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RESUMO: A utilizagdo de métodos inovadores de controle microbioldgico
em alimentos pode representar uma alternativa aos tradicionais, e tem se mos-
trado promissora para a obtengdo do melhor compromisso entre seguranga e
qualidade na industria alimenticia. Neste sentido, o presente trabalho teve por
objetivo avaliar o emprego de dleos essenciais, ultrassom e didoxido de carbono
supercritico (SC-CO2) para controle de micro-organismos. Como micro-
-organismos modelo para todos os testes, utilizou-se Listeria monocytogenes
(Gram-positiva) e Salmonella choleraesuis (Gram-negativa). Foram avaliados
os 0leos essenciais de alecrim e orégano pelos métodos de difusao em placas
e determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM). Para os testes com
ultrassom submeteu-se um caldo bacteriano a banho ultrassénico com poténcia
de 154 watts, frequéncia de 40 kHz, com temperatura da agua de 35°C, em
diferentes tempos de exposi¢do (30, 60 € 90 min). Para a avaliagdo do SC-CO,,
impregnou-se pedacos de mortadela com as bactérias ¢ submeteu-se a uma
pressao de 200 bar/min, por 120 minutos a 30°C. O 6leo essencial de orégano
demonstrou maior atividade que o 6leo de alecrim e maior sensibilidade da
bactéria Gram-positiva em relagdo a Gram-negativa no teste de difusdo em
placas. Na determinacdo da CIM, confirmou-se a maior atividade do 6leo de
orégano, porém com maior efeito sobre Gram-negativa. O tratamento com
ultrassom ndo se mostrou eficiente sobre L. monocytogenes ¢ S. choleraesuis
em nenhum dos tempos avaliados. O tratamento com SC-CO, mostrou-se
satisfatorio com reducdo de aproximadamente 3 Log UFC/g.
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ABSTRACT: The use of innovative methods of microbiological control in
foods as an alternative to the traditional ones has shown to be promising to
obtain the best commitment between safety and quality in the food industry. In
this sense, the present work had the objective to evaluate the use of essential
oils, ultrasound and supercritical carbon dioxide (SC-CO,) for the control of
microorganisms. As model microorganisms for all tests, Listeria monocyto-
genes (Gram-positive) and Salmonella choleraesuis (Gram-negative) were
used. The essential oils of rosemary and oregano were evaluated by plate
diffusion methods and minimum inhibitory concentration (MIC) determina-
tion. For the ultrasonic tests, a bacterial broth was subjected to ultrasonic bath
with a power of 154 watts, frequency of 40 kHz, with water temperature of
35°C, at different exposure times (30, 60 and 90 min). For SC-CO, evaluation,
mortadella pieces were impregnated with the bacteria and subjected to a pres-
sure of 200 bar/min for 120 minutes at 30 °C. Oregano essential oil showed
higher activity than rosemary oil and greater sensitivity of Gram-positive to
Gram-negative bacteria in the plate diffusion test. In the determination of MIC,
the higher activity of oregano oil was confirmed, but with greater effect on
Gram-negative. Ultrasound treatment was not efficient on L. monocytogenes
and S. choleraesuis at any of the evaluated times. The treatment with SC-CO,
was satisfactory with reduction of approximately 3 Log CFU/g.

Keywords: Ultrasound. Essential Oil. Supercritical. Microorganisms.

Introducgao

A procura por tecnologias ndo conven-
cionais para o processamento de alimentos
vem ganhando cada vez mais espaco nas
pesquisas. Como a alta qualidade ¢ um dos
desafios da industria de alimentos, técnicas
de preservacao moderadas — capazes de reter
a qualidade inicial dos alimentos e reduzir a
carga microbiana — estdo sendo consideradas
interessantes por processadores de alimentos.

Alteracdes nos alimentos, causadas prin-
cipalmente por micro-organismos, exigem
novos processos de conservacgao dos alimen-
tos, sejam isolados ou em associagdo, que vi-
sam a evitar essas alteragdes, possuindo como
objetivos principais o aumento da vida util
¢ a melhoria da qualidade microbioldogica e
sanitaria dos alimentos (SOUSA et al., 2012).
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A resisténcia de micro-organismos as
drogas tem aumentado nos ultimos anos,
gerando a necessidade de novos avangos.
Assim, extratos e oleos essenciais vegetais
podem ser uma alternativa para combater
micro-organismos, pois sdo fonte de dife-
rentes mecanismos antimicrobianos (YAP
et al., 2014). Com isso, os dleos essenciais
sdao utilizados em um amplo espectro de
micro-organismos, incluindo bactérias Gram-
-positivas ¢ Gram-negativas (HELANDER
et al., 1998).

Um dos métodos de conservacao nao tér-
mica de alimentos que se destaca na industria
alimenticia é o de alta pressdo com dioxido de
carbono supercritico (SC-CO,), propiciando
beneficios do ponto de vista microbiologico e
mantendo qualidade nutricional na produgao
de alimentos (SHINAGAWA et al., 2013).
Embora o efeito antimicrobiano do SC-CO,
tenha sido demonstrado principalmente para
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produtos alimentares liquidos, alguns traba-
lhos de pesquisa investigaram a possibilidade
de explorar o tratamento em alimentos s6li-
dos. O método de preservagdo de SC-CO,
oferece varias vantagens, pois o dioxido de
carbono usado neste processo ndo ¢ apenas
um solvente potente para uma ampla gama
de compostos de interesse no processamento
de alimentos, mas ¢ relativamente inerte, ba-
rato, ndo toxico, ndo inflamavel, reciclavel e
prontamente disponivel em alta pureza, ndo
deixando nenhum residuo quando removido
apo6s o processo (WILLIAMS; CLIFFORD,
2000). Além disso, é considerado um
solvente GRAS (Geralmente Reconhecido
como Seguro para Alimentos), que significa
que ele pode ser utilizado em produtos
alimentares (FERRENTINO et al., 2014).

Com relacao aos alimentos solidos, o
processamento a alta pressao tem sido utili-
zado para a preservagdo da carne de frango,
carne de porco, surimi de salmao, com efeitos
positivos consideraveis sobre a atividade de
proteases, propriedades de textura, sabor e
aroma (YAGIZ et al., 2009, CHOUHAN et
al., 2015).

O ultrassom ¢ um método amplamente
investigado, responsavel pela ruptura das
paredes das bactérias, tornando-as mais sus-
cetiveis a ruptura e inativagdo. O ultrassom
pode ser combinado com outros tratamentos
na industria alimenticia, como calor e produ-
tos quimicos para inativar bactérias (BETTS
et al., 2014). Além disso, foi relatado que
este processo poderia ser eficaz na remogao
de biofilme (SREY et al., 2013). O ultras-
som apresenta um efeito de cavitagdo, que
¢ formado por cavidades ou bolhas no meio
liquido, resultando em uma certa quantidade
de gas que pode levar a alteracdes estruturais
ou funcionais nas células, devido a ruptura
das ligagdes moleculares (J OSE; VANETTI,
2012). A energia gerada por este processo
libera micro-organismos de biofilmes (JAY,
2005).
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Nesse sentido, este trabalho teve por obje-
tivo verificar a aplicabilidade das tecnologias
alternativas, como o uso de 6leos essenciais,
ultrassom e dioxido de carbono supercritico
(SC-CO,) para controle microbiano contra
cepas de Listeria monocytogenes (Gram-
-positiva) e Salmonella choleraesuis (Gram-
-negativa).

Material e Métodos

Para avaliar o controle microbiano em-
pregando diferentes tecnologias alternativas,
como o uso de dleos essenciais de alecrim
e orégano, ultrassom e didoxido de carbono
supercritico (SC-CO,), foram selecionadas
duas bactérias: Listeria monocytogenes
ATCC 7644 (Gram-positiva) e Salmonella
choleraesuis ATCC 10708 (Gram-negativa).
As cepas foram mantidas refrigeradas a 4°C
até o momento do subcultivo.

Atividade antimicrobiana de d6leos
essenciais

Para determinar a atividade antimicro-
biana foram avaliados 6leos essenciais
comerciais de alecrim e orégano (Ferquima
Ltda.) pelos métodos de difusdo em placa
¢ determinagdo da concentragdo inibitdria
minima (CIM).

No método de difusdo em placas empre-
gou-se o meio de cultura 4gar Luria Bertani-
LBA (10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de
levedura, 5 g/l de NaCl e 10 g/L de agar) e
discos de papel Watmann n° 3, com 11 mm
de diametro. Os experimentos foram reali-
zados em triplicata, sendo que cada placa
continha um disco de controle negativo
(sem 6leo) e discos com diferentes volumes
de 6leo essencial (5, 15 e 25uL). As placas
foram incubadas a 35-37°C por 24 horas e,
posteriormente, medido o halo de inibigdo de
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crescimento, considerando o didmetro total
do halo em mm (CANSIAN et al., 2010).

A determinagao da concentragao inibitdria
minima (CIM) dos 6leos essenciais de ale-
crim e orégano foi realizada pela avaliagao
do crescimento microbiano em meio liquido
Luria Bertani - LB (10 g/L de triptona, 5
g/L de extrato de levedura e 5 g/L de NaCl),
contendo diferentes concentragdes iniciais de
cada 6leo (3 e 4%), avaliando-se absorbancia
através do leitor automatico de microplacas
(Marca Bio-Tec Instruments Inc., modelo
EL800), com comprimento de onda pré-se-
lecionado de 490 nm. Cada micro-organismo
foi inoculado em microplacas (ELISA) com
150uL de caldo LB, acrescido de 2% do
emulsificante dimetilsulféxido (DMSO), com
dilui¢des sucessivas de cada o6leo essencial
(GAIO et al., 2015). Posteriormente ao pro-
cesso de inoculagdo, as microplacas foram
incubadas a 35-37°C por 24 horas.

A inibic¢do do crescimento foi determinada
pela diferenca entre as leituras realizadas em
24 horas pela leitura realizada em 0 hora de
incubacgdo. Os valores médios de absorbancia
foram analisados estatisticamente pelo Excel
para determinar a CIM.

Inativagao de micro-organismos por
ultrassom

Os experimentos de inativagao microbia-
na por ultrassom foram realizados conforme
metodologia descrita por Hamann et al.
(2018). As bactérias foram incubadas em
tubos de ensaio contendo caldo LB por 24 ho-
ras a 35-37°C. Em seguida, foram realizadas
diluigdes (102,10 e 10*) em agua peptonada
(0,1%) e entdo os tubos foram submetidos
ao banho de ultrassom (Unique, Ultrasonic
2500) por 30, 60 e 90 minutos, com poténcia
de 154 watts, frequéncia de 40 kHz, com
temperatura da agua de 35°C, além de um
tubo controle sem tratamento ultrassonico
mantido na mesma temperatura.
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Apo6s a exposicdo ao ultrassom, foi re-
alizado o plaqueamento em superficie em
meio LBA e incubados por 24 horas a 35-
37°C, para posterior contagem das colonias
e verificagdo da possivel redugdo no niimero
de unidades formadoras de coldnias viaveis.
Os resultados foram expressos em UFC/mL.

Inativagcao de micro-organismos
empregando diéxido de carbono
supercritico (SC-CO,)

Inicialmente as bactérias foram incubadas
individualmente em caldo LB por 24 horas a
35-37°C. Em seguida, 3g de mortadela foram
contaminados com uma solu¢do bacteriana de
20 mL com 1,0 x 10° UFC/g de L. monocyto-
genes e S. choleraesuis. As amostras foram
submetidas a uma pressdo de 200 bar/min,
por 120 minutos a 30°C em uma célula de
volume variavel (SOARES etal., 2013). Pos-
teriormente, as amostras de mortadela foram
submetidas a analise microbiologica, com
diluigdes sucessivas e plaqueamento em LBA
e incubagao por 24 horas a 35-37°C, sendo os
resultados expressos em Log UFC/g.

Resultados e Discussao

Acao antimicrobiana dos 6leos
essenciais de alecrim e orégano

Difusdo em discos

A Tabela I apresenta os resultados dos
diametros totais dos halos de inibigdo (mm)
dos oleos essenciais de alecrim e orégano
sobre L. monocytogenes ¢ S. choleraesuis.

O oleo essencial de alecrim demonstrou
atividade de inibi¢ao semelhante para as duas
bactérias nas doses de 15 ¢ 25 pl, mas sem
atividade para L. monocytogenes na dose de
5 pL.

Ja o 6leo essencial de orégano apresentou
maior atividade sobre L. monocytogenes em
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Tabela I - Diametro dos halos de inibigdo (mm) dos 6leos essenciais de alecrim e orégano sobre L. monocytogenes e S.

choleraesuis

Alecrim Orégano
Volume (pL) (Halo mm) (Halo mm)
L. monocytogenes S. choleraesuis L. monocytogenes  S. choleraesuis
0 - - - -
3 - 11,5 2525 15
15 11,1 11,6 25,5 14
2 13,3 13 29 18,75

todas as doses avaliadas, indicando maior
sensibilidade da bactéria Gram-positiva
em relagdo a Gram-negativa para este oleo.
Observa-se ainda uma maior inibi¢ao do 6leo
essencial de orégano em relagdo ao o6leo de
alecrim, independentemente da dose testada.

Determinac&o da concentragao
inibitéria minima

Na Tabela II apresentam-se os resultados
da determinagdo da concentracdo inibitoria
minima dos o6leos essenciais de alecrim e

orégano sobre L. monocytogenes e S. cho-
leraesuis.

Tabela II - Concentragdo inibitéria minima dos 6leos
essenciais de alecrim e orégano sobre L. monocytogenes e
S. choleraesuis

. . CIM (%)
Micro-organismos
Alecrim Orégano
S. choleraesuis 1,00 0,38
L. monocytogenes 2,00 0,50

Observa-se que o 6leo essencial de ale-
crim teve uma CIM menor para S. cholerae-
suis emrelagdo a L. monocytogenes, corrobo-
rando os resultados obtidos na avalia¢do por
difusdo em placas, em que a dose de 5 pL ja
apresentava halo de inibi¢ao. O 6leo essencial
de orégano também foi mais eficiente sobre
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S. choleraesuis, com comportamento inverso
em relagdo aos resultados obtidos na difusdo
em placas. O 6leo essencial de orégano con-
firmou a maior atividade antibacteriana em
relacdo ao 6leo de alecrim para ambas as
bactérias, porém indicando maior sensibili-
dade da bactéria Gram-negativa em relacao
a Gram-positiva.

Observa-se nao haver uma relacao direta
entre o diametro do halo de inibi¢ao e a con-
centracdo inibitéria minima. Estes resultados
demonstram que este método de avaliacao
pode ser utilizado como método de avaliacao
prévio, por ser reconhecido e determinar a
sensibilidade de muitos micro-organismos a
determinados farmacos, produzindo resulta-
dos semiquantitativos, ainda que de acordo
com alguns autores so qualitativos e nem
sempre reprodutiveis (GAIO et al., 2015).

As bactérias Gram-negativas, como a S.
choleraesuis, apresentam na sua estrutura
uma parede composta por uma fina cama-
da de polipeptideoglicano, enquanto as
Gram-positivas, como a L. monocytogenes,
apresentam uma parede composta por uma
camada espessa de polipetideoglicano. Por
esse motivo, a S. choleraesuis foi mais afeta-
da pela acao dos dleos essenciais de alecrim
e de orégano (MARTINS et al., 2001).
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Inativagdo de micro-organismos
empregando ultrassom

O efeito do ultrassom nos micro-orga-
nismos ¢ devido a alta poténcia de radiagdo,
pois pode deslocar, distorcer ou reorganizar
as particulas intercelulares em relagdo a suas
configuracdes normais. Esses efeitos estdo
diretamente associados as tensoes hidrodina-
micas suficientes que causam danos as células
e macrocélulas suspensas (FONTANA et al.,
1996).

A Tabela III apresenta os resultados do
tratamento com ultrassom sobre a contagem
dos micro-organismos (UFC/mL).

Tabela III - Contagem de L. monocytogenes e S.
choleraesuis em relagdo ao tempo de exposigao ao
ultrassom

Tempo L. monocytogenes S. choleraesuis
(min) (UFC/mL) (UFC/mL)
0 1,1x10¢ >1,0x108
30 9,6x107 >1,0x10°
60 1,7x107 >1,0x108
90 5,1x107 >1,0x108

Os tratamentos com ultrassom nao de-
monstraram acao bactericida para as duas
bactérias avaliadas, pois quando se com-
param os resultados obtidos em diferentes
tempos 30 60 e 90 minutos, comparados com
o tempo 0, nota-se que ndo houve diminui¢ao
da contagem microbiana.

Resultados semelhantes foram obtidos
por Bhat; Goh (2017), em que nao foi
possivel observar redugdo significativa da
contaminagao microbioldgica ao tratar suco
fresco de morango com ultrassom (25 kHz
por 15 ¢ 30 min a 20 °C).

Os fatores que poderiam afetar a des-
truicdo de micro-organismos pelo ultrassom
sd0: o tempo de contato/exposi¢do, o tipo
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de micro-organismo, o volume de produto
a ser processado, a composicdo do mesmo
¢ a temperatura de tratamento (FDA, 2000).

As diferengas na viscosidade dos meios
também podem explicar algumas das diferen-
¢as, uma vez que hd um nimero mais elevado
de sobreviventes de micro-organismos em
meios mais viscosos, pois a alta viscosidade
protege os micro-organismos, reduzindo a
cavitagdo (SANTOS et al., 2010).

Inativagao de bactérias empregando
diéxido de carbono supercritico (SC-
C0O2)

A aplicag@o do uso da técnica de alta pres-
sdo de dioxido de carbono (CO,) em alimen-
tos vem sendo objeto de estudos cientificos. O
efeito antimicrobiano do uso de supercritico
tem demonstrado maior eficacia em produtos
alimenticios liquidos (FERRENTINO et al.,
2014), com uma menor quantidade de traba-
lhos em matrizes solidas.

O processo a alta pressdo consiste em
uma tecnologia inovadora de processamen-
to de alimentos com utilizagdo de pressdes
elevadas, que possui vantagens em relacao as
tecnologias térmicas convencionais, manten-
do as caracteristicas sensoriais do alimento
bem proximas do original e garantindo um
alimento seguro do ponto de vista microbio-
logico, por prolongado periodo de vida util.

A Tabela IV apresenta os resultados da
contagem de L. monocytogenes ¢ S. chole-
raesuis apOs tratamento com alta pressao de
dioxido de carbono (CO,).

Os resultados encontrados com a bac-
téria Gram-positiva (L. monocytogenes) e
a bactéria Gram-negativa (S. choleraesuis)
utilizando o método supercritico, submetidos
auma pressao de 200 bar/min, por 120 minu-
tos a 30°C foram satisfatorios, quando com-
parados a contagem dos micro-organismos
sobreviventes sem tratamento. Considerando
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Tabela IV - Contagem dos micro-organismos sobreviventes ao tratamento com alta pressdo de dioxido de carbono (CO,)

L. monocytogenes (UFC/g)

S. choleraesuis (UFC/g)

Com tratamento

5,0 x 107

4,0x 10?

Sem tratamento

Incontavel

Incontavel

ainoculacdo de 1,0 x 10° UFC/g, observa-se
uma redu¢do de aproximadamente 3 Log de
UFC/g com o tratamento, reducdo esta que
pode ser promissora quando as contagens
bacterianas iniciais, nos produtos a serem
tratados, sdo baixas.

Os efeitos inibitorios do didxido de car-
bono supercritico em bactérias patogénicas
de origem alimentar podem ser causados pela
indugdo da ruptura celular explosiva devido a
um aumento da pressdo interna, modificacdo
das membranas celulares e extragdo de lipi-
dios da parede celular, inativagdo de enzimas
essenciais para o metabolismo celular ou
extragdo de substancias intracelulares (SPI-
LIMBERGO; BERTUCCO, 2003).

Conclusao

Na analise em relag@o ao desempenho dos
métodos, € possivel observar boa eficiéncia
dos oleos, principalmente do 6leo essen-
cial de orégano. Além disso, por se tratar
de um produto natural, ndo deixa residuos
prejudiciais aos alimentos, podendo ser
recomendada a sua utilizagdo. O emprego do
ultrassom como método de controle micro-
biano se mostrou ineficiente frente aos dois
micro-organismos testados. A aplicagdo da
alta pressao com didxido de carbono super-
critico foi satisfatoria, com redugdo da carga
microbiana apo6s o tratamento, mesmo em
matriz solida (mortadela).
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