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Resumo

O objetivo deste trabalho foi verificar a atividade antibacteriana de diferentes 6éleos
essenciais e extratos aquosos das espécies Cymbopogon citratus, Lavandula luisieri, Melaleuca
armillaris, Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis, Thymus mastichina e Thymus vulgaris,
contra onze diferentes culturas bacterianas das espécies Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida, Alcaligenes faecalis e Achromobacter xylosoxidans, microrganismos
previamente selecionados e identificados como tendo potencial para originar defeitos de cor
na casca de queijos laborados com leite cru.

Os odleos essenciais e extratos aquosos utilizados foram obtidos por hidrodestilacio em
aparelho de Clevenger e testados numa primeira fase quanto a sua atividade antimicrobiana,
usando o método de difusdo em placa, com disco e com gota. Determinaram-se os valores da
concentracdo minima inibitéria (MIC) e da concentracdo minima bactericida (MBC) para os
0leos essenciais e extratos aquosos que mostraram algum efeito inibidor nos ensaios prévios.
A composicdo quimica do 6leo de Origanum vulgare comercial foi efetuada através de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS). Por fim, testaram-se
varias formulagcdes de revestimentos ediveis a base de quitosano e de isolado proteico de
soro de leite, incorporados do dleo essencial de Origanum vulgare.

Dos resultados obtidos, o dleo de Origanum vulgare comercial foi o Uinico que exerceu
inibicdo total em todas as culturas testadas. Observou-se um comportamento heterogéneo
entre as culturas usadas neste trabalho, com os valores minimos de MIC e de MBC de 0,05%
(v/v) verificados para cinco culturas (pertencentes as espécies Pseudomonas putida,
Pseudomonas fluorescens, Alcaligenes faecalis e Achromobacter xylosoxidans). Relativamente
aos extratos aquosos poucos foram os que apresentaram uma inibicdo total nos ensaios
prévios. Ainda assim, foram selecionados os que mostraram ter algum efeito inibitério para a
posterior determinacdo dos valores de MIC e dos MBC.

Com base nos resultados obtidos os MIC e nos MBC o 6leo de Origanum vulgare comercial
foi o escolhido para testar nas formulagdes filmogénicas, tendo-se selecionado previamente a
matriz filmogénica a base de quitosano, acido acético, glicerol e tween 20. A formulacao
desenvolvida foi aplicada a queijos, com o objetivo de testar na pratica a inibicdo de
microrganismos associados a defeitos de cor. O ensaio da aplicagido do revestimento edivel a
queijos nao foi conclusivo, necessitando este estudo de novos desenvolvimentos.

Palavras chave

Acdo antibacteriana; Extratos aquosos; Pseudomonas; Oleos essenciais; Revestimentos
ediveis; Origanum vulgare.
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Abstract

The objective of this work was to verify the antibacterial activity of different essential oils
and aqueous extracts of the species Cymbogopon citratus, Lavandula luisieri, Melaleuca
armillaris, Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis, Thymus mastichina and Thymus vulgaris
against eleven different bacterial cultures of the species Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida , Alcaligenes faecalis and Achromobacter xylosoxidans, microorganisms
previously selected and identified as having the potential to cause color defects in the skin of
cheeses processed with raw milk.

The essential oils and aqueous extracts used were obtained by hydrodistillation in a
Clevenger apparatus and first tested for antimicrobial activity using the plate diffusion, disc
and drop method. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bacterial
concentration (MBC) values were determined for essential oils and aqueous extracts which
showed some inhibitory effect in the previous assays. The chemical composition of
commercial Origanum vulgare oil was carried out by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS). Finally, various formulations of edible coatings based on chitosan and
whey protein isolate, incorporated from the essential oil of Origanum vulgare, were tested.

From the results obtained, commercial Origanum vulgare oil was the only one that
exerted total inhibition in all cultures tested. A heterogeneous behavior was observed
between the cultures used in this study, with the minimum MIC and MBC values of 0.05%
(v/v) verified for five cultures (belonging to the species Pseudomonas putida, Pseudomonas
fluorescens, Alcaligenes faecalis and Achromobacter xylosoxidans). For the aqueous extracts
few were those that showed a total inhibition in the previous tests. Nevertheless, we selected
those that showed some inhibitory effect for the subsequent determination of MIC and MBC
values.

Based on the results obtained in the MIC and MBC values of commercial Origanum vulgare
oil was chosen for testing in the filmogenic formulations, the filmogenic matrix having been
previously selected based on chitosan, acetic acid, glycerol and tween 20. The formulation
developed was applied to cheeses, in order to test the inhibition of microorganisms
associated with color defects. The application of the edible coating to cheeses was not
conclusive, necessitating this study of new developments.

Keywords

Antibacterial action; Aqueous extracts; Pseudomonas; Essencial oils; Edible coatings;
Origanum vulgare.
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Aplicacdo de dleos essenciais e extratos aquosos de plantas no controlo de bactérias Gram-negativas produtoras de pigmentos
em queijo

l. Introducao

Nos ultimos anos, tem-se assistido ao aumento da preferéncia dos consumidores por
produtos mais naturais e minimamente processados. Para satisfazer esses requisitos, um dos
maiores desafios da industria de alimentos consiste em reduzir os aditivos quimicos
sintéticos na producdo e conservacdo de alimentos. Nesse sentido, o uso alternativo de
produtos vegetais naturais tem vindo a receber cada vez mais atencdo, principalmente
porque muitos desses produtos possuem propriedades funcionais adicionais.

Os dleos essenciais sdo agentes antimicrobianos de ocorréncia natural encontrados em
muitas plantas que se mostraram eficazes em diversas aplicacoes, diminuindo a multiplicagdo
e a sobrevivéncia de diferentes microrganismos. Os o6leos essenciais sdo os produtos
aromaticos e volateis do metabolismo secundario da planta, normalmente formados em
células especiais ou grupos de células. Muitos destes 6leos essenciais sdo bem conhecidos
pelos seus efeitos antimicrobianos contra uma gama diversificada de microrganismos e
podem ser utilizados para controlar os microrganismos patogénicos transmitidos
principalmente por alimentos (Bajpai e Baek, 2016). A andlise quimica dos 6leos essenciais
de espécies aromaticas tem revelado a presenca de inimeros compostos quimicos, a maioria
dos quais possui importantes propriedades antimicrobianas. Alguns dleos essenciais tém
mostrado um potencial superior em comparacdo com os agentes antibacterianos quimicos
normalmente usados contra bactérias patogénicas transmitidas por alimentos (Bajpai e Baek,
2016).

A aplicacao de varios 6leos essenciais na indudstria de alimentos tem-se mostrado eficaz
na inibicdo do crescimento de agentes patogénicos e de alteracdo. Um exemplo é a aplicacio
de revestimentos/filmes ediveis, constituindo estes uma solu¢do atual para prolongar a vida
util dos produtos sem afetar negativamente a percecdo sensorial dos alimentos onde sido
aplicados (Song et al,, 2018).

As bactérias Gram-negativas sdo um dos grupos de microrganismos mais dificeis de inibir.
Sdo também um grupo de microrganismos que incluem agentes de alteracdo de alimentos,
reduzindo a sua qualidade e valor comercial. E o que sucede com os queijos que apresentam
manchas de cor na casca provocadas maioritariamente por bactérias do género Pseudomonas.

Este trabalho tem por objetivo estudar a atividade antibacteriana e as caracteristicas
quimicas de diferentes 6leos essenciais e extratos aquosos provenientes de plantas da regido,
a fim de valorizar estes recursos naturais, em particular no que toca a sua utilizacdo na
formulacdo de novos revestimentos ediveis como propriedades antimicrobianas. Para tal
impuseram-se os seguintes objetivos especificos:

v' Verificar a atividade antibacteriana de diferentes 6leos essenciais e extratos aquosos
(ensaio prévio), contra isolados dos géneros Pseudomonas, Achromobacter e Alcaligenes;

v' Determinar, através do método de microdiluicio em microplaca, a concentragio
minima inibitéria (MIC) dos dleos essenciais e extratos aquosos relativamente aos
microrganismos selecionados;

v" Determinar, através do método da gota em placa a concentragdo minima bactericida
(MBC) dos Oleos essenciais e extratos aquosos relativamente aos microrganismos
selecionados;
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v' Selecionar os éleos essenciais e/ou extratos aquosos que revelarem um melhor
desempenho antibacteriano e desenvolver uma formulagdo para um revestimento edivel que
possa ser aplicada no controlo de microrganismos de altera¢do na superficie de queijos.



Aplicagdo de 6leos essenciais e extratos aquosos de plantas no controlo de bactérias Gram-negativas produtoras de pigmentos
em queijo

ll. Revisao bibliografica

1.  Caracteristicas das plantas usadas neste trabalho

1.1. Cymbopogon citratus

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, é uma espécie anteriormente descrita como Andropogon
citratus por De Candolle e reclassificada por Otto Stapf. Pertence a familia Poaceae. E
amplamente distribuida nas regides tropicais e subtropicais de Africa, Asia e América
(Avoseh et al, 2015), sendo proveniente do Sudoeste Asiatico. O termo Cymbopogon deriva
da palavra grega Kymbe e pogon que significa “arranjo de flores em espiga” e citratus deriva
do latim, que significa folhas com aroma a limdo (Figura 1). Em Portugal, é conhecida por
erva-principe ou cha-principe (Negrelle e Gomes, 2007).

Figura 1 - Cymbopogon citratus (Uraku, 2015).

Poucas espécies da familia Poaceae apresentam 6leos essenciais e as mais importantes
sdo precisamente as do género Cymbopogon (Ortiz et al,, 2002). O 6leo essencial extraido de
Cymbopogon citratus tem como principal componente o citral, composto pela mistura dos
isébmeros geranial e neral (65%-80%), além de limoneno, citronelol, 3-mirceno e geraniol
(Santos e Rao 2000).

Para nao ocorrer uma diminui¢do na producdo do 6leo essencial, o solo ndo devera ter
falta de agua, pelo que deve ser profundo e bem drenado, e o clima deverd ser himido e
quente. A colheita devera ser efetuada quando o apice das folhas exibir uma cor castanha-
amarelada, isto acontece, entre 0s 9 e 11 meses apds terem sido plantadas, pois é nesta etapa
que as folhas expdem o maximo teor de dleo essencial (Tavares et al., 2010).

Na medicina tradicional o Cymbopogon citratus é muito usado na forma de infusdes
preparadas a partir das suas folhas frescas ou secas (Negrelle e Gomes 2007). As raizes sdo a
parte da planta menos utilizada e quando usada é sob a forma de decocto. Além destas
aplicagdes é utilizado na aromoterapia, como condimentos na cozinha tradicional pelo seu
sabor a limao, em bebidas, na perfumaria, na cosmética e ainda como conservante e inseticida
(Asaolu et al, 2009).
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1.2. Lavandula stoechas subsp. luisieri

A subespécie Lavandula stoechas subsp. luisieri (Rozeira) Rozeira pertence a familia
Lamiaceae e é uma espécie caracteristica da classe Cisto-Lavanduletae. E uma espécie
pioneira em areas recentemente ardidas, reproduzindo-se essencialmente, por semente.
Foi descrita pela primeira vez por Rozeira, em 1949 como uma variedade de Lavandula
stoechas L. (L. stoechas L. var. luisieri Rozeira) e depois, em 1964, como uma subespécie
(L. stoechas L. subsp. luisieri (Rozeira) Rozeira). Esta planta é conhecida vulgarmente por
rosmaninho, rosmaninho-menor, rosmaninha, rosmano, rasmoninho, rasmono, lavanda-
portuguesa, cabeguda, arganha e tomelo (Delgado, 2010), sendo investigada em diferentes
areas com aplica¢des medicinais, cosméticas e alimentares, também vindo a comprovar-
se a sua atividade antimicrobiana (Cavanagh e Wilkinson, 2005). L. luisieri subsp. é uma
das cinco espécies espontaneas do género Lavandula que ocorrem em Portugal (Figura 2).
E nativa da Peninsula Ibérica, sendo muito comum nas regides semi-aridas do Sudeste de
Portugal e no Sudoeste de Espanha (Zuzarte et al, 2012).

Figura 2 - Lavandula stoechas subsp. luisieri (Delgado, 2010).

A utilizacao antimicrobiana do 6leo essencial obtido de Lavandula é ja conhecida desde a
12 Guerra Mundial devido ao seu efeito antibacteriano (Cavanagh e Wilkinson, 2005),
seguindo-se posteriormente estudos sobre o seu efeito inseticida em pragas agricolas
(Delgado et al, 2007).

0 bleo essencial de rosmaninho é produzido usualmente por destilagdo por vapor, a partir
das flores ou folhas. A composicdo quimica difere muito, com o 6leo das flores a ser o mais
aromatico e doce. Tradicionalmente o 6leo de rosmaninho é antibacteriano, antifiingico,
carminativo (relaxamento do musculo liso), sedativo, antidepressivo e eficaz contra
queimaduras e picadas de mosquito, porém muitas das atividades atribuidas aos 6leos de
rosmaninho, ainda ndo estdo confirmadas na literatura cientifica (Cavanagh e Wilkinson,
2005).

Os 6leos essenciais das espécies de Lavandula sdo economicamente importantes, uma vez
que sdo os mais utilizados na industria (Gonzalez-Coloma et al, 2011). Muitos estudos foram
publicados sobre a composicdo quimica do 6leo essencial de L. stoechas subsp. luisieri, mas
muito poucos reportam os estudos do 6leo essencial desta espécie. De acordo com Delgado
(2010) os principais componentes resultantes da analise dos dleos essenciais desta planta
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sdo: acetatos de necrodol, fenchona, necrodol, 5-metilen-2,3,4,4-tetrameticiclopent-2-enona,
linalol, isémero acetato de necrodol, canfora, acetato de linalilo e 1,8-cineol.

Em relacdo a sua atividade antimicrobiana, o dleo essencial e o extrato de L. stoechas
subsp. luisieri mostraram ter atividades similares, que sdo significativamente boas contra
Candida albicans e bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Streptococcus pyogenes (Gonzalez-Coloma et al, 2011).

1.3. Melaleuca armillaris

A espécie Melaleuca armillaris (Sol. Ex Garertn) Sm pertence a familia Myrtaceae e ocorre
predominantemente na Australia. As folhas e os caules de varias espécies de Melaleuca
armillaris produzem 6leo essencial de forte aroma e de uso medicinal (Silva, 2007). Melaleuca
é conhecida popularmente por escovilhdo e limpa-garrafas (Figura 3).

Figura 3 -Melaleuca armillaris cultivada na Escola Superior Agraria de Castelo Branco.

Em Portugal esta é uma planta exdtica cultivada como ornamental em parques e jardins,
em especial nas zonas do litoral devido a sua resisténcia aos ventos maritimos. Segundo Silva
(2007) esta espécie é um arbusto que aceita bem as condi¢cdes de seca e que ocorre em solos
rochosos e esqueléticos, com pouca capacidade de retencdo de humidade.

As folhas e caules de varias espécies de Melaleuca produzem 6leo essencial de forte aroma
e de uso medicinal. Os metabolitos secundarios exprimem-se como resultado de estimulos e
integram-se com os sistemas reprodutores adequados. Isto sugere que um organismo pode
produzir padrdes completamente diferentes de metabolitos dependendo das condig¢des
ambientais, duragdo e intensidade de stress, composicdo e plasticidade genética das plantas
(Silva, 2007).

De acordo com Pires (2013) os 6leos essenciais revelaram a presenca de 1,8-cineol como
o0 seu principal componente.
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1.4. Origanum vulgare subsp. virens

A espécie Origanum vulgare (Hoffmanns & Linsk) Bonnier & Layens, pertence a familia
Lamiaceae, é conhecida popularmente por ourégao, orégdo ou por manjerona-brava (Figura
4). Esta espécie tem origem no Médio Oriente, e foi introduzida na Europa no século XVI.
Cresce naturalmente em quase todas as regides de Portugal, especialmente nas bordas dos
campos, em areas secas e incultas ou em terrenos abandonados (Castilho et al, 2012).

Figura 4 - Origanum vulgare subs. virens (Miguel Porto, 2014).

A andlise quimica do 6leo essencial de orégdo revelou a presenca de varios componentes,
a maioria dos quais possui importantes propriedades antioxidantes e antimicrobianas. O
carvacrol e o timol, sdo os dois principais fendis que constituem cerca de 78%-85% do dleo
essencial de orégdo e sdo os principais responsaveis pela atividade antimicrobiana. Além
disso, outros constituintes menores, como os hidrocarbonetos monoterpenos, y-terpineno e
p-cimeno, também contribuem para a atividade antibacteriana do 6leo. Na literatura, ha
muitos relatos relacionando a composicdo quimica e as propriedades antimicrobianas dos
6leos essencias de varias espécies de orégido e a sua aplicagio em varias preparacoes
comerciais, como antimicrobianos e antioxidantes (Fournomiti et al, 2015). Os 6leos volateis
de Origanum vulgare apresentam atividade anti-inflamatéria, antiespasmodica,
antibacteriana, diaforética, antioxidante, antifingica, analgésica e carminativa (Khan et al,
2011).

Origanum vulgare é aplicado em sistemas de medicina tradicional em muitos paises. Tem
sido amplamente utilizado nas industrias agricola, farmacéutica, alimentar, perfumaria e
cosmética. Um estudo realizado, comprova que este 6leo essencial demostrou uma intensa
atividade contra Aspergillus, revelando assim a sua possivel aplicacdo como antifingico na
conservacao de alimentos (Oliveira, 2015).

1.5. Rosmarinus officinalis L.

Rosmarinus officinalis L., pertence a familia Lamiaceae, tem origem na regido
mediterranica e é cultivada em quase todos os paises de clima temperado, como Portugal,
tendo sido usada ao longo dos anos pelas suas qualidades aromaticas e medicinais (WHO,
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2009; Begum et al., 2013). Rosmarinus officinalis é conhecida popularmente por alecrim
(Figura 5).

Figura 5 - Rosmarinus officinalis (Cristina Estima Ramalho, 2014).

O alecrim tem sido amplamente utilizado na medicina tradicional e na cosmética.
Também é usado como agente aromatizante em alimentos. De acordo com Hussain et al.
(2010), o 6leo essencial de Rosmarinus officinalis € importante pelos seus usos medicinais e
pelas suas poderosas propriedades antibacterianas, citotdxicas, antimutagénicas e
antioxidantes.

As atividades bioldgicas dos 6leos essenciais e dos extratos estdo correlacionadas com a
presenca de compostos quimicos especificos. As condi¢des ecoldgicas de diferentes paises
podem influenciar o perfil quimico dos materiais vegetais, pois alguns compostos podem ser
acumulados em um periodo especifico em resposta as condigdes ambientais (Hussain et al,
2010).

A composicdo volatil do 6leo essencial de alecrim tem sido objeto de consideravel
pesquisa nos dltimos anos. O 6leo essencial de alecrim contém principalmente monoterpenos
e derivados de monoterpenos (95-98%), sendo os restantes (2-5%) sesquiterpenos. Os
principais componentes volateis no alecrim sdo canfora e 1,8-cineol, seguidos por borneol,
verbenona, a-pineno e canfeno (Szumny et al,, 2010).

1.6. Thymus mastichina L. subsp. mastichina

Thymus mastichina L. subsp. mastichina (L) L, pertence ao género Thymus e a familia
Lamiaceae. £ uma planta frequentemente encontrada na Peninsula Ibérica e vulgarmente
conhecida por tomilho bela-luz, sal-puro, manjerona-brava (Figura 6), sendo frequentemente
usada como condimento e erva medicinal (Carvalho, 2012). Em Portugal encontra-se
distribuida de norte a sul do pais.
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Figura 6 - Thymus mastichina (Ana Jalia Perfira, 2014).

Os o6leos essenciais da familia Lamiaceae sdo reconhecidos pelas suas propriedades
antitdssicas, antissépticas, antiespasmodicas, digestivas, estimulantes, rubefacientes e
antioxidantes. Sendo muitas vezes utilizados como constituintes ativos e/ou como
aromatizantes em alguns medicamentos especializados. Apresentam grupos funcionais com
atividade contra variados virus, bactérias e fungos. Com maior especificidade, o 6leo de
Thymus mastichina é constituido por uma grande variedade de componentes, sendo, no caso
dos dleos em estudo, o 1,8-cineol o constituinte que se encontra em maior concentragao. Este
componente, por existir em maior quantidade, é citado como um dos compostos responsaveis
pela bioatividade do o6leo essencial, mais precisamente, pela atividade antioxidante,
antibacteriana e antifliingica, demonstrada e comprovada em varios estudos. O 1,8-cineol é, de
entre os constituintes do 6leo essencial de Thymus mastichina, o mais estudado, tendo sido
realizadas substituicdes no seu anel aromatico, na tentativa de aumentar a sua atividade
antifingica. Também foi demostrada a sua atividade antiinflamatdria, quer a nivel sistémico
quer a nivel tépico (Carvalho, 2012).

Thymus mastichina tem propriedades aromaticas e condimentares e em jardins atrai
insetos uteis.

1.7. Thymus vulgaris

Thymus vulgaris L. pertence a familia Lamiaceae e é conhecida vulgarmente por tomilho
(Figura 7). E natural da regido do Mediterraneo e também da Asia, sendo hoje em dia
cultivado em quase todos os continentes. E principalmente encontrada em regides secas,
aridas, expostas ao sol, com solos arenosos e calcarios enriquecidos com matéria organica
(Cunha et al, 2009).
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Figura 7 - Thymus vulgaris (Jardim UTAD Botanico, 2017).

7

0 oleo essencial desta planta é responsavel pelo aroma tipico das suas folhas e esta
armazenado nos tricomas das mesmas. Estudos realizados sobre a composicdo quimica do
6leo desta espécie revelaram que o mesmo é produzido em maiores quantidades na época de
floracdo. O timol é o composto maioritdrio da sua composicdo quimica, seguido pelo
carvacrol, o p-cimeno e o y-terpineno. Esta espécie também contém geraniol, linalol, a-
terpineol, 1,8-cineol, cimol, borneol, cineno e pineno. Esta espécie é conhecida por ser rica em
polifendis como o acido cafeico e o acido rosmarinico, flavonas como a apigenina, luteolina,
luteolina-7-0-B-glucuronida, luteolina-7-0O- [-glucosilada, 6-hidroxi-luteolina-glicosilada e
polimetoxiflavonas. As folhas do tomilho sdo uma excelente fonte de muitos tipos de
vitaminas incluindo a vitamina A, B-caroteno, vitaminas do complexo B, vitamina C, E e K
(Cunhaetal, 2009).

0 6leo de tomilho estd entre os 10 principais 6leos essenciais usados no mundo, que
também sdo utilizados como conservantes para alimentos. O tomilho é uma das plantas
aromaticas mais utilizadas na inddstria alimentar (Gavahian et al, 2012). As espécies do
género Thymus sdo commumente usadas como infusdes, agentes aromatizantes e para fins
medicinais (Damjanovi¢-Vratnica et al, 2015).

2. Oleos essenciais e extratos aquosos de plantas aromaticas

0 uso de 6leos essenciais é comum desde as primeiras civilizagoes, primeiro no Oriente e
Oriente Médio, depois no norte da Africa e na Europa (Macwan et al, 2016). O termo "6leo
essencial” foi criado no século XVI pelo reformador suico da medicina, Paracelsus Von
Hohenheim. A destilagdo como método de producido de 6leos essenciais foi utilizada pela
primeira vez no Oriente (Egito, India e Pérsia) ha mais de 2000 anos e foi aperfeicoada no
século IX pelos arabes. A primeira escrita autentificada da destilacdo do 6leo essencial é
atribuida a Villanova, um médico cataldo no século XIII (Burt, 2004). Os 6leos essenciais sdo
definidos como “o produto obtido a partir de matérias-primas vegetais, quer por destilacdo
com agua ou vapor, quer pelo epicarpo de citrinos, por um processo mecanico ou por
destilacdo a seco” (ISO / DIS 92:35, 2013).

Os Oleos essenciais sdo metabolitos secundarios das plantas aromaticas, naturais e
volateis, normalmente com forte odor. Sdo liquidos, limpidos, quase nunca coloridos e
soltiveis em solventes organicos com uma densidade geralmente mais baixa do que a da dgua
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(Bakkali et al, 2008). Estes compostos produzidos pelas plantas podem ser sintetizados por
todos os seus 6rgdos desde flores, folhas, caules, sementes, frutos, raizes e sdo armazenados
em células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares
(Bakkali et al, 2008). Os oOleos obtidos podem variar em quantidade, qualidade e,
normalmente, na composi¢do de acordo com o clima, composicdo do solo, 6rgdo da planta,
idade e fase do ciclo vegetativo (Angioni et al, 2006).

Na natureza, os 6leos essenciais desempenham um papel importante na protecio das
plantas como antibacterianos, antivirais, antifingicos, inseticidas e também contra
herbivoros, reduzindo o seu apetite por tais plantas. Eles também podem atrair alguns
insetos para favorecer a dispersao do pélen e das sementes, ou repelir outros indesejaveis.

Os processos de extracao dos dleos essenciais sdo a hidrodestilacao (Figura 8), a destilacdo
a vapor, a expressdo e a extracdo com fluidos supercriticos. Os diferentes métodos tém
impacto nido sé no rendimento do processo, mas também na composicido do 6leo essencial,
nomeadamente a concentracdo obtida para cada composto extraido e o seu grau de pureza. O
processo de extracdo de dleos essenciais mais comum na industria é a destilagdo a vapor.
Nesta técnica, e extracdo dos compostos volateis é realizada por arrastamento pelo vapor de
agua, seguida de passagem do vapor por um condensador, o que origina a sua transformacio
em liquido, que em recipiente “tipo florentino”, por acio da gravidade, separa a fase aquosa
do 6leo essencial. O destilado é assim constituido por éleo essencial e por 4gua aromatizada
(hidrolato da planta), pois ha sempre uma pequena percentagem de composto do 6leo
essencial que nela se dissolve. A parte da planta a partir da qual se pretendem extrair os dleos
pode ser misturada com agua, sendo aquecida de modo a que o vapor produzido, apés
passagem pelo condensador, origine o 6leo essencial (Cunha et al,, 2009).

Este processo foi desenvolvido na idade média pelos arabes (Bakkali et al, 2008) e é um
bom método de extracdo, uma vez que resulta num favoravel rendimento e recuperagdo de
todos os elementos essenciais dos constituintes do 6leo essencial e do extrato aquoso
(Southwell e Lowe, 2006).

Estas substancias necessitam de condi¢des exigentes de armazenamento, incluindo a
utilizacdo de reservatorios herméticos e evitando a exposicdo a luz, devido a sua alta
volatibilidade e fotosensibilidade (Lang e Buchbauer, 2011).
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Figura 8- Representacdo esquematica da técnica de extracdo por hidrodestilacdo (Samadi et al., 2016).

Os Oleos essenciais exibem uma grande atividade antimicrobiana e caracteristicas
hidrofébicas. Devido a hidrofobicidade dos compostos dos 6leos essenciais, eles passam
facilmente através da membrana celular bacteriana, interferindo nos mecanismos de
transporte molecular que levam a inativacdo celular. Os 6leos essenciais exibem
comummente maior atividade inibitéria contra bactérias Gram-positivas do que contra
bactérias Gram-negativas devido a natureza lipopolissacaridica da membrana externa da
parede celular das bactérias Gram-negativas (Khorshidian et al, 2018).

Os 0leos essenciais podem incluir mais de 60 componentes individuais (Senatore, 1996;
Russo et al, 1998). Os principais componentes podem constituir até 85% de um o6leo
essencial e geralmente definem as suas propriedades biolégicas. No entanto, os outros 15%
sdo formados por componentes menores que, embora presentes em niveis inferiores, muitas
vezes nos limites de detecdo, tém um papel significativo nas atividades bioldgicas, atuando
em sinergia com os principais compostos (Burt, 2004). Um efeito de sinergismo ocorre
quando o efeito das substancias combinadas é maior do que a soma dos efeitos individuais
(Burt, 2004).

Os oOleos essenciais sdo caracterizados quimicamente como misturas complexas de
compostos volateis (Martins et al.,, 2011), ndo se misturam com agua e podem ser extraidos
por diferentes processos, como sejam a hidrodestilacdo, destilacdo a vapor, CO; supercritico,
utilizando solventes organicos ou gorduras (Probst e Junior, 2012).

Atualmente, a utilizacdo de extratos ja é bastante utilizada na industria alimentar,
farmacéutica e cosmética. Estes podem ser obtidos através de solventes quimicos, organicos e
aquosos como por exemplo o benzeno, o cloroférmio, o éter sulfdrico, o metanol, o etanol e a
agua. A metodologia usada na preparacdo dos extratos, o solvente usado, assim como o
tratamento do produto/planta (inteira ou reduzida em po) influenciam a extracdo de
compostos antioxidantes. Contudo, ndo ha nenhum solvente que seja totalmente satisfatorio
para a extracdo de todos os antioxidantes presentes no produto/planta, nomeadamente
aqueles que estdo associados a hidratos de carbono complexos (Pérez-Jiménez et al, 2008).
Segundo Singh et al. (2006) os extratos obtidos com diferentes solventes apresentam
capacidades antimicrobianas diferentes.

A extracdo é um passo importante na identificacdo, separacao e utilizacdo de compostos
bioativos. A extragdo de compostos naturais a partir de material vegetal é realizada
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regularmente por hidrodestilacdo ou através de solventes organicos. No entanto, a extracao
com solventes organicos podera ter alguns inconvenientes, no que respeita a toxicidade de
alguns solventes utilizados que podem inviabilizar a sua utilizacdo no dominio alimentar
(Coelho, 2015).

3. Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Uma variedade de métodos laboratoriais pode ser usada para avaliar ou investigar a
atividade antimicrobiana in vitro de um extrato ou de um composto puro. Os métodos mais
conhecidos e basicos sdo o método de difusdo em disco, difusdo em agar e diluicdo em caldo
para determinacdo da concentragdo minima inibitéria (MIC) (Balouiri et al., 2016).

Em relacdo ao método de difusdo em disco, na maioria dos estudos os halos de inibi¢do
sdo comparados aos dos antibiéticos, no entanto é importante levar em consideracido a
particularidade dos 6leos, o meio de cultura utilizado e o microrganismo teste (Bona et al,
2014).

Geralmente sdo utilizadas as normas CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute),
anteriormente denominadas normas NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standards). Ainda ha poucos estudos comparativos referindo qual é o melhor método a ser
utilizado para avaliar a atividade antimicrobiana, mesmo no que se refere as metodologias
usualmente utilizadas. Além disso, ha necessidade da uniformizacdo dos métodos de extracdo
e testes in vitro, para que a pesquisa possa ser conclusiva (Bona et al, 2014).

O resultado de um teste pode ser afetado por fatores como o método utilizado para
extrair o dleo essencial do material vegetal, o volume de in6culo, a fase de crescimento da
cultura microbiana, a constituicio e pH do meio de cultura e o tempo e temperatura de
incubacgdo (Burt, 2004).

A concentragdo minima inibitéria (MIC) é citada pela maioria dos pesquisadores como
uma medida do desempenho antimicrobiano dos 6leos essenciais. A defini¢do do MIC difere
entre as publicacdes e isso é outro obstaculo a comparacio de resultados entre os diferentes
estudos. Em alguns casos é indicada a concentracdo minima bactericida (MBC) a qual é
definida como a concentragio minima do agente bacteriano que mata 99,9% dos
microrganismos inicialmente presentes (Burt, 2004). Uma lista dos termos mais
frequentemente utilizados nos testes de atividades antimicrobianas estd apresentada na
Tabela 1 (Burt, 2004).
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Tabela 1 - Termos utilizados nos testes da atividade antimicrobiana (Adaptado de Burt, 2004).

Termo utilizado Defini¢do, com referéncia a concentragio do 6leo essencial

- Concentrag¢do mais baixa que resulta na manutencdo ou reduc¢éo do indculo;
- Concentragdo mais baixa necessaria para inibicdo completa do microrganismo em

Concentracdo minima estudo em 48h de incubagao;
inibitéria (MIC) - Concentragido mais baixa que inibe o crescimento visivel do microrganismo em
estudo;

- Concentragdo mais baixa que resulta numa diminuigdo significativa da viabilidade
do in6culo (> 90%).
- Concentragdo correspondente a 99,9% ou mais de morte celular;

Concentracdo minima - Concentragdo mais baixa na qual ndo se observa crescimento ap6s subcultura no
bactericida (MBC) meio liquido fresco.
Concentracao - Concentragdo mais baixa na qual as bactérias nio crescem em meio liquido mas tém
bacteriostatica a capacidade de crescer quando sdo cultivadas para meio sélido.

- Concentragdo mais baixa a qual as bactérias nio crescem em meio liquido e ndo tém
Concentracao a capacidade de crescer quando sdo transferidas para meio sdlido.
bactericida

0 método mais frequentemente usado para efetuar a avaliacio prévia da atividade
antimicrobiana dos dleos essenciais é designado de método de difusdo em placa ou método
dos discos. Este método consiste em colocar um disco de papel de filtro estéril embebido no
6leo essencial sobre uma placa de meio de cultura sélido previamente inoculado com a
cultura em estudo. Fatores tais como o volume do 6leo essencial colocado sobre os discos de
papel, a espessura da camada de meio e a utilizacdo ou nao de um solvente variam
consideravelmente entre os estudos. Isso significa que este método é ttil para a selecio entre
6leos essenciais, mas a comparacdo de dados publicados ndo é viavel. Outro método
igualmente usado consiste em depositar o 6leo essencial em pogos cortados no meio de
cultura (Burt, 2004).

A forga da atividade antibacteriana pode ser determinada por diluicdo do 6leo essencial
em meio sélido ou liquido. Os estudos publicados utilizando a diluicdo em meio sélido usaram
diferentes solventes para incorporar o 6leo essencial no meio e diferentes volumes de in6culo
(1-100 pL). Apesar destas variagoes, os valores de 6leos essenciais determinados por dilui¢ao
em meio solido geralmente parecem estar aproximadamente na mesma ordem de grandeza.
Nos estudos de diluicdo em meio liquido existem varias técnicas diferentes para determinar a
concentragdo minima inibitéria. Os métodos mais utilizados sdo os da medi¢cdo da densidade
oOtica (OD) e a contagem das coldnias para determinar o numero de células vidveis.

Uma caracteristica dos métodos de ensaio que varia consideravelmente é se um
emulsionante ou solvente é utilizado para dissolver o dleo essencial ou estabiliza-lo em meios
de cultura a base de agua. Varias substancias sdo utilizadas para este fim como o etano],
metanol, tween 20, tween 80 e acetona em combinacdo com tween 80, entre outros (Burt,
2004).

4. Modo de acao antimicrobiana

Embora as propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais e dos seus componentes
tenham sido verificadas no passado, em muitos casos o mecanismo da sua acdo nio é
estudado em detalhe. Considerando um grande nimero de diferentes grupos de compostos
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quimicos presentes nos dleos essenciais, é mais provavel que a sua atividade antibacteriana
nao seja atribuida a um mecanismo especifico, mas sim a varios alvos na célula. Os locais ou
mecanismos na célula bacteriana que se acredita serem locais de acdo para os compostos de
6leos essenciais sdo indicados na Figura 9. Nem todos esses mecanismos sdo alvos separados
mas sim de forma sequencial e por interacdo com outros mecanismos (Burt, 2004).

Coagulagio
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Figura 9 - Locais e mecanismos de acdo antimicrobiana dos componentes dos 6leos essenciais: degradacédo da parede
celular; dano da membrana citoplasmatica; dano das proteinas membranares; perda de componentes celulares;
coagulacao do citoplasma e diminuigao da forca proténica (Adaptado de Burt, 2004).

Uma caracteristica importante dos o6leos essenciais e dos seus compostos é a sua
hidrofobicidade, a qual permite que eles se misturem nos lipidios da membrana
citoplasmatica bacteriana e da membrana das mitocondrias dos microrganismos eucariontes,
alterando a sua permeabilidade seletiva, o que pode levar a saida de iGes e outros contetdos
celulares. Se em pequena escala, esta saida de contetudo celular pode ser tolerada sem perda
de viabilidade, no entanto, a extensa perda de contetdo celular ou a saida de moléculas e ides
criticos levara a morte celular (Burt, 2004).

Geralmente, os dleos essenciais que possuem propriedades antibacterianas mais fortes
contra microrganismos patogénicos de origem alimentar contém uma alta percentagem de
compostos fenoélicos, como carvacrol, eugenol (2-metoxi-4- (2-propenil) fenol) e timol. Parece
razoavel pensar que o seu mecanismo de acdo seja, portanto, semelhante a outros compostos
fenodlicos, o que é geralmente considerado como sendo a perturbacdo da membrana
citoplasmatica, interrompendo a for¢a protoénica, o fluxo de eletrdes, o transporte ativo e a
coagulacdo do contetudo celular (Burt, 2004).

Componentes de 6leos essenciais também parecem agir sobre as proteinas incorporadas
na membrana citoplasmatica. Enzimas como a ATPase sdo conhecidas por estarem
localizadas na membrana citoplasmatica e serem delimitadas por moléculas lipidicas. Dois
possiveis mecanismos foram sugeridos por meio dos quais hidrocarbonetos ciclicos
poderiam atuar sobre estes. Moléculas de hidrocarbonetos lipofilicos podem acumular-se na
bicamada lipidica e distorcer a interacdo lipido-proteina. Alternativamente, também ¢é
possivel a interacdo direta dos compostos lipofilicos com partes hidrofébicas da proteina.
Descobriu-se que alguns 6leos essenciais estimulam a formacdo de pseudomicélios em certas
leveduras. Isso poderia ser uma indicacdo de que os dleos essenciais atuam nas enzimas
envolvidas na regulacdo da energia ou na sintese de componentes estruturais (Burt, 2004).
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Componentes de 6leos essenciais com poder antimicrobiano e modo de acéo

Carvacrol e timol

O carvacrol e o timol sdo componentes que pertencem a classe dos terpenos, mais
especificamente ao grupo dos monoterpenos e podem ser encontrados em diversas plantas
aromaticas. Estruturalmente o timol é muito semelhante ao carvacrol, diferindo o grupo
hidroxilo num local diferente no anel fendlico. Assim sendo, o modo de acdo de ambos é
semelhante atuando na membrana celular tornando-a permeéavel (Burt, 2004). Estes dois
componentes tém a capacidade de desintegrar a membrana externa das bactérias Gram-
negativas, libertando os lipopolissacaridos (LPS) e aumenta a permeabilidade da membrana
citoplasmatica ao ATP. A presenca de cloreto de magnésio ndo mostrou ter influéncia sobre
esta acdo, sugerindo um mecanismo diferente da quelagido de catiGes na membrana externa
(Burt, 2004).

Diversos estudos demonstram a forte capacidade antimicrobiana do carvacrol e do timol,
sendo dois dos principais componentes dos 6leos de orégao e tomilho (Juven et al, 1994,
Sivropoulou et al, 1996; Burt, 2004). Segundo Juven et al. (1994), foi verificada a acdo do
timol contra Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus. A atividade antimicrobiana do
carvacrol também foi demonstrada contra Pseudomonas fluorescens (Afra et al.,, 2006).

Cariofileno

Cariofileno é um sesquiterpeno bibiclico natural com um anel de ciclobutano. Este é
conhecido pelo seu efeito anti-inflamatério e pelas suas atividades anestésicas locais. Tem
sido relatado como um composto volatil produzido por plantas em resposta ao ataque de
herbivoros e/ou devido a fatores abidticos. Sabual et al. (2006) demonstraram que o 6leo de
rizoma de Zingiber nimmonii apresentou uma composicio de 69,9% de cariofileno isomérico,
[-cariofileno (42,2%) e a-cariofileno (27,7%), revelando atividade antifiingica significativa
contra fungos patogénicos para humanos (Candida glabrata, Candida albicans e Aspergillus
niger), mas sem atividade contra o fungo fitopatogéncio Fusarium oxysporum. Foi demostrada
a atividade antibacteriana contra Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas aeruginosa.

Y-Terpineno

y-Terpineno pertence a classe dos monoterpenos, sendo conhecido pelas suas
propriedades antioxidantes. Segundo Aridogan et al. (2002) verificou-se a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de Origanum onites, sendo o Yy-terpineno um dos
componentes marioritarios. Este componente em conjugacdo com o 1,8-cineol ndo revelaram
atividade antimicrobiana. Por outro lado, foi demostrada a forte capacidade antioxidante
revelada pelo y-terpineno, incluindo a capacidade de retardar a oxidacao do LDL (Milde et al.,
2004).
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5. Caracteristicas dos microrganismos usados neste estudo

5.1. Achromobacter xylosoxidans

A taxonomia do género Alcaligenes passou por varias mudangas nos ultimos 20 anos. A
espécie Achromobacter (Alcaligenes) xylosoxidans foi consecutivamente denominada
Achromobacter xylosoxidans, Alcaligenes denitrificans subsp. xylosoxidans e Alcaligenes
xylosoxidans subsp. xylosoxidans. Mais recentemente, o nome Achromobacter xylosoxidans foi
novamente proposto (Liu et al, 2002). Achromobacter xylosoxidans é um bacilo Gram-
negativo médvel, ndo fermentador, oxidase e catalase positiva, que pode ser encontrado
amplamente distribuido em ambientes naturais, mais frequentemente em ambientes
himidos. Também pode ser isolado de plantas onde apresenta caracteristicas endofiticas e
promotoras de crescimento. A tolerancia adicional a compostos aromaticos e metais pesados
torna este microrganismo um candidato a bio-inoculante eficaz para plantas em
fitorremediacdo e como uma ferramenta de biorremediacdo para solos contaminados. No
entanto, além de alguns genes para essas vias de degradacdo, no seu genoma também existem
genes associados a patogenicidade, a producido de toxinas e a resisténcia a antibidticos.
Assim, além do seu papel como organismo ambiental, Achromobacter xylosoxidans tem sido
reconhecido nos ultimos anos como um microrganismo patogénico nosocomial emergente
(Wittmann et al, 2014).

5.2. Alcaligenes faecalis

Alcaligenes faecalis é um bacilo Gram-negativo aerébico ndo fermentativo, positivo para a
oxidase e ndo encapsulado. E assim chamada devido a sua capacidade de produzir uma
reacdo alcalina em certos meios. Alcaligenes faecalis é o membro mais frequentemente
isolado da familia Alcaligenaceae em laboratérios de andlises clinicas. Esta presente no solo e
na agua, bem como na flora intestinal humana e nos ambientes hospitalares (Tena et al,
2015). Embora possam ser agentes de infecdes, esta bactéria é geralmente considerada ndo
patogénica.

5.3. Pseudomonas

0 género Pseudomonas pertence a familia Pseudomonadaceae e é considerado o grupo
mais heterogéneo e ecologicamente significativo de bactérias conhecidas. Sdo bacilos
aerobios, Gram-negativos, ndo esporulados, incapazes de fermentar a glucose e
quimiorganotréficos . Apresentam uma elevada versatilidade metabélica gracas a presenca
de um complexo sistema enzimatico. As exigéncias nutricionais de Pseudomonas spp. sdo
muito simples e o género é encontrado numa grande diversidade de habitats naturais como o
solo, agua doce, ambientes marinhos, entre outros. Também tem sido isolado de
instrumentos clinicos, solu¢des assépticas, cosméticos e produtos médicos. Clinicamente
algumas espécies sdo consideradas microrganismos patogénicos oportunistas para humanos
e animais enquanto outros, como os fitopatogénicos, sdo responsaveis por perdas no setor
agricola (Franzetti e Scarpellini, 2007).

16


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-PT&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Bacterium&xid=17259,15700019,15700124,15700149,15700186,15700190,15700201&usg=ALkJrhhp9bp8hp37aSMX_B4-TKG5vNGTug

Aplicacdo de dleos essenciais e extratos aquosos de plantas no controlo de bactérias Gram-negativas produtoras de pigmentos
em queijo

Uma vez que a taxonomia bacteriana é uma ciéncia recente e dinamica, é frequente a
reclassificacdo de espécies dentro do grupo Pseudomonas, assim como se tem verificado um
aumento cada vez maior no nimero de espécies que compreendem este género (Peix et al,
2009). De acordo com Peix et al. (2018), desde 2009 foram descritas mais de 70 novas
espécies de Pseudomonas, com uma média anual de 10 novas espécies nos ultimos trés anos.

7

O género Pseudomonas é considerado um importante microrganismo de alteragdo de
géneros alimenticios, em particular do leite e seus derivados (Stellato et al, 2017). No caso da
presenca de Pseudomonas em queijos, a sua origem pode estar associada ao leite cru, a dgua
usada na higienizacdo e ao ambiente das queijarias (incluindo aqui o ar e todas as superficies
que contactam quer com o leite antes de ser processado quer com o queijo, em todas as fases
de maturacdo) (Ferreira, 2017).

Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas putida sdo duas importantes espécies de
Pseudomonas que podem encontrar-se presentes no leite cru, podendo multiplicar-se neste
mesmo em condi¢des de conservagdo a temperaturas de refrigeracdo, dado serem bactérias
psicrotroéficas. Estas bactérias produzem lipase e proteases, as quais sdo termolabeis e podem
comprometer a qualidade dos queijos produzidos.

Uma importante caracteristica do género Pseudomonas é a sua capacidade para produzir
pigmentos, os quais alteram a cor da superficie dos queijos, o que constitui um defeito que
deprecia a qualidade e o valor econémico deste produto. Os pigmentos produzidos podem ser
fluorescentes (pioverdina e derivados de pteridinas) ou nao fluorescentes (piocianina e
pigmentos insoluveis do tipo carotendides). O pigmento piocianina (pigmento azul
esverdeado hidrossoluvel) pode ser produzido por P. aeruginosa e por P. fluorescens, sendo
no entanto a producio deste pigmento uma caracteristica mais significativa de P. aeruginosa
(El-Fouly et al., 2015). O pigmento pioverdina é um fluorescente amarelado solivel em agua
cuja produgdo por P. fluorescens ocorre em situacdes particulares como é o caso de meios
com caréncia de ferro. Ao juntar os pigmentos piocianina e pioverdina é originado um
pigmento de cor verde brilhante, o qual é caracteristico de P. aeruginosa. Esta bactéria, para
além de todos os pigmentos referidos, também pode produzir outros pigmentos
hidrossoluveis, como é o caso de piorrubina (pigmento vermelho) e de piomelanina
(pigmento castanho a negro).

6. Revestimentos ediveis

A utilizacdo de revestimentos e filmes biodegradaveis, bem como de outros produtos
biodegradaveis, tém o objetivo de substituir produtos sintéticos ja existentes, a custo baixo.

Diversos materiais tém sido usados para a producdo de revestimentos ediveis,
nomeadamente, as proteinas, os polissacaridos e os lipidos. Entre estes, as proteinas de soro
de leite sdo as que se destacam mais na sua utilizacdo. Com a adicdo do plastificante e a
desnaturacao da solucdo de proteinas de soro, obtém-se filmes transparentes e flexiveis com
excelentes propriedades de barreira (para o oxigénio, aromas e lipidos), a baixos valores de
humidade relativa. A natureza hidrofilica dos filmes de isolado proteico de soro de leite (WPI)
é responsavel pela baixa eficdcia como barreira para o vapor de dgua. Esta propriedade pode
ser melhorada com a incorporacdo de lipidos (Pérez-Grego e Krochta, 2002).
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0 quitosano, ou poli (1-4) -2-amido-2-desoxi-3-D-glucose (Figura 10), é um biopolimero
linear, do tipo polissacarido, obtido a partir da desacetilagdo da quitina que, a seguir a
celulose, é o segundo polissacarido mais abundante na natureza (Aider, 2010), estando
naturalmente presente no exoesqueleto de crusticeos, nas paredes celulares de fungos e em
outros materiais biol6gicos (Homez-jara et al,, 2018).

CH20 /r\ CH OH
H fa” t:&

CH,OH

Figura 10 - Estrutura molecular do quitosano (Shahidi et al., 1999).

Essencialmente, o quitosano apresenta trés tipos de grupos funcionais, um grupo amina e
dois grupos hidroxilo primario e secundario, que estdo respetivamente na posicao C-2, C-3 e
C-6 (Shahidi et al, 1999). Estes grupos funcionais, na presenca de solucdes acidas vao
adquirir carga positiva, possibilitando a existéncia de reacdes quimicas, pelo que pode
apresentar propriedades diversas.

7

0 quitosano é um biopolimero biodegradavel, biocompativel, biofuncional e nao
apresenta toxicidade para os humanos. Possui propriedades antibacterianas provavelmente
resultantes das interacées entre as suas moléculas catidénicas com as cargas negativas
presentes a superficie das células bacterianas. O aproveitamento deste polimero tem também
demonstrado uma importincia ambiental. Os residuos dos crustaceos sio abundantes e
rejeitados pela pesca industrial e o seu aproveitamento reduz o impacto ambiental causado
pela sua acumulagdo (Shahidi et al,,1999).

A distinta capacidade do quitosano formar revestimentos torna este polimero num bom
constituinte para a formulacido de revestimentos ediveis, capazes de prolongar a vida util dos
produtos alimentares. Apresentam uma permeabilidade seletiva aos gases CO; e Oz e ao vapor
de &gua, assim como boas propriedades mecanicas. Apesar destas ultimas, podem originar
peliculas demasiado rigidas e com elevada permeabilidade ao vapor de agua. De forma a
melhorar todas estas propriedades indesejaveis, é possivel adicionar outros compostos como
plastificantes, para tornar o revestimento mais maleavel, ou lipidos e tensioativos, para
aumentar a barreira ao vapor de agua (Vargas et al, 2009).
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lll. Material e Métodos

1. Extracéo dos 6leos essenciais

1.1. Recolha do material vegetal

Para o presente estudo utilizdmos 6leos essenciais e extratos aquosos das espécies
Cymbogopon citratus, Lavandula luisieri, Melaleuca armillaris, Rosmarinus officinalis, Thymus
vulgaris, Thymus mastichina e Origanum vulgare. A maioria destas espécies sdo cultivadas na
Escola Superior Agraria de Castelo Branco de onde foram devidamente colhidas, nos meses
de Marcgo e Abril de 2017. A espécie Thymus mastichina foi fornecida generosamente pelo
Instituto Politécnico de Coimbra e a espécie Lavandula luisieri foi fornecida pelo Centro de
Biotecnologia de Plantas da Beira Interior, sediado em Castelo Branco.

Para a realizacdo da secagem, as flores e/ou as folhas foram distribuidas em varios
tabuleiros em camadas finas e deixadas a secar em prateleiras de um secador durante uma a
duas semanas, a temperatura ambiente, baixa humidade relativa e sem luz direta.

Apos os primeiros ensaios e tendo em conta os rendimentos em 6leo essencial de cada
espécie, as espécies de Origanum vulgare e de Cymbopogon citratus, tiveram que ser
adquiridas a produtores portugueses e todo o restante trabalho foi realizado com os 6leos
essenciais desta proveniéncia. A empresa fornecedora foi a ERVITAL.

1.2. Obtencao dos 6leos essenciais e dos extratos aquosos

Para a realizacdo dos extratos aquosos e dos 6leos essenciais fizeram-se trés extracoes de
cada planta estudada usando o método de hidrodestilacio através de um aparelho
modificado do tipo Clevenger (Figura 11).

Pesou-se aproximadamente 100g de material vegetal seco de cada espécie estudada e
transferiu-se para um baldo volumétrico de 2000 mL ao qual se adicionou 1000 mL de agua
destilada. Este foi colocado numa manta de aquecimento como fonte geradora de calor e
acoplou-se ao aparelho de Clevenger iniciando a hidrodestilacdo. A extracdo foi efetuada no
tempo de 2 horas, ap6s o inicio da condensagio da primeira gota de agua.
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Figura 11 - Processo de hidrodestilacdo de o6leos essenciais. A) Aparelho de Clevenger modificado; B) Baldao de fundo
redondo acoplado ao aparelho Clevenger modificado; C) Obtencédo do 6leo essencial; D) Frasco com extrato aquoso; E)
Frasco com o6leo essencial; F) Frasco com extrato aquoso liofilizado.

Apoés a hidrodestilacdo e obtencdo dos 6leos essenciais, mediu-se o rendimento, em mL,
na pipeta milimétrica do aparelho e foram colocados em frascos de vidro dmbar, selados,
revestidos com papel de aluminio, para prote¢do da luz, e mantidos no frio (4°Q até andlise
quimica dos compostos e ensaios antimicrobianos.

0 rendimento da extracdo foi calculado com base na seguinte equagao:

Volume do éleo obtido (mL) X 100

¢ Rendimento da extracido de 6leo (%) = Massa do material vegotal (&)

Os extratos aquosos das plantas em estudo foram devidamente liofilizados utilizando o
equipamento Zirbus VaCo 10 II-D, sendo o sélido armazenado em frascos com cerca de 30 mL
e conservados num congelador (-20°C/-80°C) até serem liofilizados.

0 rendimento da extracdo foi calculado com base na seguinte equagao:

Massa liofilizado (g)
Massa seca da amostra (g)

X100

e Rendimento da extra¢do do extrato aquoso =

Os 6leos essenciais e os extratos aquosos foram identificados com diferentes siglas que se
encontram na Tabela 2.
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Tabela 2 - Nome comum e sigla utilizada na identificacdo de cada um dos 6leos essenciais e extratos aquosos utilizados.

Identificagio da espécie Nome Sigla do dleo Sigla do
comum/popular Essencial extrato aquoso
Cymbopogon citratus Erva-principe OEP EEP
Cymbogopon citratus (ERVITAL) Erva-principe OEP (E) EEP (E)
Lavandula luisieri Rosmaninho OR ER
Melaleuca armillaris Escovilhdo oM EM
Origanum vulgare Orégao 00 EO
Origanum vulgare (ERVITAL) Orégao 00 (E) EO (E)
Rosmarinus officinalis Alecrim AO EA
Thymus mastichina Tomilho Bela-luz OTBL ETBL
Tomilho oT ET

Thymus vulgaris

2. Culturas bacterianas usadas

As culturas bacterianas utilizadas no nosso estudo foram previamente isoladas de
amostras de leite cru, queijo, zaragatoas ambientais e agua, encontrando-se crioconservadas
a -80°C no Laboratério de Microbiologia da Escola Superior Agraria de Castelo Branco. Na
Tabela 3 consta a proveniéncia das culturas bacterianas utilizadas neste trabalho.

Tabela 3 - Proveniéncia das culturas bacterianas testadas neste estudo.

Caracteristicas particulares

Referéncias Microrganismos

2 Pseudomonas fluorescens
7 Alcaligenes faecalis

9 Achromobacter xylosoxidans
27 Pseudomonas putida

29 Pseudomonas putida

67 Pseudomonas fluorescens
132 Achromobacter xylosoxidans
137 Pseudomonas fluorescens
153 Pseudomonas fluorescens
184 Pseudomonas putida
191 Pseudomonas putida

Proveniéncia
Leite cru de ovelha

Leite cru de vaca

Zaragatoa ao ambiente de uma queijaria
Zaragatoa a manipulador de alimento
Agua ndo tratada
Leite cru de cabra
Zaragatoa de francela (queijaria)
Zaragatoa do carrinho de inox (queijaria)
Zaragatoa de escova de lavar queijo (queijaria)

Zaragatoa do carrinho de inox 1 (queijaria)

Zaragatoa a casca de queijo de cabra
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As onze culturas bacterianas referidas na Tabela 3 foram isoladas no ambito de trabalhos
desenvolvidos ao longo dos tultimos cinco anos a partir de amostras de queijo, leite cru, agua e
zaragatoas a superficies e ambiente de queijarias e exploracdes leiteiras, quer no ambito de
trabalhos de fim de curso de licenciatura e de mestrado (Ramos, 2014; Domingues, 2015;
Ferreira, 2017; Morais, 2018) quer no ambito dos trabalhos de rotina a decorrer no
Laboratério de Microbiologia. A selecdo destas culturas bacterianas foi efetuada tendo em
conta a capacidade de producdo de pigmentos responsaveis por defeitos de coloracdo em
queijos laborados com leite cru de pequenos ruminantes.

3. Ensaios prévios da atividade antimicrobiana

Para a execucdo dos testes prévios da atividade antimicrobiana foram realizados ensaios
em duplicado através do método de difusdo em placa, com e sem disco. Foi utilizado o meio
Mueller Hinton Agar (OXOID ref2 CM0337), com 0,8% (v/v) de tween 80 (VWR ref?
28830.291) nas placas utilizadas para os ensaios com os 6leos, e sem tween 80 nas placas
utilizadas para os ensaios com os extratos. O meio de cultura foi preparado de acordo com as
indicagdes do fabricante e esterilizado em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Apds
esterilizacdo e arrefecimento a 45°Cfoi distribuido em placas de Petri.

No método de difusdo em placa sem disco foi utilizada uma gota de 5pL de 6leo essencial
ou de extrato aquoso, diretamente sobre o meio previamente inoculado. No ensaio com disco
foi colocada uma gota de 10 pL sobre os discos estéreis de 6 mm de didmetro (OXOID ref?
CT0998B) colocados sobre as placas apds terem sido inoculadas com os microrganismos
referidos na Tabela 3.

Foram também realizados ensaios prévios com os extratos aquosos provenientes das
mesmas plantas usadas para a obtencdo dos 6leos essenciais.

4, Método da microdiluicdo em caldo para determinacdo da concentracao
minima inibitéria (MIC)

4.1. Preparacao do meio de cultura

Foi utilizado o meio de cultura liquido Mueller Hinton Broth (OXOID ref?2 CM0405),
adicionado de tween 80 na concentracio de 0,8% (v/v) nos ensaios com Oleos, para
emulsionar o 6leo no meio, e sem tween 80 nos ensaios com os extratos aquosos. O pH do
meio de cultura foi acertado a 6,2. Posteriormente, o meio foi levado a esterilizar a 121°C
durante 15 minutos em autoclave.

4.2. Preparacao da solucao de resazurina

Para a preparac¢do da solucdo de resazurina a 0,01%, foram adicionadas duas pastilhas de
resazurina (BDH ref? 1520012) a 50 mL de agua destilada. A solucdo apds completa
dissolucao foi esterilizada por filtragdao utilizando uma membrana filtrante de porosidade
0,22 pm.
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4.3. Preparacao dos extratos aquosos

Os extratos aquosos foram preparados na concentracdo de 120 mg/mL. Pesou-se 120 mg
de cada extrato e colocou-se num Eppendorf que ja continha 1mL de agua ultrapura e
esterilizada. Os extratos foram congelados a -80°C para o caso de ser necessario reproduzir o
trabalho mais tarde.

4.4. Preparacao do inoculo

As culturas em estudo, das espécies Pseudomonas fluorescens (ref2 2, 67, 137 e 153),
Alcaligenes faecalis (ref2 7), Pseudomonas putida (ref? 27, 29, 184 e 191) e Achromobacter
xylosoxidans (ref2 9, 132), encontravam-se crioconservadas a -80°Cem caldo de Triptona Soja
(TSB) e glicerol a 15% (v/v). Apds a descongelagdo foram repicadas para o meio de cultura
adequado, Plate Count Agar (PCA). Todas as culturas foram incubadas a 37°C durante 24h.
Apés o periodo de incubacdo foi preparada uma suspensdo do in6culo em soro fisiolégico a
0,85%, de acordo com o padrao 0,5 da escala de McFarland, que corresponde a 1,5 x 108
UFC/mL.

Para além da observacdo da turvagdo a partir da escala 0,5 de McFarland, foram
realizadas diluicoes dos diferentes indculos em soro fisiolégico e inoculados em meio de PCA
para confirmacgio da densidade celular do indculo.

4.5. Preparacao da microplaca

Todo o procedimento foi executado com material previamente esterilizado e numa
camara de fluxo laminar, de modo a diminuir a possibilidade de contaminagdes.

Foram utilizadas microplacas (Figura 12) com 96 pocgos e foram testados nove 6leos
essenciais e nove extratos aquosos, em duplicado.

As concentragoes (%, v/v) dos 6leos essencias e dos extratos aquosos testados foram:
8,69; 4,49; 2,324; 1,204; 0,63; 0,33; 0,168; 0,084 e 0,05.

Com o auxilio de uma micropipeta foram adicionados 263 pL de meio de cultura na coluna
1 e 140pL nas colunas 2 a 9. A coluna 10 corresponde ao controlo positivo (CP) que contém
somente 140uL de meio e 10uL de indculo, enquanto a coluna 11 corresponde ao controlo
negativo (CN) o qual contém 140uL. de meio e 10pL de dleo ou extrato. Na coluna 12 foi
apenas adicionado 140pL de meio de cultura (CM).
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Figura 12 - Esquema do teste de microdiluicdo em microplaca.

Na primeira coluna foram adicionados 27uL de 6leo essencial/extrato aquoso, para a
obtencdo, no final, da concentracdo maxima testada de 8,69% (v/v) de 6leo essencial /extrato
aquoso.

Foram feitas oito diluicdes em série de 1:2, ou seja, do poco Al retiraram-se 150uL para o
poco A2 e assim sucessivamente, utilizando-se a homogeneizagdo por pipetagem entre cada
diluigao.

Apoés inoculacdo (10uL por pogo, a excecdo do CN e do CM), as microplacas foram
colocadas num agitador de microplacas e colocadas em estufa para incubagdo durante 24
horas a 30°C em atmosfera himida. Apés a incubagido adicionamos a cada pogo 30 uL de
solucdo de resazurina, sendo as microplacas colocadas novamente na placa de agitagdo antes
de se preceder a leitura.

5. Avaliacao da concentracao minima bactericida (MBC)

Para a determinacido da concentracdo minima bactericida dividiram-se as placas de Petri
com meio de cultura Agar Nutritivo (Liofilchen ref2 610036) em quadriculas, devidamente
identificadas, para cada um dos microrganismos em estudo. De cada pog¢o da microplaca, com
o auxilio de uma ansa, foi retirado 1 pl. do seu conteido e colocado na quadricula
correspondente.

A leitura das placas foi feita 24h apds incubagio a 30°C, registando-se posteriormente a
presenca ou auséncia de crescimento bacteriano na superficie do meio de cultura sélido.

6. Revestimentos ediveis para controlo de microrganismos na casca do queijo

6.1. Materiais utilizados na preparacao dos revestimentos

Para a preparacao dos revestimentos utilizou-se como matriz filmogénica o isolado de
soro de leite e o quitosano. A amostra de isolado de soro de leite foi gentilmente fornecida
pela empresa Carbery Food Ingredients, Ballineen, Co. Cork, Ireland. A amostra de quitosano

24



Aplicacdo de dleos essenciais e extratos aquosos de plantas no controlo de bactérias Gram-negativas produtoras de pigmentos
em queijo

(de massa molecular média com um grau de desacetilacdo minimo de 85%) foi proveniente
da Sigma-Aldrich (ref2 448877). O glicerol (Honeywell Riedel-de-Haén™ ref? cat.49770),
utilizado como agente plastificante, foi obtido da GPR Rectapur, o tween 20 da Sigma-Aldrich
e o tween 80 da Technical. O acido acético (pureza minima: 99,8%) foi proveniente da Chem-
LAB (ref2CL00.0116), o carboximetilcelulose (CMC) foi da Fluka (ref2 21902) e, por fim, o
metilcelulose (MC) foi proveniente da Sigma-Aldrich (M0512).

6.2. Desenvolvimento das formulacdes

Dada a suscetibilidade do queijo ao escurecimento de origem microbiana, este estudo teve
como um dos objetivos contribuir para o desenvolvimento de formulacdes a base de isolado
proteico de soro de leite (WPI), quitosano (Ch), carboximetilcelulose (CMC) e metilcelulose
(MC), com atividade antimicrobiana contra bactérias associadas a alteracdo da cor em
queijos.

0 quitosano é insoluvel em 4gua sendo necessaria a sua dissolugdo numa solucdo de acido
acético. Nas formulacdes inicialmente testadas, usou-se acido acético a 3% e a 1% (v/v). As
solucdes filmogénicas de quitosano foram preparadas a 1% (m/m), tendo sido agitadas
durante 24h num banho termostatizado a uma temperatura de 30°C e a uma velocidade de 60
shaking/min para promover a total solubilizacdo. A solugdo obtida foi depois filtrada com
aplicacdo de vacuo e com um filtro de vidro de granulosidade G2 para remover impurezas.

Para a preparacdo da solucao filmogénica de isolado proteico de soro de leite usou-se uma
solucdo de acido acético diluido a 3%, previamente preparada. As solu¢des de WPI foram
preparadas a 1% (m/m) e submetidas a uma temperatura de 90°C durante 30 minutos num
banho termostatizado com agitacdo (110 shaking/min), de modo a promover a desnaturagao
das proteinas (Pintado, 2009).

Para a preparacdo dos revestimentos simples verteu-se 33g de solucdo filmogénica do
polimero (ou mistura de polimeros) para as placas de Petri de poliestireno (Glosselin),
niveladas com 8,7 mm de diametro. Os revestimentos da mistura 50% m/m dos dois
polimeros (Ch/WPI) foram preparados de acordo com a Tabela 4, pesando para um tubo de
Falcon 16,5g de solucdo filmogénica do polimero de Ch e 16,5g de solucdo filmogénica do
polimero de WPI. Posteriormente foram adicionados os restantes ingredientes necessarios,
de acordo com a Tabela 4, os tubos foram agitados fortemente com a mao e, finalmente,
verteu-se a mistura filmogénica para as placas de Petri. Todas as placas foram deixadas um
dia no frigorifico (4-10°C) para assim facilitar a remoc¢ao das bolhas do ar. Por fim, as placas
foram colocadas abertas numa camara fechada com ventilacdo forcada a 25-30°C para a
obtencdo de filmes.
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Tabela 4 - Diferentes formulagdes testadas para a obtencao de revestimentos / filmes ediveis a base de isolado proteico
de soro de leite (WPI), quitosano (Ch), carboximetilcelulose (CMC) e metilcelulose (MC).

Tipo de Solugoes de Oleo Glicerol Tween CMC/MC pH
Revestimento Ch/WPI 20%
33g - - - -
33g - 0,66g - -
33g - 1,32g - -
33g 250uL - - - Solugio de 4cido acético = 3
WPI (1%) 33g 250 puL 0,66g - -
com solugdo 33g 250 pL 1,32g - -
de acido 33g 250 pL - 0,17g - Solugao filmogénica = 2,2
acético a 3% 33g 250 uL 0,66g 0,17g -
33g 250 puL 1,32g 0,17g -
16,5g - 0,66g - 16,5g
16,5g - 1,32g - 16,5g
16,5g - 0,66g - 16,5g
16,5g - 1,32g - 16,5g
33g - - - -
33g 250 pL 0,66g - - Solugio de 4cido acético =3
Ch (1%) com 33g 250 puL 1,32g - -
solucdo de 33g 250 pL - - - Solugio filmogénica = 2,5
acido acético 33g 250 pL - 0,17g -
a3% 33g 250 pL 0,66g 0,17g -
33g 250 pL 0,132g 0,17g -
33g - - - -
33g 250 pL - - - Solucio de acido acético =2,71
Ch (1%) com 33g 250 puL - 0,17g -
solucgdo de 33g 250 pL 0,66g - - Solugdo filmogénica
acido acético 33g 250 puL 0,66g 0,17g - =376
al% 33g 250 uL 1,32g 0,17g -
33g 250 pL 1,32g - -
16,5g + 16,5g - - -
16,5g + 16,5g - 0,66g - - Solugdo de acido acético = 3
WPI (1%) / 16,5g + 16,5g - 1,32g - -
Ch (1%) com 16,58+16,5g 250 pL - - - Solugdo filmogénica WPI= 2,2
solugio de 16,5g + 16,5g 250 pL 0,66g - -
L. L. 16,5g + 16,5g 250 puL 1,32g - - o L.
acido acético 16,5g + 16,5g 250 ul. B 017g } Solucao filmogénica
a3% 16,5g+16,5g¢ 250 L 0,66g 0,17g - Ch=2,5
16,5g + 16,5g 250 pL. 1,32g 0,17g
6.3. Medicao da espessura dos filmes

A espessura dos filmes (em mm) foi determinada com um micrémetro digital, em trés
zonas do filme (ponta direita, meio e ponta esquerda).

6.4. Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filmes

Com a finalidade de testar in vitro a atividade antimicrobiana dos filmes realizaram-se
ensaios em duplicado através do método de difusdo em placa. Foi utilizado o meio Mueller
Hinton Agar (0XOID ref2 CM0337) com 0,8% (v/v) de tween 80. O meio de cultura foi
preparado de acordo com as indicac¢des do fabricante.

Para a realizacdo destes ensaios escolheram-se as formulagoes de quitosano uma vez que
foram estes os filmes que obtiveram melhores resultados.

Os filmes foram retirados cuidadosamente das placas de Petri e cortados 12 circulos (de

aproximadamente 6 mm de didmetro) de cada formulacido. Apoés o corte, todos os circulos
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foram numerados e identificados com a formulacdo respetiva (Figura 13). Os discos foram
colocados asseticamente nas placas de Petri previamente inoculadas com os microrganismos
referidos na Tabela 3. As placas foram depois incubadas a 30°C durante 24horas. Apos
incubagdo, foram medidos e registados os didmetros das zonas de inibicdo em redor dos
discos de cada filme.

oCh

oCh + 0leo

oCh + 6leo + tween 20

*Ch + 6leo + tween 20 + G1
eCh + 6leo + G1

*Ch + 6leo + tween 20 + G2
*Ch + 6leo + G2

«Ch

oCh + 0leo

*Ch +6leo com tween 20

*Ch +6leo com tween 20 + G1
e Ch + 6leo + G1

eCh +6leo + tween 20 + G2
oCh + 6leo + G2

Figura 13 - Diferentes siglas atribuidas as formulacdes que foram selecionadas para testar a atividade antimicrobiana.
Nota: Ch- Quitosano 1%; G1- Glicerol 2%; G2- Glicerol 4%; Tween 20- (0,5%).

6.5. Ensaio em queijo para avaliar a atividade antimicrobiana da formulacao
selecionada

Os queijos de ovelha usados neste ensaio eram queijos fabricados no préprio dia, com
aproximadamente 900g, e que foram gentilmente fornecidos pela empresa Queijaria da
Soalheira de Jodo Duarte Alves & Filhos, Lda.. Utilizou-se a solucdo filmogénica designada
neste trabalho por RR, a base de quitosano (Ch), Tween 20, Glicerol 2% e 6leo essencial de O.
vulgare e, paralelamente, utilizou-se uma solugido antifingica, Enzilab, designada neste
trabalho por RE, a base de natamicina, e gentilmente fornecida pela queijaria referida acima.

Foram usados trés queijos de ovelha (Queijo 1 - Q1, Queijo 2 - Q2, Queijo 3 - Q3) que
foram devidamente cortados em seis fatias como se pode observar na Figura 14. Apos o corte
dos queijos e etiquetagem das diferentes fatias, seguiu-se a separacdo das fatias em dois
grupos (queijos nao inoculados, designados NI, e queijos a inocular, designados I), colocando-
0s em suportes separados para nido ocorrer contaminagio cruzada durante e apds a
inoculagdo. Um dos grupos foi depois inoculado com uma cultura mista de uma levedura
(Candida zeylanoides) e de uma bactéria (Pseudomonas putida ref2 27), ambas previamente
selecionadas por serem produtoras de pigmentos na casca de queijo. A cultura mista foi
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preparada a partir das culturas puras que foram repicadas com 24 a 48 horas de
antecedéncia para a obtencdo de cultura jovem. Apds o periodo de incubacao, foi preparada
uma suspensdo de cada indculo em soro fisioldgico a 0,85% (v/v), de acordo com o padrao
0,5 da escala de McFarland (que corresponde a 1,5x108UFC/mL para a cultura bacteriana e
1,5x107UFC/mL para a cultura de levedura). Foi depois efetuada uma diluicio decimal de
cada um dos indculos e preparada uma suspensdo mista com 5mL de cada um destes
indculos. Finalmente, a inoculacio de cada fatia de queijo foi feita a superficie pipetando 100
uL da cultura mista preparada como descrito anteriormente.

Quer o grupo de queijos inoculados (I) quer o dos nao inoculados (NI) foram divididos em
trés grupos: queijos nao revestidos (NR), queijos revestidos com a solucdo filmogénica
designada por RR (a base de quitosano (Ch), Tween 20, Glicerol 2% e 6leo essencial de O.
Vulgare) e queijos revestidos com uma solugdo antiflingica, Enzilab, designada por RE (a base
de natamicina). Os revestimentos RR e RE foram aplicados pincelando a superficie de cada
fatia com o respetivo preparado. No final, todas as fatias de queijo foram colocadas numa
cdmara com condicdes de temperatura e humidade relativa similares as encontradas na
queijaria, onde permaneceram 40 dias. Ao longo do ensaio foi feita uma observagao regular
da cor dos diferentes grupos de queijo e foi monitorizada a temperatura e a humidade
relativa da cimara.

Queijo 1 Queijo 2 Queijo 3

INR1 NIR1 NIR3
INR2 NIRZ INR3
NIRR2
IRR1 NIRR1 IRR2 IRR3 NIRR3
Figura 14 -

Esquema do corte das amostras de queijo de ovelha usadas no ensaio com os revestimentos.

Como ja referido anteriormente, cada uma das fatias de cada queijo foi identificada com
uma etiqueta presa a um suporte esterilizado com as diferentes designacdes que se
discriminam a seguir. A utilizacdo dos suportes foi essencial para que toda a manipulagdo
fosse realizada sem que houvesse necessidade de contacto com os queijos, o que poderia ser
uma fonte de contaminacao externa.

e I-NR - Fatia inoculada e ndo revestida;

e I-RE - Fatia inoculada e revestida com o preparado da empresa;

e I-RR - Fatia inoculada e revestida com o revestimento RR;

e NI-NR - Fatia ndo inoculada e ndo revestida;

e NI-RE - Fatia ndo inoculada e revestida com o preparado da empresa, RE;

e NI-RR - Fatia ndo inoculada e revestida com o revestimento RR.

28



Aplicacdo de dleos essenciais e extratos aquosos de plantas no controlo de bactérias Gram-negativas produtoras de pigmentos
em queijo

7. ldentificacdo dos componentes quimicos do 6leo essencial de Origanum
vulgare

Tendo sido o 6leo de orégdo o que registou maior efeito antibacteriano, este foi analisado
quanto ao seu perfil cromatografico em cromatografo gasoso, tendo sido identificados os
compostos por espetrometria de massa.

0 perfil volatil do 6leo essencial de orégao foi obtido por GC-MS/FID (modelo GC 7890 A,
acoplado a MS Triple-Axis Detetor, 5975C e detetor FID, Agilent, EUA). As condi¢des foram as
seguintes: temperatura do injetor a 250°C; o volume da injecdo a 0,1pL; modo de injecdo, sem
divisdo; coluna capilar, coluna capilar DB-5, 30 m x 0,25 mm d.i x 0,25 um de espessura de
filme; temperatura do forno 70 °C mantida durante 2 min., em seguida, aumentada para 230
°C durante 5 min. O hélio foi o gds de arraste, com um caudal de 1 mL/min; temperatura do
detetor a 280°C. A amostra foi diluida em acetato de etilo a uma concentragdo de 1 mg/mL.

A identificacdo dos compostos foi realizada com base nas analises comparativas entre os
espetros de massa das substancias com as presentes nas bases de dados GC - MS: Nist. 62 lib.
e FFNSC 2 (Flavors and Fragrances of Natural and Synthetic Compounds 2, Willey). A
quantidade relativa de cada composto individual foi expressa como a percentagem da area do
pico correspondente relativamente a area de todos os picos.
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IV. Resultados e Discussao

1. Rendimento de extracdo dos 6leos essenciais e dos extratos
aquosos

Do material vegetal seco previamente colhido na Escola Superior Agraria de Castelo
Branco e fornecido pela ERVITAL e pelo CBPBI, foi realizada a extracdo dos dleos essenciais e
dos extratos aquosos, em triplicado. Os resultados quanto ao rendimento das extragdes
apresentam-se nas Figuras 15 e 16.

Relativamente ao rendimento dos 6leos essenciais podemos observar que a espécie que
obteve maior rendimento foi o Thymus vulgaris com 2,5% de rendimento. No que diz respeito
a menor percentagem, o que alcancou menor rendimento foi o 6leo de Cymbopogon citratus e
o 6leo de Origanum virens da ESACB, ambos com uma percentagem de 0,3%. Em relacdo aos
extratos podemos observar que o extrato da espécie Origanum vulgare comercial foi o que
obteve maior rendimento com uma percentagem de 44,66 %. A espécie Melaleuca armillaris e
foi a espécie que obteve menor rendimento com uma percentagem de 18.
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Figura15 - Rendimento médio dos 6leos essenciais.

Legenda: OEP- 6leo essencial de Cymbopogon citratus; OEPE - dleo essencial de Cymbopogon citratus da ERVITAL; OR -
6leo essencial de Lavandula luisieri; OM - 6leo essencial de Melaleuca armilarris; OO - dleo essencial de Origanum
vulgare; OOE - 6leo essencial de Origanum vulgare da ERVITAL; OA- dleo essencial de Rosmarinus officinalis; OTBL - 6leo
essencial de Thymus mastichina; OT- 6leo essencial de Thymus vulgaris.
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Rendimento (%)
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Figura 16 - Rendimento médio dos extratos aquosos.

Legenda: EEP - extrato aquoso de Cymbopogon citratus; EEPE - extrato aquoso de Cymbopogon citratus da ERVITAL; ER -
extrato aquoso de Lavandula luisieri; EM - extrato aquoso de Melaleuca armilarris; EO - extrato aquoso de Origanum
vulgare; EOE - extrato aquoso de Origanum vulgare da ERVITAL; EA - extrato aquoso de Rosmarinus officinalis; ETBL -
extrato aquoso de Thymus mastichina; ET - extrato aquoso de Thymus vulgaris.

2. ldentificacdo dos componentes quimicos do 6leo essencial de Origanum
vulgare

Foram identificados 21 compostos quimicos no dleo essencial extraido de Origanum
vulgare. O composto maioritario do 6leo essencial desta espécie é o carvacrol (55,34%),
sucedendo o timol (33,46), o cariofileno (2,04%) e o y-terpineno (1,69%). Na figura 17 esta
representado o cromatograma do 6leo essencial.
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Figura 17 - Cromatograma obtido em cromatografia gasosa do 6leo essencial de Origanum vulgare - cromatograma (A), e

detalhes do cromatograma GC (B).
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Todos os compostos quimicos do dleo essencial de Origanum vulgare, analisados por GC-
MS e identificados sdo revelados na tabela 5.

A maioria dos compostos sdao monoterpenos e hidrocarbonetos monoterpenos

oxigenados.
Tabela 5 - Composicdo quimica (%) do 6leo essencial de Origanum vulgare.
Pico TR (min) Area % Composto quimico
1 7.17 1.69 y-terpineno
3 7,88 0,12 o-terpinoleno
4 8,21 0,45 Linalol
5 10,26 0,40 Borneol
6 10,46 1,04 Terpineno-4-ol
7 10,60 0,19 p-cimeno-8-ol
8 10,83 0,68 a-terpineol
9 11,71 0,42 Eter metilico de timol
10 11,96 0,29 Eter metilico de carvacrol
11 13,36 33,46 Timol
12 13,59 55,34 Carvacrol
13 16,76 2,04 Cariofileno
14 17,22 0,23 Aromadendreno
15 17,65 1,08 a-humuleno
16 18,51 0,15 Viridifloreno
17 18,87 0,23 B-bisaboleno
18 20,59 0,18 Spathulenol
19 20,72 0,36 Oxido de cariofileno
20 20,81 0,11 y-Gurjunene
21 22,39 0,11 9-epi-Caryophyllene
98,57 %

Sivropoulou et al. (1996) estudou a composicdo quimica de Origanum vulgare ssp. hirtum
e obteve um perfil de componentes maioritarios semelhante ao 6leo utilizado neste trabalho,
carvacrol (80%), p-cimeno (9%), timol (3%), y-terpineno (2%) e o B-cariofileno (2%).

Num estudo realizado por Teixeira et al. (2013) foram identificados no 6leo essencial de
Origamum vulgare sessenta e quatro componentes, representando 92,3% de toda a
composicdo. O 6leo essencial foi composto principalmente por monoterpenos oxigenados
(53,8%) e hidrocarbonetos monoterpénicos (26,4%). Nos monoterpenos oxigenados, o
carvacrol (14,5%), o timol (12,6%), o alcool B-fentilico (12,8%) e o a-terpineol (7,5%) foram
os principais componentes detetados, enquanto o [B-terpineno (11,6%) e o a-terpineno
(3,7%) foram os hidrocarbonetos monoterpénicos mais abundantes. Adicionalmente, o 1-
metil-3- (1-metiletil) -benzeno (6,8%) também representou uma frac¢do substancial do 6leo
essencial de Origanum vulgare. Carvacrol, timol, y -terpineno e linalol sdo conhecidos por
possuirem fortes propriedades antioxidantes e o carvacrol e o timol também exibem
atividade antibacteriana contra varias bactérias. Outros quimiotipos também foram relatados
como importantes componentes do o6leo essencial, tais como p-cimeno, y-terpineno,
cariofileno, espatulenol e germacreno-D (Sivropoulou et al., 1996).
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A composicdo do 6leo essencial de Origanum vulgare de diferentes origens geograficas,
tem sido caracterizada por varios autores, sendo o carvacrol e o timol os principais
componentes, embora as propor¢des variem amplamente. Estas variacdes no teor dos
componentes marioritarios podem dever-se a fatores bidticos e abiédticos, tais como a época
de colheita, a temperatura, a humidade relativa do ar e até mesmo a parte escolhida da planta
(Calo etal, 2015).

3. Ensaios prévios da atividade antimicrobiana

Todos os 6leos essenciais e extratos aquosos testados manifestaram alguma inibicdo no
método da gota (G) e/ou do disco (D), sendo que esta varia consoante a cultura bacteriana
testada.

Observando a Tabela 6, podemos verificar que apenas o 6leo de Origanum vulgare
apresentou inibicao total para todas as culturas bacterianas, quer no teste utilizando uma
gota de 5 pL quer utilizando 10 pL em disco, sendo desta forma considerado o melhor 6leo
estudado. Nos outros 6leos verificou-se alguma inibicdo face as culturas estudadas, mas nem
sempre os resultados obtidos pelos dois métodos foram coincidentes.

Tabela 6 - Registo da atividade antimicrobiana de diferentes 6leos essenciais sobre a multiplicacdo de diferentes culturas
bacterianas do género Pseudomonas e géneros afins.

Ref? dos Oleos essenciais
microrganismos OEP  OEP OR oM 00 00 0A OTBL oT
(E) (E)
G D G D G D G D G G G D G D G D G D
2 T T P P P P T T - - T T P S P P T S
7 T T S S S S P T - - T T T T T T T T
9 P P S S S S T T T T T T T T S S T T
27 P P S S S S P S P T T T P S S P T
29 S S S S S S S S - - T T S S S S
67 T T S S T T P T - - T T S T
132 - - S S S S S S - S T T S S S S
137 T T S S T T T T T T T T
153 T T S S P P P S T T T T T S T T
184 P P S S S S S P T T T T P T
191 S S S S S S T T T T T T T T T

Legenda: T - Inibicdo total; P- Inibicdo parcial; S - Sem inibicdo. G- Método da gota; D- Método do disco. 2 -
Pseudomonas fluorescens; 7 - Alcaligenes faecalis; 9 - Achromobacter xylosoxidans; 27 - Pseudomonas putida; 29 -
Pseudomonas putida; 67 - Pseudomonas fluorescens; 132 - Achromobacter xylosoxidans; 137 - Pseudomonas fluorescens;
153 - Pseudomonas fluorescens; 184 - Pseudomonas putida; 191 - Pseudomonas putida; OEP - oleo essencial de
Cymbopogon citratus; OEP (E) - 6leo essencial de Cymbopogon citratus da ERVITAL; OR - 6leo essencial de Lavandula
luisieri; OM - 6leo essencial de Melaleuca armilarris; OO - 6leo essencial de Origanum vulgare; 00 (E) - 6leo essencial de
Origanum wvulgare da ERVITAL; OA - odleo essencial de Rosmarinus officinalis; OTBL - dleo essencial de Thymus
mastichina; OT - dleo essencial de Thymus vulgaris.

Na Tabela 7 podemos observar todos os resultados obtidos nos ensaios prévios dos
extratos aquosos. O extrato da espécie da Melaleuca armillaris foi o que apresentou melhores
resultados, coincidente nos dois métodos. A maioria dos extratos aquosos nao exerce inibi¢dao
sobre as culturas dos microrganismos estudados.
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Tabela 7 - Registo da atividade antimicrobiana de diferentes extratos aquosos sobre a multiplicacao de diferentes
culturas bacterianas do género Pseudomonas e géneros afins.

Extratos aquosos

 Leehs EEP  EEP ER EM EO EO EA ETBL ET
mlCrOrganlSmOs (E) (E)

G D GD GD G D G GG D G D G D G D

2 S s s s P P T T S S s s s s P P s s

7 S s s s p P P T S S T T T s T T s s

9 P P S s p P T T P P S S P T P P P P

27 S S S S s S S S s s s s s s s s s s

29 S S S S s S S S s s s s s s s s s s

67 S S s S S s P T S S S s s s s s s s

132 P S S S s s s s T T s s T T S S P T

137 S S S S S s P P S S S S S s s s s s

153 S S S S S s P S S S S s s s s s s s
184 S S S S S S S s s s T T S s S s s s

191 P T T T S s T T P P P P S S S s P s

Legenda: T - Inibicdo total; P- Inibicdo parcial; S - Sem inibicdo. G- Método da gota; D- Método do disco. 2 -
Pseudomonas fluorescens; 7 - Alcaligenes faecalis; 9 - Achromobacter xylosoxidans; 27 - Pseudomonas putida; 29 -
Pseudomonas putida; 67 - Pseudomonas fluorescens; 132 - Achromobacter xylosoxidans; 137 - Pseudomonas fluorescens;
153 - Pseudomonas fluorescens; 184 - Pseudomonas putida; 191 - Pseudomonas putida. EEP - extrato aquoso de
Cymbopogon citratus; EEP (E) - extrato aquoso de Cymbopogon citratus da ERVITAL; ER - extrato aquoso de Lavandula
luisieri; EM - extrato aquoso de Melaleuca armilarris; EO - extrato aquoso de Origanum vulgare; EO (E) - extrato aquoso
de Origanum vulgare da ERVITAL; EA - extrato aquoso de Rosmarinus officinalis; ETBL - extrato aquoso de Thymus
mastichina; ET - extrato aquoso de Thymus vulgaris.

4, Concentra¢ao minima inibitéria (MIC)

Apds a incubacdo das microplacas e a adicdo da solucdo de resazurina, foi efetuado o
registo da alteracdo de cor nos diferentes pogos e, posteriormente, definidas as
concentracdes minimas inibitorias.

Os 6leos de orégao (00) e de erva-principe (OEP) obtidos de plantas que se encontravam
na Escola Superior Agraria, 6leo de Thymus mastichina (OTBL) cedido pelo Instituto
Politécnico de Coimbra e o dleo de Lavandula luisieri (OR) cedido pelo Centro de
Biotecnologia de Plantas da Beira Interior, foram inicialmente pensados para testar as
culturas selecionadas para o nosso estudo. No entanto verificimos que o volume de 6leo
essencial obtido da hidrodestilagdo ndo eram suficientes para realizar todo o trabalho. Por
outro lado, em algumas plantas ndo houve material suficiente para realizar novas
hidrodestilagdes. No entanto, inicialmente foram realizados ensaios de determinacdo da
concentragdo minima inibitéria e bactericida destes dleos essenciais para a maioria das
culturas de microrganismos. Estes resultados apresentam-se nas Tabelas 1 e 2 do Anexo 1 e
Tabelas 2 e 3 do Anexo 2.

Posteriormente, optamos por adquirir novas plantas comerciais fornecidas pela empresa
ERVITAL, nomeadamente a espécie de Origanum vulgare e Cymbogopon citratus. De acordo
com os resultados apresentados na Tabela 8, podemos verificar que em concordancia com os
resultados obtidos nos ensaios prévios (Tabela 6), o 6leo de Origanum vulgare foi o que
apresentou uma concentracdo minima inibitéria (MIC) mais baixa, de 0,05%, para as culturas
7, 132, 137, 153, 184 e 191, considerando-o, portanto, o d6leo com maior potencial
antimicrobiano do nosso estudo.
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Para todos os outros 6leos testados foi possivel determinar os valores de MIC para quase

todas as culturas onde inicialmente observamos inibicdo nos ensaios prévios (conforme
Tabela 6).

Como podemos verificar observando a Tabela 8, a determinacido dos MIC’s nem sempre
foi coincidente nas repeticées realizadas.

Diversos estudos confirmaram a atividade antimicrobiana do éleo essencial de orégio
contra uma vasta gama de microrganismos, entre eles bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas (Ozkalp et al, 2010). Segundo Ozkalp et al. (2010) obtiveram um valor de
concentragao minima inibitoria (MIC) de 64 pg/mL contra Pseudomonas aeruginosa. A forte
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de orégdo foi também confirmada em diversos
estudos, nomeadamente contra as bactérias Listeria monocytogenes e E.coli 0157:H7
(Zivanovic et al, 2005).

Tabela 8 - Concentragdo minima microbicida (MIC; %, v/v) de diferentes 6leos essenciais sobre a multiplicacao de
diferentes culturas bacterianas do género Pseudomonas e géneros afins.

Oleos essenciais

Ref2 OEP oM 00 0A oT
Microrganismos
2 4,49 1,204 1,204 () 0,33
7 4,49 0,33 0,05 0,63 0,124
9 ) 2,324 0,63 1,204 0,33
27 8,69 ) 4,49 (=) 2,324
8,69 ()
29 8,69 (- 1,204 (- (-2
0,33
8,69 1,204 8,69 (- 0,63
67 0,33
132 0,05 (=) 0,05 (-2 s
137 8,69 0,05 (-2 1,204
153 4,49 (=) 0,05 8,69 1,204
4,49
184 4,49 () 0,05 )] 0,63
191 Q)] 2,324 0,05 4,49 0,63
2,324

Legenda: (-) Cor nao conclusiva; (--) Sem inibicdo; 2 - Pseudomonas fluorescens; 7 - Alcaligenes faecalis; 9 -
Achromobacter xylosoxidans; 27 - Pseudomonas putida; 29 - Pseudomonas putida; 67 - Pseudomonas fluorescens; 132 -
Achromobacter xylosoxidans; 137 - Pseudomonas fluorescens; 153 - Pseudomonas fluorescens; 184 - Pseudomonas
putida; 191 - Pseudomonas putida: OEP - dleo essencial de Cymbopogon citratus; OM - oleo essencial de Melaleuca
armilarris; OO- 6leo essencial de Origanum vulgare; OA - 6leo essencial de Rosmarinus officinalis; OT - 6leo essencial de
Thymus vulgaris.

Relativamente aos extratos testados podemos observar na Tabela 9 que poucos foram os
resultados que apresentaram uma inibicdo total nos ensaios prévios. Ainda assim,
selecionamos alguns para a determina¢do dos MIC’s onde, apesar de fraca, se verificava
alguma inibicao. O extrato aquoso de Melaleuca armillaris foi o que exerceu maior inibicao
para as culturas 2, 7,9, 27,132,137 e 191.

de diferentes culturas bacterianas do género Pseudomonas e géneros afins.
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Extratos aquosos

Ref2 EEP EM EO EA ET
Microrganismos
- 2,324 - - -
2
0,05
() 4,49 >8,69 >8,69 (--)
9 --) 2,324 -9 1,204 --)
27 () >8,69 () () )
29 () ) () () )
67 () ) ) ) -
132 =) 0,63 (--) 0,63 4,49
137 (-] 8,69 () () ()
153 () ) ) ) )
184 () ) 8,69 ) )
191 8,69 >8,69 (-2 () &@

Legenda: (--) Sem inibicao; 2 - Pseudomonas fluorescens; 7 - Alcaligenes faecalis; 9 - Achromobacter xylosoxidans; 27 -
Pseudomonas putida; 29 - Pseudomonas putida; 67 - Pseudomonas fluorescens; 132 - Achromobacter xylosoxidans; 137 -
Pseudomonas fluorescens; 153 - Pseudomonas fluorescens; 184 - Pseudomonas putida; 191 - Pseudomonas putida; EEP -
extrato aquoso de Cymbopogon citratus; EM - extrato aquoso de Melaleuca armilarris; EO - extrato aquoso de Origanum
vulgare; EA - extrato aquoso de Rosmarinus officinalis; ET - extrato aquoso de Thymus vulgaris.

Nas Figuras 18 e 19 podemos observar exemplos de microplacas apds a leitura dos
valores de MIC.

No decorrer das leituras das microplacas usadas nos ensaios com os extratos aquosos
surgiram duvidas na interpretacdo dos resultados devido a cor escura apresentada pelo
proprio extrato (Figura 18).

Podemos ainda observar na Tabela 9 que as concentragdes minimas inibitérias foram de
um modo geral altas e por vezes superiores a concentracdo mais alta testada, o que nos leva a
concluir que os extratos sdo bastante menos eficazes do que os o6leos, face aos
microrganismos usados e nas concentragdes por nds estudadas.

Segundo Oussalah et al. (2005), normalmente as bactérias Gram-negativas sdo mais
resistentes do que as Gram-positivas devido a sua maior complexidade da parede celular.
Estas possuem uma membrana externa na parede celular a qual limita a difusdo dos
compostos hidrofébicos através da camada de lipopolissacaridos (Burt, 2004).
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Figura 18 - Exemplo de uma microplaca com extrato aquoso de Thymus vulgaris (ET),Rosmarinus
officinalis (EA) e Melaleuca armillaris (EM).
Legenda: Cultura132 Achromobacter xylosoxidans.

3 e W

=

Figura 19 - Exemplo de uma microplaca com o6leo essencial de Origanum vulgare (00)
e Cymbopogon citratus (OEP).
Legenda: Cultura 153 - Pseudomona fluorescens.

5. Concentracdo minima bactericida (MBC)

A concentragdo minima bactericida (MBC) é definida como a menor concentracdo do
agente antimicrobiano necessaria para matar a célula bacteriana. Quando os valores de MBC

sdo comparados com os de MIC, pode-se avaliar se o composto é bactericida ou
bacteriostatico.

Na Tabela 10 podemos observar os resultados obtidos para a concentracdo minima
bactericida dos diferentes 6leos estudados. A semelhanca do que se observou nos ensaios
prévios (Tabela 6) e na determinagio da concentragdo minima inibitéria (Tabela 8), o 6leo de
Origanum vulgare foi o que apresentou maior atividade antimicrobiana, com uma
concentracdo minima bactericida de 0,05%.

Tendo em conta os resultados obtidos da caracterizacdo quimica dos componentes do
6leo essencial de Origanum vulgare, o composto maioritario foi o carvacrol (55,34%). De
acordo com Burt (2004), o carvacrol forma canais através da membrana pelo afastamento das
cadeias dos acidos gordos dos fosfolipidos, permitindo que os ides saiam do citoplasma.
Ainda segundo o mesmo autor, foi observada a saida dos ides fosfato em cultura de
Staphylococcus aureus e de Pseudomonas aeruginosa.
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Tabela 10 - Concentracdo minima bactericida (MBC; %, v/v) de diferentes 6leos essenciais sobre a multiplicacdo de
diferentes culturas bacterianas do género Pseudomonas e géneros e afins.

Oleos essenciais

Ref2 OEP oM 00 0A oT
Microrganismos
0,33 1,204 1,204 0,63 0,33
2
7 0,33 0,63 0,05 - 0,33
9 1,204 8,69 2,324 2,324 1,204
1,204 4,49
27 8,69 - 4,49 - 8,69
8,69 -
29 (-9 - 8,69 - -
67 ) 1,204 >8,69 = ©)
132 - - 0,05 - -
137 = = 0,63 = =
153 1,204 - 0,05 8,69 1,204
184 0,63 - 0.05 - 0,63
191 Q) - 0,05 4,49 )
2,324

Legenda: (-) Cor ndo conclusiva; (--) Sem inibicao; 2 - Pseudomonas fluorescens; 7 - Alcaligenes faecalis; 9 -
Achromobacter xylosoxidans; 27 - Pseudomonas putida; 29 - Pseudomonas putida; 67 - Pseudomonas fluorescens; 132 -
Achromobacter xylosoxidans; 137 - Pseudomonas fluorescens; 153 - Pseudomonas fluorescens; 184 - Pseudomonas
putida; 191 - Pseudomonas putida; OEP - dleo essencial de Cymbopogon citratus; OM - oleo essencial de Melaleuca
armilarris; 00 - 6leo essencial de Origanum vulgare; OA - 6leo essencial de Rosmarinus officinalis; OT - 6leo essencial
de Thymus vulgare.

Na Tabela 11 podemos observar os resultados obtidos para a concentragio minima
bactericida para os extratos aquosos. A semelhanca do que se observou nos ensaios prévios
(Tabela 7) e na determinagdo da concentragdo minima inibitéria (Tabela 9) foi o extrato de
Melaleuca armillaris que apresentou maior atividade antimicrobiana, com os valores mais
baixos de MBC.
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Tabela 11 - Concentracdo minima bactericida (MBC; %, v/v) de diferentes extratos essenciais sobre a multiplicacdo de
diferentes culturas bacterianas do género Pseudomonas e géneros afins.

Extratos aquosos

Ref2 EEP EM EO ER ET
Microrganismos

(--) 2,324 (--) (--) (--)

2 0,05 >8,69 (--)
7 (--) 2,324 >8,69 2,324 (--)
9 (--) 8,69 (--) (--) (--)
27 (--) >8,69 (--) (--) (--)
29 (--) (--) () (--) (--)
67 (--) (--) (--) (--) (--)
132 (--) 0,63 (--) (--) >8,69
137 (--) (--) (--) 0,63 (--)
153 (--) (--) () (--) (--)
184 (--) (--) >8,69 (--) (--)
191 (--) (--) () (--) (--)

Legenda: (--) Sem inibicao; 2 - Pseudomonas fluorescens; 7 - Alcaligenes faecalis; 9 - Achromobacter xylosoxidans;
27 - Pseudomonas putida; 29 - Pseudomonas putida; 67 - Pseudomonas fluorescens; 132 - Achromobacter xylosoxidans;
137 - Pseudomonas fluorescens; 153 - Pseudomonas fluorescens; 184 - Pseudomonas putida; 191 - Pseudomonas putida.
EEP - extrato aquoso de Cymbopogon citratus; EM- extrato aquoso de Melaleuca armilarris; EO - extrato aquoso de
Origanum vulgare; EA- extrato aquoso de Rosmarinus officinalis; ET- extrato aquoso de Thymus vulgaris.

6. Revestimentos/filmes com 6leos essenciais para inibicao de Pseudomonas
e géneros afins

6.1. Caracteristicas visuais dos filmes estudados

No Anexo 3 (Tabela 5) encontram-se todos os resultados das formulag¢des testadas neste
estudo. Da andlise destes resultados, decidimos optar pela utilizacdo das formula¢des a base
de quitosano com uma solucdo de acido acético de 3 % e 1%. Na Tabela 12 encontram-se as
caracteristicas visuais dos filmes obtidos a base de quitosano, os quais foram selecionados.
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Tabela 12 - Resultados das formulacoes dos filmes estudados.

Tipo de Formulagao

Aspeto visual (apés secagem)

Propriedades mecanicas

Ch 1% + Acido acético 3%

Ch

Ch + Oleo

Ch + G1 + Oleo

Ch + G2 + Oleo

Ch + G1 + Oleo + Tween 20

Ch + G2 + Oleo + Tween 20

Homogéneo
Coloragdo amarelada e heterogéneo
Homogéneo
Transparente e homogéneo
Opaco e pegajoso

Opaco mas homogéneo

Rigido (dificil de cortar)
Rigido (dificil de cortar
Rigido (dificil de cortar)
Facil de cortar
N&o quebrou e tem uma boa
elasticidade
Nao quebrou

Ch + Oleo + Tween 20 Coloracdo amarelada e heterogéneo Rigido, dificil de cortar

Ch 1% + Acido acético 1 %

Ch Transparente e homogéneo Rigido mas nio quebrou

Ch + Oleo Transparente e homogéneo Nao quebrou e tem elasticidade

Ch + G1 + Oleo
Ch+G2+ (:)leo
Ch + G1 + Oleo + Tween 20
Ch + G2 + Oleo + Tween 20

Ch + Oleo + tween 20

Transparente e homogéneo

Transparente e homogéneo
Transparente e homogéneo
Transparente e homogéneo mas um

pouco pegajoso
Coloragdo amarelada, opaco e
heterogénea

Nao quebrou e é facil de cortar

(tem pouca elasticidade)

Nao quebrou e é facil de cortar
Facil de cortar e tem elasticidade

Ndo quebrou e é facil de cortar

Rigido e sem elasticidade mas facil
de retirar

6.2.

Medicao da espessura do filme

A primeira caracteristica testada nos filmes apds o processo de producdo foi a sua
espessura. Na Tabela 13 podemos observar o resultado da espessura média dos filmes de

quitosano.
Tabela 13 - Espessura média (mm) dos filmes de quitosano (Ch).
Formulacoes 1 3 4 6 7
Ch a 1% com acido acético a 3%
(Ponta direita) 0,08 0,23 0,16 0,25 0,21 0,05 0,09
0,08 0,18 0,18 0,11 0,21 0,14 0,07
(Meio) 0,09 0,31 0,18 0,26 0,28 0,08 0,19
0,08 0,24 0,17 0,12 0,27 0,27 0,05
Ponta esquerda) 0,07 0,24 0,30 0,29 0,27 0,05 0,08
0,05 0,22 0,10 0,08 0,25 0,14 0,05
Média 0,08 0,26 0,22 0,25 0,26 0,18 0,12
0,07 0,21 0,15 0,10 0,24 0,18 0,06
Ch a 1% com acido acético a 1%

0,15 0,05 0,16 0,12 0,16 0,2 0,26
(Ponta direita) 0,15 0,05 0,17 0,12 0,12 0,14 0,14
0,13 0,06 0,25 0,15 0,16 0,33 0,33
(Meio) 0,12 0,06 0,25 0,16 0,17 0,16 0,16
0,16 0,06 0,15 0,11 0,14 0,20 0,20
(Ponta esquerda) 0,16 0,06 0,15 0,12 0,16 0,13 0,13
0,15 0,06 0,19 0,13 0,15 0,26 0,26
Média 0,14 0,06 0,19 0,13 0,15 0,14 0,14

Legenda das formulacées:
1 - Quitosano (Ch);
2- Quitosano (Ch) + 6leo + Tween 20+G1;
3- Quitosano (Ch) + dleo + Tween 20 + G2;
4 - Quitosano (Ch) + o6leo + G1;
5- Quitosano (Ch) + dleo + G2;
6 - Quitosano (Ch) + oleo + Tween 20;
7- Quitosano (Ch) + 6leo.
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6.3. Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filmes

Nas Tabelas 14 e 15 apresentam-se os resultados da medi¢cdo dos didmetros das zonas de
inibicdo em redor dos discos de cada um dos filmes desenvolvidos.

Com base nos resultados obtidos podemos concluir que a formulacio 4, a base de
quitosano (1%), 6leo essencial de Origanum vulgare, tween 20 (0,5%) e glicerol (2%), foi a
que apresentou melhores resultados, tendo sido esta a selecionada para o ensaio de aplicagdo
em queijo.

Diversos estudos tém vindo a ser desenvolvidos no sentido da aplicacdo de revestimentos
com o uso de quitosano (Ch) e com a adicdo de 6leos essenciais. Zivanovic et al. (2005)
revelaram a atividade antimicrobiana de revestimentos a base quitosano (Ch) com o6leo de
Origanum sp. contra a bactéria E.coli 0157:H7 (Gram-negativa). Estes resultados demonstram
o potencial do uso dos revestimentos no controlo de microrganismos patogénicos
alimentares. Chi et al. (2006) também realizaram revestimentos com quitosano (Ch)
enriquecido com 6leo essencial de orégdo onde avaliaram sensorialmente o revestimento,
demostrando a aceitacdo deste pelo painel de consumidores.

Tabela 14 - Resultados da avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filmes, através da medicao dos didmetros das zonas
de inibicdo (mm) com quitosano a 1% e acido acético a 3%.

Formulacgdes
Ref2 1 2 3 4 5 6 7
microrganismos Quitosano a 1% e Acido acético a 3%
10,43 IC IC 8,87 IC IC IC
2 IC IC IC IC IC 10,17 IC
IC 8,68 IC IC IC IC 13,47
IC 8,60 9,20 IC IC IC IC
9 IC 11,86 11,54 10,64 9,66 IC 12,14
11,10 8,20 13,51 IC IC 18,26 IC
IC 8,33 7,966 9,82 9,66 IC IC
27 IC IC 10,72 9,35 IC IC 10,62
IC IC IC IC IC IC IC
29 IC IC IC IC IC IC IC
67 IC IC IC IC IC IC 13,07
12,34 12,22 11,13 10,40 8,3 13,48 14.1
132 12,12 10,04 12,75 8,74 11,69 16,70 10,14
IC IC IC IC IC IC IC
137 IC IC IC IC IC IC IC
11,07 8,68 9,60 13,11 9,01m IC IC
153 IC IC IC IC IC IC IC
SI 7,88 8,66 9,68 8,96 IC 11,10
184 SI IC 8,16 IC IC IC IC
SI 8,08 9,85 IC 9,25 9,88 IC
191 IC IC 8,56 IC IC 9,93 IC

Legenda: 1 - Ch; 2- Ch + 6leo esséncia + Tween 20 + G1l; 3-Ch + dleo + Tween 20 + G2; 4 - Ch + 6leo + G1; 5- Ch + 6leo
+G2; 6 - Ch + dleo +Tween 20 ; 7- Ch + 6leo essencial; IC - Inibicdo por contato; SI- Sem inibicdo.2 - Pseudomonas
fluorescens; 7 - Alcaligenes faecalis; 9 - Achromobacter xylosoxidans; 27 - Pseudomonas putida; 29 - Pseudomonas
putida; 67 - Pseudomonas fluorescens; 132 - Achromobacter xylosoxidans; 137 - Pseudomonas fluorescens; 153 -
Pseudomonas fluorescens; 184 - Pseudomonas putida; 191 - Pseudomonas putida.
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Tabela 15 - Resultados da avaliacao da atividade antimicrobiana dos filmes, através da medicao dos diametros das zonas
de inibicdo (mm) quitosano a 1% e acido acético a 1%.

Formulagdes
Ref2 1 2 3 4 5 6 7
microrganismos Quitosano a 1% e acido acético a 1%

8,89 IC IC IC IC IC 8,51

2 IC IC IC IC IC IC IC

IC IC IC IC 9,92 IC IC

7 IC IC IC IC 11,16 12,00 IC

9 9,82 9,83 9,21 10,02 IC 9,37 IC
10,51 9,71 9,21 10,90 12,22 7,67 9,09
IC IC IC 6,60 IC IC 9,83

27 IC IC IC 6,60 11,02 8,81 IC

IC IC IC IC IC IC IC

29 IC IC IC IC IC IC IC

SI SI SI SI SI IC IC

67 SI SI SI SI 12,81 IC IC
11,43 11,70 9,91 10,74 11,85 12,43 10,02

132 17,41 13,21 10,27 14,2 12,31 9,72 IC

8,13 IC IC 8,74 IC IC IC

137 IC IC IC 8,74 IC IC IC

IC IC IC 12,16 IC IC IC

153 IC IC IC 12,16 IC IC IC

IC SI 9,25 11,86 9,51 IC IC

184 IC IC IC 9,38 8,24 IC IC

IC IC IC 8,60 8,12 IC IC

191 IC IC 9,60 8,60 IC IC IC

Legenda: 1 - Ch; 2- Ch + dleo essencial; 3- Ch + dleo essencial + Tween 20 + G1; 4 - Ch + 6leo essencial + G1; 5- Ch +
oleo essencial + tween 20 6 - Ch + 6leo essencial + tween 20 + G2; 7- Ch + 6leo essencial + G2; IC - Inibicdo por contato;
SI- Sem inibicdo.2 - Pseudomonas fluorescens; 7 - Alcaligenes faecalis; 9 - Achromobacter xylosoxidans; 27 -
Pseudomonas putida; 29 - Pseudomonas putida; 67 - Pseudomonas fluorescens; 132 - Achromobacter xylosoxidans; 137 -
Pseudomonas fluorescens; 153 - Pseudomonas fluorescens; 184 - Pseudomonas putida; 191 - Pseudomonas putida.

6.4. Ensaio em queijo para avaliar a atividade antimicrobiana da formulacao
selecionada

O ensaio em queijo para testar a aplicabilidade e a atividade antimicrobiana da
formulacdo selecionada foi inconclusivo na medida em que os queijos inoculados e nao
revestidos ndo desenvolveram as alteracées de cor a superficie dos queijos, como era
esperado. Este facto pode dever-se as condigdes ambientais a que estiveram sujeitos os
queijos neste ensaio. Ao longo do periodo de maturagio, foi efetuado o registo diario da
temperatura e da humidade relativa da camara, tendo-se verificado que, especialmente no
que diz respeito o ultimo parametro, os valores foram mais baixos do que os encontrados
normalmente nas camaras de maturacdo das queijarias. Sendo este um ensaio com queijos
inoculados com microrganismos indesejaveis, depardmo-nos com uma limitacao no que toca
ao local onde efetuar a maturacao, ndo sendo indicada a utilizagdo das camaras das queijarias.
Sugere-se, num préximo ensaio desta natureza, a utilizacdo de camaras de maturacao
experimentais, com controlo rigoroso das condi¢des ambientais de maturagao.
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V. Consideracgdes finais

O principal objetivo deste trabalho consistiu no estudo da atividade antimicrobiana de
6leos essenciais e extratos aquosos de plantas das espécies Cymbopogon citratus, Lavandula
luisieri, Melaleuca armillaris, Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis, Thymus mastichina e
Thymus vulgaris no controlo de microrganismos de alteracdo de superficie de queijos,
nomeadamente ao nivel da produg¢do de pigmentos. Os microrganismos testados foram onze
diferentes culturas bacterianas das espécies Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida,
Alcaligenes faecalis e Achromobacter xylosoxidans.

As hidrodestilacdes realizadas nas diversas espécies das plantas usadas permitiram obter
o0 6leo essencial e os extratos aquosos. O maior rendimento de 6leo essencial obteve-se para
Thymus vulgaris com 2,5%, seguindo-se o rendimento de Melaleuca armillaris com 2,3%. Por
outro lado, as espécies Cymbopogon citratus e Origanum vulgare obtiveram o menor
rendimento de extracdo com 0,3%. Relativamente aos extratos aquosos, o maior rendimento
obteve-se para a espécie Origanum vulgare comercial (44,7%), sendo o menor rendimento
para a espécie Melaleuca armillaris (18%).

Relativamente aos ensaios de atividade antimicrobiana, o 6leo essencial de Origanum
vulgare foi o Gnico que exerceu inibicdo total em todas as culturas testadas, considerando-o,
portanto, o melhor dleo estudado. Em relacdo a concentracdo minima inibitéria (MIC) e a
concentracdo minima bactericida (MBC) este 6leo essencial foi o que apresentou uma
concentracdo mais baixa, de 0,05%, para a cultura 7 (Alcaligenes faecalis), cultura 132
(Achromobacter xylosidans), culturas 137 e 153 (Pseudomonas fluorescens) e culturas 184 e
191 (Pseudomonas putida).

A andlise quimica realizada ao 6leo essencial de Origanum vulgare revelou que o
componente maioritario é o carvacrol (55,34%), sucedendo o timol (33,46%), o cariofileno
(2,04%) e o y-terpineno (1,69%).

0 6leo essencial de Origanum vulgare foi o selecionado para testar nas formulacdes
filmogénicas, tendo-se optado pela matriz filmogénica a base de quitosano (Ch), acido acético,
glicerol, tween 20 e o 6leo essencial de oregdo. Em relacao a aplicacdo deste revestimento
edivel e ao preparado pela empresa, durante o periodo experimental de 40 dias, ndo se
conseguiram obter os resultados expectaveis, pois ndo ocorreu formacdo de pigmentos
visiveis e por sua vez nio houve alteragio de cor na superficie da casca do queijo. Sendo este
ensaio final determinante no sucesso da aplicagdo da formulacdo do revestimento edivel,
torna-se importante no futuro desenvolver novos ensaios em queijos garantindo condi¢des
similares as existentes nas camaras de maturacao utilizadas nas queijarias.
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Vil. Anexos
Anexo 1 - Concentracao minima inibitéria (MIC)

Tabela 1 - Concentracdo minima microbicida (MIC; %, v/v) de diferentes 6leos essenciais sobre a multiplicacao de
diferentes culturas bacterianas do género Pseudomonas e géneros afins.

Oleos essenciais

Ref2 OEP OR 00 OTBL
Microrganismos
0,168 4,49 ok 8,69
2
0,084 ook (--)
7 0,084 1,204 xx 2,324
9 8,69 0,63 2,324 0,63
0,63 (--)
27 8,69 8,69 xk >8,69
29 0,33 4,49 2,324 8,69
67 0,168 = ok (--)
132 (--) 2,324 ok 0,63
137 0,63 (--) ok (--)
153 () >8,69 Aok 2,324
184 ) - xE 2,324
191 () ok ok 1,204

Legenda: (-): Cor nédo conclusiva; (--) sem inibicdo; *** - ndo havia 6leo; 2 - Pseudomonas fluorescens; 7 - Alcaligenes
fecalis; 9 - Achromobacter xylosoxidans; 27 - Pseudomonas putida; 29 - Pseudomonas putida; 67 - Pseudomonas
fluorescens; 132 - Achromobacter xylosoxidans; 137 - Pseudomonas fluorescens; 153 - Pseudomonas fluorescens; 184 -
Pseudomonas putida; 191 - Pseudomonas putida; OEP - 6leo essencial de Cymbogopon citratus; OR- 6leo essencial de
Lavandula luisieri; 00 - 6leo essencial de Origanum vulgare; OTBL- 6leo essencial de Thymus mastichina

Tabela 2 - Concentracao minima inibitoria (MIC) de diferentes extratos de plantas sobre a multiplicagéo de diferentes
culturas bacterianas do género Pseudomonas e géneros afins (%)Oleos da escola (OO0 e OEP)

Extratos aquosos

Ref2 EEP ER EO ETBL
Microrganismos

2 -9 >8,69 -9 >8,69

7 --) >8,69 --) >8,69

9 () Q) () >8,69
27 -) >8,69 ) )
29 (--) >8,69 (--) 8,69
67 () () () ()

132 8,69 8,69 2,324 >8,69
137 ) ) ) )
153 () () () ()
184 ) ) ) )
191 ) ) ) )

Legenda: (--) Sem inibicao; 2 - Pseudomonas fluorescens; 7 - Alcaligenes faecalis; 9 - Achromobacter xylosoxidans; 27 -
Pseudomonas putida; 29 - Pseudomonas putida; 67 - Pseudomonas fluorescens; 132 - Achromobacter xylosoxidans; 137 -
Pseudomonas fluorescens; 153 - Pseudomonas fluorescens; 184 - Pseudomonas putida; 191 - Pseudomonas putida; EEP-
extrato aquoso de Cymbogopon citratus; ER- extrato aquoso de Lavandula luisieri; EO - extrato aquoso de Origanum
vulgare; ET- extrato aquoso de Thymus mastichina.
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Anexo 2 - Concentracao minima bactericida (MBC)

Tabela 3 - Concentracdo minima bactericida (MBC; %, v/v) de diferentes 6leos essenciais sobre a multiplicacdo de

diferentes culturas bacterianas do género Pseudomonas e géneros e afins.

Oleos essenciais

Ref2 OEP OR 00 OTBL
Microrganismos
2 0,035 8,69 oHx 8,69
7 0,084 2,324 ok 4,49
0,168
9 0,168 1,204 4,49 1,204
2,324
27 4,49 8,69 4,49 >8,69
2,324
29 0,63 4,49 ok >8,69
0,33
67 0,168 - xk (--)
132 () 2,324 Aok 1,204
137 0,63 - xk -
153 1,204 >8,69 xE 2,324
0,63 kakk
184 0,168 2,324 o ()
0,33 xk xk 1,204
191 (__) *okk

Legenda: (--) Sem inibicdo; ***- Nao efetuado; 2 - Pseudomonas fluorescens; 7 - Alcaligenes faecalis; 9 - Achromobacter
xylosoxidans; 27 - Pseudomonas putida; 29 - Pseudomonas putida; 67 - Pseudomonas fluorescens; 132 - Achromobacter
xylosoxidans; 137 - Pseudomonas fluorescens; 153 - Pseudomonas fluorescens; 184 - Pseudomonas putida; 191 -
Pseudomonas putida; OEP- dleo essencial de Cymbogopon citratus; OR- 6leo essencial de Lavandula luisieri; O0- 6leo

essencial de Origanum vulgare; OTBL- dleo essencial de Thymus mastichina.

Tabela 4 - Concentracdo minima bactericida (MBC; %, v/v) de diferentes extratos essenciais sobre a multiplicacdo de

diferentes culturas bacterianas do género Pseudomonas e géneros afins.

Extratos aquosos

Ref? EEP ER EO ETBL
Microrganismos

2 - >8,69 - >8,69

- >8,69 - >8,69

9 - >8,69 - >8,69
27 - >8,69 - -
29 - >8,69 - -
67 - - - -

132 >8,69 >8,69 >8,69 >8,69
137 = = = =
153 - - - -
184 - - - -
191 - - - -

Legenda: (--) Sem inibicao; 2 - Pseudomonas fluorescens; 7 - Alcaligenes faecalis; 9 - Achromobacter xylosoxidans; 27 -
Pseudomonas putida; 29 - Pseudomonas putida; 67 - Pseudomonas fluorescens; 132 - Achromobacter xylosoxidans; 137 -
Pseudomonas fluorescens; 153 - Pseudomonas fluorescens; 184 - Pseudomonas putida; 191 - Pseudomonas putida; EEP-
oleo essencial de Cymbogopon citratus; ER- extrato aquoso Lavandula luisieri; EO - extrato aquoso de Origanum vulgare;
ETBL- extrato aquoso Thymus mastichina
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Anexo 3 - Caracteristicas das formulacées dos filmes estudados

Tabela 5 - Resultados das formulacoes dos filmes efetuados

Tipo de Formulagdes

Aspeto visual (apés secagem)

Propriedades mecanicas)

WPI 1% +acido acético 3%

WPI

WPI + G1

WPI + G2

WPI + 6leo

WPI + 6leo + G1

WPI + 6leo + G2

WPI + Tween 20

WPI + Tween 20 + 6leo

WPI + Tween 20 + 6leo + G1

WPI + Tween 20 + 6leo + G2
WPI + G1 + CMC
WPI + G2 + CMC

WPI + G1 + MC

WPI + G2 + MC

Coloragdo amarela, pegajoso e
heterogéneo

Transparente mas pegajoso

Heterogéneo e pegajoso
Coloragdo amarela e heterogéneo

Opaco, heterogéneo e pegajoso

Heterogéneo e pegajoso
Opaco e muito fino

Algumas bolhas, pegajoso e opacas

Algumas estrias, formou uma bolha de

espuma e pegajoso

Algumas estrias, formou uma bolha de

espuma e pegajoso

Nio da para tirar conclusdes ( quebrado)

Muita elasticidade ao esticar parte;
Revestimento fino

Ao cortar fica agarrado ao bisturi
Ndo d4 para tirar conclusdes (tudo quebrado)
Ndo d4 para tirar conclusdes (tudo quebrado)
Ao cortar fica agarrado ao bisturi
Nao da para tirar conclusdes (quebrado)
Rigido

Ao cortar o revestimento fica agarrado ao
bisturi

Fino (Parte com facilidade)
Ao cortar o revestimento parte
Ao cortar fica agarrado ao bisturi

Ao cortar fica agarrado ao bisturi

Ao cortar fica agarrado ao bisturi

WPI 1% +acido acético 3% / Ch 1% +acido acético 3%

WPI + Ch

WPI + Ch +G1

WPI + Ch + G2

WPI + Ch + Oleo

WPI + Ch + Oleo + G1
WPI + Ch + Oleo + G2

WPI + Ch + Oleo + G1 + Tween
20

WPI + Ch + G2 +Tween 20

Opaco mas homogéneo
Coloragdo amarela, heterogéneo
Coloragdo amarela, heterogéneo

Homogéneo, mas opaco
Coloragdo amarela, homogéneo
Coloragdo amarela, heterogéneo

Coloragdo amarela e pegajoso

Coloragdo amarela, heterogéneo e muito

pegajoso

Rigido (Dificil de cortar)
Fino (Parte com facilidade)
Tem boa elasticidade
Rigido (Dificil de cortar)
Fino (Parte com facilidade)
Rigido e ndo tem muita elasticidade

Ao cortar fica agarrado ao bisturi

Fino(Parte com facilidade)

Legenda: WPI- Isolado proteico de soro de leite; Ch- quitosano; G1- glicerol 2%; G2- glicerol 4%.
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