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O aumento da preferéncia dos consumidores por produtos naturais ¢ mini-
mamente processados faz com que um dos maiores desafios da inddstria ali-
mentar seja reduzir os aditivos quimicos sintéticos na produgao e conservagio
de alimentos. Nesse sentido, o uso alternativo de produtos vegetais naturais
tem vindo a receber cada vez mais atengio, principalmente porque muitos
desses produtos possuem propriedades funcionais adicionais.

Os dleos essenciais sao produtos arométicos e voldteis do metabolismo secun-
ddrio das plantas ditas aromdticas, normalmente formados em células ou
orgaos especializados. Quimicamente, sio misturas complexas de compostos
organicos em diferentes concentragoes e com diversas fungoes, nomeada-
mente terpenos, dlcoois, cetonas, aldeidos, fendis, ésteres, dcidos organicos,
entre outros. Geralmente sdo produzidos pelas plantas como defesa contra
predadores ou como sinalizadores para serem visitadas por insetos, contri-
buindo dessa forma para a sua reprodugo.

Os 6leos essenciais sao agentes antimicrobianos de ocorréncia natural encon-
trados em muitas plantas que se mostraram eficazes em diversas aplicagoes,
inibindo a multiplica¢ao e reduzindo a sobrevivéncia de diferentes microrga-
nismos, como bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Muitos destes 6leos
essenciais sdo bem conhecidos pelos seus efeitos antimicrobianos e podem
ser utilizados para controlar os microrganismos patogénicos transmitidos por
alimentos (Bajpai & Back, 2016). Alguns tém mostrado um potencial supe-
rior em comparagdo com os agentes antibacterianos quimicos normalmente
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usados contra bactérias patogénicas (Bajpai & Back, 2016).

A aplicagio de vérios dleos essenciais na industria alimentar tem-se mostrado
eficaz na inibi¢io do desenvolvimento de agentes patogénicos e de alteracio.
Um exemplo ¢ a aplicagio de revestimentos ou filmes ediveis antimicrobia-
nos com a incorporagio de extratos de plantas e/ou os seus dleos essenciais.
Estes constituem uma solugo atual para prolongar a vida util dos produtos
sem afetar negativamente a percegio sensorial dos alimentos onde sao aplica-
dos (Song et al., 2018). Em algumas situagoes, contribuem também para um
aumento do valor nutricional do produto alimentar, como frutas, derivados
de carne e queijos, entre outros.

As bactérias Gram-negativas sio um dos grupos de microrganismos mais
dificeis de inibir, devido a constitui¢io da sua parede celular. Sao também
um grupo que inclui agentes de deterioragio de alimentos, reduzindo a sua
qualidade e valor comercial. E o que sucede com os queijos que apresentam
defeitos de cor na casca provocados por diferentes tipos de microrganismos,
incluindo bactérias do género Pseudomonas (Ferreira, 2017).

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais pode ser atribuida a diferentes
mecanismos, avaliados com recurso a diferentes técnicas 7 vitro e microsco-
pia eletrénica (Bakkali et al., 2008). O mecanismo de agio mais estudado é
atribuido a natureza hidrofébica dos dleos essenciais, que através da despola-
rizagio da parede e membrana celular, induzem alteragoes na permeabilidade
¢ lise celular. Em alguns casos, esta atividade pode ser potenciada devido a
efeitos da interacio de diferentes constituintes quimicos, sejam eles antago-
nisticos, aditivos ou sinergsticos dos dleos e extratos vegetais. De acordo com
diversos autores, o elevado poder antimicrobiano dos dleos essenciais tem sido
revisto e compilado, verificando-se que grande parte da agdo positiva provém
de dleos essenciais extraidos de plantas da familia Lamiaceae.

Neste contexto, o Laboratério de Microbiologia da Escola Superior Agrd-
ria (ESACB) do Instituto Politécnico de Castelo Branco (IPCB) tem vindo,
desde 2011, a efetuar estudos sobre a a¢io antimicrobiana de dleos essenciais
e de extratos de espécies vegetais autoctones ou com potencial biotecnoldgico
para a regio da Beira Interior (Delgado et al., 2015). Este trabalho tem vindo
a ser desenvolvido em colaboragao com o Centro de Apoio Tecnoldgico Agro-
-Alimentar (CATAA) e, mais recentemente, com o Centro de Biotecnologia

de Plantas da Beira Interior (CBPBI).
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Torna-se importante para a comunidade escolar garantir que, para além da
aprendizagem de tematicas cientificas e de investigagio, estes conhecimentos
se tornem uteis no dia-a-dia, contribuindo para o desenvolvimento de novos
produtos de forma sustentdvel. A temdtica dos dleos essenciais permite diver-
sas abordagens por parte do estudante, tanto a nivel social, como tecnoldgico
e cientifico.

Com o intuito de valorizagio das espécies vegetais autdctones e de prospecao
de compostos bioativos em plantas aromdticas, tem sido efetuada a produgio
de dleos essenciais, extratos e hidrolatos e a determinagio da sua composicio,
com o objetivo de investigar a sua atividade antimicrobiana. Estes trabalhos
tém sido alvo de atividades desenvolvidas com estudantes de diferentes niveis
de ensino, desde o ensino secunddrio, passando pelo ensino tecnoldgico,
licenciaturas, mestrados e doutoramentos, bem como préticas de métodos no

ambito de estdgios de estudantes internacionais com acordo de cooperagio
com o IPCB.

Contribuicao dos estudantes na investigacao preconizada

Os trabalhos desenvolvidos na Escola Superior Agraria de Castelo Branco
(ESACB) e nos seus laboratérios tém por objetivo estudar a atividade antimi-
crobiana 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 i sua utilizagio na formulagio de novos
produtos ediveis (entre eles os revestimentos e embalagens) com propriedades
antimicrobianas.

Para além dos trabalhos especificos de investigagio durante a realizaio de
estagios e teses de estudantes ao nivel dos cursos técnicos superiores profissio-
nais (CTeSP), licenciatura, mestrado e doutoramento, estas metodologias sao
abordadas em unidades curriculares (UCs) de diversos cursos que decorrem
na ESACB. Nomeadamente no CTeSP de Andlises Quimicas e Bioldgicas, nas
UCs de Andlise Fisico Quimica dos Alimentos e de Andlise Microbioldgica de
Alimentos, na Licenciatura de Biotecnologia Alimentar, nas UC de Fisiologia
Microbiana e de Microbiologia Alimentar, no Mestrado em Inovagio e Qua-
lidade na Produgio Alimentar, na UC de Microbiologia Avangada (Tabelas
le2).
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Tabela 1. Trabalhos desenvolvidos em teses de licenciatura, mestrado ou
doutoramento. OF - éleos essenciais; E - extratos; H - hidrolatos.

Recurso . . ,
OE, vegetal Microrganismos Pos.swe} Curso Ref
E,H . testados aplicagio
valorizado
Graga
(2012),
Graga et
Antiftngico al. (2014),
. ) ) Delgado et
Lavandula ~ Rosmani- Rbizopus, Botrytis para
. . . LNHQA al. (2007),
luisieri (OE) nho-menor  cinerea aplicar em
Delgado
morangos (2010)
Gonzalez-
Coloma et
al. (2011)
Listeria .
Pires
Melaleuca monocytogenes, (2013)
armillaris Melaleuca  Pseudomonas _ LBA ) ’
. . Pires et al.
(OE) aeruginosa, Yarrowia
. . (2013)
lipolytica
L. monocytogenes,
. P aeruginosa, Y.
Acacia lipolytica, Penicillium Lourenco
dealbata Mimosa poyuct, . LNHQA §
(OE ¢ H) commune, (2014)
Penicillium
chrysogenum
L. monocytogenes,
Staphylococcus
aureus, Bacillus
Prerospar- subtilis, P aeruginosa, Antimicro-
. . . . Coelho
tum triden-  Carqueja Escherichia coll, biano em DEA (2015)
tatum (E) Candida albicans, cereja
Pichia fermentans,
Monilinia fructigena,
Monilinia laxa
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Continuacio da Tabela 1.

Recurso

OE, vegetal Microrganismos Pos.swe! Curso Ref
E,H valorizado testados aplicagio
L. monocytogenes, S.

Cistus aureus, P aeruginosa, ?;(I)l;(g)
ladanifer Esteva E. coli, Y. lipolytica, LEBA Santos ’et
OEeH Rbhi , B. cinerea,
oeeH o
Cymbopogon
citratus, L.
luisieri, M.
a@zl[arzx, Erva-prin-  Pseudomonas L
Origanum . Inibicio de
vlgare cipe, rosma-  fluorescens, agentes de Abreu

. ninho-me-  Peudomonas putida, . (2018),
lj;;n'm;’;i.ms nor, orégio,  Alcaligenes faecalis, deferlltos de MIQPA Abreu et
07776”1 » alecrim, Achromobacter (cio a .c.asca al. (2018)
o ;; Z;Z,M tomilho xylosoxidans € queto
Thymus
vulgaris
(OEeE)
C. ladanifer,
Lavandula Est
pedunculata, StEva, .
? rosmani-
o_].ﬁcina s T nho-maior, P fluorescens, P Inibicio de
astic /ﬂ'n,a " alecrim, putida, A. faecalis, agentes de Pratas
mastichina tomilho, A. xylosoxidans, P defeitosde LB (2018)
Helich m;n perpétua- aeruginosa cor na casca
oec /Ja?/ -das-areias, de queijo
Arbutm’ medro-
unedo, (OF nheiro
eE)
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Continuagio da Tabela 1.

OE,
E,H

Recurso
vegetal
valorizado

Possivel
aplicagio

Microrganismos
testados

Curso

Ref.

L. luisieri

(OE,EeH)

Rosmani-
nho-menor

L. monocytogenes
NCTC 11994,

L. monocytogenes
CP6/04, B. cereus
ATCC 11778, B.
cereus SBC, S. aureus
ATCC 25923,
Staphylococcus
coagulase positiva
75-5d-191,

E. coli ATCC
25922, _ DB
E. ¢c0li Q2.2012.AQ,
P aeruginosa

ATCC 27853, P
aeruginosa L1P2-69,
D fluorescens ATCC
13525, P, fluorescens

Domin-
gues et al.
(2017)

78-117,

Yarrowia lipolytica,
Rhizopus, Botrytis
cinerea,

Penicillium commune

L.luisieri

(OE)

Rosmani-
nho-menor

Aspergillus
carbonarius,
Rhizopus stolonifer,
Penicillium
brevicompactum,
Aureobasidium
pullulans,

Saccothecium rubi

Domin-
DB gues et al.
(2019¢)

L.luisieri

(OEeE)

Rosmani-
nho-menor

A. carbonarius,

R. stolonifer, 2

brevicompactum, A.

pullulans, S. rubi

Antifingico

) Domin-
em revesti-

DB gues et al.
(2019a)

mentos para
frutos
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Continuacio da Tabela 1.

Recurso

OE,

EH vegetal

valorizado

Microrganismos Possivel
Curso

testados aplicagio

Ref.

L
pedunculata  Rosmani-
eC. nho-maior e

ladanifer
(OE, EeH)

esteva

E. coli ATCC

25922,

E coli Q2.2012.AQ,

P aeruginosa

ATCC 27853, P
aeruginosa L1P2-69,

P fluorescens ATCC

13525, P fluorescens
78-117,

S. aureus ATCC DB
25923, -
Staphylococcus

coagulase positiva
75-5d-191,

L. monocytogenes

NCTC 11994,

L. monocytogenes

CP6/04, B. cereus

ATCC 11778, B.

cereus SBC

Frazao et
al. (2019)

Domin-
gues et al.
(2019b)

LNHQA- Licenciatura em Nutrigdo Humana e Qualidade Alimentar (ESACB); LBA-
Licenciatura em Biologia Aplicada (ESACB); DEA-Doutoramento em Engenharia Alimentar
(UTL/ESACB); LEBA-Licenciatura em Engenharia Bioldgica e Alimentar (ESACB); MIQPA-
Mestrado em Inovacio e Qualidade na Producio Alimentar (ESACB); LB-Licenciatura
em Biotecnologia (ESAC/ESACB); DB-Doutoramento de Bioquimica (UBI/ESACB)
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Tabela 2. Trabalhos de colaboragio com escolas secunddrias e programas de

mobilidade internacional. OF - dleos essenciais; E - extratos; H - hidrolatos.

OE, Recurso Microrganismos o .
EH vegetal restados Institui¢o / Projeto  Ref.
’ valorizado
ﬁl:if cinalis Alecrim L. monocytogenes, Instituto Federal de
solvestris inheirc; D aeruginosa, Brasilia- Mobilidade ~ Silva et al.
' ’ PLIACILO, Y lipolytica, P internacional. (2016)
Eucalyptus eucalipto ) (2013)
globulus (OE) crrysegensm
Escola Secunddria
do Entroncamento
(alunos 11° ano)
/114 Ed, Prémio Mencio
Fundagio llidio ¢
Chamaeme- . T honrosa
. Pinho / Projeto “Um L,
lum fuscatum, S. aureus, E. coll, . Prémio
o ) . bloom de camomilas 5
Matricaria Margaga, Candida albicans, L Fundagio
. . , . na Secundéria - o
camomila, camomila Rhizopus, Botrytis ma estratéei Ilidio
Matricaria cinerea 4 ra ¢ aja iigza ) Pinho,
recudita (OE) para a valorizagao “Ciéncia
de um recurso N
. na Escola
silvestre, uma
planta aromdtica e
medicinal (PAM)”
(2014).
Escola Profissional
do Fundio/ 132 Ed.
Juniperus S. aureus, E. Projeto Ciéncia na
communis Zibro coli, C. albicans, Escola, Fundagio
Rhizopus, B. cinerea,  1lidio Pinho/ Projeto
Penicillium “O zimbro ao

servico da satide”

(2016)
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Continuacio da Tabela 1.

OE, Recurso Microrganismos L .
EH vegetal testados Instituicdo / Projeto  Ref.
’ valorizado
Escola Secunddria
Nuno Alvares,
Castelo Branco
B. cereus, S. aurens,  (alunos 12° ano)/
E. coli, P aeruginosa, Projeto desenvolvido
C. ladanifer Esteva P fluorescens, na disciplina de
C. albicans, P Biologia “Atividade
chrysogenum antimicrobiana
do éleo essencial
de esteva da Beira
Baixa” (2017)
Instituto Federal de
Allium AlL P, fluorescens, P Brasilia- Mobilidade
sativum, oc . putida, A. faccalis internacional —
I r(;fmzi“.' i A. xylosoxidans, P €stdgio tecnolégico
pedunculata oo aeruginosa (2018)

Metodologias utilizadas

Virios 6leos essenciais, extratos aquosos ¢ hidrolatos de diferentes origens
geograficas, tém sido obtidos por hidrodestilagao em aparelho modificado de
Clevenger (Figura 1) ou por arrastamento de vapor no caso dos ensaios com
dleos provenientes de produtores de dleos essenciais. Os extratos de plantas
testados tém tido diversas formas de obtengio, desde extratos aquosos, etand-

licos, metandlicos e hidroalcodlicos.
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Figura 1. Preparacio de material vegetal e hidrodestilacio em aparelho Clevenger.

Para a determinagio da sua atividade antimicrobiana, os 6leos essenciais sio
testados em ensaios preliminares usando o método de disco - difusio em agar.
A concentragio minima inibitéria (CMI) é determinada usando o método da
microdilui¢do em caldo para as bactérias e os fungos filamentosos e o método
da macrodilui¢io em caldo para as leveduras. A concentragio minima micro-
bicida (CMM) ¢ igualmente determinada. Na Figura 2 estd apresentada uma
microplaca usada para a determinagio da CMI de ¢leos essenciais de Ori-
ganum vulgare (O0) e Cymbopagon citratus (OEP) sobre Pseudomonas fluores-
cens ESACB 153, usando o indicador resazurina. Os pogos a roxo indicam ini-
bi¢ao da multiplicagio dos microrganismos e pogos a rosa indicam auséncia
de inibicao.

Figura 2. Determinagio da concentragido minima inibitdria pelo método
da microdiluicio em microplaca com bleos essenciais de Origanum
vulgare (O0) e Cymbopogon citratus (OEP) (Abreu, 2018). CP-Pogo
com meio de cultura Mueller Hinton Broth (MHB) e indculo; CN-
Poco com MHB e o bleo essencial; CM-Pogo apenas com MHB.
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A andlise quimica dos componentes dos 6leos essenciais tem sido efetuada por
cromatografia gasosa com detegio por espectrometria de massa (GC-MS). Na
Tabela 3 referem-se alguns dos microrganismos isolados de produtos agroali-
mentares, manipuladores e utensilios alimentares, perante os quais se testa a
acdo antimicrobiana dos éleos essenciais relativamente 4 sua eficdcia na con-
servagao e preservagao dos alimentos onde possam ocorrer.

Tabela 3. Microrganismos isolados maioritariamente de produtos agroalimentares.

Microrganismos

Origem

Listeria monocytogenes ESACB_
CP6/04

Pseudomonas aeruginosa ESACB_
P6/06

Yarrowia lipolytica ISA 1708
Rhizopus sp. ESACB
Rhizopus stolonifer ESA.M.44

Botrytis cinerea ISA

Penicillium chrysogenum ESACB_
Pen7/06

Penicillium commune ESACB_
Pen8/06

Penicillium brevicompactum ESA.M.60

Aspergillus carbonarius ESA.M.51

Aureobasidium sp. ESA.M.34
Aureobasidium sp. ESA.M.65

Saccothecium rubi ESA.M.89

DPseudomonas fluorescens ESACB_P2

Casca de queijo de ovelha (Pintado et
al.,, 2010)

Leite cru de ovelha (Pintado et al.,
2010)

Casca de queijo de ovelha (Carreira et

al,, 1998)
Morango (Graga, 2011)

Medronho (Domingues, 2018. Dados
ainda nio publicados)

Tomarte (Graga, 2011)

Casca de queijo de ovelha (Pintado et
al,, 2010)

Casca de queijo de ovelha (Pintado et
al.,, 2010)

Medronho (Domingues, 2018. Dados
ainda nio publicados)

Medronho (Domingues, 2018. Dados

ainda nio publicados)

Medronho (Domingues, 2018. Dados
ainda nao publicados)

Medronho (Domingues, 2018. Dados
ainda nio publicados)

Leite de ovelha (Ferreira, 2018)
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Continuacio da Tabela 3.

Microrganismos

Origem

Alcaligenes faecalis ESACB_A7

Achromobacter xylosoxidans ESACB_
A9

Pseudomonas putida ESACB_P27

Pseudomonas putida ESACB_P29
Pseudomonas fluorescens ESACB_P67

Achromobacter xylosoxidans ESACB_
Acl37

Pseudomonas fluorescens ESACB_P153

Pseudomonas putida ESACB_DP184

Pseudomonas putida ESACB_P191

Leite de vaca (Ferreira, 2018)

Zaragatoa a0 ambiente de uma
queijaria (Ferreira, 2018)

Zaragatoa a manipulador de alimento
(Ferreira, 2018)

Agua nio tratada (Ferreira, 2018)
Leite de cabra (Ferreira, 2018)

Zaragatoa de Francela (Ferreira, 2018)

Zaragatoa do carrinho de inox
(Ferreira, 2018)

Zaragatoa de escova de lavar queijo
(Ferreira, 2018)

Zaragatoa do carrinho de inox 1
(Ferreira, 2018)

Os 6leos essenciais, extratos e hidrolatos tém sido extraidos de diversos tipos

de plantas recolhidas pelos alunos e bolseiros, ou por produtores de éleos

essenciais da regido que pretendem testar a qualidade dos seus produtos. Na

Tabela 4 sao indicados alguns dos 6leos essenciais e extratos mais testados.

Atualmente, a base destes trabalhos foca-se na aplicagao em formulagoes para

revestimentos ediveis que possam ser aplicadas no controlo de microrganis-

mos de alteracio na superficie de queijos, frutos e outros alimentos (Figura

3). Assim, os 6leos essenciais e/ou extratos aquosos que revelarem um melhor

desempenho nos ensaios preliminares de atividade antimicrobiana tém sido

selecionados para a incorporagio nas formulagoes.
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Tabela 4. Espécies de plantas aromiticas mais estudadas.

Espécie (Nome Cientifico)

Oleo essencial ~ Extratos

Hidrolatos

Acacia dealbata
Chamaemelum fuscatum
Cistus ladanifer
Cymbogopon citratus
Eucalyptus globulus
Helicrysum stoechas

Lavandula stoechas subsp.
luisieri

Lavandula pedunculata
Matricaria recudita
Melaleuca armillaris

Origanum vulgare subsp.
virens

Pinus pinaster
Prerospartum tridentatum
Rosmarinus officinalis
Thymus mastichina

Thymus vulgaris

XXX X X X

>
>

>
>
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Figura 3. Ensaio de revestimentos bioativos em frutos.

Consideragoes finais

Os resultados obtidos dos trabalhos apresentados na Tabela 1 permitem afir-
mar que os 6leos essenciais, extratos e hidrolatos poderao ser utilizados na
preservagao dos alimentos seja em pés-colheita, seja na industria transfor-
madora, pela utilizagio de métodos mais naturais. Uma das possibilidades
¢ a sua incorporagdo em matrizes filmogénicas ediveis para revestimento de
alimentos.

A integragio dos estudantes neste tipo de estudos tem originado interesses
diversos por parte dos mesmos ao nivel da qualidade dos produtos alimen-
tares, bem como na prossecugio da sua vida académica e profissional nestas
dreas de trabalho.
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