60 120
Staphylococcus aureus 7,5 15
Pseudomonas aeruginosa 240 960
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Figura 1. Concentragdes médias de bactérias aderidas em superficie
de polipropileno para cortes de carne, apds 12 h a 37 °C. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan
(P> 0,05)

Pompermayer e Gaylarde” avaliaram a adesdo
de S. aureus e E. coli, em culturas mistas, em superficies
de polipropileno imersos em extrato aquoso preparado
a partir de carcaga de frango de onde foram isolados,
em temperaturas de 12 °C e 30 °C, por um tempo de
até 8 h de incubagdo. Os autores verificaram que E. coli
apresentou maior adesdo nos cupons de polipropileno
quando comparado a S. aureus, em ambas temperaturas.
E. coli aderiu melhor a 30 °C, enquanto que células de S.
aureus mostraram melhor adesdo a 12 °C. Parizzi et al*
avaliaram a adesao de Listeria innocua L6a e de S. aureus
ATCC 6538 em cupons de aco inoxidavel AISI 304, de
policarbonato e de polipropileno. O niimero de células
aderidas sobre as superficies aumentou com o tempo
de contato e a contagem obtida para os dois micro-
organismos sobre as superficies foi entre 10° e 10° UFC.
cm?apoés 12 horas de contato a 30 °C, independentemente
do tipo da superficie estudada.

O biofilme bacteriano permite que os micro-
organismos sobrevivam em ambientes diversos, sendo
a sua fisiologia e comportamento diferentes das células
planctonicas®.

Remocio de células sésseis em polipropileno com o OE

de alecrim
O estudo de novas ferramentas para o controle e
eliminagdo de biofilmes bacterianos tornou-se um novo
interesse de pesquisa, sendo a utilizacdo de OF ou de seus
constituintes majoritarios uma das alternativas natural®.
A utilizagao de OE na remogdo de biofilmes
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bacterianos em superficies utilizadas na industria de
alimentos ¢é alvo de estudos de diversos autores'>'*?*.
No entanto, ainda nédo foi relatada a utilizacio do OE
de alecrim na sanitizacao de superficies utilizadas no
processamento de alimentos. Porém, hd estudos com esse
OE durante a sanitizagdo de hortalicas minimamente
processadas”, a utilizagdao do extrato de alecrim como
antimicrobiano oral contra bactérias planctonicas® e na
inibigdo e controle de biofilmes fingicos em superficies
acrilicas de proteses dentarias®.

A eficicia das solucdes sanitizantes com OE de
alecrim foi avaliada pela quantificacao de células viaveis
apos a sanitizac¢ao dos cupons de polipropileno contendo
as células aderidas dos micro-organismos separadamente
(Tabela 2).

As solugdes sanitizantes de OF de alecrim foram
preparadas nas concentragdes encontradas nos testes da
CBM. Observou-se que houve reducio total das células
aderidas nos cupons para S. Choleraesuis, E. coli e P
aeruginosa, nao havendo diferenca (P > 0,05) entre os
tempos de 20 e 40 min de contato com as solugdes de
OE. Verificou-se que 20 min de contato com as solugdes
sanitizantes nas concentracdes avaliadas foram suficientes
para a remogao total das células aderidas por esses micro-
organismos sobre os cupons de polipropileno.

O tempo de sanitizagdo com a solucao de OE de
alecrim influenciou na remoc¢io do biofilme formado
por S. aureus nos cupons. Um efeito de redugdo celular
significativo (P < 0,05) foi observado para tratamento
sanitizante com maior tempo de contato. Apos 40 min
houve uma reducéo das células sobreviventes nos cupons
em comparag¢ao com as células sobreviventes apos 20 min.

O OE de Rosmarinus officinalis L. mostrou-
se eficiente na sanitizacdo das células aderidas de S.
Choleraesuis, E. coli e no biofilme formado por P.
aeruginosa. Neste trabalho foram escolhidos os valores
da CBM de cada estirpe bacteriana para avaliar o efeito
sanitizante frente a células sésseis em polipropileno,
devido ao fato de que células em biofilmes sdo mais
resistentes a antimicrobianos®*>. Ha estudos que
consideram que as células aderidas sdo 500 vezes®* ou
1.000 vezes* mais resistentes que as células planctonicas
aos mesmos agentes antimicrobianos. Isso indica que
mecanismos determinantes dessas resisténcias podem
diferir em células planctonicas e aderidas, e acredita-se
que esses mecanismos sejam multifatoriais. Como, com a
aplicagdo das solu¢oes de OE de Rosmarinus officinalis L.,
foi observada a morte da populagdo de S. Choleraesuis,
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Tabela 2. Numero de células aderidas em superficie de polipropileno, apds 12 h a 37 °C, expresso em log UFC.cm?, apds tratamento com solu-

¢oes contendo dleo essencial de Rosmarinus officinalis L

Tempos de contato

Micro-organismos 20 minutos 40 minutos
CV (%)
Controle R. officinalis Controle R. officinalis
Salmonella Choleraesuis 4,69 A 0,00 B 4,30 A 0,00 B 8,54
Escherichia coli 4,50 A 0,00 B 425A 0,00 B 6,33
Staphylococcus aureus T17 A 6,88 B 6,93 AB 6,52 C 1,84
Psedomonas aeruginosa 7,30 A 0,00 B 7,18 A 0,00 B 2,83

Meédias seguidas na mesma linha por letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Duncan a 5 % de probabilidade. Coeficiente de variagao (CV)

E. coli e P. aeruginosa em polipropileno, testes adicionais
devem ser realizados com a finalidade de encontrar
concentragdes inferiores das utilizadas ou préximas da
CMI, que possuam o mesmo efeito sanitizante.

A solugao de OE na concentragao 7,5 pL.mL" nao
foi suficiente para a remogao total das células de S. aureus
na superficie dos cupons de polipropileno, mesmo que
observada uma redugdo significativa (P < 0,05) de células
sobreviventes viaveis com um maior tempo de contato
(Tabela 2). Concentragdes superiores devem ser avaliadas
para se obter a eliminag¢ao total do biofilme formado por
estes micro-organismos.

Segundo Simées et al**, a sanitizagdo ¢ a utilizagao
de produtos com agdo antimicrobiana com a finalidade de
eliminar micro-organismos. O objetivo ¢ reduzir células
vidveis restantes na superficie apos a limpeza e evitar o
crescimento microbiano na superficie antes de reiniciar
a produgdo. O produto sanitizante deve ser eficaz,
seguro, de facil manipulagao, e facilmente removido das
superficies, sem deixar residuos que poderiam prejudicar
a saude e as propriedades sensoriais dos produtos finais.

CONCLUSAO

As solugdes sanitizantes formuladas com o
6leo essencial de alecrim mostraram-se eficientes na
reducdo das células aderidas nas superficies dos cupons
de polipropileno apds os tratamentos. Isso indica que
a utilizagdo desse Oleo essencial pode ser uma nova
alternativa para a remocdo de células aderidas e na
forma de biofilmes em superficies de processamento na
industria de alimentos.
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